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RESUMO

A doenca de Alzheimer (DA) esta correlacionada a formacdo de agregados proteicos no
cérebro, os quais sdo constituidos, dentre outros compostos, por peptideos beta-amiloides
(AP). A cafeina e os hormonios estradiol, estrona e progesterona atuam contra a DA inibindo
a formacdo de AP. Os dipeptideos sdo capazes de atravessar a barreira hematoencefalica
levando farmacos que combatem doencas neurodegenerativas. Neste estudo, métodos
analiticos baseados no acoplamento entre nano cromatografia liquida e espectrometria de
massas em tandem (nanoLC-MS/MS), foram propostos para a determinagdo de substancias
neuroativas. Desenvolveu-se um método de extragdo e pré-concentracdo dos analitos de
interesse presentes em amostras solidas utilizando o sistema Trap Valve Manager acoplado
com nanoLC-MS/MS. Foram avaliadas diversas configuracdes do sistema nanoLC-MS/MS,
bem como, diversas colunas, pré-colunas, traps, fases moveis, volumes de amostras e outros,
para a analise de substancias neuroativas visando seu posterior emprego na analise desses
compostos em matrizes bioldgicas. Desenvolveu-se um método de separacdo cromatografica
dos hormdnios estradiol, estrona, e progesterona e dos dipeptideos TYR-GLY, GLY-TRP e
TRP-GLY, ambos os métodos apresentaram bons resultados, separando os 3 analitos em um
curto espago de tempo. Também desenvolveu-se um método automatizado para amostras
solidas para os dipeptideos, do qual ndo se obteve um bom resultado, mostrando a
necessidade de melhor escolha de solvente e um estudo preliminar de contaminantes
enddgenos da matriz da amostra. Um método analitico de determinagdo de cafeina em p6 de
café utilizando um sistema de preparo de amostras automatizado foi desenvolvido, o alto teor
de cafeina na amostra e sua alta solubilidade evidenciou a necessidade de melhorar a
reprodutibilidade do método. Desenvolveu-se um método analitico de separagdo dos
peptideos AP1-38, AP1-40 e API1-42 utilizando um sistema de preparo de amostras
automatizado, embora os resultados tenham mostrado o potencial da técnica, dificuldades

relacionadas a caracteristica de agregamento dos analitos ainda precisam ser vencidos.



ABSTRACT

Alzheimer's disease (AD) is correlated with the formation of protein aggregates in the brain,
which are made up, among other compounds, of beta-amyloid peptides (AP). Caffeine and the
hormones estradiol, estrone and progesterone act against AD by inhibiting the formation of
AP. Dipeptides are capable of crossing the blood-brain barrier carrying drugs that fight
against neurodegenerative diseases. In this work, analytical methods based on the coupling
between nano liquid chromatography and tandem mass spectrometry (nanoLC-MS/MS) were
proposed for the determination of neuroactive substances. An extraction and preconcentration
method of the analytes of interest present in solid samples was developed using the Trap
Valve Manager system coupled with nanoLC-MS/MS. Various configurations of the
nanoLC-MS/MS system were evaluated, as well as several columns, pre-columns, traps,
mobile phases, sample volumes and others, for the analysis of neuroactive substances with a
view to their subsequent use in the analysis of these compounds in biological matrices. A
method for chromatographic separation of the hormones estradiol, estrone, and progesterone
and the dipeptides TYR-GLY, GLY-TRP and TRP-GLY was developed. Both methods
showed good results, separating the 3 analytes in a short space of time. An automated method
for solid samples for dipeptides was also developed, which did not yield a good result,
showing the need for a better choice of solvent and a preliminary study of endogenous
contaminants in the sample matrix. An analytical method for determining caffeine in coffee
powder using an automated sample preparation system was developed. The high caffeine
content in the sample and its high solubility highlighted the need to improve the
reproducibility of the method. An analytical method for separating peptides A3, AP,4 and
AB,.4, was developed using an automated sample preparation system. Although the results
showed the potential of the technique, difficulties related to the aggregation characteristic of

the analytes still need to be defeated.
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1  INTRODUCAO

A Quimica Analitica ¢ a ciéncia que se dedica ao estudo analitico da matéria, ou seja,
quais as propriedades, composicao, estrutura, dentre outras caracteristicas, de uma substancia
quimica."? Para tanto, este ramo da quimica foca na obtenc¢do e estudo de processamentos,
determinagdo qualitativa e quantitativa e identificacdo de analitos, seja a nivel atdmico ou
molecular e esteja presente em um sistema simples ou em misturas complexas.'* A Quimica
Analitica ¢ uma area de suma importancia, pois sua aplicagdo pode resolver problemas em
diferentes areas como, por exemplo, ajudar a garantir que os regulamentos ambientais sejam
seguidos através da determinagdo de poluentes; na satide publica garantindo a seguranga e
qualidade de alimentos, fArmacos e 4gua, ou ainda atuando no diagnostico de doencas; na
toxicologia, ajudando no diagndstico, prevengdo e tratamento de intoxicagdes através da
determinagdo e quantificacdo de farmacos, entorpecentes e demais substancias quimicas

danosas, e muitas outras aplica¢des.>*

1.1 A Doenga de Alzheimer (DA)

A doenca de Alzheimer (DA) ¢ um distirbio neurodegenerativo progressivo que
ocorre na regido do cortex cerebral, a qual ¢ responsavel pela percepgdo cognitiva e memoria
e estd associada ao envelhecimento e fatores genéticos. E, também, a forma mais comum de
deméncia e afeta predominantemente os idosos.* ® Os sintomas desta doenga estdo associados
com a formagdo de agregados proteicos no cérebro, os quais sdo constituidos
majoritariamente por placas fibrilares compactas e insolaveis de -amildide (AP) (Figura 1),
peptideo de 38-43 aminoacidos derivado da clivagem enzimatica da proteina precursora da
amiloide.* ® Desta forma, h4 a geragdo de uma resposta imune inata no cérebro que, por sua
vez, leva a uma inflamagdo progressiva no mesmo, degenera¢do de neurdnios, perda
sinaptica, bem como um avango na formagio da placa Ap.*

Existem trés principais hipdteses para as causas da DA. A mais antiga ¢ chamada de
hipdtese colinérgica, a qual faz uma associacao da sintese do neuromediador acetilcolina com
o desenvolvimento da DA.

A segunda hipdtese associa a DA a falhas no processo de enovelamento das proteinas
tau, a qual é responsavel pela estabilizacdo dos microtubulos de tubulina atuando na formagao
de citoesqueleto e do trafego de carga neural e, consequentemente, na regulacdo da

morfologia dos neurdnios através da fosforilagdo da mesma. Assim, a hiperfosforilagdo leva a
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desestabilizacdo do sistema de microtibulos e, consequentemente, a morte do neurdnio, pois

faz a proteina se agregar, originando grandes fibrilas e emaranhados neurofibrilares.®

Figura 1 - Esquema representativo da diferenca entre um neurdnio saudavel (A) e um

neur6nio de um paciente com Alzheimer (B).
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A terceira, e mais aceita, ¢ a hipdtese da cascata amiloide, de acordo com a qual o
desenvolvimento da DA esta relacionado as formas oligoméricas da AP e a geragdo anormal,
depurag¢do, bem como ao arranjo conformacional aberrante da Af. Esta hipdtese encontra
suporte no fato de que as mutagdes que normalmente ocorrem no inicio precoce da DA
localizam-se, principalmente, nos genes que codificam a proteina precursora da AP ou aquelas
que estdo ligadas a protedlise da mesma.® Estudos indicam que a progressio da DA estd
relacionada a presenca de A soluvel no cérebro devido ao alto grau de toxidade sindptica
advinda dos oligomeros de AP, enquanto que a placa de AP ndo parece ser um causador da
progressao da DA, mas sim um mecanismo de protecdo que sequestra dos oligdmeros A
soluveis neutralizando. Assim, a toxicidade, ou seja, o acimulo de agregados proteicos, esta
relacionado aos estagios avangados da deméncia.®"

As formas predominantes de AP sdo os peptideos AB,4 € APisn. O APy €
frequentemente encontrado em fluidos biologicos, tais como o fluido cerebrospinal; em menor
propor¢ao, também sdo bastante encontradas as formas AB;ss € APisp. O AP,4 € mais
propenso a formag¢do de fibrilas.™ Algumas isoformas de AP (AB;u/APiss € ABis/AB;.40)
tém sido descritas como potenciais biomarcadores de Alzheimer de modo a diferencia-lo de

outras deméncias e facilitar a busca por medicamentos.*
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Nos estagios iniciais da DA o diagndstico pode ser feito por meio do uso de métodos
tais como o de neuroimagem, ressonancia magnética e tomografia por emissdo de pdsitrons.
Ja os biomarcadores sdo importantes para a identificagdo das caracteristicas patoldgicas da
DA e podem ser encontrados, por exemplo, no liquido cefalorraquidiano ou no tecido
cerebral."!' Como apenas uma pequena quantidade das proteinas cerebrais entram na corrente
sanguinea e estas ndo apenas sdo diluidas pelas proteinas plasmaticas como, também, podem
sofrer degradacdo ou serem metabolizadas, biomarcadores sanguineos de DA nao sdo
utilizados até o presente momento, pois os niveis plasmaticos ndo retratam as mudangas que
estdo ocorrendo no cérebro no momento da analise.'> E importante frisar, no entanto, que
embora a DA possa ser diagnosticada mediante imagens cerebrais, testes de estado mental,
historico médico, etc, a constatagdo precisa da DA s6 pode ser feita “post mortem” através da

analise dos tecidos cerebrais necropsia, bem como pela relagdo de medidas clinicas."

1.2 O papel neuroprotetor dos estrogénios

Os estrogénios sdo uma classe de hormodnios esterdides formados por 18 carbonos que
atuam nos sistema reprodutivos feminino e masculino, embora sejam produzidos em maior
quantidade nas mulheres.'*'* Suas fun¢des envolvem auxiliar no desenvolvimento sexual e
reprodutivo feminino, mas também desempenham papel no sistema cardiovascular, na
regulagdo da sintese de proteina e da sensibilidade a insulina, na manutengdo da massa dssea,
na saude cognitiva, dentre outros processos fundamentais do corpo humano.”*'* Os trés
principais estrogénios sdo o estradiol, a estrona e o estriol; destes, o primeiro ¢ o mais
relevante fisiologicamente, sendo que os outros dois podem ser sintetizados a partir dele."
Nas mulheres, o estradiol ¢ sintetizado nos ovarios, sendo o mais produzido durante a idade
fértil. Apds atingir a menopausa, os niveis de estradiol diminuem consideravelmente e a
estrona passa a ser o estrogénio predominante no corpo feminino.'*'> O estradiol protege o
cérebro contra toxinas e ¢ capaz de reduzir a formag¢ao de AP que pode formar agregados
proteicos, pois induz a quebra da proteina precursora dos amildides e, consequentemente, €
capaz de inibir o acimulo de AB." Uma vez que o estradiol atua como um neuroprotetor, a
diminui¢do dos niveis de estradiol em mulheres na menopausa esta correlacionada com o
desenvolvimento de doengas degenerativas como, por exemplo, a DA. Desta forma, a
reposi¢do de estrogénio em mulheres na transicdo para a menopausa pode reduzir o risco de

desenvolver DA.'>!7
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A progesterona ¢ um hormonio sintetizado nos ovarios, placenta e glandulas
supra-renais nas mulheres, sendo este ultimo também o local de sintese nos homens.' Seu
papel vai desde atuar em fungdes reprodutivas, preparando o organismo para uma gestagao e
agindo na manutengdo do utero apds a contracepgao, até a fungdes nao reprodutivas como
manutengdo Ossea, atuagdo no sistema cardiovascular e no sistema nervoso central (SNC)."**
No sistema nervoso, a progesterona desempenha varios papéis como neuroprotetor, a titulo de
exemplo, melhorar a sobrevivéncia neural, reduzir o inchago e inibir a apoptose ¢ a
inflamagdo causada por beta amildides.’'** Este hormonio, assim como os estrogénios, tém
seu nivel diminuido no organismo feminino com a chegada da menopausa.” Estudos sugerem
que a reducdo da progesterona no cérebro estd correlacionada com o desenvolvimento da DA
e que sua reposi¢ao contribui para reducdo dos riscos do desenvolvimento de DA por

mulheres na menopausa.” %

1.3 Os dipeptideos como neuroprotetores

Dipeptideos sdo peptideos curtos formados por apenas dois aminoacidos. Sao
rapidamente absorvidos pelo corpo humano e também sdo capazes de penetrar a barreira
hematoencefalica (BHE), interface altamente seletiva que separa os SNC do sistema vascular.
Ele protege o cérebro de moléculas exdgenas e compostos toxicos, porém também impede a
entrada de farmacos no sistema nervoso central afetando, assim o tratamento de doencas
neurodegenerativas, como a DA.** ?® Uma forma de solucionar este problema ¢ o uso de
dipeptideos capazes de atravessar a BHE como ‘“deliveries” de medicamentos para o
SNC.#3* O dipeptideo TYR-GLY, formado pelos residuos dos aminoacidos L-tirosina e
glicina, atua como um metabdlito e, também, ¢ um tautdmero de um zwitterion, composto
eletricamente neutro que possui céations e anions em sua estrutura.’’ > Os dipeptideos
GLY-TRP e TRP-GLY sdo formados pelos residuos de aminoacidos glicina e L-triptofano;

ambos atuam como metabolitos.>* 3

1.4 A cafeina: neuroprotetor para Doeng¢a de Alzheimer (DA) e Parkinson
(DP)
A cafeina (1,3,7-trimetilxantina), substancia psicoestimulante mais consumida, ¢ um
alcaldide do grupo das xantinas que ¢ naturalmente encontrado em fontes vegetais, tais como

grios de café, folhas de chd, erva mate, sementes de cacau, e outras.>> No corpo humano a

cafeina ¢ metabolizada no figado pelas enzimas citocromo P450 oxidase, sofrendo
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desmetilacdo e podendo ser convertida em paraxantina, teobromina, teofilina e dacido
1,3,7-metiltrico. Estes, por sua vez, podem gerar subprodutos como, por exemplo, a
l-metilxantina, 7-metilxantina e 4acido 1,7-dimetil trico.*® A Figura 2 apresenta todos os

produtos e subprodutos gerados a partir da cafeina, bem como suas vias metabolicas.

Figura 2 - Vias metabdlicas e metabdlitos da cafeina quando esta ¢ sintetizada no corpo

humano. As setas cinzas representam metabolitos que sdo produzidos em menor escala.*
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Apoés a absor¢do, a cafeina pode atuar em diferentes sistemas como, por exemplo, o
cardiovascular, renal, pulmonar, musculo esquelético e do SNC.*” O efeito da cafeina resulta
no aumento do estado de vigilia, melhora do humor e modulacdo do estado oxidativo e
inflamatério influenciando, assim, na associa¢do dos mecanismos advindos da pratica de
atividade fisica intensa.’” No SNC, a cafeina atua através dos seus metabolitos alterando o
nivel de neurotransmissores, tais como a serotonina, dopamina e noradrenalina, além da
adenosina e aminodcidos. Isto ¢ possivel uma vez que ela pode agir nao apenas liberando e
recaptando o0s neurotransmissores como também pode se associar a receptores de
determinados neurotransmissores devido a semelhancas estruturais, podendo ser usada na

produgdo de farmacos que atuam na reducdo da dor, cansaco e tontura, além do aumento do
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recrutamento motor.”’” Um outro efeito que a cafeina demonstra apresentar no SNC ¢ a
prevencao de doengas neurodegenerativas como a doenca de Parkinson e DA; isto devido a
sua atuacdo nos mecanismos de estresse oxidativo e inflamatorio.”” Estudos sugerem que a
ingestdo de cafeina pode reduzir os niveis de AP no cérebro e, consequentemente, reduzir a
formacdo de placas amildides no hipocampo o que, por sua vez, tem o efeito ndo apenas
prevenir e retardar o aparecimento da DA como pode, também, reduzir parcialmente o

comprometimento da memoria ja afetada.’®

1.5 Anadlise quimica de substancias neuroprotetoras e o papel da

cromatografia liquida contemporanea

Ao estudar amostras complexas contendo uma mistura de analitos, como os APs,
hormonios, e outros, € necessario realizar uma série de procedimentos como, por exemplo, o
preparo adequado da amostra, a separagdo dos analitos de interesse de outros contaminantes e,
por fim, a identifica¢do e quantificacdo dos mesmos.

Existem diversas técnicas de separagdao de misturas, como, por exemplo, a evaporagao,
a destilacdo, a filtracdo e a cromatografia. Dentre elas, a cromatografia € a mais versatil, pois
¢ capaz de separar quaisquer tipos de mistura, seja ela liquido-liquido, liquido-solido,
s6lido-solido ou ainda uma mistura de gases. A cromatografia ¢ uma técnica de separagdo que
se baseia na interacdao dos analitos entre a fase movel e a fase estacionaria, as quais, em geral,
sdao uma hidrofilica e outra lipofilica. Os analitos interagem de forma diferente com cada uma
das fases, resultando na desejada separagdo. Além disso, a forma como cada analito interage
com as fases movel e estacionaria também diferem entre si - ou seja, dependendo da
polaridade de cada analito eles ficardo mais ou menos retidos na fase estacionaria, o que
confere um tempo de retencao diferente para cada analito presente na amostra permitindo,
assim, que sejam devidamente separados, identificados e/ou quantificados.*

Considerando-se o estado fisico da fase movel existem tres tipos de cromatografia:
cromatografia gasosa (CG), cromatografia liquida (CL) e cromatografia a fluido supercritico
(CFS). Na cromatografia liquida a fase movel e a fase estaciondria sdo compostas por uma
fase liquida e uma fase solida, respectivamente, sendo que a fase movel flui pela fase
estacionaria carregando os analitos. Inicialmente, a cromatografia liquida era feita por meio
de uma coluna preenchida com particulas adsorventes de 50-100 um de diametro, na qual a
fase movel fluia pela gravidade. Este método, no entanto, era bastante demorado e, portanto,

ndo podia ser utilizada para fins analiticos.*” Para solucionar este problema, reduziu-se o
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tamanho das particulas da fase estaciondria, fazendo com que o caminho de difusdo se
tornasse menor e a velocidade de separagdo foi aumentada, No entanto, ao utilizar particulas
de diametro tdo pequenos quanto 5 a 10 pm, foi gerada uma alta pressao na entrada da coluna,
tornando necessario o uso de bombas de alta pressado, surgindo, assim, a cromatografia liquida
de alta pressio (CLAE ou HPLC).* Esta nova metodologia aumentou enormemente a
eficiéncia das colunas de cromatografia liquida. Assim, a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE), surge unindo-se o uso de adsorventes de finas particulas como fase
estaciondria, bombas de alta pressao (superior a 200 atm) e detectores em fluxo, aumentando,
assim, o desempenho da cromatografia liquida e sua gama de aplicagdes.*

Avangos mais recentes nas técnicas cromatografica permitiram, no final do século XX
e inicio do XXI, o desenvolvimento da cromatografia liquida de ultra eficiéncia (CLUE). Esta
variacdo da CLAE/HPLC (também simbolizada por U-HPLC) utiliza particulas de
empacotamento com didmetro médio inferior a 2 pum, possibilitando uma maior velocidade,
sensibilidade e resolucdo quando comparado as técnicas anteriores - no entanto, a pressao
sofrida pela coluna é bastante alta. O desenvolvimento de técnicas cromatograficas que
suportam altas pressdes, utilizam particulas menores como fase estacionaria € menores
volumes mortos entre as conexoes, cela de detecgdo e outros componentes, permitiu a criagao
de técnicas cromatograficas miniaturizadas como, por exemplo, a micro-LC e a nano-LC. A
utilizacdo de colunas de didmetro interno miniaturizado trouxe como beneficio maior
sensibilidade, melhoria na eficiéncia da interface com a espectrometria de massas, menor
consumo de solventes, baixo volume de amostras.*> A reducdo do uso de amostras e solventes
tornaram as técnicas miniaturizadas menos agressivas ao meio ambiente e ao analista que as
demais técnicas, pois dessa forma, menos solvente ¢ descartado, diminuindo o lixo produzido
e a poluicao ambiental. Além disso, a exposicao do analista a solventes toxicos ¢ reduzida
diminuindo, assim, possiveis danos a sua saude.

Uma outra forma de reduzir a exposicdo do analista a compostos toxicos e reduzir
possiveis erros causados pela operagdo manual é a automatizagdo e hifenizagdo das técnicas
analiticas ja bem estabelecidas. Um exemplo ¢ a combinagdo e automatizagdo de técnicas
miniaturizadas com o preparo de amostras.*® Algumas das técnicas automatizadas que ja
foram abordadas em estudos anteriores sdo a extracdo em fase solida (SPE) e suas adaptagdes
para a técnica miniaturizada como, por exemplo, a microextracdo em fase solida (SPME) e a
microextragdo em fase solida magnética (MSPE); microextracdo por sorvente empacotado
(MEPS); extragdo sortiva em barra de agitacao (SBSE); e a cromatografia em fluxo turbulento

(TFC).* Estas técnicas, no entanto, aplicam-se bem quando a amostra encontra-se em fase
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liquida. Para amostras no estado s6lido ou semissélido, no entanto, os resultados obtidos nao
s30 muito promissores.*’

Em geral, amostras so6lidas e semissélidas precisam de um tratamento prévio que
envolve a transferéncia dos analitos de interesse para um meio quimico adequado, usualmente
um solvente como a agua, acetonitrila ou metanol.* As técnicas de preparo de amostra mais
comumente utilizadas para matrizes solidas sdo a dispersdao da matriz em fase sélida (MSPD),
a QuEChERS, (rapido, facil, barato, eficaz, robusto e seguro) e a extracdo rapida por
solventes pressurizados (PSE). Estas técnicas, apesar de trazerem resultados eficazes, trazem
a desvantagem de precisarem de intimeras etapas além de, geralmente, precisar de uma grande
quantidade de amostra e solventes, especialmente se comparada as técnicas cromatograficas
miniaturizadas.*® Recentes estudos tém proposto a automatiza¢do do preparo de amostras
solidas por meio da utilizagdo de um cartucho tubular, no qual a amostra pode ser
acondicionada em estado bruto; este cartucho deve ser colocado em linha com uma coluna de
extragdo e uma coluna cromatografica permitindo, desta forma, a automatizacdo e
miniaturizacdo de todos os estagios da andlise cromatografica de amostras de matriz so6lida, a
qual pode ser utilizada em pouquissima quantidade (na ordem de microgramas).*

Apos o preparo da amostra, o analito ¢ extraido da matriz e separado pela coluna
cromatografica, podendo entdo ser identificado e quantificado - esta etapa ser feita por meio
de técnicas de espectrometria de massas (MS). Nesta técnica as moléculas sdo ionizadas, € os
ions produzidos sdo separados com base na relagdo massa/carga (m/z) dos fragmentos
obtidos.** As massas moleculares e a estrutura quimica das moléculas sdo obtidos por meio do
padrio de fragmentagdo e pelos valores de m/z dos fragmentos.** Ao utilizar dois ou mais
espectrometros de massas conectados entre si ou um unico espectrometro de massas com
varios analisadores arranjados sequencialmente, tem-se a espectrometria de massas em
tandem ou sequencial (MS/MS).** A espectrometria de massas MS/MS tipicamente envolve
vérias etapas. Na primeira etapa, ocorre a ionizacdo da molécula de interesse, € um conjunto
de ions de uma determinada m/z ¢ selecionado para a proxima etapa. Esses ions sdo
direcionados para uma camara de colisdo e atingidos com um feixe de um gas inerte. Dentre
eles, ions previamente selecionados sao monitorados no outro analisador de massas, obtém-se
assim o perfil dos fragmentos gerados.* Esta técnica, também denominada de monitoramento
de reacdes multiplas (MRM), ¢ uma técnica de varredura que seleciona ions pré definidos
para andlise. Os ions selecionados sdao chamados de ions precursores (ou ions pai, na
nomenclatura mais antiga) e os ions formados apds a fragmentag¢ao recebem o nome de ions

produtos (ou filhos) correspondentes. A esses conjuntos de ions da-se o nome de ions de
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transi¢do, sendo que normalmente monitora-se de duas a quatro transigdes por analito.”” A
técnica de varredura MRM tem uma alto grau de especificidade devido a escolha de ions
seletivos resultando, assim, em quantifica¢des relativas e absolutas.* E uma técnica bastante
util para analises de amostras de matrizes complexas como, por exemplo, determinagao de
peptideos e neurotransmissores em tecidos cerebrais, determinacdao de cafeina em po de café,
etc.*

No presente trabalho, avaliou-se o potencial uso da cromatografia liquida em nano
escala (nanoLC) acoplada a espectrometria de massas em tandem ou sequencial (MS/MS) -

através de um sistema nanoLC-MS/MS - para a analise de varias classes de substancias

neuroativas em diferentes matrizes e com diferentes arranjos experimentais.
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2.1

OBIJETIVOS

Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho foi desenvolver métodos analiticos para determinagdo de

substancias neuroativas utilizando cromatografia liquida capilar em nano escala acoplada a

espectrometria de massas sequencial ou em tandem MS/MS, através de um sistema

nanoLC-MS/MS.

2.2

Objetivos especificos

Desenvolver um método analitico de identificagdo e separacdo dos hormonios
estradiol, estrona, e progesterona;

Desenvolver um método analitico de identificacdo e separagao dos dipeptideos
TYR-GLY, GLY-TRP e TRP-GLY;

Desenvolver um método analitico de identificacdo e separagao dos dipeptideos
TYR-GLY, GLY-TRP e TRP-GLY presentes em uma amostra solida utilizando um
sistema de preparo de amostras automatizado;

Desenvolver um método analitico de determinagao de cafeina em p6 de café utilizando
um sistema de preparo de amostras automatizado;

Desenvolver um método analitico de identificagdo e separacdo dos peptideos AP ss,

AP0 € AB,.4, utilizando um sistema de preparo de amostras automatizado.
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3 EXPERIMENTAL

3.1 Sistema LC-MS/MS

O equipamento empregado nesta etapa do trabalho consiste em um cromatografo
liquido da empresa Waters (Milford, Massachusetts, EUA) composto por trés sistemas [ (i)
uma bomba capilar uBinary Solvent Magner, (i1) um injetor uSample Manager-FL e (iii) um
sistema Trap Valve Manager) acoplado a um espectrometro de massas quadrupolar em
tandem, XEVO TQ-S-micro. A Figura 3 ilustra uma montagem do equipamento, evidenciando
o sistema de extragdo acoplado online com o sistema LC- MS/MS. O sistema Trap Valve
Manager ¢ empregado em duas etapas, sendo a primeira ¢ a etapa de preparo de amostra
automatizada e a segunda a etapa analitica. Na etapa de preparo de amostra (Figura 3a)
inicialmente ambas as véalvulas sdo mantidas na posi¢@o 1. Desta forma, a fase mével entra na
valvula, passa pelo cartucho de modo a extrair os analitos da matriz bruta (os quais ficam
retidos no co-adsorvente), e € encaminhada para o descarte. Em seguida, a valvula da
esquerda ¢ girada para a posicao 2, e os analitos sdo carregados para a coluna de extragao
onde sdo pré-concentrados enquanto a maior parte dos residuos sdo descartados. Na etapa
analitica (Figura 3b) a valvula da esquerda ¢ mantida na posi¢do 1 e a valvula da direita na
posi¢do 2. Assim, a fase movel passa pela coluna de extracdo e carrega os analitos para a
coluna analitica, onde ird ocorrer a separagdo cromatografica. Logo apds, os analitos sdo

encaminhados para o espectrometro de massas.

Foram utilizadas as seguintes colunas analiticas ao longo do trabalho:

e nanoEase M/Z Peptide BEH C18 (300 pm x 150 mm, tamanho das particulas: 1,7 pm
e didmetro dos poros: 300A) para andlise dos B-amildides AP, (Figura 4), AB, 4
(Figura 5) e APB,.4, (Figura 6);

e coluna C18 BEH (300 pm x 150 mm, tamanho das particulas: 1,7 um e diametro dos
poros: 130A) para a analise dos horménios estradiol (Figura 7), estrona (Figura 8), e
progesterona (Figura 9);

e coluna analitica ACQUITY UPLC M-Class CSH CI8 (300 pm x 150 mm, tamanho
das particulas: 1,7 pm e didmetro dos poros: 130A) para anélise dos dipeptideos
TYR-GLY (Figura 10), GLY-TRP (Figura 11) e TRP-GLY (Figura 12), analise dos

B-amiloides e determinagdo de cafeina (Figura 13) em p6 de café.
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As colunas de extracao utilizadas neste trabalho foram:
(1) coluna ACQUITY UPLC M-Class Trap Symmetry CI18 (300 um x 5 mm, tamanho
das particulas: 5 pm e didmetro dos poros: 100 A), adquirida da Waters;

(ii) coluna trap de grafeno produzida em laboratorio.

Figura 3 - Exemplo de diagrama esquematico de um sistema LC-MS/MS de preparo de
amostras em varias etapas acoplado a um analisador de massas triplo quadrupolo com énfase
nos caminhos fluidicos (azul) e suas conexoes. (a) Valvulas posicionadas de modo a ocorrer a
extracdo e sorcdo dos analitos (etapa 1). (b) Valvulas posicionadas de modo a ocorrer a

analise LC-MS/MS capilar dos analitos (etapa 2).*

(a) Sample preparation step

Left valve
mm Position |

Extraction column

> Waste

Right valve
e Position |
Position Il

Analytical column

capillaryLC

(b) Analytical step

Left valve Cartridge Extraction column
e Position | A -~
Right valve
= Position |

Position Il

Analytical column |

capillaryLC MS/MS
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3.2 Analitos investigados

A estrutura quimica dos compostos estudados neste trabalho encontram-se nas figuras

4al3.

Figura 4 - Estrutura molecular da AB, 54.*
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Figura 5 - Estrutura molecular da AP, _4.*’
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Figura 6 - Estrutura molecular da AP, _5,.**
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Figura 7 - Estrutura molecular do estradiol.*’

Figura 8 - Estrutura molecular da estrona.™

== LTI

Figura 9 - Estrutura molecular da progesterona.”!
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Figura 10 - Estrutura molecular do TYR-GLY.*!

Figura 11 - Estrutura molecular do GLY-TRP.**
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Figura 12 - Estrutura molecular do TRP-GLY.*

Figura 13 - Estrutura molecular da cafeina.”

.
., N
T

3.3 Sele¢ao dos parametros cromatograficos empregados

Os parametros cromatograficos utilizados para separacdo dos hormonios e dos
dipeptideos e na determinacdo de cafeina em p6 de café estdo descritas na Tabela 1; os

parametros cromatograficos utilizados para analises dos As estdo descritos na Tabela 2.
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Tabela 1 — Parametros cromatograficos e do espectrometro de massas utilizados nas analises

dos horménios, dipeptideos, e cafeina.

Temperatura da coluna cromatografica 45°C
Modo de ionizacao ESI+
Voltagem do capilar 3,5kV

Temperatura de dessolvatagao 350°C
Vazdo do gas de arraste 800 L/h

Tabela 2 - Parametros cromatograficos e do espectrometro de massas utilizados nas analises

dos Aps.

Temperatura da coluna cromatografica 40°C (coluna CSH) e 55°C (coluna BEH)
Modo de ionizacao ESI+
Voltagem do capilar 2
Temperatura de dessolvatagcao 350°C
Vazao do gés de arraste 0

3.4 Padroes analiticos

Para esta etapa do trabalho, uma mistura de hormonios (estradiol, estrona e
progesterona) foi adquirida da Sigma-Aldrich (Burlington, Massachusetts, EUA). A mistura
de dipeptideos (tirosina-glicina, glicina-triptofano e triptofano-glicina) empregada foi
adquirida da Sigma-Aldrich. Os peptideos AP35, AP € ABi4, foram adquiridos da AnaSpec
(Fremont, California, EUA).

3.5 Preparo dos padroes, fase mével e solventes de limpeza

A partir de trés solugdes estoques, sendo uma de estradiol, uma de estrona, e outra de
progesterona, preparou-se um mix destes trés hormdnios a uma concentragao de 0,25 mg/L.

As andlises de dipeptideos foram feitas utilizando solucdes padrao preparadas em dois
meios aquosos diferentes, um neutro e outro acidificado. Para a solu¢do padrao em meio

aquoso neutro foi preparada uma solugdo estoque dos trés di-peptideos (TYR-GLY, GLY-TRP
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e TRP-GLY) na concentracdo de 500 mg/L. A partir destas solugdes estoques preparou-se
solugdes intermedidrias de 50 mg/L, as quais foram utilizadas no preparo de um mix dos trés
di-peptideos na concentragdo de 0,1 mg/L, utilizada como solugdo trabalho. Para a solugao
padrao em meio aquoso acidificado foi preparada uma solugdo estoque dos trés di-peptideos
(TYR-GLY, GLY-TRP e TRP-GLY) na concentra¢do de 500 mg/L em agua acidificada com
acido férmico em 5%. A partir destas solucdes estoques preparou-se solugdes intermedidrias
de 200 mg/L, as quais foram utilizadas no preparo de um mix dos trés di-peptideos na
concentracao de 0,1 mg/L, a qual foi utilizada como solugao trabalho.

Os padroes de APs (AP35, APi4o € APj4,) foram ressuspendidos em solugdo aquosa
de NH,OH a 1% (em volume suficiente para chegar a concentracdo de 1000 mg/L) e
sonicados por 30 segundos. Em seguida, foram distribuidos em frascos de baixa retencao,
diluidos a concentracdo de 50 mg/L com uma solug¢dao 80:20 NH,OH a 1%/acetonitrila (v/v),
sonicados por 30 segundos e armazenados em freezer -80°C.

Como fases moveis para as andlises de hormodnios, dipeptideos e determinacdo de
cafeina utilizou-se acetonitrila e 4agua, ambas acidificadas com acido formico em 0,1%.
Também utilizou-se agua 0,1% acidificada com acido férmico e metanol como fases moveis
para as analises de dipeptideos.

Para a separacdo dos APs a fase mdvel aquosa (fase A) foi composta por solugdo
aquosa de NH,OH a 0,3%; a fase mdvel organica (fase B) consistia em 90:10 acetonitrila/fase
A (v/v). Foi preparada uma segunda fase médvel de menor basicidade onde a fase movel
aquosa (fase A) foi composta por solugcdo aquosa de NH,OH a 0,1% e a fase mdvel organica
(fase B) consistia em 90:10 acetonitrila/fase A (v/v).

Para as analises de AP, acetonitrila e isopropanol na propor¢ao 80:20 (v/v) + 10% de
NH,OH foi utilizado como solvente de limpeza forte; como solvente de limpeza fraco foi
utilizado uma solugdo 95:5 é4gua/acetonitrila (v/v) + 0,3% NH,OH. Para as andlises dos
demais analitos utilizou-se dgua ultrapura e acetonitrila como solventes de limpeza fraco e

forte, respectivamente.

3.6 Identificagcao e separa¢ao cromatografica dos hormonios

Para a separacdo cromatografica dos hormonios, inicialmente utilizou-se um volume
de injecdo de 0,180 pL e a eluicdo foi feita no modo gradiente. A Tabela 3 apresenta as
condi¢des cromatograficas desse conjunto inicial. As transi¢des monitoradas e suas

respectivas voltagem de cone e energia de colisdo estdo descritas na Tabela 4.
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Tabela 3 - Condi¢des cromatograficas dos estudos realizados no modo de gradiente.

Tempo Fluxo Fase aquosa (A) Fase organica (B)

(min) (nL/min) (%) (%) Curva

Inicial 8 80 20 Inicial
5,50 8 25 75 6
6,70 8 5 95 6
10,00 8 5 95 6
11,00 8 80 20 6
19,00 8 80 20 6

Tabela 4 - Energia de colis@o e voltagem do cone para cada transi¢do monitorada na andlise de

hormonios.
i i Voltagem do Cone | Energia de colisao
Composto | Ion Precursor | Ion Produto
(kV) (eV)
133,03
Estradiol 255,10 36 18
159,05
271,14 133,03 30 24
Estrona
271,20 159,10 20 25
97,1
Progesterona 315,30 30 25
109,10

Um conjunto de ensaios utilizando o volume de inje¢ao de 0,280 pL foi realizado sob

as mesmas condigdes cromatograficas das andlises anteriores (Tabela 3). Posteriormente,

realizou-se uma avaliagdo da separacao no modo isocratico, conforme pode ser observado na

Tabela 5. Neste caso, o volume de injecdo foi de 1 pL.

38



Tabela 5 - Condic¢des cromatograficas no modo isocratico.

Tempo Fluxo Fase aquosa (A) Fase organica (B)
Curva
(min) (nL/min) (%) (%)
Inicial 25 99 1 Inicial
0,5 25 99 1 6

3.7 Identificagdo e separagao cromatografica dos dipeptideos

3.7.1 Avaliagdo da separagao dos padroes preparados em meio aquoso neutro

Inicialmente foi efetuada uma varredura (SCAN) na faixa de 50 a 500 no modo
positivo para uma amostra contendo os trés dipeptideos, para efetuar-se a escolha dos ions de
transi¢do a serem empregados no monitoramento MS/MS. A voltagem do cone e energia do
capilar utilizados foram obtidos por meio da infusdo direta de uma solucdo padrdo na
concentragdo de 2 mg/L do mix de dipeptideos. A Tabela 6 ilustra os ions de transi¢do
selecionados para cada um dos trés dipeptideos, os quais foram utilizados para realizar as
analises posteriores.

A primeira analise do mix de dipeptideos foi feita utilizando o método isocratico,
sendo as porcentagens de 30% de fase organica (B) e 70% de fase aquosa (A). Acetonitrila e
agua, ambas 0,1% acidificadas com acido féormico, foram usadas como fase mével. O volume
de injecao foi de 0,5 pL e o fluxo foi de 10 pL/min. Um segundo conjunto de experimentos
foi posteriormente efetuado em condigdes semelhantes a primeira. No entanto, utilizou-se
70% de fase organica (B) e 30% de fase aquosa (A).

Em seguida, foram realizados experimentos utilizando-se o modo gradiente ao invés
do isocratico empregado anteriormente. As condigdes cromatograficas utilizadas podem ser
observadas nas Tabelas 7 e 8. O volume de injecdo de ambos conjuntos de experimentos foi

de 0,5 pL.
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Tabela 6 - Energia de colisdo e voltagem do cone para cada transi¢do monitorada na analise

dos dipeptideos TYR-GLY, GLY-TRP e TRP-GLY.

Composto Tons fons Produto Voltagem do Cone | Energia de colisao
Precursores (kV) (eV)
91,06 36
TYR-GLY 238,49 119,02 18 24
136,06 12
117,99 38
GLY-TRP 261,51 146,08 22 26
188,09 18
132,10 28
TRP-GLY 261,51 144,13 18 18
159,15 18

Tabela 7 - Condig¢des cromatograficas no modo gradiente 1.

Tempo Fluxo Fase aquosa (A) Fase organica (B) Curva
(min) (pL/min) (%) (%)
Inicial 12 95 5 Inicial
1 12 95 5 6
4 12 70 30 6
8 12 1 99 3
10 12 1 99 3
11 12 95 5 3
14 12 95 5 3

3.7.2 Avaliagao da separagao dos padroes preparados em meio aquoso acidificado

Foram realizados experimentos utilizando padrdes preparados em meio acidificado.
As andlises cromatograficas foram feitas nas mesmas condi¢cdes descritas na Tabela 8, o
volume de injecao utilizado foi de 0,5 pL. Posteriormente, novas analises foram feitas,

também nestas mesmas condigdes, no tempo total de 13 e 12 minutos.
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Tabela 8 - Condigdes cromatograficas no modo gradiente 2 (curva 3).

Tempo Fluxo Fase aquosa (A) Fase organica (B) Curva
(min) (nL/min) (%) (%)
Inicial 12 95 5 Inicial
1 12 95 5 3
4 12 70 30
8 12 1 99 3
10 12 1 99 3
11 12 95 5 3
15 12 95 5 3

3.7.3 Avaliagao da separagao cromatografica utilizando metanol como fase mével
Foram realizados experimentos com a solucdo trabalho preparada em meio aquoso
acidificado e substituindo a fase organica usada anteriormente por metanol. As condi¢des de

analises estdo descritas na Tabela 9.

Tabela 9 - Condic¢des cromatograficas da andlise utilizando metanol.

Tempo Fluxo Fase aquosa (A) Fase organica (B) Curva
(min) (pL/min) (%) (%)
Inicial 8 95 5 Inicial
1 8 95 5 3
4 8 70 30 3
8 8 1 99 3
10 8 | 99 3
11 8 95 5 3
15 8 95 5 3

3.7.4 Utilizagao do sistema de extra¢gao de amostra sdlida automatizado
Utilizou-se um cartucho desenvolvido no laboratorio preenchido com 30 mg de fase
C18 e 10 mg de solo fortificado na concentragdo de 0,2 mg/L com o mix de dipeptideos

preparado em meio aquoso acidificado. O intuito desse experimento foi mimetizar o sistema
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de amostra solida contendo as proteinas a serem estudadas na etapa final do trabalho. O
volume de injecao foi de 0,5 pL, as fases moveis utilizadas foram agua (A) e acetonitrila (B),
ambas 0,1% acidificadas com acido féormico, o fluxo empregado foi de 15 pL/min. O modo
utilizado foi o isocratico, sendo as porcentagens de fase organica e aquosa de 64% e 36%,

respectivamente

3.8 Determinagao de cafeina em po de café utilizando o sistema Trap Valve

Manager

3.8.1 Avaliacao da extracdao da cafeina sem incorporar uma coluna extratora ao sistema

Trap Valve Manager

Inicialmente foram feitas analises utilizando pd de café como amostra solida. Para
tanto preencheu-se o cartucho de amostra so6lida com 1 mg de po6 de café e 39 mg de C18. As
andlises foram feitas em duas etapas, primeiramente foi feita a etapa de trapping onde a fase
moével passou em um fluxo alto (30 pL/min) pelo cartucho contendo a amostra sélida e foi
direcionada para o lixo. Essa etapa tem o propdsito de ativar a fase sélida (C18). Logo a
seguir, o fluxo foi diminuido e, em 3 minutos, ocorreu o giro da valvula direita para que,
entdo, a fase movel contendo o analito fosse para a coluna analitica, em seguida foi feita a
etapa analitica. As condigdes cromatograficas do trapping e da etapa analitica estdo descritas
na tabela 10 e 11, respectivamente. As transicdes monitoradas e suas respectivas voltagem de

cone e energia de colisdo estao descritas na Tabela 12.

Tabela 10 - Condi¢des cromatograficas do trapping.

Tempo Fluxo Fase aquosa (A) Fase organica (B) Curva

(min) (pL/min) (%) (%)

Inicial 30 95 5 Inicial
2,0 30 95 5 6
2,1 8 95 5 6
5,0 8 95 5 6
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Tabela 11 - Condic¢des cromatograficas da etapa analitica.

Tempo Fluxo Fase aquosa (A) Fase organica (B) Curva

(min) (pL/min) (%) (%)

Inicial 8 75 25 Inicial
5 8 75 25 6

Tabela 12 - Energia de colisdo e voltagem do cone para cada transi¢ao monitorada na analise

da cafeina.
B i Voltagem do Cone Energia de colisdo
Ion Precursor TIon Produto
(kV) (eV)
42 26
195 110 30 22
138 20

Em seguida foram realizados testes aumentando a porcentagem de fase aquosa no
inicio da etapa de trapping de 95% para 99%, conforme observado na Tabela 13. Ou seja,
aumentou-se a porcentagem de fase aquosa que passava pelo cartucho e era descartada, sem
passar pela coluna analitica. As condi¢des cromatograficas da etapa analitica ndo foram
alteradas.

Um terceiro conjunto de testes foi realizado mantendo-se o inicio do trapping mais
aquoso conforme a Tabela 13, e aumentando-se a porcentagem de fase aquosa também na
etapa analitica (85% de fase A), conforme pode ser observado na tabela 14. Também foi
realizado um conjunto de testes utilizando as condi¢des cromatograficas de trapping descritas
na tabela 11 (porcentagem de fase A mantida em 95%) e utilizando-se a fase mdvel mais

aquosa na etapa analitica conforme descrito na Tabela 14.
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Tabela 13 - Condic¢des cromatograficas do trapping, inicio com maior porcentagem de fase

aquosa.
Tempo Fluxo Fase aquosa (A) Fase organica (B) Curva
(min) (pL/min) (%) (%)
Inicial 30 99 1 Inicial
2,0 30 99 1 6
2,1 8 95 5 6
5,0 8 95 5 6

Tabela 14 - Condi¢des cromatograficas da etapa analitica, com maior propor¢ao de fase

aquosa.
Tempo Fluxo Fase aquosa (A) Fase organica (B)
Curva
(min) (nL/min) (%) (%)
Inicial 8 85 15 Inicial
5 8 85 15 6

Posteriormente foi feito um conjunto de testes em que a as condigdes cromatograficas
da etapa de trapping, cuja proporcao inicial da fase movel A era maior, foi usada (Tabela 13),
enquanto a fase movel da etapa analitica foi alterada para a propor¢do 80% de A e 20% de B,
conforme pode ser observado na Tabela 15.

Tabela 15 - Condicdes da etapa analitica, propor¢ao de fase movel 80% de A contra 20% de

B.
Tempo Fluxo Fase aquosa (A) Fase organica (B)
Curva
(min) (nL/min) (%) (%)
Inicial 8 80 20 Inicial
5 8 80 20 6
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3.8.2 Avaliacdo da extragdao da cafeina incorporando uma coluna de extragdo ao sistema

Trap Valve Manager

Ap6s realizacdo dos primeiros testes com o pd de café, foi incorporado uma coluna de
grafeno ao sistema com o objetivo de pré-concentrar a cafeina. Desta forma o sistema se dava
da seguinte forma: primeiramente a etapa de trapping, onde inicialmente a fase mével passa
pelo cartucho e vai para o lixo; ap6s 2 minutos, ocorre o giro da valvula direita e a fase movel
comeca a passar pela coluna de grafeno e entdo ir para o lixo. Dessa forma, os analitos ficam
retidos na coluna de grafeno. Em seguida, ocorre a etapa analitica onde a fase movel passa
pela coluna de grafeno e se direciona para a coluna analitica. As condi¢cdes cromatograficas da
etapa de trapping e analitica estdo descritas nas Tabelas 16 e 17, respectivamente.

Os mesmos testes foram realizados, porém reduzindo o tempo total do trapping para 3

minutos, conforme pode ser observado na Tabela 18.

Tabela 16 - Condigdes cromatograficas do trapping utilizando coluna de grafeno.

Tempo Fluxo Fase aquosa (A) Fase organica (B) C
urva
(min) (nL/min) (%) (%)
Inicial 30 95 5 Inicial
4 30 95 5 6

Tabela 17 - Condi¢des cromatograficas da etapa analitica utilizando coluna de grafeno.

Tempo Fluxo Fase aquosa (A) Fase organica (B) C
urva
(min) (pL/min) (%) (%)
Inicial 8 75 25 Inicial
10 8 75 25 6
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Tabela 18 - Condig¢des cromatograficas do trapping com um tempo total reduzido a 3 minutos.

Tempo Fluxo Fase aquosa (A) Fase organica (B) C
urva
(min) (pL/min) (%) (%)
Inicial 30 95 5 Inicial
3 30 95 5 6

Novamente, repetiu-se os experimentos, aumentando-se, no entanto, a porcentagem de

fase aquosa na etapa de trapping, conforme pode ser observado na Tabela 19.

Tabela 19 - Condig¢des cromatograficas do trapping, maior porcentagem de A.

Tempo Fluxo Fase aquosa (A) Fase organica (B) c
urva
(min) (nL/min) (%) (%)
Inicial 30 99 1 Inicial
3 30 99 1 6

Por fim, foi feito um novo conjunto de testes mantendo as condi¢des cromatograficas

do trapping do teste anterior (Tabela 19) e diminuindo a propor¢do da fase aquosa na etapa

analitica, conforme descrito na Tabela 20.

Tabela 20 - Condi¢des cromatograficas da etapa analitica, menor porcentagem de A.

Tempo Fluxo Fase aquosa (A) Fase organica (B)
Curva
(min) (pL/min) (%) (%)
Inicial 8 70 30 Inicial
10 8 70 30 6
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3.8.3 Avaliacdo da extragao da cafeina reduzindo a massa de amostra sélida utilizada no

sistema Trap Valve Manager

Foram realizados testes mantendo-se as condi¢des cromatograficas iguais as do
conjunto de testes anterior (ver tabela 19 e 20 para condi¢des cromatograficas), reduzindo-se
a massa de café para 0,3 mg e aumentando-se a massa de C18 para 39,7 mg. Outros dois
conjuntos testes foram realizados, porém diminuindo o tempo em que a fase médvel com o
analito passava pela coluna de grafeno para 0,5 e 0,1 minutos, respectivamente - ou seja, no
primeiro caso o giro da valvula direita ocorreu em 2,5 minutos para a posi¢do 1 (fase mével
passando pela coluna de grafeno ao invés de ir para o descarte), e no segundo caso essa

alteracao ocorreu em 2,9 minutos.

3.8.4 Avaliacao da extragdo da cafeina empregando p6 de café descafeinado como
amostra solida utilizada no sistema Trap Valve Manager

ApoOs os testes feitos com o po de café¢ foram realizados testes com pod de café
descafeinado. Neste caso foi retirada a etapa em que a fase movel que passava pelo cartucho
de fase solida era encaminhada diretamente para o lixo, ou seja, toda a fase movel que passou
pelo cartucho passou também pela coluna de grafeno e, apenas apos isso foi encaminhada
para descarte. Primeiramente foi utilizado um fluxo de 8 plL/min na etapa de trapping,
conforme pode ser observado na Tabela 21. As condi¢des cromatograficas da etapa analitica

foram mantidas tais como na Tabela 20.

Tabela 21 - Condigdes cromatograficas do trapping, fluxo de 8 pL/min.

Tempo Fluxo Fase aquosa (A) Fase organica (B) C
urva
(min) (nL/min) (%) (%)
Inicial 8 99 1 Inicial
5 8 99 1 6

Em seguida foi repetido o teste utilizando-se o fluxo de fase modvel na etapa de
trapping de 30 pL/min, porém sem o evento de giro de valvula, ou seja, fase mével indo
diretamente para a coluna de grafeno. As condigdes cromatograficas foram aquelas descritas

na Tabela 19 e 20.
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Posteriormente foram realizados testes utilizando-se uma menor propor¢do de fase

aquosa (95% de A), conforme pode ser observado na Tabela 22. Em seguida, foram realizados

testes utilizando-se o modo gradiente na etapa analitica, conforme a Tabela 23. As condi¢des

cromatograficas da etapa de trapping foram mantidas tais quais a tabela 22.

Tabela 22 - Condi¢des cromatograficas do trapping, menor proporcao de A.

Tempo Fluxo Fase aquosa (A) Fase organica (B) Curva
(min) (pL/min) (%) (%)
Inicial 30 95 5 Inicial
5 30 95 5 6
Tabela 23 - Condigdes cromatograficas da etapa analitica, modo gradiente.
Tempo Fluxo Fase aquosa (A) Fase organica (B)

(min) (nL/min) (%) (%) Curva
Inicial 8 70 30 Inicial
3,2 8 70 30 3
33 8 0 100 3
6,3 8 0 100 3
6,4 8 70 30 3
11 8 70 30 3

3.8.5 Avaliacido da extracdo da cafeina aumentando-se a massa de pé de café

descafeinado empregado como amostra sélida utilizada no sistema Trap Valve Manager

Foram realizadas andlises utilizando-se pd de café descafeinado numa quantidade

maior que a empregada anteriormente; para tanto utilizou-se 1 mg de p6 de café descafeinado

e 39 mg de fase sortiva (C18). A primeira analise foi realizada mantendo-se as condigdes
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cromatograficas do conjunto de teste anterior (Tabela 22 e 23). Posteriormente, aumentou-se o

tempo da etapa de trapping para 10 minutos, conforme pode ser observado na Tabela 24.

Tabela 24 - Condigdes cromatograficas do trapping, duragao de 10 minutos.

Tempo Fluxo Fase aquosa (A) Fase organica (B) C
urva
(min) (nL/min) (%) (%)
Inicial 30 95 5 Inicial
10 30 95 5 6

Repetiu-se o teste alterando-se o fluxo do frapping para 15 pL/min e, posteriormente,

para 50 pL/min, conforme Tabelas 25 e 26.

Tabela 25 - Condigdes cromatograficas do trapping, fluxo de 15 pL/min.

Tempo Fluxo Fase aquosa (A) Fase organica (B) C
urva
(min) (nL/min) (%) (%)
Inicial 15 95 5 Inicial
10 15 95 5 6
Tabela 26 - Condi¢des cromatograficas do trapping, fluxo de 50 uL/min.
Tempo Fluxo Fase aquosa (A) Fase organica (B)
Curva
(min) (pL/min) (%) (%)
Inicial 50 95 5 Inicial
10 50 95 5 6
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3.9 Avalia¢do da separagao cromatografica dos B-amildides

3.9.1 Selegao dos parametros cromatograficos e de espectrometria de massas
As transi¢des, energia de colisdo e voltagem do cone foram obtidas por infusdo direta

a partir de uma solucao padrao de 2 mg/L dos B-amildides, os valores encontrados para cada

analito e estdo estdo descritos na Tabela 27. A energia do capilar (EC) e fluxo de gas (FG)

foram determinados experimentalmente através de analises feitas em triplicata. O gradiente de

fase movel utilizado estd apresentado na Tabela 28 e o volume de injecdao foi 1 pL. A fase

movel utilizada foi a de maior basicidade.

Tabela 27 - fons de transicdo, energia de colisdo e voltagem do cone, para cada analito,

determinados por infusdo direta.

Analito fon precursor fon produto Voltage(:lr{nvc)lo cone Energia(led\c;)colisﬁo
1000.7

AP 1-38 1033.8 33 10
1015.08
1029.27

AP 1-40 1083.4 60 10
1054.22
1078.9

AB 1-42 1129.5 35 20
1106.9

Tabela 28 - Gradiente utilizado na primeira etapa dos experimentos.

Tempo Fluxo Fase aquosa(A) Fase organica (B)
(min) (nL/min) (%) (%)
Inicial 5 95 5

1,00 5 95 5

6,50 5 70 30

7,00 5 0 100

12,50 5 0 100

13,00 5 95 5

16,00 5 95 5
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3.9.2 Procedimento de limpeza da coluna analitica
Para limpeza da coluna utilizou-se 4gua e acetonitrila, ambos 0,1% acidificados com
acido trifluoroacético (TFA). A coluna foi colocada na posi¢ao invertida aquela utilizada na

corrida cromatografica e o fluxo utilizado foi de 3 pL/min.

3.9.3 Avaliando coluna CSH
Realizou-se um conjunto de experimentos nas mesmas condi¢des cromatograficas

descritas na Tabela 26, no entanto, trocando-se a coluna analitica nanoEase M/Z Peptide BEH

C18 pela coluna analitica ACQUITY UPLC M-Class CSH CI8.

3.9.4 Montagem do sistema de trapping

Neste sistema o padrao analitico injetado passou pela coluna trap por um tempo pré
determinado (0,5, 1, 1,5 ¢ 2 minutos) em um fluxo de 20 uL/min. Apods o tempo de trap
ocorreu o giro da véalvula e, a um fluxo de 5 uL/min, a fase mével passou pela coluna de trap
no sentido inverso (backflush) de modo a eluir os analitos e os carregar para a coluna
analitica. Durante o tempo de trap a fase movel foi utilizada no modo isocratico em duas
proporcoes diferentes, sendo elas 95% de A e 5% de B; e 99% de A e 1% de B. Os dois

gradientes utilizados estdo descritos na Tabela 29 e 30.

Tabela 29 - Gradiente utilizado na etapa de trapping iniciando com 95% de A e 5% de B

Tempo Fluxo Fase aquosa (A) Fase organica (B)
(min) (nL/min) (%) (%)
Inicial 5 95 5

1,0 5 95 5

6,5 5 40 60

7,0 5 0 100

12,5 5 0 100

13,0 5 95 5

16,0 5 95 5
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Tabela 30 - Gradiente utilizado na etapa de trapping iniciando com 99% de A e 1% de B

Tempo Fluxo Fase aquosa (A) Fase organica (B)
(min) (pL/min) (%) (%)
Inicial 5 99 1

1,0 5 99 1

6,5 5 40 60

7,0 5 0 100

12,5 5 0 100

13,0 5 99 1

16,0 5 99 1

3.9.5 Construgao da curva de calibracao

3.9.5.1 Limpeza do selo da coluna analitica e troca de fase movel

Para a limpeza do selo utilizou-se uma mistura de 50:50 acetonitrila:isopropanol (v/v)

e deixou-se o selo em banho-maria no ultrassom por cerca de 24 horas. A partir desta etapa

passou-se a usar a fase movel de menor basicidade.

3.9.5.2 Curva de calibracao

Para construgdo da curva de calibragdo dilui-se os padroes de AP, .s5, ABi49, APi4r de

10 mg/L a concentragdo de 0,1 mg/L, e a partir desta solu¢do das misturas dos beta amildides

obteve-se 4 novos pontos correspondentes a 0,010, 0,030, 0,050 e 0,075 mg/L.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Hormonios

4.1.1 Identificacdo e separacdo cromatografica dos hormoénios

O cromatograma da Figura 14 ilustra um resultado tipico obtido nas primeiras analises
feitas com a mistura dos hormdnios, onde os picos com tempos de retengdo 5,76; 6,22; e 7,62
minutos referem-se, respectivamente, ao estradiol, estrona e progesterona. E possivel
observar-se que a resolu¢ao da separacao foi satisfatoria, apesar da pequena elevacao da linha
de base. Ja a Figura 15 ilustra um resultado tipico obtido sob as mesmas condi¢des, porém
utilizando um volume de injegdo maior (0,280 pL. ao invés de 0,180 pL). E possivel observar
que os analitos foram melhor separados na segunda andlise. A partir desses experimentos
iniciais concluiu-se que o volume da injecdo anterior (0,180 puL) era muito pequeno e,
consequentemente, a quantidade de analitos na coluna também, o que ocasionava o aumento
da linha de base; desta forma, observou-se que o aumento do volume de injecdo (para 0,280

pL) conduziu a um melhor resultado.

Figura 14 - Cromatograma de fon Total (TIC) obtido por LC-MS/MS da mistura de
hormonios, utilizando o modo gradiente, com o volume de inje¢do de 0,180 uL. As condicdes

de analise utilizadas estdo descritas na Tabela 3.
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Figura 15 - Cromatograma de fon Total (TIC) obtido por LC-MS/MS da mistura de
horménios, utilizando o modo gradiente, com o volume de inje¢do de 0,280 pL. As condigdes

de analise utilizadas estdo descritas na Tabela 3.
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A Figura 16 ilustra um resultado tipico da separacdo da mistura de hormonios obtida
utilizando-se 0 modo isocratico. A intensidade dos picos neste cromatograma no modo
isocratico foi maior do que o obtido no modo gradiente, enquanto os picos dos interferentes
apresentaram menor intensidade. Além disso, ao comparar o cromatograma presente na
Figura 16 como os das Figuras 14 e 15 € possivel observar que houve um gradual aumento da
resolugdo cromatografica, ou seja, o modo isocratico ofereceu um melhor resultado para este
grupo de analitos. E possivel observar, ainda nas Figuras 14 e 15, o aparecimento de picos que
aparecem depois da progesterona (tx = 7,62), decorrentes da presenca de contaminantes, os

quais provavelmente sdo provenientes dos padrdes analiticos empregados.
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Figura 16 - Cromatograma de fon Total (TIC) da mistura de horménios, obtido utilizando o
método isocratico, volume de injecdo de 1 pL, fluxo de 25 pL e proporcao de fase méovel 99%

de A e 1% de B.
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4.1.2 Consideragoes finais sobre a separa¢ao dos hormoénios estudados

O método analitico de separacdo cromatografica desenvolvido para a mistura de
hormonios (estradiol, estrona e progesterona) conduziu a bons resultados, sendo possivel
realizar a separagdo dos 3 analitos em menos de 10 minutos através da técnica
nanoLC-MS/MS evidenciando, assim, que a cromatografia liquida capilar ¢ uma técnica
adequada para a separacdo dos componentes desta classe de compostos. Deve ser observado
que para esta separacdo empregou-se um volume de solugdo padrio bastante pequeno (280 puL.
no modo gradiente e 1 uL. no modo isocratico) e uma quantidade infima de fase movel (8 L.
no modo gradiente e 25 uLL. no modo isocratico) evidenciando a relevancia desta técnica para a
andlise de amostras bioldgicas onde, usualmente, a quantidade de amostra disponivel ¢é

minima.
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4.2 Identificagdo e separagao cromatografica dos dipeptideos investigados

4.2.1 Avaliagao da separagao dos padrdes analiticos preparados em meio aquoso neutro
Na anélise inicial ndo houve separacdo cromatografica, ou seja, os trés dipeptideos
eluiram ao mesmo tempo. Além disso, os picos interferentes apresentaram intensidade maior
que aqueles oriundos dos analitos. Entretanto, ao trocar as porcentagens das fases moveis de
30% de fase organica e 70% de fase aquosa para 70% de fase organica e 30% de fase aquosa,
comegou-se a observar uma separagao cromatografica — o pico com tempo de retencao 2,56
minutos, referente ao TYR-GLY, e o pico com tempo de reten¢ao 2,71 minutos referente ao
GLY-TRP e ao TRP-GLY —, ainda que a resolucdo ndo tenha sido adequada, como observa-se
na Figura 17. Isto ocorre porque a dgua é um solvente mais fraco que a acetonitrila nesse

sistema, logo seu uso em maior porcentagem faz com que os analitos fiquem mais retidos.

Figura 17 - Cromatograma de fon Total (TIC) da mistura de dipeptideos, obtido utilizando
modo isocratico, volume de injecdo 0,5 pL e fluxo de 10 pL/min. Fase movel: 30% de agua e

70% de acetonitrila, ambos acidificados em 0,1%.
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Os cromatogramas das Figuras 18 e 19 foram obtidos no modo gradiente (Tabela 7 e
8, respectivamente). E possivel observar-se que, ao mudar-se do modo isocratico para o
gradiente, os analitos apresentaram uma melhor separagdo, a qual pode ser melhorada ao
utilizar- se uma curva de gradiente 3 (Figura 20). Esta modificacdao leva a uma subida mais
rapida do solvente B para a propor¢do pré-estabelecida do que a tradicional curva 6 (Tabela
8), sendo excepcionalmente bom para compostos que ficam muito retidos na coluna. Desta
forma, o TYR-GLY ¢ o primeiro a ser eluido (tz= 2,51 min), uma vez que 0 mesmo ¢ 0 menos
retido, sendo eluido com maior facilidade. Em seguida, com o aumento do solvente mais forte
(acetonitrila), o GLY-TRP e o TRP-GLY também sdo eluidos, embora ainda no mesmo tempo

de reten¢do (tz= 4,6 min).

Figura 18 - Cromatograma de fon Total (TIC) da mistura de dipeptideos, obtido no modo

gradiente. Para as condig¢des analiticas, veja Tabela 7.
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Figura 19 — Cromatograma de fon Total (TIC) da mistura de dipeptideos, obtido no modo

gradiente utilizando a curva 3. Para as condi¢des analiticas, veja Tabela 7.
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Figura 20 - Grafico da taxa de mudanga da composi¢do do solvente e da taxa de fluxo ao
longo do tempo com base no niimero da curva e no comprimento do segmento do gradiente.
As curvas sdo especificadas por ntimeros e cada uma delas afeta tanto a composi¢do do
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4.2.2 Avaliagao da separac¢ao dos padrées preparados em meio aquoso acidificado

A solugdo acidificada foi testada com a inten¢do de separar os dipeptideos GLY-TRP e
TRP-GLY, pois a solubilidade dos mesmos ¢ maior em meio 4cido. E possivel observar na
Figura 21 que a acidificacdo foi positiva, pois uma pequena separagdo entre estes dois
compostos ja pode ser observada no cromatograma (tz GLY-TRP = 3,63 min; t; TRP-GLY =
3,45 min ). Esta separacdo seria suficiente para uma analise destes compostos via LC-MS/MS.
Observa-se ainda no cromatograma a presenca de varios contaminantes decorrentes de

impurezas nos padrdes analiticos empregados.

Figura 21 — Cromatograma de fon Total (TIC) da mistura de dipeptideos, obtido pela anélise
da solugdo acidificada. (tz TRP-GLY = 3,45 min; ty GLY-TRP = 3,63 min). Para demais

condi¢des analiticas, veja Tabela 8.
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Uma vez que os analitos estavam sendo eluidos no inicio da corrida (entre 3 e 4
minutos), avaliou-se o efeito de uma mudanga do gradiente. Os experimentos foram
semelhantes ao anterior, entretanto com uma redugdo no tempo de corrida, o que foi obtido
sem alterar a propor¢ao do solvente ou demais condi¢des da analise, mudando-se apenas a

rampa do gradiente, tornando, assim, o tempo de analise mais curto. (Figura 22). No entanto,
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como esperado, ¢ possivel observar-se que a reducdo de tempo diminuiu a separacdo dos
dipeptideos GLY-TRP (t; = 3,55 min) e TRP-GLY (t; = 3,63 min) e aumentou a intensidade
dos interferentes. Esse resultado ¢ atribuido ao fato de, ao diminuir-se o tempo de corrida, os
analitos ficam menos tempo retidos na coluna, levando a uma piora da separacao

cromatografica.

Figura 22 - Cromatograma de fon Total (TIC) da mistura de dipeptideos, obtido com tempo de

corrida reduzido a 12.
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4.2.3 Avaliagdo da separagao cromatografica utilizando metanol como fase moével

A troca da acetonitrila acidificada em 0,1% por metanol 100% como fase movel foi
favoravel para a separacdo. Isto pode ser observado no cromatograma presente na Figura 23,
no qual é possivel observar-se que os trés dipeptideos estdo cromatograficamente separados.
O uso do metanol, o qual é um solvente mais fraco neste sistema do que a acetonitrila, ¢ mais
forte que a agua, possibilitou que a separacdo do GLY-TRP e o TRP-GLY ocorresse, cujos
picos cromatograficos estavam se sobrepondo nos experimentos anteriores. Assim, 0s tempos
de retencdo desses dipeptideos neste sistema de eluente sdo diferentes, levando ao surgimento

de dois picos cromatograficos com tz= 4,07 e 4,43, referentes ao TRP-GLY e ao GLY-TRP,
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respectivamente. Apesar da resolucdo cromatografica ainda ndo ser 6tima, para efeito dos
objetivos desta etapa do trabalho foi suficiente, uma vez que o sistema de detec¢do empregado
(ESI-MS/MS) ¢ capaz de diferenciar os compostos de interesse através de suas transi¢des m/z

caracteristicas.

Figura 23 — Cromatograma de fon Total (TIC) da mistura de dipeptideos, obtido usando

metanol como fase movel. Para as demais condicdes, veja Tabela 9.
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4.2.4 Utilizagao do sistema de extracdo de amostra sélida automatizado

As andlises realizadas utilizando o sistema de amostra solida automatizado, ndo
apresentou, ainda, os resultados esperados, uma vez que nao houve a presenca do sinal
analitico dos picos cromatograficos, impossibilitando a detec¢do dos compostos de interesse.
Isto pode ser atribuido ao fato da fortificagdo ter sido realizada em solugdo aquosa; o que
evitou que a amostra secasse efetivamente, podendo ter alterado o resultado. Para a
continuidade do trabalho sugere-se que a solugdo para a fortificacdo deva ser preparada em
um solvente organico e volatil como, por exemplo, metanol ou acetonitrila. Uma vez que nao

foi possivel identificar nenhum dos di-peptideos pelo MRM, pode-se concluir que nenhuma
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transicdo foi conclusiva, mostrando a necessidade de uma otimizacdo do método antes de

prosseguir o estudo.

4.2.5 Consideragoes finais sobre a analise dos dipeptideos estudados

O método analitico de separagdo cromatografica desenvolvido para a mistura de
dipeptideos (TYR-GLY, GLY-TRP e TRP-GLY) conduziu a bons resultados, sendo possivel
realizar a separacdo dos 3 analitos em um tempo curto de andlise. A fase mdvel organica
composta por metanol se mostrou mais adequada para a analise desta classe de compostos do
que a acetonitrila 0,1% acidificada; a troca da fase movel permitiu que os analitos GLY-TRP e
TRP-GLY fossem separados cromatograficamente. Os bons resultados obtidos evidenciaram
que a cromatografia liquida capilar ¢ uma técnica que se adequa a esta classe de compostos.

A técnica de automatizagdo do preparo de amostras através do sistema Trap Valve
Manager, no entanto, ndo levou ainda a bons resultados. Isto pode ter sido devido ao meio no
qual os padrdes foram preparados, pois como foram preparados em agua e ndo em solvente
volatil a amostra ndo secou rapido o suficiente para ser depositada no cartucho de forma
efetiva, fazendo com que parte da amostra e, consequentemente, dos analitos fossem perdidos.
Outro fator importante ¢ a complexidade da amostra de solo, sendo necessarios mais estudos
para eliminacdo dos interferentes enddgenos os quais podem interferir na analise por

LC-MS/MS.

4.3 Determinagao de cafeina em po6 de café utilizando o sistema Trap Valve

Manager

4.3.1 Avaliacdo da extracao da cafeina sem incorporar uma coluna extratora aos sistema
Trap Valve Manager
Os primeiros resultados obtidos mostraram um pico correspondente a cafeina (tz =
1,745) bastante intenso no cromatograma (8,62¢%), como esperado, pois o p6d de café possui
um teor de cafeina bastante elevado. Um cromatograma tipico resultante esta representado na

Figura 24.
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Figura 24 - Cromatograma de fon Total (TIC) de uma amostra de cafeina em po de café,
obtido com o modo isocratico (75% A e 25% B) e trapping de 5 minutos (95% A e 5% B). As

condi¢des experimentais encontram-se nas Tabelas 10 e 11.
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Na tentativa de diminuir-se a intensidade do pico no cromatograma, aumentou-se a
porcentagem de fase aquosa no inicio do trapping; assim, pretendia-se que menos cafeina
chegasse até a coluna analitica. Porém, como pode ser observado na Figura 25, a intensidade
do pico no cromatograma obtido - embora menor - ainda foi bastante alta (1,48¢”). Além
disso, nota-se um aumento significativo no sinal do ruido.

Para tentar reduzir o nivel do ruido e manter a intensidade do pico correspondente a
cafeina menor, foram feitos novos experimentos mantendo-se a propor¢ao da fase movel do
trapping do teste anterior e aumentando-se a proporcao da fase aquosa da etapa analitica de
75% para 85%. O resultado obtido pode ser observado na Figura 26, onde ¢ possivel notar-se

um pequeno aumento na intensidade (1,48¢” para 7,90¢”), e diminuig¢do do ruido.

64



Figura 25 - Cromatograma de fon Total (TIC) obtido com o modo isocratico (75% A e 25%
B) e trapping de 5 minutos e maior porcentagem de fase aquosa no inicio (99% A e 1% B).
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Figura 26 - Cromatograma de fon Total (TIC) obtido com o modo isocrético (85% A e 15%
B) e trapping de 5 minutos e maior porcentagem de fase aquosa no inicio (99% A e 1% B).
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Para tentar diminuir o nivel do ruido e manter a intensidade do pico correspondente a
cafeina menor, foram feitos novos experimentos mantendo-se a propor¢ao da fase mével do
trapping do teste anterior e aumentando-se a propor¢do da fase aquosa da etapa analitica de
75% para 85%. O resultado obtido pode ser observado na Figura 26, onde ¢ possivel notar-se

um pequeno aumento na intensidade (1,48¢’ para 7,90¢’), e diminui¢do do ruido.
peq p

Figura 26 - Cromatograma de fon Total (TIC) obtido com o modo isocrético (85% A e 15%

B) e trapping de 5 minutos e maior porcentagem de fase aquosa no inicio (99% A e 1% B).
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Novos experimentos foram realizados mantendo-se a propor¢do da fase movel de 85%
de A e 15% de B, e alterando-se as propor¢des do trapping para 95% de A e 5% de B (Figura
27). Desta forma, esperava-se que parte da cafeina fosse perdida na etapa de extracdo, de
modo a reduzir a intensidade do sinal, j& que menos analito seria encaminhado para a coluna
analitica. Embora a intensidade do sinal para a cafeina tenha se mostrado menor do que o
verificado no experimento anterior (5,48¢’), observa-se um discreto alargamento da banda da
cafeina devido ao uso em maior quantidade do solvente mais polar na etapa de extragio;
houve também um aumento do ruido na linha de base, uma vez que diminuiu-se a relagdo

sinal-ruido.
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Figura 27 - Cromatograma de fon Total (TIC) obtido com o modo isocratico (85% A e 15%
B) e trapping de 5 minutos (95% A e 5% B).
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Novas modificacdes nas condi¢des experimentais foram efetuadas, com alteragcdo da
proporcao de fase movel da etapa analitica para 80% de A e 20% de B e, para o inicio do
trapping, 99% de A e 1% de B (Figura 28). Embora estas tenham sido as condi¢des
experimentais que geraram o cromatograma com o pico da cafeina mais estreito € com o

menor ruido da linha de base, foi também o de maior intensidade do sinal analitico (1,63¢®).
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Figura 28 - Cromatograma de fon Total (TIC) obtido com o modo isocratico (80% A e 20%

B) e trapping de 5 minutos e maior porcentagem de fase aquosa no inicio (99% A e 1% B).
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4.3.2 Avaliagdo da extra¢ao da cafeina incorporando uma coluna de extragdo ao sistema

Trap Valve Manager

A proxima etapa foi a incorporagdo de uma coluna de grafeno, preparada no
laboratdrio, com o objetivo de pré concentrar a cafeina na mesma e, desta forma, reduzir a
intensidade do cromatograma através do controle da quantidade de cafeina que seria
direcionada para a coluna analitica por meio do controle do tempo. Para tanto, utilizou-se as
proporcoes de fase movel de 75% de A e 25% de B para a etapa analitica e 95% de A e 5%
de B para o inicio do frapping, cujo tempo total foi de 4 minutos. O cromatograma obtido,
representado na Figura 29, apresentou uma cauda no pico, pois o analito pré concentrado foi
continuamente encaminhado para a coluna analitica. Além disso,a intensidade do pico
analitico (7,47¢’) ndo diferiu muito daquelas provenientes dos cromatogramas de mais baixa

intensidade resultantes do conjunto de testes anterior.
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Figura 29 - Cromatograma de fon Total (TIC) obtido com o modo isocratico (75% A e 25%

B) e trapping de 4 minutos (95% A e 5% B), utilizando uma coluna de grafeno.
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Foram entdo alteradas as condigdes experimentais, mantendo-se as proporg¢oes de fase
movel da etapa analitica e alterando-se a propor¢ao da fase movel da etapa de trapping para
95% de A e 5% de B, além disso reduziu-se o tempo da etapa de trapping para 3 minutos. O
resultado, representado na Figura 30, foi uma diminui¢do consideravel da cauda do pico da
cafeina, em relacdo ao experimento anterior (Figura 29), ja que a fase movel ficou por um
tempo menor encaminhando os analitos retidos na coluna de extracao para a coluna analitica,
ou seja, retirando uma menor quantidade de analito, porém com a intensidade foi ainda maior

(3,98¢%).
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Figura 30 - Cromatograma de fon Total (TIC) obtido com o modo isocratico (75% A e 25%

B) e trapping de 3 minutos (95% A e 5% B), utilizando uma coluna de grafeno.
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Alterou-se, entdo, a propor¢cao de fase movel da etapa de trapping para 99% de A e
1% de B e, como resultado, foi possivel diminuir um pouco da intensidade do pico
cromatografico (1,50e®). No entanto, ao alterar as propor¢des de fase movel para 70% de A e
30% de B para a etapa analitica e 95% de A e 5% de B para a etapa de trapping, a

intensidade do pico cromatografico obtido foi maior que o anterior (4,32¢%).

4.3.3 Avaliagdo da extracdo da cafeina reduzindo a massa de amostra sdlida utilizada no

sistema Trap Valve Manager

Uma vez que a intensidade dos cromatogramas obtidos com o conjunto de
experimentos  descritos anteriormente nao s6 estavam apresentando intensidades ainda
bastante elevadas para o pico correspondente a cafeina como, também, as alteragdes
realizadas estavam resultando em mudangas ndo muito significativas, diminuiu-se a
quantidade de amostra utilizada para 0,3 mg. As primeiras avaliagdes com esta nova
quantidade de amostra foram feitas sob as mesmas condi¢des cromatograficas utilizadas no

teste anterior, cujo cromatograma obtido foi representado na Figura 37. O cromatograma
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obtido nas novas condigdes, representado na Figura 31, apresentou uma intensidade de sinal

ainda bastante alta (1,92¢%).

Figura 31 - Cromatograma de fon Total (TIC) obtido com o modo isocrético (70% A e 30%
B) e trapping de 3 minutos (95% A e 5% B), utilizando uma coluna de grafeno e 0,3 mg de

café.
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Ainda com o objetivo de tentar reduzir a intensidade do sinal do cromatograma obtido,
variou-se o0 tempo em que a fase movel passa pela coluna de grafeno para 0,5 minuto e depois
para 0,1 minuto. Em ambos os casos ndo se obteve um bom resultado, pois a intensidade dos
picos correspondentes a cafeina ainda foram bastante pronunciados: 8,44¢® para o tempo de

0,5 min e 2,50¢’ para o tempo de 0,1 min.

4.3.4 Avaliagdo da extracdo da cafeina empregando pé de café descafeinado como
amostra solida utilizada no sistema Trap Valve Manager

Como tanto a redu¢do de massa de pd de café utilizado como a redugdo de tempo em
que a fase movel passava pela coluna de grafeno nao surtiram o efeito desejado, foram feitos

novos estudos substituindo o pd de café por po6 de café descafeinado. Nos experimentos
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utilizando-se pod de café descafeinado como amostra, foi utilizado um fluxo na etapa de
trapping de 8 uL/min, mantendo-se a propor¢ao de fase movel da etapa analitica de 70% de A
e 30% de B e alterando-se a propor¢ao de fase movel da etapa de trapping para 99% de A e
1% de B. Como resultado o cromatograma tipico obtido, representado na Figura 32,

apresentou uma intensidade um pouco menor, porém ainda bastante alta (3,22¢").

Figura 32 - Cromatograma de fon Total (TIC) obtido com o modo isocrético (70% A e 30%
B) e trapping de 3 minutos (99% A e 1% B) a um fluxo de 8 pL/min na etapa de trapping,

utilizando uma coluna de grafeno e 0,3 mg de p6 de café descafeinado.
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O fluxo na etapa de trapping foi entdo alterado para 30 pL/min, o que reduziu
consideravelmente a intensidade do cromatograma, resultado atribuido ao fato de parte do
analito ser descartada na etapa inicial do trapping. No entanto, observou-se que ndo estava
havendo reprodutibilidade no método, uma vez que diferentes corridas feitas sob as mesmas
condi¢des cromatograficas apresentaram intensidades e areas bastantes distintas (intensidade
de 2,45¢® e area 177676 para a mais intenso e intensidade de 8,76¢° ¢ area de 50207 para o

menos intenso).
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Realizou-se entdo uma nova avaliacdo com a propor¢do de fase movel de 95% de A e
5% no inicio do trapping, com o objetivo de que menos analito fosse perdido nesta etapa de
umidificacdo da fase sélida. No entanto, os cromatogramas obtidos nas mesmas condi¢des
cromatograficas ainda apresentaram uma grande discrepancia na intensidade e area, sendo
intensidade de 1,54¢’ e area de 810766 para o cromatograma mais intenso e 1,64¢° e area de
75717 para o menos intenso.

Uma nova alteragdo foi realizada no modo de elui¢do da fase moével, de modo
isocratico para modo gradiente de elui¢do. Um resultado tipico obtido ¢ ilustrado na Figura

33. Nao houve mudangas significativas no cromatograma resultado.

Figura 33 - Cromatograma de fon Total (TIC) obtido com o modo gradiente e trapping de 3
minutos (95% A e 5% B) a um fluxo de 30 pL/min, utilizando uma coluna de grafeno e 0,3

mg de p6 de café descafeinado.
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4.3.5 Avaliagdo da extragdo da cafeina aumentando-se a massa de pé de café
descafeinado empregado como amostra sdlida utilizada no sistema Trap Valve Manager
Uma nova tentativa de obter-se reprodutibilidade nos ensaios realizados com esse

sistema foi feita. Para tanto, alterou-se a massa da amostra para 1 mg, pois deduziu-se que o

73



motivo para a discrepancia da intensidade dos analitos estava associada a erros advindos da
dificuldade em se pesar, de forma extremamente reprodutivel, uma massa muito pequena (0,3
mg). Novamente o modo gradiente foi usado para a etapa analitica. Contudo, ainda
observou-se uma discrepancia significativa na intensidade e areas dos cromatogramas obtidos
sob as mesmas condic¢des analiticas, (7,80e’ de intensidade e 3495338 de area contra 2,05¢’
de intensidade ¢ 903423 de area).

Aumentou-se, entdo, o tempo da etapa de trapping para 10 minutos, na tentativa de,
com um maior tempo de trapping a quantidade de analito retirada da amostra fosse mais
homogénea e, consequentemente, os testes mais reprodutiveis. Os resultados se mostraram, no
entanto, ainda bastante discrepantes, sendo intensidade de 1,27¢* ¢ area de 5689579 para o
mais intenso e intensidade de 3,63¢’ e area de 2655739 para o menos intenso.

Adicionalmente, alterou-se o fluxo da etapa de trapping para 15 pL/min, com a
intensdo de avaliar-se a possibilidade de obter-se intensidades menores para o pico da cafeina
e, também, valores mais reprodutiveis. Porém a intensidade manteve-se alta e as discrepancias
permaneceram - intensidade de 9,38¢” e drea de 3892443 para o mais intenso e intensidade de
5,06¢’ e area de 2213459 para o menos intenso.

Para fins de comparacao, foi feito também avaliado o fluxo de 50 pL/min na etapa de

trapping, o que resultou em uma intensidade ainda mais elevada que a anterior (1,11¢%).

4.3.6 Consideragoes finais sobre a analise de cafeina em amostra sélida

As andlises feitas com pd de café ndo trouxeram bons resultados; como o café tem
uma quantidade muito alta de cafeina e, além disso, a cafeina é muito soluvel, quantidades
muito altas de analito sdo extraidas ao utilizar o sistema com o cartucho para amostras solidas.
Além disso, pode-se concluir que este sistema traz dificuldades para reprodutibilidade dos
testes, uma vez que ndo apenas quantidades diferentes de analito sdo extraidas de cada vez
como, também, parte do analito ¢ descartado ao fazer a etapa de ativacdo da fase sortiva do

cartucho, ndo havendo, ainda, um controle exato de suas quantidades.

4.4 Avaliagcdo da separacdo cromatografica dos B-amildides

4.4.1 Selegao dos parametros cromatograficos e de espectrometria de massas
O cromatograma de ion total (TIC) obtido no primeiro conjunto de experimentos esta

representado na Figura 34, sendo que os tempos de retengdo 5,14; 5,34; e 5,51 referem-se,
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respectivamente, aos analitos APB;s5, AP € AP, E possivel observar-se, nitidamente, a
separagdo cromatografica existente entre os picos. No entanto, ainda que os tempos de retengdo fossem
mais proximos, ou mesmo idénticos — que ndo € o caso - a analise qualitativa e quantitativa poderia

ser executada através dos MRMs, prerrogativa do uso de um sistema LC-MS/MS.

Figura 34 - Cromatograma de fon Total (TIC) obtido utilizando-se os pardmetros descritos na

Tabela 27 e 28.
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A Figura 35 apresenta uma comparacao entre as areas dos picos cromatograficos de
cada transi¢do para cada analito obtido - para cada par de energia do capilar (E.C.) e fluxo do
gas reagente (F.G.) - empregado nos estudos de dissociacdo dos ions precursores através das
colisdes com o gas reagente (CID — Collision-Induced Dissociation). Os valores das areas
quando a energia de capilar e fluxo de gés foi 2 e 0, respectivamente, foi significativamente
maior para ambas as transi¢des de todos os analitos e, portanto, foi o utilizado para os

experimentos posteriores.
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Figura 35 - Comparagdo das areas obtidas para cada par de energia de colisdo e fluxo de gas
testado. Em laranja as areas obtidas para E.C. = 2,5 ¢ F.G. = 150; em verde as areas obtidas
para E.C. =2 e F.G. = 150; em roxo as areas obtidas para E.C. =2,5 ¢ F.G. = 0; em amarelo as

areas obtidas para E.C. =2 ¢ F.G. = 0.
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4.4.2 Procedimento de limpeza da coluna analitica

Frequentemente a coluna apresentou comportamento de pressdo caracteristico de
entupimento, ou seja, a pressao variava bastante, ndo estabilizando, em alguns momentos
chegando ao valor méaximo do equipamento (15000 psi), o que levava a erros e
impossibilidade de dar sequéncia as analises. Isto ocorreu em decorréncia da caracteristica de
agregamento dos beta amildides, os quais se acumulavam no selo de entrada da coluna.
Nestes casos era necessario efetuar limpeza da coluna analitica. Apesar da recuperagao
momentanea da coluna apds limpeza, depois de apenas algumas poucas andlises ela voltava a
apresentar comportamento de entupimento, o que revelava que a limpeza ndo tinha sido
completamente eficiente, ou seja, a impureza causadora do entupimento ndo havia sido
totalmente eliminada.

A Figura 36 compara a pressdo da coluna durante quatro analises. Pode-se observar
que a pressdo da primeira analise - representada em azul - ainda apresentava um
comportamento estavel; ja a pressdo da segunda andlise - representada em vermelho -
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apresentou pequenas variacdes e valores um pouco maiores que os atingidos na primeira
analise. A terceira andlise - representada em preto - ndo apenas atingiu valores maiores que as
duas anteriores como também apresentou um comportamento nao estdvel; enquanto que a
quarta analise - representada em verde - apresentou um comportamento bastante instavel, com
picos e quedas de pressdo elevadas, atingindo o valor mdximo de pressdao do equipamento

antes mesmo de terminar a analise.

Figura 36 - Comparacao do grafico de pressdo obtido em quatro analises feitas em sequéncia e

utilizando o mesmo método.
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A Figura 37 apresenta os graficos de pressao de um conjunto de 20 anélises feitas apos
limpeza da coluna e trocando o padrao analitico por acetonitrila pura. Neste grafico € possivel
perceber que ao utilizar-se uma amostra sem a caracteristica de agregamento - no caso um
solvente - o comportamento da pressao ¢ mais linear, sem grandes variagdes. No entanto, uma
vez que a coluna ja havia sofrido entupimento € possivel perceber também que a impureza
nao havia sido removida completamente do selo, € que a mesma estava se movendo no poro
do selo, o que fazia que a sua influéncia na pressdo ocorresse em maior menor grau. Isto pode
ser evidenciado pelo fato de que algumas andlises tiveram comportamento linear enquanto

outras, embora em menor quantidade, apresentaram variagdes de pressao significativas.
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Figura 37 — Monitoramento da pressdo em um conjunto de 20 anélises substituindo-se o

padrao analitico por acetonitrila pura.
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4.4.3 Avaliagao da coluna CSH

Devido a problemas com entupimento das colunas ja descritas, avaliou-se o uso de
uma coluna de CSH. A Figura 38 apresenta o cromatograma de ion total tipico obtido, onde
os tempos de retencdo foram 4,39; 4,46; e 4,51 para os analitos AR, 3z, APi4 € AP,
respectivamente. Pode-se observar que os picos ndo foram bem separados
cromatograficamente; no entanto, devido ao equipamento de espectrometria de massas em
tandem utilizado, e conforme ja discutido, € possivel identificar as transi¢des de cada analito
separadamente. Uma vez que o resultado obtido com a coluna de CSH foi inferior do que
aquele obtido com a coluna de C18, e como esta - apesar dos problemas de entupimento -
ainda estava em condi¢des que permitiam seu uso, os demais experimentos foram feitos

mantendo o uso da coluna de C18.
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Figura 38 - Cromatograma de fon Total (TIC) de uma mistura de B-amiloides obtido

empregando uma coluna de CSH.
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4.4.4 Montagem do sistema de trapping

4.4.4.1 Pré coluna de C18

Os resultados obtidos utilizando-se diferentes tempos de trap e proporcao inicial de
fase movel 95% de A e 5% de B estdo expostos no grafico contido na Figura 39. O desvio
padrdo relativo das dreas resultantes das andlises utilizando-se o tempo de 0,5, 1,0 e 1,5
minutos foi de 8,03%, 4,18% e 1,6% para os analitos AP,.;5, ABi4 € AP, respectivamente.
O tempo de frap que resultou a maior area foi o de 2 minutos; ao acrescentar seus resultados
no calculo do desvio padrdo relativo tem-se os resultados de 16,52%, 13,07% e 12,54% para
os analitos APB;.sg, AP € AP, respectivamente. Os valores, com excec¢ao do obtido para o
analito AP,3;; no segundo grupo de calculos, ficaram dentro dos 15% esperados,
demonstrando que ndo houve diferenca significativa nas areas obtidas. A Figura 340apresenta
o cromatograma de ion total obtido utilizando-se o tempo de #rap de 2 minutos; os tempos de

retengdo foram 4,58; 4,67; e 4,75, para os analitos AB,.s5, AP0 € AP_4, respectivamente.
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Figura 39 - Comparagdo entre as areas obtidas para quatro diferentes tempos de trap

utilizando a fase moével inicial na propor¢ao 95% de A e 5% de B.
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Figura 39 - Cromatograma de fon Total (TIC) de uma mistura de B-amilases obtido
utilizando-se o tempo de #rap de 2 minutos e fase movel inicial na propor¢ao 95% de A e 5%

de B.
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A Figura 41 traz uma comparacdo das areas dos picos obtidas utilizando fase mével
inicial na propor¢do 95% de A e 5% de B contra 99% de A e 1% de B, ambos utilizando o
tempo de frap de 2 minutos. Nota-se que os resultados obtidos utilizando-se a fase movel
inicial 99% de A e 1% de B - representado em verde - foram melhores do que aqueles obtidos
utilizando-se fase moével inicial na propor¢do 95% de A e 5% de B. Isto ¢ confirmado ao se
analisar o desvio padrdo relativo desses dois conjuntos de amostra, o qual foi de 30,28%,
15,55% e 21,04% os analitos AP,.;5, AP, € AP, 4, respectivamente, ou seja, todos os valores
foram maiores que o limite de 15%, sendo o analito AB;4 o que menos sofreu influéncia
desta troca de proporgdes de fase movel. Este comportamento de aumento da area do pico
cromatografico ao utilizar a fase mdvel aquosa em maior porcentagem se da devido a
polaridade dos analitos, uma vez que sdo mais solliveis em agua uma porcentagem maior de
fase aquosa ira contribuir para uma mais facil elui¢cao dos analitos da coluna de trap - ou seja,
maior quantidade de analito ir4 chegar na coluna analitica, resultando, assim, em areas de pico

cromatografico maiores.

Figura 41 - Comparacdo das areas obtidas utilizando fase movel inicial na propor¢ao 95% de

A e 5% de B e na propor¢do 99% de A e 1% de B. O tempo de frap utilizado foi de 2 minutos.
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A Figura 42 contém o cromatograma de ion total obtido utilizando o tempo de trap de

2 minutos e a fase movel inicial na propor¢ao de 99% de A e 1% de B, os tempos de retencao
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foram 4,6; 4,71; e 4,78, para os analitos AP, .z, APi40 € AP, respectivamente. Ao comparar
este cromatograma com o obtido sem o uso da coluna de trap (Figura 34), percebe-se que
houve diminui¢do da separagdo cromatografica, ou seja, os analitos apresentaram tempos de

retencao mais proximos.

Figura 42 - Cromatograma de fon Total (TIC) de uma mistura de B-amilases obtido

utilizando-se fase movel inicial na propor¢ao de 99% de A e 1% de B e tempo de trap de 2

minutos.
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4.4.4.2 Avaliac¢io do uso de pré-colunas de grafeno na separaciio de B-amildides

Para a coluna trap de grafeno, produzida em nosso laboratoério, os tempos de trap de
1,5 e 2 minutos ndo apresentaram resultados, pois este intervalo de tempo foi longo o
suficiente para os analitos ficarem retidos na coluna de trap e, depois, serem eluidos antes de
ocorrer o giro da valvula - ou seja, os analitos foram descartados antes de serem direcionados
para a coluna analitica. Os resultados obtidos utilizando os tempos de frap de 0,5 e 1 minuto
estdo apresentados no grafico contido na Figura 43, no qual ¢ feita uma comparagao das areas

obtidos nos diferentes tempo de frap e também utilizando a fase movel inicial em duas
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proporcdes diferentes - 95% de A e 5% de B (representada em rosa) e 99% de A e 1% de B
(representado em verde). As areas obtidas para cada analito utilizando o tempo de 0,5 minutos
foram muito superiores aquelas utilizando o tempo de 1 minuto, o que indica que o tempo de
trap de um minuto ja estava longo o suficiente para o analito retido na coluna #rap de grafeno
comegar a ser eluido. Ou seja, parte do analito foi perdido antes de chegar na coluna analitica.
Além disso, como esperado, e assim como o obtido para a coluna trap de C18, o uso de fase

movel inicial com maior propor¢do de solvente aquoso resultou em areas maiores.

Figura 43 - Comparagao das areas dos picos cromatograficos obtidas utilizando coluna trap de
grafeno, tempo de trap de 0,5 e 1 minuto e fase movel inicial na propor¢ao 95% de A e 5% de

B; e99% de A e 1% de B.
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Através do cromatograma de ion total obtido e representado na Figura 44, ¢ possivel
observar-se que ao utilizar a coluna trap de grafeno a separa¢do cromatografica diminuiu, pois
os tempos de retencdo (5,66; 5,72; e 5,79 para os analitos APz, APis € AP,
respectivamente) ficaram bastante proximos. Neste caso, o monitoramento individual das
transi¢des dos analitos APz, AP € AP 4, apresentado, respectivamente, nas Figuras 45, 46

e 47, torna-se bastante uteis no auxilio da identificacdo dos analitos.
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Figura 44 - Cromatograma de ion total (TIC) obtido utilizando coluna trap de grafeno, tempo

de trap de 0,5 minutos e fase movel inicial na propor¢ao 99% de A e 1% de B.
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Figura 45 - Cromatograma tipico de massas (transicdlo MRM) obtido para o analito AP, .3

utilizando coluna trap de grafeno, tempo de frap de 0,5 minutos e fase movel inicial na

proporc¢ao 99% de A e 1% de B.
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Figura 46 - Cromatograma tipico de massas (transicdlo MRM) obtido para o analito A4

utilizando coluna trap de grafeno, tempo de frap de 0,5 minutos e fase movel inicial na

proporc¢ao 99% de A e 1% de B.
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Figura 47 - Cromatograma tipico de massas (transicdo MRM) obtido para o analito A4,
utilizando coluna trap de grafeno, tempo de frap de 0,5 minutos e fase movel inicial na

proporc¢ao 99% de A e 1% de B.
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O grafico ilustrado na Figura 48 apresenta uma comparacao das areas dos picos
cromatograficos dos analitos AB;.3s, AP ¢ AP,.4, obtidas utilizando-se a coluna de C18 e
tempo de frap de 2 minutos (representado em verde) e utilizando-se a coluna de grafeno e
tempo de frap de 0,5 minuto (representado em laranja). A area obtida utilizando-se a coluna
de grafeno foi significativamente maior do que aquela obtida utilizando a coluna de C18. No
entanto, os experimentos utilizando a coluna trap de grafeno tiveram de ser interrompidos,
pois esta coluna, apds algumas sequéncias de analises, perdeu o desempenho devido a soltura
de particulas de grafeno, levando ao entupimento da tubulagdo zenfit do sistema de valvulas.
Portanto, os demais experimentos que se seguiram foram feitos utilizando a coluna trap de

Cl18.
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Figura 48 - Comparagdo da area dos picos obtidos utilizando uma coluna trap de grafeno e

tempo de trap de 0,5 minutos e uma coluna frap de C18 e tempo de trap de 2 minutos.
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4.4.5 Construgao da curva de calibracao

4.4.5.1 Limpeza do selo da coluna analitica e troca da fase mével

Antes da construgdo da curva de calibragdo foi necessario abrir a coluna analitica e
realizar a limpeza do selo, pois, devido a caracteristica de agregamento dos analitos, a coluna
apresenta entupimentos frequentes, o que tornou invidvel a continuidade das analises sem
efetuar-se um procedimento de manutengdo. O grafico presente na Figura 49 mostra o
comportamento da pressdo nas 5 ultimas andlises feitas antes da limpeza do selo. Pode-se
observar que a pressdo ndo apenas nao se manteve estavel ao longo das corridas como iniciou

em valores bastante altos, muito préximos ao maximo permitido pelo equipamento.
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Figura 49 - Pressao do sistema nas ultimas 5 andlises cromatograficas antes da realizagdo da
limpeza do selo da coluna analitica.
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Uma vez que o sistema suporta que se utilize fase mével até pH=10, e o pH da fase
moével utilizada estava muito proximo disso, avaliou-se o uso da fase moével com uma
concentracdo de hidroxido de amonio mais baixa (0,1%). A Figura 50 faz uma comparagao
entre a pressdo atingida pelo sistema em dois grupos de andlises. O primeiro foi analisado
antes da limpeza da coluna, a amostra injetada estava na concentragdo de 0,1 mg/L e a fase
movel basificada com 0,3% de hidroxido de amonio. O segundo grupo foi analisado depois da
limpeza da coluna, a amostra injetada estava na concentracdo de 0,01 mg/L e a fase movel
basificada com 0,1% de hidroxido de amoénio. Os demais pardmetros cromatograficos
utilizados foram os mesmos para ambos os grupos. Analisando a imagem € possivel observar
que, apos a limpeza e demais mudancgas, houve diminuicdo geral da pressdo; além disso, a

pressao no inicio da corrida ndo s6 foi mais baixa como teve uma subida gradativa.
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Figura 50 - Comparacdo da pressao atingida pelo sistema antes e depois da limpeza do selo da
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4.4.5.2 Grafico de calibragao (area x concentracio) para os Afs

O grafico de calibragdo construido visando a avaliagdo da possibilidade de
determinagdo quantitativa dos analitos esta apresentado na Figura 51. Os trés analitos
obtiveram valores elevados do coeficiente de correlagdo de Pearson e de R?, sendo o primeiro
1, 0,99760 e 0,99726 e o segundo 1, 0,99521 e 0,99545, respectivamente, para os analitos
AP, AP € AB. Os altos valores de ambos os coeficientes indica que o equipamento

apresentou uma boa acuracia e reprodutibilidade para este grupo de analitos.
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Figura 51 - Grafico de calibragao obtido para os analitos AP, 3z, AP ;.40 € AP
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Em uma nova série de experimentos, entretanto, esse comportamento nao foi
observado (Figura 52). Os resultados obtidos foram bastante distintos dos anteriores. Os
valores do coeficiente de correlagdo de Pearson foram de 0,78626, 0,72635 ¢ 0,68299,
enquanto os valores de R? foram 0,61820, 0,52759 e 0,46648 para os analitos AP, 5, AP €
AP, respectivamente. Os baixos valores obtidos, aliados ao aumento da pressao do sistema,
indicaram um provavel entupimento da coluna #rap de C18. Ao realizar o procedimento de
abertura e limpeza do selo verificou-se que havia escapado fase da coluna, o que explica o

resultado ndo linear conforme seria esperado.
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Figura 52 - Novo grafico de calibra¢do obtido para os analitos AP, 35, AP0 € APj.ss-
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Ap0ds realizar a limpeza do selo da coluna de trap foram feitas novas analises, em dias

diferentes, nas mesmas condi¢des utilizadas na constru¢ao dos graficos de calibragdo. A

Figura 53 apresenta as areas dos picos cromatograficos obtidas ao injetar 10 pbb de padrao

analitico separado em trés grupos de analises realizadas em dias diferentes. O primeiro grupo

(laranja) corresponde as andlises feitas na constru¢do da primeira curva de calibragdo, o

segundo grupo (verde) foi analisado logo apds a limpeza do selo da coluna de trap e o terceiro

grupo (roxo) foi analisado 3 dias apos as andlises do segundo grupo. Pode-se observar que

houve um decréscimo das areas, ou seja, ndo apenas a coluna de frap perdeu parte da

capacidade de retengdo como o problema estava se agravando ao longo do tempo.
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Figura 53 - Comparagdo das areas de trés grupos de andlises feitas em 3 diferentes dias, antes

e apos a limpeza do selo da coluna de trap.
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Uma nova tentativa de construir um grafico de calibragao foi feita; no entanto, ndo foi
possivel devido ao problema de aumento da pressdo do sistema. As andlises referentes ao
primeiro ponto da curva (0,01 mg/L) ocorreram sem grandes dificuldades, porém ao iniciar as
analises do segundo ponto da curva (0,03 mg/L) houve sucessivas elevacdes de pressdo, todos
eles chegando ao limite maximo de pressao permitida pelo sistema. A Figura 54 compara a
pressao atingida nas 5 andlises feitas para obtengdo do primeiro ponto da curva (representado
em preto) com a pressdo atingida em duas corridas feitas para obter o segundo ponto da curva.
Em vermelho estd representada a primeira andlise feita a concentragdo de 0,03 mg/L.
Observa-se que a pressdo atinge o limite maximo pouco antes de terminar a corrida, nao
sendo possivel obter-se os cromatogramas. A segunda corrida (representada em roxo), no
entanto, atingiu o limite méximo de pressdo logo no inicio, ndo possibilitando a aquisicdo de
novos dados. Deste modo, ndo foi possivel obter novos pontos, pois em todas as corridas
subsequentes o sistema atingia o limite maximo de pressdo antes de obter os picos

cromatograficos.
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Figura 54 - Comparagdo da pressdo atingida pelo sistema na tentativa de construir uma nova

curva de calibragao.
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4.4.6 Consideracoes finais sobre as analises de As

A utilizacdo dos sistema miniaturizado (cromatografia capilar) na determinagdao de
peptideos AP apresentou dificuldades que precisam ser vencidas, pois a caracteristica de
agregamento destes analitos, juntamente com o fato do sistema capilar ser mais sensivel do
que o convencional (HPLC), faz com que haja problemas frequentes de entupimento e,
consequentemente, elevagdes de pressdao da coluna analitica. Embora o uso da coluna de
extracdo para pré-concentrar os analitos tenha resolvido parcialmente os problemas de
entupimento da coluna analitica, ainda nao foi possivel utilizar o sistema Trap Valve Manager
para automatizar o preparo de amostras solidas.

Apesar das dificuldades encontradas na utilizacdo dos sistema capilar devido a
caracteristica de agregamento dos analitos, os resultados que puderam ser obtidos como, por

exemplo, o grafico de calibrag¢do, foram bons, mostrando que - vencida esta dificuldade - a
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técnica tem potencial para apresentar resultados robustos podendo, assim, ser aplicada a

amostras mais complexas como, por exemplo, tecido cerebral.
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CONCLUSOES
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5 CONCLUSAO

O equipamento empregado no presente trabalho ¢ constituido por um sistema
complexo de bombeamento de fase movel em fluxo extremamente baixo, através de colunas
capilares contendo fase estacionarias especiais. O sistema ainda permite o uso de uma coluna
auxilar — coluna “trap”- a qual aprisiona os analitos pelo tempo desejado, auxiliando na
separagdo dos analitos de interesse. Os compostos separados (ou parcialmente separados) sao
direcionados a um espectrometro de massas em tandem (MS/MS), o qual permite o
monitoramento de ions bastante seletivos. Este conjunto, denominando nanoLC-MS/MS,
ainda possui poucos estudos publicados fora do ambiente das ora denominadas ciéncias
“OMICs” (protedmica, lipidomica, metabolomica, e outras). Neste estudo, avaliou-se o uso
deste sistema em varias situacOes tendo diferentes amostras e analitos como sondas. As
vantagens ¢ dificuldades/limitacdes do sistema sdo discutidas ao longo de cada sub-projeto.
Fases inovadoras para as colunas trap (como uma fase derivada de grafeno) sdo apresentadas
e discutidas. Em geral, o sistema utilizado em vérias configuracdes mostrou-se robusto e
sensivel, € 0 uso do mesmo na forma miniaturizada (nanoLC-MS/MS) mostrou-se eficaz na
analise, separagdo e determinagdo dos diferentes grupos de substancias neuroativas
investigadas. As principais limitagdes foram encontradas ao realizar-se analises envolvendo
analitos mais complexos como, por exemplo, os APs. Esta importante classe de analitos
apresenta como caracteristica uma tendéncia a aglomeragao (efeito este atribuido, no presente,
ao surgimento da doenca de Alzheimer), entupindo as colunas de trap, pré-colunas, colunas
analiticas e tubula¢des do sistema cromatografico. Estas limita¢gdes podem ser reduzidas com
o uso de uma coluna de extracdo mais apropriada (ainda a ser investigado) para
pré-concentrar o analito e, desta forma, proteger a coluna analitica. Espera-se, também, que a
diminui¢do da concentragao dos analitos possa mitigar os danos sofridos pela coluna.

A utilizagdo do sistema Trap Valve Manager para automatizar o preparo de amostras
apesar de ter se mostrado eficaz, também apresentou limitagdes que ainda precisam ser
vencidas como, por exemplo, a possibilidade de perda significativa de analito na etapa de
ativacdo da fase, podendo interferir na precisdo e exatiddo do método. Outra dificuldade
envolve a andlise de amostras que contenham uma grande quantidade de analito, uma vez que
a fase movel passa continuamente pela amostra durante a etapa de trap e, portanto, o analito ¢
continuamente extraido. Ambas as dificuldades demonstram que esta técnica aplicada a

nanoLC-MS/MS, requer estudos adicionais para que possa vir a extrair quantidades exatas e
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reprodutiveis dos analitos de interesse. Uma maneira de minimizar este problema seria a
utilizacdo de uma bomba adicional, assim seria possivel interromper o fluxo que passa pela
cartucho contendo a amostra, impedindo que a mesma seja continuamente extraida, desta
forma, a fase moével proveniente da bomba adicional carregaria os analitos para a coluna
analitica.

Em suma, no presente estudo avaliou-se o uso de um sistema nanoLC-MS/MS, em
diversas configuragdes, diversas colunas, pré-colunas, fraps, fases moveis, volumes de
amostras e outros, para a analise de substancias neuroativas visando seu posterior emprego na
analise dessas substdncias em matrizes bioldgicas. As diversas vantagens e algumas
limitacdes do sistema — agravadas pela escala nano empregada — também foram apresentadas
e discutidas.

A principal conclusdo do trabalho ¢ que o sistema nanoLC-MS/MS investigado, com
as colunas, pré-colunas e colunas trap empregados, mostrou grande potencial para a andlise
de substdncias neuroativas em matrizes bioldgicas. Estudos adicionais com o sistema,
aprofundando iniciados neste trabalho, poderdo trazer mais luz ao tema, possibilitando, no
futuro proximo, uma relevante contribuicdo pratica para uma melhor compreensdo e

monitoramento das doencas neurodegenerativas.
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