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RESUMO  

A hemoglobina glicada (HbA1c) é o atual biomarcador de referência para monitorar o 
controle e diagnóstico do diabetes, pois é capaz de fornecer informações dos níveis 
glicêmicos a longo prazo. Valores elevados de HbA1c estão associados à muitas 
complicações do diabetes. Devido a sua importância clínica, vários métodos foram 
desenvolvidos para a quantificação de HbA1c, utilizando diferentes princípios. 
Porém, dependendo do método utilizado, os resultados podem variar, podendo gerar 
dúvidas quanto ao diagnóstico e controle da doença. Nesse sentido, há necessidade 
de se investir no desenvolvimento de métodos utilizando técnicas modernas, que 
sejam mais precisos e exatos. Desta forma, este trabalho visou desenvolver e validar 
um método por cromatografia liquida de ultra eficiência acoplada a espectrometria de 
massas de alta resolução para quantificação da hemoglobina glicada em sangue 
humano. Para o desenvolvimento do método, amostras de sangue foram coletadas, 
centrifugadas e o plasma descartado. As células restantes foram tratadas para 
análise e hemolisadas com 1 mL de água milli-Q. Alíquota contendo 0,5 mg de 
hemoglobina foi submetida a digestão enzimática, utilizando Glu-C e tripsina. Para 
cada alíquota foram adicionados 50 μL de solução da enzima selecionada e tampão, 
em quantidade necessária para atingir volume final de 500 μL. A mistura foi mantida 
a 37°C durante 18 horas. Após o período de digestão, as amostras foram 
congeladas a -40°C por 12 horas e então descongeladas, diluídas e injetadas no 
UPLC-QTOF-MS. As análises foram realizadas utilizando o cromatógrafo UPLC 
Acquity H-Class Waters Co. Ultra Performance acoplado ao espectrômetro de 
massas hibrido Quadrupolo - Tempo de voo (Xevo G2-S), com fonte de ionização 
por electrospray, operado no modo positivo de ionização. Os peptideos VHLTPE m/z 
695,373 e glu-VHLTPE m/z 857,426, obtidos via digestão por glu-C, foram 
selecionados para a quantificação de HbA1c (%), representando a porção N-terminal 
da cadeia beta. A separação cromatográfica foi obtida em coluna Acquity UPLC ® 
BEH C18 (50 x 2,1 mm, 1,7 μm), mantida a 40°C. A fase móvel foi composta por 
água (A) e acetonitrila (B), ambas contendo 0,02% de TFA e 0,1% de ácido acético, 
eluídos em modo gradiente. O fluxo foi de 0,50 ml/min e o volume de injeção foi de 
5 μL. O método desenvolvido foi capaz de detectar hemoglobina glicada no sangue 
humano, via análise de peptídeos, com alta resolução de massa e sem interferência 
de matriz. O método foi totalmente validado, sendo considerado linear na faixa de 
4,4% a 11,9% de HbA1c, sensível, seletivo, preciso, exato e livre de efeitos residuais 
e de matriz. O método foi aplicado com sucesso em amostras de 15 pacientes com 
diabetes, alcançando cerca de 90% de concordância com os resultados do método 
de referência. O método desenvolvido forneceu informações precisas e exatas sobre 
a massa do peptídeo, sem preparação laboriosa da amostra. Estes resultados 
sustentam o uso desta técnica para melhorar a qualidade dos resultados da 
hemoglobina glicada nos serviços de saúde e demonstram uma possível aplicação 
da investigação de peptídeos para análises clínicas em um futuro próximo. 
 

Palavras chave: hemoglobina glicada, peptídeos, cromatografia, espectrometria de 
massas 



 

 

 

 

ABSTRACT 
Glycated hemoglobin (HbA1c) is the current gold standard biomarker to monitor the 
diabetes control, representing long-term plasma glycemic levels. It has been 
associated with many complications of diabetes. Due to its clinical importance, 
several methods were developed for HbA1c quantification, using different principles. 
Most of them are based on the charge difference between HbA1c and HbA0, such as 
affinity chromatography and immunochemical methods. The results obtained with 
these techniques may differ according to the method adopted; hence, there is a great 
need and effort to standardize the current methods to quantify glycated hemoglobin. 
New methods, with the aid of modern techniques, faster and more accurate, should 
be developed. On this way, this work aims to develop and validate a UPLC-QTOF-
MS method for quantification of glycated hemoglobin in human blood. The blood 
samples were collected, centrifuged and the plasma was discarded. The remaining 
cells were treated for analysis and hemolyzed with 1 mL of milli-Q water. An aliquot 
containing 1 mg of total hemoglobin was taken to enzymatic digestion. Glu-C and 
trypsin were evaluated as digestion enzymes. To each aliquot was add 50 μL of 
selected enzyme solution and completed to a final volume of 500 μL with adequate 
buffer. The mixture was maintained at 37°C for 18 hours. After the period of 
digestion, the samples were frozen at -40°C thawed, diluted and injected on UPLC-
QTOF-MS. Analyzes were performed using Ultra Performance Liquid 
Chromatography Acquity H-Class Waters Co. (Milford, USA) coupled to mass 
spectrometry Quadrupole – Time of Flight (Xevo G2-S, Waters, Milford, USA), 
provided with electrospray ionization source (ESI) operated in the positive ion mode. 
VHLTPE m/z 695.373 and glu-VHLTPE m/z 857.426, obtained via glu-C digestion, 
were the selected peptides to quantification of HbA1c (%), representing the N-
terminal of beta chain. Chromatographic separation was obtained in an Acquity 
UPLC ® BEH C18 column (50 x 2.1 mm, 1,7 μm), maintained at 40°C. The mobile 
phase was composed of water (A) and acetonitrile (B), both containing 0.02% TFA 
and 0.1% acetic acid; eluted in gradient mode. The flow rate was 0.50 mL/min and 
the injection volume was 5 μL. The developed method was capable of detect 
hemoglobin and glycated hemoglobin in human blood, via peptide analyzes, with 
high mass resolution and no matrix interference. The method was fully validated, 
being considered linear in the range of 4.4% to 11.9% of HbA1c, sensitive, selective, 
precise, accurate and free of matrix and carryover effects. The method was 
successfully applied to real samples from 15 patients with diabetes, reaching about 
90% of agreement with reference method results.  provided accurate and precise 
information on peptide mass, without laborious sample preparation. These results 
support the use of this technique to improve the quality of results of glycated 
hemoglobin in health services and demonstrate a possible application of peptide 
investigation for clinical analysis in the near future. 
 

Keywords: Glycated hemoglobin, peptide, chromatography, mass spectrometry  
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1  INTRODUÇÃO 
 

O diabetes é um grupo de doenças crônicas metabólicas caracterizadas por 

hiperglicemia e associadas a disfunções e insuficiência de vários órgãos (ADA, 

2018; SBD, 2015; WHO, 2016). Trata-se da terceira causa de mortalidade prematura 

no mundo e no Brasil está entre as dez maiores causas de mortalidade (DATASUS, 

2018; IDF, 2017; WHO, 2009). O controle da glicemia reduz de forma significativa as 

complicações do diabetes mellitus (DM). Assim, métodos que avaliem a frequência e 

a magnitude da hiperglicemia, são essenciais para o acompanhamento do DM, 

visando ajustes no tratamento e a prevenção das complicações (SBD, 2018).  

A medida da hemoglobina glicada (HbA1c) permite avaliar o controle 

glicêmico a longo prazo, pois representa uma média ponderada da  glicemia nos 

últimos 60 a 90 dias (NETTO et al., 2009; WHO, 2011). Recentemente, valores de 

HbA1c maior ou igual que 6,5% passaram a ser reconhecidos como um dos critérios 

para o diagnóstico de DM (SBD, 2018; WHO, 2011). Estudos indicam que as 

complicações crônicas se intensificam quando os níveis de HbA1c estão situados 

permanentemente acima de 7% (SBD, 2015). Sendo assim, a manutenção do nível 

de HbA1c abaixo de 7% é atualmente considerada como uma das principais metas 

no controle do diabetes (ADA, 2018; SBD, 2018; WHO, 2016). 

Diferentes métodos para a quantificação de HbA1c estão disponíveis 

atualmente (CAMARGO; GROSS, 2004; WEYKAMP, JOHN; MOSCA, 2009). Estes 

diferem em níveis de sensibilidade e seletividade, o que acaba conduzindo à 

variação de resultados em função da técnica analítica selecionada (GILLERY, 

GUILLEMIN; DELPECH, 1994; LEE, SZETO; BENZIE, 2002; MOSCA et al., 2015). 

Existe no momento uma grande mobilização no sentido de se padronizar os métodos 

disponíveis. De acordo com o International Federation of Clinical Chemistry (IFCC), a 

técnica indicada para o doseamento da hemoglobina glicada é a cromatografia 

líquida acoplada a espectrometria de massas (LC-MS), com analisador quadrupolo 

(JEPPSSON et al., 2002). Devido à alta massa molecular da hemoglobina, é 

recomendada a realização da digestão proteica para a obtenção de peptídeos de 

baixa massa molecular, uma alternativa vantajosa para a análise por LC-MS 

(MAYNE et al., 2016). A análise peptídica é uma estratégia atual aplicada com 
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sucesso em muitas abordagens clínicas, como biomarcadores para classificação 

(RAJAPAKSE, DUAN; YEO, 2005), diagnóstico (ANAND et al., 2017) e 

monitoramento (WU et al., 2007) de diversas patologias.   

Apesar dos métodos baseados na espectrometria de massas já oferecerem 

maior seletividade, o analisador do tipo quadrupolo apresenta limitações em relação 

à baixa resolução de massas, o que pode comprometer a identificação do analito. 

Nesse sentido, a espectrometria de massa de alta resolução (LC-QTOF-MS) oferece 

vantagens significativas, como ferramenta analítica capaz de fornecer informações 

sobre a estrutura molecular com a precisão e exatidão necessária aos métodos 

clínicos. (AEBERSOLD; MANN, 2003; CRAVATT, SIMON; YATES, 2007; PASIN et 

al., 2017; YORK et al., 2010).   

Uma vez que os métodos disponíveis, apresentam baixa seletividade para 

detecção da hemoglobina glicada, podendo comprometer o diagnóstico e o 

acompanhamento do diabetes, novas tecnologias capazes de proporcionar 

resultados precisos e confiáveis são necessárias. Sendo assim, o objetivo do 

presente trabalho foi desenvolver e validar um método por cromatografia líquida de 

ultra eficiência acoplada à espectrometria de massas de alta resolução (LC-QTOF-

MS), para quantificação de hemoglobina glicada, visando comparar os diferentes 

métodos disponíveis comercialmente. 

  

1.1 OBJETIVOS 

 

1.1.1 OBJETIVO GERAL 

 

Desenvolver e validar um método por UPLC-QTOF-MS para quantificação 

de hemoglobina glicada em amostras de sangue. 

 

1.1.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Otimizar um método de preparo de amostra de sangue para análise de 

hemoglobina glicada por UPLC-QTOF-MS; 
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 Desenvolver um método por UPLC-QTOF-MS para análise de 

hemoglobina glicada e validá-lo de acordo com guias e legislações 

nacionais e internacionais vigentes; 

 

 Aplicar o novo método desenvolvido na quantificação de hemoglobina 

glicada em amostras de pacientes diabéticos e controles.  

 

 Comparar o resultado obtido pelo novo método com os resultados de 

métodos disponíveis comercialmente. 
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2 REVISÃO DA LITERATURA 
 

2.1 DIABETES 

 

2.1.1 Definição, classificação e epidemiologia 

 

O termo “diabetes mellitus” descreve um grupo heterogêneo de distúrbios 

metabólicos que apresentam em comum a hiperglicemia, que é o resultado de 

defeitos na ação da insulina, na secreção de insulina ou em ambas. Os efeitos do 

diabetes incluem danos a longo prazo, relacionados a alterações nos grandes e 

pequenos vasos sanguíneos (doença arteriosclerótica cardiovascular) e nos nervos, 

e consequente disfunções e insuficiência de vários órgãos (ADA, 2018; WHO, 2016).  

A classificação do DM tem sido realizada de acordo com sua etiologia, porém 

os fatores causais dos principais tipos de DM – genéticos, biológicos e ambientais – 

ainda não são completamente conhecidos (SBD, 2018). A classificação atual, 

segundo a Sociedade Brasileira de Diabetes, inclui quatro subtipos: DM tipo 1 

(DM1), DM tipo 2 (DM2), DM gestacional, e outros tipos específicos de DM (ADA, 

2018; SBD, 2018).  

 O DM1, correspondente de 5% a 10% dos casos, estando relacionado a 

destruição de células beta pancreáticas com consequente deficiência de insulina. 

Pode ser subdividido em DM-1A e DM-1B. O DM-1A é a forma mais frequente de 

DM1, no qual o diagnóstico pode ser confirmado pela presença de autoanticorpos 

(SBD, 2018), enquanto que o DM-1B apresenta deficiência de insulina de natureza 

idiopática. O DM-1A apresenta forte associação com o antígeno leucocitário humano 

(HLA) DR3 e DR4, envolvendo fatores genéticos associados a fatores ambientais 

responsáveis por desencadear uma resposta autoimune contra as células produtoras 

de insulina (TEDDY, 2008).  

 O DM2, presente em 90% a 95% dos casos de diabetes, caracteriza-se por 

defeitos na ação e/ou secreção da insulina. Apresenta etiologia multifatorial, 

combinando fatores genéticos e ambientais. Trata-se de uma patologia fortemente 

influenciada por hábitos alimentares e atividade física, devido à associação destes 

fatores à obesidade, esta é um dos principais fatores de risco para o 
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desenvolvimento do DM2 (ADA, 2018; SBD, 2018; WHO, 2016). No DM2, a 

hiperglicemia persistente está vinculada a resistência na ação da insulina e diversas 

alterações no metabolismo de carboidratos e ácidos graxos. Diferentemente do 

DM1, não apresenta marcadores específicos e, em aproximadamente 90% dos 

casos, está associada ao sobrepeso e síndrome metabólica (CHATTERJEE, 

KHUNTI; DAVIES, 2017). 

 O diabetes gestacional foi por muito tempo definido como qualquer 

intolerância à glicose, de magnitude variável, com início ou diagnóstico durante a 

gestação (DIABETES, 2015). Porém, recentemente com o aumento de casos de 

DM2 não diagnosticado, muitas mulheres passaram a ter o diagnóstico após o 

exame pré-natal, porém não associada às alterações metabólicas decorrente da 

gravidez. Por este motivo, mulheres com diagnóstico de diabetes durante o primeiro 

trimestre de gestação devem ser classificadas como portadoras de diabetes mellitus 

preexistentes. Após o primeiro trimestre, mulheres grávidas estão sujeitas a novos 

limites mais rígidos quanto a glicemia. Valores acima de 92 mg/dL são estabelecidos 

como diagnóstico positivo de diabetes gestacional (ADA, 2018; INTERNATIONAL 

ASSOCIATION OF DIABETES PREGNANCY STUDY GROUPS CONSENSUS 

PANEL et al., 2010; SBD, 2018). Assim como o DM2, o DM gestacional está 

associado tanto à resistência à insulina quanto à diminuição da função das células 

beta (SBD, 2018).  

Pertencem a classificação de “outros tipos específicos de DM” formas menos 

comuns de DM cujos defeitos ou processos causadores podem ser identificados. 

Estão incluídos nessa categoria defeitos genéticos na função das células beta 

(Maturity-Onset Diabetes of the Young, MODY), defeitos genéticos na ação da 

insulina, doenças do pâncreas exócrino, endocrinopatias, diabetes induzido por 

medicamento ou agentes químicos, infecções, formas incomuns de DM autoimune e 

outras síndromes genéticas associadas ao DM. 

A hiperglicemia persistente está associada a complicações crônicas micro e 

macrovasculares, aumento de morbidade, redução da qualidade de vida e elevação 

da taxa de mortalidade (WHO, 2016). Atualmente existem em torno de 425 milhões 

de casos de diabetes no mundo, aproximadamente 8,8% de toda população mundial 

(IDF, 2017). Somente no ano de 2017, as despesas de saúde relacionadas ao 
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diabetes ultrapassaram os 727 bilhões de dólares, aproximadamente 12% de todo 

investimento mundial em saúde (IDF, 2017). A Organização Mundial da Saúde 

estima que a glicemia elevada é o terceiro fator causa de mortalidade prematura, 

superada apenas por hipertensão e fumo (WHO, 2009). No Brasil, aproximadamente 

13,3 milhões de pessoas são diabéticas, uma prevalência de 8,7% da população, 

sendo o diabetes a causa de mais de 140 mil mortes em 2017 (IDF, 2017). 

 

2.1.2 Fisiopatologia 

 

Como foi apresentado, o diabetes é uma doença multifatorial caracterizada 

pelo aumento persistente nos níveis glicêmicos. Suas complicações fisiológicas 

também são múltiplas. No caso do DM1, a destruição das células beta leva a 

deficiência de insulina, o que resulta em distúrbios metabólicos associados a 

hiperglicemia. Além disso, a função de células alfa também é alterada, levando a um 

excesso de secreção do hormônio glucagon, contribuindo também para a disfunção 

metabólica gerada (OZOUGWU et al., 2013). A maioria das manifestações 

patológicas do diabetes pode ser atribuída a três consequências principais da falta 

de ação da insulina: menor utilização de glicose pelas células corporais e 

consequente aumento da glicose plasmática; aumento acentuado da mobilização de 

gorduras, produzindo um metabolismo lipídico anormal e depósito nas paredes 

vasculares; e alterações no metabolismo e perda de função de proteínas (GUYTON; 

HALL, 1998). 

A insulina, além de promover a captação de glicose pelos tecidos, também 

está associada a regulação da produção de glicogênio. O aumento de insulina 

promove a captação de glicose pelo fígado e também seu armazenamento na forma 

de glicogênio. Desta forma, em condições metabólicas normais, após as refeições 

ocorre a queda de glicose plasmática e de insulina, o que ativa a gliconeogênese, 

reestabelecendo as concentrações plasmáticas de glicose. No caso do diabetes, 

ausência da insulina também levará ao aumento da produção e liberação de glicose 

hepática, contribuindo ainda mais para o aumento das concentrações séricas do 

monossacarídeo (GUYTON; HALL, 1998). 
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O metabolismo lipídico também é alterado visando promover a liberação de 

uma segunda fonte de energia. Como os carboidratos não estão sendo captados 

pelas células, o organismo promove a produção energética através da quebra de 

gordura. Para isso ocorre a hidrólise dos triglicerídeos armazenados e liberação de 

ácidos graxos livres. Esses ácidos graxos são convertidos no fígado à fosfolipídios e 

colesterol, podendo atingir altas concentrações e, com isso, elevando o risco de 

desenvolvimento e progressão acelerada de arteriosclerose, uma das complicações 

mais graves do diabetes descontrolado (GUYTON; HALL, 1998). Além disso, o 

aumento da utilização de lipídeos como fonte energética leva a um consequente 

aumento na produção de ácido acetoacético, gerando quadros de acidose 

metabólica. Esses quadros, quando não revertidos rapidamente podem levar o 

paciente ao coma e óbito (BARONE et al., 2007). 

 Quanto a alteração no metabolismo de proteínas, a insulina está diretamente 

associada ao crescimento corporal. Ela exerce efeito direto sobre a captação de 

aminoácidos pelas células, atuando também sobre os ribossomos aumentando a 

produção de RNA mensageiro e consequentemente, a sua tradução. Ainda, a 

insulina também inibe o catabolismo das proteínas, diminuindo a velocidade de 

liberação de aminoácidos pelas células musculares. Todos esses efeitos fazem com 

que a insulina seja considerada como hormônio anabólico, promovendo a síntese de 

proteínas, enquanto que a sua ausência teria efeito catabólico, acelerando a 

degradação de proteínas (GUYTON; HALL, 1998).  

 Outra alteração importante envolvendo as proteínas se dá através da ligação 

à moléculas de glicose, dando origem aos chamados Produtos Finais de Glicação 

Avançada (Advanced Glication End-products – AGEs). A formação destas moléculas 

é uma das teorias mais aceitas sobre como a hiperglicemia crônica conduz aos 

danos celulares e teciduais observados no diabetes (BROWNLEE, 2001). Os AGEs 

endógenos são compostos formados através da reação não enzimática entre 

açúcares redutores e proteínas, fosfolipídios ou ácidos nucleicos e uma das 

principais formas de condensação é conhecida como reação de Maillard (FIGURA 

1). Essa reação inicia-se através da condensação de grupamento carbonila de 

açúcar redutor (ex. glicose) com um grupamento amina (ex. aminoácido lisina). O 

produto dessa reação é conhecido como base de Schiff e ainda é reversível. Na 
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sequência, em uma etapa mais lenta, a molécula sofre rearranjos formando uma 

estrutura mais estável, o produto de Amadori, modernamente conhecido como early 

Maillard reaction products (early MRPs), ou produtos iniciais da reação de Maillard, 

que são caracterizados por uma ligação estável e irreversível entre o açúcar e o 

grupo amina. A hemoglobina glicada é um exemplo de produtos de Amadori. Os 

produtos de Amadori gerados possuem grupos carbonilas reativos capazes de reagir 

com grupamentos eletrofílicos como aminas primárias acessíveis, dando origem aos 

produtos avançados da reação de Maillard, também conhecidos como AGEs 

(BARBOSA, OLIVEIRA; SEARA, 2008). 

 Diversas evidências apontam a contribuição dos AGEs no desenvolvimento 

de complicações relacionadas ao diabetes. Um dos efeitos patológicos promovidos 

pelos AGEs está relacionado à capacidade de se ligar a diferentes moléculas e, com 

isso, alterar as propriedades químicas e funcionais das mais diversas estruturas 

biológicas. Outro fator patológico associado aos AGEs é a capacidade de originar 

radicais livres, intensificando reações derivadas do estresse oxidativo. Além disso, 

alguns AGEs atuam em receptores celulares e, juntamente com proteínas e lipídios 

modificados promovem o aumento da expressão de mediadores inflamatórios.  

 
FIGURA 1. REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DA FORMAÇÃO DE AGES. 

 

 
FONTE: Adaptado de (OLIVEIRA et al., 2013) 

 

 



 

27 

 

2.1.3 Diagnóstico e controle do DM 

 

 O diagnóstico do diabetes é normalmente realizado por medidas da glicemia 

(ADA, 2018; SBD, 2018; WHO, 2016). O quadro fisiopatológico da doença inicia-se 

antes das alterações glicêmicas, por isso foi incluído o quadro de pré-diabetes. 

Neste caso o paciente ainda não apresenta valores superiores ao diagnóstico, mas 

já apresenta resultados de glicemia superiores aos valores considerados normais 

(SBD, 2018). A glicose plasmática pode ser verificada através dos exames de 

glicemia em jejum ou tolerância oral a glicose. Outro método para diagnosticar o 

diabetes é através do exame de hemoglobina glicada. Neste caso, é avaliado a 

glicemia de forma indireta, através da quantificação de fração de hemoglobina que 

se encontra ligada de forma estável e irreversível a uma molécula de glicose (ADA, 

2018; SBD, 2018; WHO, 2016).   

O QUADRO 1 resume os valores de corte para o diagnóstico de diabetes, 

assumindo o critério da Sociedade Brasileira de Diabetes (SBD, 2018). 

 
QUADRO 1. CRITÉRIOS LABORATORIAIS PARA DIAGNÓSTICO DE NORMOGLICEMIA, PRÉ-

DIABETES E DM, ADOTADOS PELA SBD. 

  

Glicose em jejum 
(mg/dL) 

Glicose 2 horas 
após 

sobrecarga 
com75 g de 

glicose (mg/dL) 

Glicose ao 
acaso HbA1c (%) 

Normoglicemia <100 <140 - < 5,7 

Pré-diabetes ou 
risco aumentado 

para DM 

100 ≤ e < 126 140 ≤ e < 200 - 5,7 ≤ e < 6,5 

Diabetes 
estabelecido 126 ≤ 200 ≤ 200 ≤  e 

sintomas 6,5 ≤ 

FONTE: Adaptado de (SBD, 2018) 
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2.2 HEMOGLOBINA E HEMOGLOBINA GLICADA 

 

2.2.1 Definições e conceitos 

 

 O termo hemoglobina glicada refere-se a substâncias formadas a partir da 

reação de ligação não enzimática entre a hemoglobina A (HbA) e açúcares. O termo 

hemoglobina glicosilada muitas vezes é erroneamente considerado um sinônimo, 

porém este está relacionado a ligação enzimática e instável do açúcar à 

hemoglobina (ULRICH; CERAMI, 2001). 

 A hemoglobina é uma proteína composta de 4 subunidades peptídicas (2α2β) 

associadas através de ligações não covalentes a uma ferro-protoporfirina, o grupo 

heme. De forma geral, em adultos os eritrócitos apresentam 97% das moléculas de 

hemoglobina na conformação 2α2β, conhecida como hemoglobina A; 2% na forma 

2α2δ, hemoglobina A2; e 1% 2α2γ, hemoglobina fetal (SCHECHTER, 2008). 

 A HbA é a principal forma nativa da hemoglobina e sua fração não glicada 

(neutra) é designada HbA0, enquanto que a fração glicada, carregada 

negativamente (seja pela ligação de açúcares ou outros carboidratos) é conhecida 

como HbA1.  A HbA1, por sua vez, pode ser diferenciada de acordo com a glicação 

como HbA1a1, HbA1a2, HbA1b, HbA1c, HbA1d (NETTO et al., 2009; SCHECHTER, 

2008). Dentre elas, a HbA1c é caracterizada pela ligação não enzimática de uma 

glicose ao aminoácido valina da posição N-terminal da cadeia beta (FIGURA 2). A 

HbA1c é a fração glicada da hemoglobina que apresenta valor clínico para o controle 

do diabetes (ADA, 2018; NETTO et al., 2009; SBD, 2018).  
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FIGURA 2. REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DA HEMOGLOBINA GLICADA  

FONTE: O Autor (2018) 
 

 

 Os níveis glicêmicos estão diretamente relacionados as complicações do 

diabetes (ADA, 2018; SBD, 2018; WHO, 2016). Atualmente a medida da 

hemoglobina glicada é o parâmetro de referência para avaliação do controle 

glicêmico em pacientes diabéticos e recentemente foi incluída como critério 

diagnóstico da doença (SBD, 2018). Os valores são apresentados como uma 

relação das moléculas que se encontram ligadas covalentemente a glicose em 

relação ao total de moléculas de hemoglobina. Essa relação pode ser presentada na 

forma de porcentagem ou mmol/mol (WEYKAMP, JOHN; MOSCA, 2009). A 

consolidação da relação da concentração de hemoglobina glicada e o 

desenvolvimento das complicações crônicas do diabetes ficou definitivamente 

estabelecido, a partir de dois grandes ensaios clínicos (DIABETES CONTROL 

COMPLICATIONS TRIAL RESEARCH GROUP et al., 1993; DIABETES STUDY 

(UKPDS) GROUP, 1998). No estudo Diabetes Control and Complications Trial 

(DCCT) foi determinada a relação dos valores de HbA1c com a glicemia média. 

Além disso, foi observado um aumento exponencial no desenvolvimento 

destas complicações com o aumento dos níveis de HbA1c (FIGURA 3). O segundo 

estudo (DIABETES STUDY (UKPDS) GROUP, 1998) também apresentou resultados 

consonantes, demostrando que a intensificação do tratamento da hiperglicemia 

reduz a incidência das complicações. Ainda, de acordo com o estudo, em geral, para 

cada 1% de decréscimo dos valores de HbA1c, houve diminuição de 35% no risco 
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de complicações microvasculares, 25% das mortes relacionadas e 7% no número de 

mortes em geral. Outros estudos também demonstraram a associação entre os 

valores de HbA1c e complicações do diabetes (GRINDEL et al., 2017; NICHOLAS et 

al., 2013; SKRIVER et al., 2015; STRATTON et al., 2000; ZOUNGAS et al., 2012). 

 
FIGURA 3. RELAÇÃO DA HEMOGLOBINA GLICADA (HBA1C) E RISCO DE COMPLICAÇÕES 

MICROVASCULARES. 

Fonte (SKYLER, 1996) 
 

 

 Com base nos estudos clínicos, visando evitar as complicações do diabetes, 

foram recomendados valores de HbA1c  abaixo de 7% (AMERICAN DIABETES 

ASSOCIATION  et al., 2003). Esses valores se mantem como metas das principais 

diretrizes atuais (ADA, 2018; IDF, 2017; SBD, 2018). Visando este controle, métodos 

para quantificação de HbA1c tem sido desenvolvido desde então. 

 

2.2.2 Métodos de quantificação de hemoglobina glicada 

 Diversos métodos que foram desenvolvidos para a quantificação de HbA1c, 

são baseados em diferenças bioquímicas e estruturais entre a hemoglobina glicada 

e não glicada. 

 

2.2.2.1 Métodos baseados na diferença de carga 

 

 A fração glicada da hemoglobina quando comparada a fração não glicada 

apresenta diferença significativa em seu ponto isoelétrico. Devido a presença da 
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ligação ao açúcar redutor, em contato com o tampão, a proteína glicada passa a 

apresentar uma carga residual negativa maior, alterando seu ponto isoelétrico 

(FIGURA 4) (CAMARGO; GROSS, 2004). Essa diferença bioquímica fundamenta 

diversos métodos como a cromatografia de troca iônica, a eletroforese e a 

eletroforese capilar, e a focalização isoelétrica (WEYKAMP et al., 1995). Estes 

métodos são pH e temperatura dependentes, apresentando limitação com relação a 

calibração e a baixa reprodutibilidade (CAMARGO et al., 1998; WEYKAMP, JOHN; 

MOSCA, 2009). Além disso, por não possuírem resolução suficiente para separar as 

frações glicadas, eles quantificam a fração glicada total (HbA1), não refletindo o real 

valor da HbA1c, comprometendo a confiabilidade dos resultados (RHEA; 

MOLINARO, 2014). Nos últimos anos, estes métodos têm sido substituídos por 

sistemas de eletroforese capilar e HPLC mais robustos e automatizados, alguns 

inclusive capazes de diferenciar as frações glicadas (CAMARGO et al., 1998; 

JEPPSSON et al., 2002). 

 
FIGURA 4. REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DA MIGRAÇÃO DIFERENCIAL EM FUNÇÃO DA 

CARGA NA HEMOGLOBINA GLICADA 

 
   FONTE: O autor (2018) 

     

2.2.2.2 Métodos baseados em reações enzimáticas e imunoenzimáticas 

 

 Como alternativa aos métodos baseados em diferenças relacionadas a carga 

foram desenvolvidos métodos baseados em diferenças estruturais. Para utilização 

dos métodos imunoezimáticos foram desenvolvidos anticorpos capazes de 

reconhecer a porção N-terminal glicada da cadeia beta (FIGURA 5). O desenho 

experimental pode variar, podendo ser realizado através de ensaios 
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imunoturbidimétricos, os quais são baseados no grau de turbidez gerado a partir da 

ligação dos peptídeos aos anticorpos, ou ainda, através da detecção baseada em 

reações enzimáticas e colorimétricas. Nos métodos puramente enzimáticos, as 

células lisadas passam por um processo de digestão proteolítica, liberando o resíduo 

de valina glicado. Esse resíduo serve de substrato para a enzima fructosyl valine 

oxidase, produzindo peróxido de hidrogênio. Com isso, a detecção é feita através da 

reação com cromógeno, catalisada pelo peróxido formado, havendo uma relação 

direta entre a intensidade da cor os níveis glicêmicos. Existem diversos kits 

comerciais, compatíveis com diversas marcas de analisadores laboratoriais, como 

Roche, Simens, Vitros.  

 Como vantagens, esses métodos não são afetados por interferentes 

relacionados a carga elétrica e podem ser facilmente incluídos em laboratórios de 

exames de rotina. Porém, apresentam as limitações típicas de ensaios 

imunoenzimáticos, como curvas não lineares, estabilidade dos reagentes 

imunológicos limitada e a necessidade de quantificação separada da hemoglobina 

total, o que pode gerar uma incerteza adicional.  O maior desafio para essa classe 

de métodos está em atingir resultados de precisão desejáveis (RHEA; MOLINARO, 

2014; SACKS et al., 2002; WEYKAMP, JOHN; MOSCA, 2009). 

 

FIGURA 5. REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DO MÉTODO IMUNOENZIMÁTICO 
FONTE: Adaptado de LSBioTM 

 

 



 

33 

 

2.2.2.3 Cromatografia de afinidade (ácido borônico) 

 

 Outro método baseado na diferença estrutural da HbA1c e a hemoglobina 

total é através da cromatografia de afinidade. Neste caso, o método fundamenta-se 

na capacidade de agentes em reagir especificamente com a porção glicada da 

molécula. Consiste na ligação entre o grupamento cis-diol presente na glicose, e a 

porção amino do ácido aminofenil borônico, normalmente incluído no gel de agarose 

ou outra superfície (GASCON; MOLINA, 1989; JOHN, 1984; OREMEK, SEIFFERT; 

SCHMID, 1987). A hemoglobina glicada se liga a resina de afinidade enquanto que a 

hemoglobina livre não (FIGURA 6). Vale ressaltar que não apenas a HbA1c mas 

todas as hemoglobinas glicadas vão se ligar a resina, comprometendo a 

especificidade do método. As maiores dificuldades destes métodos residem na 

automação dos métodos, para conferir maior reprodutibilidade, além da robustez do 

sistema, principalmente no caso de colunas de gel (GASCON; MOLINA, 1989; 

JOHN, 1984). 

 
FIGURA 6. REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DOS MÉTODOS BASEADOS NA 

CROMATOGRAFIA DE AFINIDADE PELO ÁCIDO BORÔNICO 

 
FONTE: Adaptado de (BIOTECH, 2018) 

 

2.2.3 Padronização dos métodos 

 

Diante da importância dos valores da hemoglobina glicada para o controle da 

glicemia, rapidamente a solicitação por esse exame tornou-se rotina. Da mesma 

forma, foi percebido que o resultado variava conforme o laboratório e o período de 

solicitação (WEYKAMP, JOHN; MOSCA, 2009). Como foi explicado anteriormente, 

Derivado Ácido borônico HbA1c (porção N -terminal) 
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os métodos desenvolvidos são baseados em diferentes princípios, e apresentam 

vantagens e desvantagens. Cada um dos métodos á capaz de fornecer a informação 

referente a hemoglobina glicada, porém nem sempre os resultados são compatíveis 

ou intercambiáveis (NETTO et al., 2009). Além disso, cada um dos métodos define 

um analito específico, ou seja, alguns trabalham com a HbA1c, outros com a 

hemoglobina glicada total, e cada um deles apresenta um grau de especificidade, 

podendo ser verificada através da capacidade de diferenciar variantes da 

hemoglobina ou capacidade de separar suas diferentes frações glicadas (GARCIA-

ALCALA, RUIZ-ARGUELLES; CEDILLO-CARVALLO, 2009). 

O primeiro passo para a harmonização dos métodos foi a padronização da 

nomenclatura. Variações como hemoglobina glicosilada, hemoglobinas rápidas, 

hemoglobina A1, foram substituídas pelo termo hemoglobina glicada, 

glicohemoglobina ou HbA1c (SBD, 2018). Em seguida foram iniciados os trabalhos 

no sentido na padronização dos valores. Nos Estados Unidos, foi criado o National 

Glycohemoglobin Standardization Program (NGSP). Nesse programa, foi definido 

um método primário de referência (BioRex 70, HPLC) e um laboratório primário de 

referência nos Estados Unidos. Os diversos métodos disponíveis foram comparados 

ao método de referência para que fossem certificados. Desta forma, era confirmado 

que os resultados obtidos pelos diferentes métodos não apresentavam diferenças 

estatisticamente significativas em relação ao método de referência (DIABETES 

CONTROL COMPLICATIONS TRIAL RESEARCH GROUP et al., 1993). Outros 

países, como o Japão (SHIMA K, 1994) e a Suécia (ECKERBOM, BERGQVIST; 

JEPPSSON, 1994) também tiveram essa iniciativa. Contudo, na comparação entre 

os métodos de referência dos diferentes países foram observadas diferenças nos 

valores. Com isso, todos foram capazes de harmonizar os resultados em seus 

países porém nenhum deles refletia o real valor de HbA1c (WEYKAMP, JOHN; 

MOSCA, 2009). Para superar esse problema o International Federation on Clinical 

Chemistry (IFCC) criou um novo programa de padronização mundial. Neste 

programa foram desenvolvidos padrões a partir da purificação de hemoglobina e 

hemoglobina glicada para posterior desenvolvimento de método. Esses padrões 

foram submetidos à digestão enzimática pela endoproteinase glu-C, responsável por 

clivar a hemoglobina em hexapeptideos (glicados ou não) e quantificá-los através 
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das técnicas de LC-MS ou eletroforese capilar. Através deste método, foi possível 

comprovar que os métodos considerados de referência apresentavam valores de 

HbA1C superiores ao real (JEPPSSON et al., 2002). 

Após todas as tentativas de padronização dos métodos, foi necessário 

padronizar também as unidades utilizadas. Para isso o IFCC, juntamente com o 

American Diabetes Association (ADA) e European Association for Study of Diabetes 

(EASD) chegaram a um consenso no qual os valores de HbA1c deveriam ser 

apresentados tanto em mmol/mol (IFCC) quanto em % (NGSP). Para isso, foi 

disponibilizada uma fórmula para conversão das unidades, de acordo com o gráfico 

mostrado na FIGURA 7 (ADA, 2018; WEYKAMP, JOHN; MOSCA, 2009): 

 
FIGURA 7. EXEMPLO DE ACOMPANHAMENTO DE PACIENTE APÓS AFERIÇÕES A CADA 3 

MESES E  ESQUEMA PARA CONVERSÃO DE UNIDADES DA HbA1c 

 
NOTA: Mono S %: método padrão na Suiça; JDS/ JSCC: Japan Diabetes Society/ Japan Society of 

Clinical Chemistry (método padrão no Japão); NGSP: National Glicohemoglobin Standardization 
Program; IFCC: International Federation on Clinical Chemistry  FONTE:Adaptado de (WEYKAMP, 

JOHN; MOSCA, 2009) 
 

 O método desenvolvido pelo IFCC utiliza espectrometria de massas na 

detecção dos peptídeos referentes a fração glicada e não glicada da hemoglobina, 

conferindo maior seletividade ao método (JEPPSSON et al., 2002). Porém, em uma 

 

GME HbA1c 
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matriz complexa como o sangue, devemos considerar a presença de possíveis 

interferentes com a mesma massa molecular dos peptídeos de interesse, o que 

poderia levar a variação dos resultados, dependendo dos componentes da matriz. 

Como foi possível observar, muitas dificuldades foram constatadas durante o 

desenvolvimento de metodologias capazes de quantificar o real valor da HbA1c. 

Muitas dessas dificuldades se deram pelo fato de tratar-se de análise de proteínas e 

proteínas modificadas pois essas moléculas guardam importantes particularidades 

analíticas. 

 

2.3 ANÁLISE DE PROTEÍNAS POR LC-MS 

 

Proteínas são macromoléculas biológicas constituídas por uma ou mais 

cadeias de aminoácidos. Fazem parte de grande parte dos seres vivos, participando 

de diversos processos celulares, como a replicação de DNA, a resposta a estímulos 

e o transporte de moléculas. São formadas por sequencias  de aminoácidos. Os 

resíduos individuais de aminoácidos são unidos através de ligações peptídicas, 

formadas pela ligação de um carbono alfa, presente no grupo ácido carboxílico, ao 

grupo amina de outro aminoácido. Os resíduos de uma proteína são muitas vezes 

alterados quimicamente através de modificações pós-traducionais, como a glicação 

(LEHNINGER, 2000). 

A extremidade da proteína com um grupo carboxílico livre é denominada C-

terminal ou carboxi-terminal, enquanto a extremidade com um grupo livre de amina é 

denominada N-terminal ou amino-terminal. A partir de tais  características, algumas 

ferramentas analíticas se destacam na elucidação estrutural dessas moléculas, 

como por exemplo a cromatografia acoplada a espectrometria de massas (ROST, 

2001). 

 

2.3.1 Análise de proteínas por LC-MS 

 

 A cromatografia é uma técnica analítica muito conhecida e aplicada para os 

mais diversos fins. A cromatografia líquida consiste na separação de compostos 

através da interação diferencial dos analitos entre uma fase estacionária e uma fase 
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móvel (COLLINS, 2006). Existem diferentes tipos de cromatografia líquida, sendo 

uma das mais utilizadas a cromatografia em fase reversa. A evolução desta técnica 

deu origem a equipamentos capazes de suportar altas pressões e com isso permitiu 

o uso de fases estacionárias mais eficientes, com menores tamanhos de partículas 

(REKHI et al., 2017) 

 A espectrometria de massas pode ser descrita como o estudo de íons 

dispersos em uma fase gasosa e tem como objetivo geral a caracterização de 

diferentes estruturas moleculares (ANAS EL-ANEED, 2009). Um espectrômetro de 

massas pode ser subdivido em quatro principais componentes: a fonte de íons, o 

analisador, o detector e o sistema de aquisição de dados (KINTER; SHERMAN, 

2000).  

  

2.3.1.1 Fonte de íons 

 

 A fonte de íons como o próprio nome diz, tem por objetivo ionizar as 

moléculas presentes na amostra, de forma que elas fiquem carregadas 

positivamente (adicionando um próton [M+H]+) ou negativamente (retirando um 

protón, [M-H]-), de acordo com o modo de ionização selecionado. As fontes de 

ionização mais utilizadas em análises proteômicas são Electrospray (ESI) e Matrix 

Assisted Laser Desorption Ionization (MALDI). São formas de ionização conhecidas 

como “suave” ou “branda”, pois a energia utilizada na transferência de carga é baixa, 

preservando a estrutura inicial da molécula (KINTER; SHERMAN, 2000). 

 Para a utilização da fonte MALDI os peptídeos são dissolvidos em uma 

matriz, uma solução de ácidos fracos capazes de absorver luz UV. Após a 

evaporação do solvente, ocorre a cristalização da matriz, juntamente com os 

peptídeos da amostra. A amostra é posicionada dentro da fonte, onde recebe pulsos 

de laser (luz UV) que causam a vaporização de parte da amostra (matriz e 

peptídeos). A ionização acontece de forma branda, pois boa parte da energia do 

laser é absorvida pela matriz, produzindo peptídeos íntegros e monocarregados. Os 

componentes ácidos da matriz e da solução diluente dos peptídeos auxiliam o 

processo de protonação. O sistema MALDI não é compatível com acoplamento a 
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cromatografia líquida, porém é capaz de gerar dados diretos a partir do digerido de 

proteínas, sem praticamente nenhum preparo de amostra (KARAS; KRUGER, 2003).   

 Na fonte de ionização por electrospray, os peptídeos são introduzidos na 

forma de solução aquosa, normalmente acidificada.  A solução é introduzida através 

de uma agulha de pequeno diâmetro de abertura e altamente carregada (2 - 5 kV), 

formando um spray. Esse spray é formado por pequenas gotas carregadas 

positivamente. Dentro da fonte, as gotas passam por um processo de secagem, com 

o auxílio de gás de secagem inerte (nitrogênio) e altas temperaturas, levando a 

redução do tamanho das gotas até a dessorção completa e formação de peptídeos 

protonados na fase gasosa. Os íons formados são direcionados a entrada do 

analisador (FENN, 2002; FENN et al., 1989).  

 Uma característica importante da ESI é que, em meio ácido, esta fonte possui 

uma tendência de protonar todos os sítios básicos presentes no peptídeo. O sitio 

básico essencial dos peptídeos é a amina livre presente na posição N-terminal, mas 

existem aminoácidos que apresentam cadeias laterais básicas, como lisina, arginina 

e histidina. Nesses casos, ocorre a formação de peptídeos multicarregados 

(KINTER; SHERMAN, 2000). Essa característica será discutida na sessão de 

INTERPRETAÇÃO DOS RESULTADOS DE ANÁLISE DE PROTEÍNAS (item 2.5, 

p.50). 

 

2.3.1.2 Analisadores de massa 

 

 Os analisadores de massa são responsáveis por determinar a relação massa-

carga (m/z) dos íons presentes na amostra e que constituem o espectro de massas. 

Um ponto importante é destacar a diferença entre os termos “massa” e “m/z”. 

Primeiramente, ao trabalhar com m/z estamos referindo aos íons que são espécies 

carregadas. Quando carregada com um próton, temos a massa correspondente a 

molécula (M) adicionada a massa de um próton (M+H), e a carga 1. Nesse caso o 

m/z corresponde a massa molecular mais a massa de um próton (M+H)/1. Porém, 

quando trabalhamos com espécies multicarregadas, esse valor é diferente, por 

exemplo, uma molécula com duas cargas terá massa de M+2H e carga 2, portanto 
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seu m/z será (M+2H)/2, aproximadamente metade do valor da massa nominal da 

molécula (CANTÚ et al., 2008). 

 Outro ponto importante relacionado ao analisador de massa é o conceito de 

resolução de massa. A resolução de massa é definida como R = (m/z)/ (Δm/z), no 

qual o Δm/z pode ser definido de várias formas, como por exemplo, através do valor 

da largura do pico a meia altura. Na prática, quanto maior a resolução de massas, 

maior a habilidade do analisador em diferenciar compostos com m/z muito próximos. 

Alta resolução também está relacionada com maior exatidão de massa, uma vez que 

o centro do pico é melhor definido (BALOGH, 2004; MURRAY et al., 2013).  

 No espectro de massas de peptídeos, a resolução desejada pode ser definida 

como aquela capaz de diferenciar grupamentos de isótopos (isotope clusters). Os 

grupamentos isotópicos de peptídeos consistem em uma série de m/z distintos, 

produzidos pela contribuição isotópica dos elementos C, H, N, O e S, como pode ser 

observado na (FIGURA 8), que apresenta o espectro da insulina. A contribuição 

isotópica é a relação massa carga dos peptídeos formados com isótopos menos 

abundantes dos elementos químicos presentes na estrutura da molécula. 

Tipicamente, a resolução necessária para separar grupamentos isotópicos é duas 

vezes o valor de m/z da molécula alvo (KINTER; SHERMAN, 2000). 

 
FIGURA 8. REPRESENTAÇÃO DE ESPECTRO DE MASSAS DA PROTEÍNA INSULINA 

 
FONTE: (MICHAEL L. GROSS et al., 2018) 

 

 Quando analisadores oferecem alta resolução de massas, é necessário 

calcular a massa molecular dos analitos utilizando o valor de massa monoisotópica, 
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ou seja a massa do isótopo mais abundante daquele elemento químico, e não o 

valor da média ponderada. A diferença entre a massa monoisotópica e massa média 

é importante, principalmente em moléculas maiores, como peptídeos e proteínas, 

pois podem diferir significativamente. Por exemplo, o peptídeo da hemoglobina 

VHLTPEEK apresenta formula molecular C42H69N11O14, calculando a massa 

molecular utilizando as massas médias dos elementos temos 952,0752 Da, já 

quando calculamos a massa molecular utilizando a massa monoisotópica o valor 

passa a 951,5025 Da. Pode parecer pouco, mas trata-se de uma diferença de 588 

ppm e para identificação de moléculas o recomendado são erros inferiores a 10 

ppm, quando comparamos a massa teórica e experimental (KINTER; SHERMAN, 

2000). 

 Com esses conceitos abordados, podemos discutir dois dos analisadores de 

massa mais utilizados para a análise de peptídeos: Quadrupolo e Tempo de Voo 

(Time of Flight - TOF). 

 

2.3.1.2.1 Analisadores do tipo Quadrupolo 

 

 Analisadores do tipo quadrupolo são um dos mais utilizados analisadores de 

massas. Esse fato está associado a combinação da facilidade de utilização, alta 

performance analítica e relativo baixo custo. Por esses motivos os quadrupolos 

foram incluídos em uma série de aplicações, dentre elas a análise de proteínas 

(ANAS EL-ANEED, 2009). 

  Os quadrupolos são compostos de quatro barras magnéticas (polos) 

dispostas em paralelo e pareadas duas a duas, eletricamente (FIGURA 9). À medida 

que os íons viajam através do quadrupolo, eles são filtrados de acordo com seu 

valor m/z para que apenas um único íon de valor m/z possa atingir o detector. O 

valor m/z transmitido pelo quadrupolo é determinado pelas tensões de 

radiofrequência (RF) e de corrente contínua (DC) aplicadas aos eletrodos. Essas 

tensões produzem um campo elétrico oscilante que funciona como um filtro para 

transmitir o valor m/z selecionado (BRAMER, 1997).  

 Ao selecionar uma frequência e potencial de RF apropriados, o quadrupolo 

atua como um “filtro alto”, transmitindo íons m/z maiores e rejeitando íons m/z 
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menores. Os íons m/z menores têm uma maior velocidade de aceleração, de modo 

que a onda para esses íons tem maior amplitude. Se essa amplitude for 

suficientemente grande, os íons colidem com os eletrodos e não alcançam o 

detector. O baixo valor de corte m/z do quadrupolo é alterado ajustando o potencial 

de RF ou a frequência de RF. Qualquer íon com m/z maior que este ponto de corte é 

transmitido pelo quadrupolo (KINTER; SHERMAN, 2000). 

 Também é aplicada uma tensão DC através das hastes do analisador. Esse 

potencial combinado com o potencial de RF atua como um filtro de passagem baixo, 

para rejeitar íons m/z maiores. Como eles respondem rapidamente ao campo RF de 

mudança, o movimento dos íons m/z menores é dominado pelo potencial de RF. 

Este movimento estabiliza sua trajetória reorientando cada vez que o potencial de 

RF muda de polaridade. Como os íons m/z menores são rapidamente reorientados, 

o potencial DC não afeta esses íons. Já os íons m/z maiores, não se reorientam tão 

rapidamente durante o ciclo de RF. O potencial DC tem maior influência em sua 

trajetória e eles lentamente se afastam do centro do quadrupolo. No final do 

analisador, eles estão muito distantes dos eixos para atingir o detector 

(HENCHMAN; STEEL, 1998).  

 A combinação de filtros de passagem alta e baixa produzidos pelos potenciais 

RF e DC é ajustada para transmitir apenas o valor m/z selecionado. Todos os íons 

acima ou abaixo do valor ajustado m/z são rejeitados pelo filtro quadrupolo. Os 

campos RF e DC são digitalizados (por potencial ou frequência) para coletar um 

espectro de massa completo (HENCHMAN; STEEL, 1998; KINTER; SHERMAN, 

2000). A FIGURA 9 traz uma representação no analisador do tipo quadrupolo. 
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FIGURA 9. REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DO ANALISADOR DE MASSAS  QUADRUPOLO 

 
NOTA: M+ : Íon carregado positivamente. -V: Voltagem negativa; + Voltagem positiva. FONTE: 

(BRAMER, 1997) 
 

É importante ressaltar que nesse sistema o filtro de massas é otimizado para 

permitir a passagem de um determinado m/z por vez, ou seja, uma varredura de íons 

entre 0 e 2000, com um tempo de escaneamento (leitura) de 2 segundos significa 

que apenas 0,001 segundo será utilizado para cada m/z. Outro fator a ser 

considerado é que, em caso de sistemas de infusão continua (acoplados a 

cromatografia liquida ou bomba seringa) associados ao filtro de massas, 

aproximadamente 0,1% dos íons formados chegam ao detector. O resultado é uma 

baixa sensibilidade quando comparados aos analisadores QTOF e íon trap (KINTER; 

SHERMAN, 2000). 

 

2.3.1.3 Tempo de Voo (TOF) 

 

 O princípio de funcionamento do analisador por tempo de voo é relativamente 

simples. Neste caso é fornecida uma determinada quantidade de energia cinética 

aos íons. Isto ocorre através da aceleração do íon em um campo magnético. Após a 

aceleração o íon atinge uma região livre do campo magnético e viaja a uma 

velocidade inversamente proporcional a sua relação massa/carga. Desta forma íon 



 

43 

 

com menor m/z percorre mais rapidamente o trajeto do que m/z maiores (COTTER, 

1992; 1999; KINTER; SHERMAN, 2000). O tempo gasto no percurso é utilizado para 

calcular a velocidade e por fim a relação massa/carga do íon, conforme a 

EQUAÇÃO 1.  

 
EQUAÇÃO 1. RELAÇÃO ENTRE A MASSA DO ÍON E SUA VELOCIDADE CINÉTICA 

 
NOTA: Ekinetic: Energia cinética; m: massa; v: velocidade. FONTE: (COTTER, 1992) 

 

 A diferença de funcionamento do analisador do tipo tempo de voo permite que 

a resolução de massas neste sistema seja mais susceptível a otimizações do que 

quadrupolos e íon trap. Um dos elementos limitantes de resolução do TOF é 

proveniente da energia inicial dos íons ao entrarem no analisador. A FIGURA 10 

mostra uma representação esquemática do analisador por tempo de voo. Ao serem 

ionizadas e direcionadas a fonte, algumas moléculas ganham velocidade no 

processo. Essa energia é somada ao potencial de aceleração e irá apresentar 

diferente tempo de voo quando comparada a mesma molécula que recebeu apenas 

a energia de aceleração. Para reduzir esta variação, maiores tubos de voo e 

velocidades de aceleração mais altas são utilizados, diluindo a diferença causada 

por energias provenientes da fonte de ionização (ANAS EL-ANEED, 2009; KINTER; 

SHERMAN, 2000). Outra forma de reduzir a interferência da velocidade inicial é 

atrasar a saída do campo magnético para o tubo de voo e também através do uso 

de refletores de íons (aumento do percurso). Essas otimizações fazem com que o 

analisador TOF apresente alta capacidade de diferenciação de moléculas, ou seja 

alta resolução de massa. Com o aumento do percurso, seja por aumento do tubo ou 

uso de refletores, as menores diferenças de velocidade podem ser percebidas, 

resultando em alta resolução de massas, podendo atingir valores de 10000 a 60000 

(KINTER; SHERMAN, 2000; LACORTE; FERNANDEZ-ALBA, 2006).   
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FIGURA 10. REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DO ANALISADOR DE MASSAS POR TEMPO DE 

VOÔ 
 

 
FONTE: (LACORTE; FERNANDEZ-ALBA, 2006) 

 

 Existem também analisadores conhecidos como híbridos. Nestes casos são 

combinados diferentes analisadores em um mesmo equipamento. Na FIGURA 10 

temos a representação de um híbrido quadrupolo - tempo de voo (Q-TOF). Esses 

equipamentos foram desenvolvidos para associar a eficiência da fragmentação 

presente nos quadrupolos com alta resolução de massas do TOF (GLISH; 

BURINSKY, 2008).  

 

2.3.2 Detector e sistema de aquisição de dados 

 

Os fragmentos que superam à jornada através do analisador são direcionados 

ao detector, os mais comuns são os multiplicadores de elétrons e placas de micro-

canal. 

 

2.3.2.1 Multiplicador de elétrons e placa de micro-canal 

 

O multiplicador de elétrons detecta cada íon da massa selecionada que passa 

pelo analisador de quadrupolo. Os multiplicadores de elétrons usam um processo 

conhecido como emissão de elétrons secundários (FIGURA 11). Quando os íons 

atingem uma superfície, isso faz com que os elétrons na área mais externa do átomo 

sejam liberados, que são conhecidos como elétrons secundários. Cada eléctron 
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secundário gerado, ao atingir a superfície, dará origem a novos elétrons, 

multiplicando assim o sinal. Esses elétrons são então acelerados através de um 

campo elétrico, que é gerado pela aplicação da tensão adequada à superfície do 

tubo. O campo elétrico força os elétrons emitidos a atingir a parede, e esses 

elétrons, assim como o íon, também fazem com que outros elétrons sejam emitidos. 

Esse processo continua até que haja elétrons suficientes para emitir uma corrente 

mensurável.  

 
FIGURA 11. REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DE UM MULTIPLICADOR DE ELÉTRONS 

 
FONTE: Adaptado de (MAHAFFY, 2008) 

 

 

A limitação desse sistema consiste no fato de que os elétrons emitidos são 

esgotados pelo processo e a parede do tubo precisa de tempo para "recuperar" 

(BRINKMALM, 2008; MAHAFFY, 2008). Esse período de tempo de recuperação é 

conhecido como tempo morto, e por esse motivo que esse sistema não é compatível 

com analisadores do tipo TOF. Nesses analisadores, a detecção precisa ser muito 

rápida pois muitos íons necessitam ser detectados em frações de segundos.  

Para esses analisadores, foi desenvolvido o detector do tipo detector de placa 

de micro canal (Micro Channel Plate -  MCP). O MCP é uma placa especialmente 

fabricada que amplifica o sinal de elétrons similar ao do multiplicador de elétrons 

secundários. O MCP possui milhões de canais independentes e cada canal funciona 

como um multiplicador de elétron independente. Em outras palavras, pode-se 

imaginar o MCP como uma montagem de milhões de multiplicadores de elétrons em 

miniatura. O MCP consiste em uma matriz periódica bidimensional de capilares de 
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vidro de diâmetro muito pequeno (canais) fundidos e cortados em fatias finas placa. 

Uma única partícula incidente (íon, elétron, fóton etc.) entra em um canal e emite um 

elétron da parede do canal. Da mesma forma que os multiplicadores de elétrons, os 

elétrons secundários são acelerados por um campo elétrico desenvolvido por uma 

voltagem aplicada em ambas as extremidades o MCP. Eles viajam ao longo de suas 

trajetórias parabólicas até que, por sua vez, atingem a superfície do canal, 

produzindo mais elétrons secundários. Este processo é repetido muitas vezes ao 

longo do canal; como resultado, esse processo em cascata produz uma nuvem de 

vários milhares de elétrons, que emergem da parte de trás da placa. Se dois ou mais 

MCPs forem operados em série, um único evento de entrada gerará um pulso de 108 

ou mais elétrons na saída (BRINKMALM, 2008; OBERHEIDE, WILHELMS; ZIMMER, 

1997; VENTURES, 1997). 

Esses elétrons emitidos irão originar uma corrente que será então convertida 

ao sinal analítico correspondente a intensidade e massa do íon detectado. Esse 

sinal é convertido através de computadores e softwares que da mesma forma 

necessitam de alta capacidade de armazenamento e processamento de dados 

(BRINKMALM, 2008).  

 

 

2.4 PREPARO DE AMOSTRA PARA ANÁLISE DE PROTEÍNAS 

 

 A análise de proteínas e peptídeos por espectrometria de massas requer 

cuidados específicos com o preparo de amostra. 

 Como descrito anteriormente, alguns espectrômetros são capazes de analisar 

proteínas intactas, porém muitas razões justificam o uso de peptídeos para analise 

proteômicas. Dentre elas podemos destacar a instabilidade das proteínas, podendo 

facilmente ser degradada em condições amenas. Também apresentam limitações 

quanto a solubilidade, sendo necessário o uso de tensoativos, os quais 

comprovadamente interferem nas análises por espectrometria de massas, pois 

ionizam com facilidade, reduzindo o sinal do analito de interesse (CANTÚ et al., 

2008). Outro ponto importante é a questão de sensibilidade. Para proteínas intactas, 

a sensibilidade é consideravelmente menor do que para peptídeos, por se tratarem 
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de moléculas muito maiores. Por fim, como o objetivo é a identificação e análise 

estrutural das proteínas, é necessário obter informações quanto a sua sequência de 

aminoácidos. Nesse sentido os espectrômetros de massas são mais eficientes para 

obter informação estrutural detalhada de porções menores, separadamente (HAN, 

ASLANIAN; YATES, 2008; WISNIEWSKI, 2008). Quando a análise proteômica é 

realizada por meio da análise de peptídeos provenientes da digestão enzimática de 

proteínas, esse arranjo experimental recebe o nome genérico de análise proteômica 

bottom-up (WESTON, BAUER; HUMMON, 2013). 

 

2.4.1 Digestão enzimática 

 

 O primeiro passo para a análise estrutural de proteínas por espectrometria de 

massas é a obtenção de peptídeos representativos. É indicado o uso de enzimas 

proteolíticas para essa digestão. Desta forma, os peptídeos gerados irão apresentar 

características de fragmentação específicas, o que facilita a análise estrutural, além 

de permitir a reorganização dos peptídeos para formação na sequência primária da 

proteína. Como auxilio das diferentes enzimas é possível adaptar a digestão visando 

a obtenção de peptídeos que apresentam sequencias de interesse, direcionando 

melhor o estudo (KINTER; SHERMAN, 2000). 

 

2.4.2 Seleção da protease 

 

 A seleção da enzima proteolítica é uma etapa muito importante pois define o 

perfil dos peptídeos formados. A enzima deve ser selecionada de acordo com as 

características da proteína e o conjunto de informações a serem obtidas. Quando 

tratam se de proteínas conhecidas, podemos utilizar a sequência de aminoácidos 

para escolha da região de interesse e a partir daí definir qual enzima é mais 

adequada. Caso a proteína seja desconhecida, recomenda-se o uso da tripsina, que 

realiza a digestão após o aminoácido lisina e arginina (quando não seguido de 

prolina). Essa característica é de interesse pois esses aminoácidos compõe 

aproximadamente 5 e 6% das proteínas de mamíferos, o que significa que existem 

uma média de 11 sítios trípticos a cada 100 aminoácidos de uma proteína. Desta 
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forma, o perfil de peptídeos formado pela digestão tríptica é amplo, formando vários 

peptídeos e ao mesmo tempo apresentando sequencias relativamente curtas, 

adequadas para análise por espectrometria de massas. Além disso, os aminoácidos 

Lisina e Arginina apresentam cadeias laterais básicas, que atuam como um segundo 

sítio de protonação além da porção N-terminal (KINTER; SHERMAN, 2000).  

 Condições para que a enzima apresente seu melhor funcionamento também 

devem ser mantidas. Aconselha-se o uso de tampões para manutenção do pH 

adequado e controle de temperatura, conforme o (QUADRO 2) abaixo. 

 
QUADRO 2. CONDIÇÕES TIPICAS DE REAÇÃO DE ACORDO COM A ENZIMA DE DIGESTÃO 

 

Protease Ligação amídica 
clivada Condições típicas de reação 

50 mM bicarbonato de amônio 

Tripsina K-X; R-X. Exceto 
X=P               pH 7,8 ; 37°C; 4-18h 

25 mM Tris-HCl; 1 mM EDTA 
Lys-C K-X. Exceto X=P              pH 7,7 ; 37°C; 4-18h 

                   50 mM tampão fosfato 
Arg-C R-X. Exceto X=P             pH 7,0 ; 37°C; 4-18h 

50 mM bicarbonato de amônio 
Asp-N X-D. X= qualquer aa              pH 7,8 ; 37°C; 4-18h 

                   50 mM acetato de amonio 
Glu-C E-X. Exceto X=P              pH 4,4 ; 37°C; 4-18h 

FONTE: (KINTER; SHERMAN, 2000) 
 

2.4.3 Digestão enzimática 

 

Para digestão da proteína, alguns procedimentos de preparação devem ser 

realizados, de acordo com as características da amostra. Características como a 

purificação da proteína e composição dos aminoácidos devem ser analisadas. 
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O processo de purificação de proteínas é bastante comum. Um dos métodos 

mais utilizados é através da separação eletroforética. Nesses casos a proteína é 

purificada utilizando um gel, normalmente composto por poliacrilamida. Existem 

protocolos específicos para a remoção dos interferentes desta análise para posterior 

digestão enzimática. A purificação é muito importante principalmente quando o 

objetivo é a identificação da proteína (KINTER; SHERMAN, 2000).  

Outro processo que normalmente antecede a digestão enzimática é a redução 

e alquilação de regiões onde ocorrem interações intramoleculares, como pontes 

dissulfeto. Essas regiões são responsáveis por características de conformação da 

proteína e muitas vezes acabam limitando as regiões de acesso a enzima. A ponte 

dissulfeto é formada entre dois resíduos de cisteína, por uma reação de oxidação 

catalisada por enzimas específicas. São raramente encontradas em proteínas 

intracelulares, sendo mais frequentes em proteínas secretadas para o meio 

extracelular. Este é o caso da insulina que apresenta três pontes dissulfeto. A 

redução dessas ligações normalmente é realizada através do uso do reagente 

ditiotreitol (DTT). Em seguida, as ligações reduzidas são alquiladas, comumente 

utilizando a iodacetamida (IAA). A reação deve ser seguida de etapa cuidadosa de 

limpeza e remoção dos reagentes para prosseguimento da digestão (KINTER; 

SHERMAN, 2000). 

A etapa de digestão deve respeitar as condições indicadas para cada enzima, 

principalmente quanto a tampão e temperatura. A proporção enzima: proteína 

também é variável, dependendo da quantidade de proteína, seu grau de purificação 

e preparação, condições da reação e qualidade da enzima. A proporção deve ser 

avaliada, podendo variar entre 1:20 até 1:100 (enzima:proteina) (CANTÚ et al., 

2008). A FIGURA 12 apresenta possíveis fontes de digestão na ligação peptídica. 
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FIGURA 12. REPRESENTAÇÃO DOS SÍTIOS ESPECÍFICOS PARA DIGESTÃO ENZIMÁTICA DE 

PROTEÍNAS 

 
FONTE: (DAVID W. BALL, W. HILL; SCOTT, 2011) 

 

2.5 INTERPRETAÇÃO DOS RESULTADOS DE ANÁLISE DE PROTEÍNAS  

 

Após a digestão, a amostra deve ser preparada para análise no 

espectrômetro de massas. Para análise de peptídeos via cromatografia líquida 

acoplada a espectrometria de massas, existem alguns cuidados necessários, que 

não devem ser esquecidos. A espectrometria de massas é uma técnica muito 

sensível e descuidos quanto a pureza e compatibilidade dos reagentes, 

concentrações e solubilidade adequados devem ser monitorados (KINTER; 

SHERMAN, 2000). 

 Quando são analisados peptídeos obtidos a partir de proteínas não 

purificadas, a amostra torna-se extremamente complexa.  O ideal nesses casos é 

que se trabalhe com proteína conhecida e mais abundante para que informações 

importantes não sejam perdidas. Outra consideração importante a ser feita é a 

possibilidade de diluir a amostra antes da injeção. Devido aos seus sítios de 

protonação básicos, peptídeos ionizam muito bem, produzindo sinais intensos em 

um espectro de massas. Muitas vezes a diluição contribui para melhora do sinal, 

evitando supressão iônica e o acúmulo de resíduos no equipamento (KINTER; 

SHERMAN, 2000). 

 

2.5.1 Análise cromatográfica 

 

A cromatografia de peptídeos segue os mesmos princípios aplicados aos 

compostos orgânicos, através da separação dos compostos em função da sua 
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polaridade (COLLINS, 2006). Como tendem a apresentar polaridades médias a 

altas, em um gradiente que varie entre 20% a 80% de solvente orgânico, 

praticamente todos os peptídeos são eluídos (KINTER; SHERMAN, 2000). 

 A possibilidade de acoplamento entre as técnicas é muito vantajosa, pois 

permite a separação dos peptídeos e sua análise individualmente. Além disso, a 

separação auxilia na ionização, uma vez que a possibilidade de supressão iônica é 

minimizada (KINTER; SHERMAN, 2000). 

 

2.5.2 Análise espectrométrica 

 

 Peptídeos apresentam características particulares quando analisados por 

espectrometria de massas.  

 As principais digestões na ligação peptídica liberam sempre uma porção N- 

terminal, onde está presente o grupo amina, facilmente protonado no modo positivo 

de ionização. Dessa forma, observam-se os íons dos peptídeos intactos, chamados 

íons precursores. A FIGURA 13 apresenta o espectro de massas do peptídeo de 

massa “M”, monoprotonado [M+H]+. 

 
FIGURA 13. ESPECTRO DE MASSAS MS E ESTRUTURA QUIMICA DE PEPTÍDEO EXEMPLO, 

MONOPROTONADO 

 
FONTE: O autor (2018) 
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 Quando o peptídeo apresenta aminoácidos com cadeias laterais básicas, 

como Histidina, Lisina e Arginina, existe também alta probabilidade de encontrar as 

formas multiprotonadas (FIGURA 14). Essas estruturas coexistem na fonte de 

ionização, por isso as três apresentações da mesma molécula são visualizadas no 

espectro (KINTER; SHERMAN, 2000). 

 

 
FIGURA14. REPRESENTAÇÃO DE ESPECTRO DE MASSAS DE PEPTÍDEO MULTIPROTONADO 

  

FONTE: O autor (2018) 

 

 No caso de análises estruturais é necessário fragmentar o íon através de uma 

energia de colisão. Esses fragmentos serão utilizados para elucidar a sequência de 

aminoácidos do peptídeo.  Os íons resultantes são chamados íons fragmentos e 

fazem parte da análise do tipo MS/MS ou MS2. A energia interna adquirida induz a 

transferência intramolecular dos prótons em cada peptídeo, culminando na 

desestabilização das ligações do esqueleto polipeptídico e, por consequência, 

induzindo a formação de íon-fragmentos (KINTER; SHERMAN, 2000). Esses íons 

são classificados como os que retêm a carga residual (próton) no lado N-terminal 

(gerando fragmentos -a, -b e -c, dependendo da ligação que é fragmentada); íons 
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que retém a carga residual (próton) na região C-terminal (gerando os fragmentos -x, 

-y -z, dependendo da ligação que é fragmentada), segundo a nomenclatura proposta 

por Roepstorff–Fohlmann–Biemann (ROEPSTORFF; FOHLMAN, 1984) (FIGURA 

15). É importante enfatizar que os pares de íons a/x, b/y e c/z serão sempre íons 

correspondentes aos fragmentos opostos e complementares entre si. Considerando 

que as ligações peptídicas são aquelas menos energéticas, espera-se que a 

formação do par de fragmentos -b/-y seja mais frequente que os demais pares de 

fragmentos, facilitando a interpretação dos espectros (CANTÚ et al., 2008).  

 
FIGURA 15. EXEMPLO DE ESPECTRO DE MASSAS DE FRAGMENTAÇÃO (MS/MS) DE 

PEPTIDEO 

 
FONTE: O autor (2018)  

 

 A partir dessas informações são analisados os espectros de massas dos 

peptídeos, resultando em sua caracterização a nível molecular. 

 

2.5.3 Análise de dados de validação 

 

 Quando um método tem por objetivo a quantificação de determinada 

substância é necessário que este método seja validado. Diversos ensaios são 

executados visando garantir a qualidade nas análises de modo que esses métodos 
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sejam reprodutíveis e confiáveis. Diferentes guias estão disponíveis para orientação 

da validação de métodos bioanalíticos (BRASIL, 2012; EMA, 2012; FDA, 2001). 

Porém, quando se trata de quantificação de proteínas e principalmente proteínas já 

presentes no organismo, algumas modificações são necessárias. Até o presente 

momento não existe guia oficial para validação de métodos de quantificação de 

proteínas através de técnicas como espectrometria de massas. Alguns artigos 

recentes trazem direcionamentos interessantes que podem ser seguidos até a 

elaboração de um documento oficial (JENKINS et al., 2015; RIFAI, 2006; VAZVAEI; 

DUGGAN, 2014). O princípio dos testes é o mesmo das técnicas bioanalíticas 

tradicionais, por isso mantemos os critérios de validação de métodos bioanalíticos de 

acordo com a RDC n°27, de 17 de maio de 2012. 

   

2.6 VALIDAÇÃO DE MÉTODOS BIOANALÍTICOS 

 

 Cada método tem sua particularidade e está sujeito a efeitos da matriz e as 

variações características de cada analito. Logo, para que a correta interpretação dos 

seus resultados seja alcançada, é primordial garantir a qualidade nas análises de 

modo que esses métodos sejam reprodutíveis e confiáveis (SHAH, 2007).  

 Todavia, otimizações não garantem o desempenho de um método, sendo 

necessárias ações que demonstrem sua adequabilidade (IUPAC, 1995). Assim, é 

essencial que os princípios de validação dos métodos bioanalíticos sejam 

estabelecidos e aplicados de acordo com a orientação de órgãos regulamentadores 

(SHAH, 2007). 

 A maioria das técnicas bioanalíticas empregadas inclui, mas não se limita, à 

métodos cromatográficos (cromatografia a gás com detector por ionização de 

chama, cromatografia líquida de alta eficiência com detector UV, cromatografia à gás 

acoplada a espectrometria de massas, cromatografia líquida de alta eficiência 

acoplada a espectrometria de massas, entre outros), radioimunoensaio e 

enzimáticos (ELISA), sendo que os princípios e procedimentos de validação são 

comuns para todos os métodos. Dessa forma, independente da técnica escolhida, os 

parâmetros de seletividade, precisão, exatidão, curva de calibração, limite de 

quantificação e estabilidade das amostras e soluções de trabalho devem ser 
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avaliados (BRASIL, 2003; SHAH, 2007). Mais recentemente foram incluídos como 

parâmetros a serem avaliados o efeito matriz e efeito residual (BRASIL, 2012) 

 A definição destes parâmetros, bem como a faixas de aceitação e os 

procedimentos a serem adotados encontram-se descritos em diversos guias de 

validação disponíveis na literatura, sendo o principal deles o Guidance for Industry 

do Food and Drug Administration, empregado como documento base de orientação 

da indústria farmacêutica dos Estados Unidos. 

 No Brasil, as orientações são fornecidas através da Resolução RDC n°27, de 

17 de maio de 2012, a qual dispõe sobre os requisitos mínimos para validação de 

métodos bioanalíticos no Brasil, regulamentado pela Agência Nacional de Vigilância 

Sanitária – ANVISA, que revoga a RE 899 de 29 de maio de 2003 (BRASIL, 2012). 

De acordo com este órgão, a etapa de validação deve preceder a implementação de 

um método, e é imprescindível que todos os parâmetros sejam validados. Os 

parâmetros citados serão detalhados a seguir. 

 

2.6.1 Seletividade 

 

 Este parâmetro é definido como a habilidade de um método analítico de 

medir e diferenciar o analito e seu padrão interno (PI) de outros componentes que 

possam estar presentes na amostra como metabólitos, impurezas, produtos de 

degradação ou componentes da matriz (BRASIL, 2003; 2012; ICH, 2005). O padrão 

interno (PI) é uma substância química que deve ter propriedades físico-químicas 

similares às dos analitos. O PI deve apresentar concentração fixa, adicionada aos 

padrões de calibração, às amostras de CQs e às amostras em estudo, com o intuito 

de minimizar erros aleatórios e sistemáticos causados durante o procedimento 

analítico. Uma vez que o PI é exposto às mesmas condições experimentais que o 

analito, pequenas variações ocorridas durante a preparação amostral e a corrida 

analítica podem ser corrigidas. (BRASIL, 2012) 

 Os termos seletividade e especificidade têm sido definidos pelo International 

Conference on Harmonization (ICH) com o mesmo significado, porém, apesar de 

gerar certa confusão, deve-se utilizar apenas o termo seletividade como sugerido 

pela International Union or Pure and Applied Chemistry - IUPAC e pela Association 
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of Analítical Communities - AOAC International (USP, 2007; VESSMAN, 1996). O 

Instituto Nacional de Metrologia, Normalização e Qualidade Industrial do Brasil 

(INMETRO), oferece uma definição mais detalhada sobre este parâmetro, inferindo 

que um método de separação que causa resposta para uma única substância de 

interesse pode ser chamado específico e um método que produz resposta para 

vários compostos químicos, com uma característica em comum pode ser chamado 

de seletivo (INMETRO, 2003). 

 Para um método instrumental de separação, a seletividade é o primeiro 

parâmetro a ser avaliado e deve ser continuamente monitorado durante toda a 

validação (RIBANI et al., 2004). Em geral, os interferentes observados nas análises 

biológicas são os componentes da matriz biológica, metabólitos, produtos de 

degradação e medicamentos utilizados concomitantemente ao estudo.  

 Para realizar o ensaio de seletividade, amostras de plasma ou soro isentas do 

analito de interesse devem ser obtidas de seis indivíduos, sendo quatro normais, 

uma lipêmica e uma hemolisada. As amostras devem ser analisadas sob condições 

controladas referentes ao tempo, alimentação e outros fatores importantes para o 

estudo. Quando a matriz biológica isenta do analito não estiver disponível, a 

seletividade pode ser testada pela comparação das inclinações de, no mínimo, 6 

(seis) curvas de adição padrão em 6 (seis) amostras de fontes distintas de matriz 

biológica. Os resultados devem ser comparados e é considerado seletivo se as 

inclinações das curvas não forem significativamente diferentes (BRASIL, 2012).  

  

2.6.2 Controle de Qualidade 

 

 Os controles de qualidade (CQ) utilizados em uma corrida analítica são 

amostras da matriz biológica fortificadas com o analito de interesse em diferentes 

níveis de concentração. Essas amostras têm papel fundamental para monitorar o 

desempenho de um método bioanalítico, bem como para avaliar a integridade e 

validade dos resultados das amostras desconhecidas analisadas numa corrida 

individual (BRASIL, 2003; 2012).   

 Recomenda-se que as amostras de CQ sejam incorporadas em intervalos 

adequados, dependendo do número total de amostras da corrida, sempre em igual 
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número de réplicas para cada concentração. O número de CQ a ser incorporado em 

cada corrida analítica não deve ser inferior a seis amostras ou 5% (cinco por cento) 

caso o número de amostras desconhecidas analisadas seja superior a 100 (BRASIL, 

2003). Para um ensaio bioanalítico devem ser considerados:  

 

 CQ do Limite inferior de Quantificação (CQ-LIQ): mesma concentração 

de LIQ, menor nível de concentração da curva analítica; 

 CQ de Baixa Concentração (CQB): menor ou igual 3 x LIQ; 

 CQ de Média Concentração (CQM): aproximadamente a média entre 

CQB e CQA;  

 CQ de Alta Concentração (CQA): 75 a 90% da maior concentração da 

curva de calibração.  

 

2.6.3 Efeito residual (Carryover) 

 

 O teste de efeito residual, também conhecido como carryover, foi incluído na 

lista de testes necessários para validação de métodos analíticos na normativa 

publicada pela ANVISA (BRASIL, 2012), mas, devido sua importância, já era 

frequentemente realizado. A resolução RDC 27, de 17 de maio de 2012, define 

efeito residual como sendo o efeito gerado pelo aparecimento ou aumento do sinal 

do analito ou padrão interno (PI) causado por contaminação proveniente de 

amostras analisadas anteriormente. Desta forma, consiste em um ensaio que visa 

garantir que a amostra anterior não interfira na amostra seguinte, em função de 

resíduos retidos na coluna cromatográfica ou em qualquer outra parte do 

equipamento.  

 Caso sejam encontrados, as respostas de picos interferentes no tempo de 

retenção do analito devem ser inferiores a 20% (vinte por cento) da resposta do 

analito nas amostras processadas do limite inferior de quantificação (LIQ). As 

respostas de picos interferentes no tempo de retenção do PI devem ser inferiores a 5 

% (cinco por cento) da resposta do PI (BRASIL, 2012). 

 A RDC também prevê que se o efeito residual for inevitável, procedimentos 

específicos devem ser adotados na execução do método com o objetivo de controlar 
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seu efeito, evitando que a precisão e a exatidão do método sejam afetadas (BRASIL, 

2012). 

 

2.6.4 Efeito Matriz 

 

Assim como o teste de efeito residual, o teste de efeito matriz não era 

obrigatório para validação de métodos bioanalíticos. A nova resolução define efeito 

matriz como efeito na resposta do analito ou PI causado por componentes da matriz 

biológica (BRASIL, 2012).  

 Este ensaio veio a substituir o já conhecido teste de recuperação que 

apresentava algumas limitações. O objetivo principal atual não é apenas apresentar 

a melhor eficiência de extração do analito e sim, extrair a menor quantidade de 

interferentes da matriz. Muitas vezes, o que era apresentado como um excelente 

sinal analítico estava mascarado por componentes da matriz. Através deste ensaio 

garante-se que, mesmo não obtendo a melhor recuperação, não há nenhum 

componente da matriz influenciando a análise. Esse parâmetro apresenta valor 

significativo nas análises, uma vez que a utilização de matrizes muito complexas na 

espectrometria de massas pode causar supressão iônica, comprometendo 

significativamente a qualidade do sinal analítico (ANNESLEY, 2003; DETTMER, 

ARONOV; HAMMOCK, 2007).  

 Devem ser analisadas amostras de matrizes biológicas processadas, 

posteriormente adicionadas de analito e PI, as quais serão comparadas com 

soluções, nas mesmas concentrações. Devem ser avaliados CQB e CQA. 

  Essas amostras serão comparadas com as respectivas soluções, utilizando o 

Fator Matriz Normalizada por PI (FMN), calculado segundo a seguinte fórmula: 

 
EQUAÇÃO 2. FÓRMULA PARA CÁLCULO DO FATOR MATRIZ NORMALIZADO 

 

FMN =        Resposta do analito em matriz/Resposta do PI em matriz 

                       Resposta do analito em solução/Resposta do PI em solução 

 
FONTE: (BRASIL, 2012) 
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 O Coeficiente de variação entre todos os FMN não pode ser superior a 15% 

(BRASIL, 2012). 

 

2.6.5 Curva de calibração 

 

 A curva de calibração é definida como a relação entre a resposta do 

instrumento frente a concentrações conhecidas do analito (BRASIL, 2003; 2012; 

FDA, 2001). Ao utilizar o PI na construção da curva de calibração, as concentrações 

do composto de interesse são relacionadas com as razões sinal de resposta do 

analito/sinal de resposta do PI. A validação, quanto a este parâmetro, deve garantir 

um máximo de precisão, exatidão e confiança nos resultados, permitindo a 

visualização dos valores de concentração que se encontram em um intervalo linear 

de resposta (POLESELLO, 1996; USP, 2007).   

 Uma curva de calibração deve ser gerada para cada analito e corrida 

analítica, utilizando-se a mesma matriz biológica proposta para o estudo. Cada curva 

deve incluir a análise da amostra branco (matriz biológica isenta de padrão do 

analito e do padrão interno), da amostra zero (matriz biológica mais o padrão 

interno) e de, no mínimo, seis níveis distintos de concentração, sendo que quaisquer 

procedimentos alternativos deva ser justificados. Os resultados devem ser 

analisados por métodos estatísticos apropriados sendo recomendável o modelo 

matemático mais simples, geralmente o linear. Caso a variância do erro não seja 

constante em toda a faixa de quantificação do método analítico, deve ser utilizada a 

ponderação que apresentar o menor valor para soma dos erros relativos dos valores 

nominais dos padrões de calibração versus seus valores obtidos pela equação da 

curva. Os critérios de aceitação da curva de calibração são:  
 

 Desvio menor ou igual a 20% em relação à concentração nominal para o LIQ;  

 Desvio menor ou igual a 15 % em relação à concentração nominal para as 

outras concentrações da curva de calibração;  

 No mínimo 75% dos padrões da curva de calibração devem cumprir com os 

critérios anteriores, incluindo o CQ-LIQ e a maior concentração da curva de 

calibração;  
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 No mínimo seis padrões de calibração de concentrações diferentes, incluindo 

CQ-LIQ e LSQ, aprovados conforme os critérios anteriores (BRASIL, 2012). 

 

2.6.6 Precisão 

 

 A precisão representa o grau de repetibilidade entre os resultados de análises 

individuais, quando o procedimento é aplicado diversas vezes numa mesma amostra 

homogenia, sob condições idênticas de ensaio (ICH, 2005; USP, 2007). Pode ser 

definido como proximidade dos resultados obtidos por repetidas determinações de 

múltiplas alíquotas de uma única fonte de matriz (BRASIL, 2012). Este parâmetro é 

avaliado utilizando-se, pelo menos, cinco níveis de concentrações Cada curva deve 

incluir a análise da amostra branco (matriz biológica isenta de padrão do analito e do 

padrão interno), da amostra zero (matriz biológica mais o padrão interno) e de, no 

mínimo, cinco amostras de cada controle de qualidade (CQs) contendo o padrão 

interno e o padrão do analito em concentrações pré-estabelecidas (BRASIL, 2012). 

Esses controles devem contemplar a faixa de variação do procedimento analítico, 

sendo necessário no mínimo, cinco replicatas para cada nível de concentração. A 

precisão deve ser determinada em uma mesma corrida (precisão intracorrida) e em, 

no mínimo, três corridas em dias diferentes (precisão intercorridas) (BRASIL, 2012). 

  A precisão pode ser expressa em termos da característica da dispersão dos 

resultados, ou seja, através do desvio padrão relativo (DPR) ou coeficiente de 

variação (CV%) (BRASIL, 2003; 2012; INMETRO, 2003; USP, 2007). Como valores 

de referência não se admitem variações superiores a 15%, exceto para o CQ-LIQ, 

onde se admite valores menores ou iguais a 20%, calculados conforme a fórmula a 

seguir:  
 

EQUAÇÃO 3. FÓRMULA PARA CALCULO DO DESVIO PADRÃO RELATIVO 
 

 

        DP (desvio padrão) x 100 

DPR=       ------------------------------------------------------- 

                 CME (concentração média experimental) 

 
NOTA: DPR: desvio padrão relativo, DP: desvio padrão, CME: concentração média experimental. 

FONTE: (BRASIL, 2012) 
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2.6.7 Exatidão 

 

 A exatidão de um método analítico é a proximidade entre o valor aceito como 

verdadeiro ou de referência em relação ao valor encontrado experimentalmente. 

Este parâmetro é determinado em pelo menos cinco níveis de concentração (CQ-

LIQ, CQB, CQM, CQA e CQD) em cinco replicatas cada. Deve ser avaliado em uma 

mesma corrida analítica (exatidão intracorrida), e também em, no mínimo, três 

corridas analíticas em dias diferentes (exatidão intercorridas)(BRASIL, 2012).  

 A exatidão é expressa pelo Erro Padrão Relativo (EPR), não se admitindo 

valores fora da faixa de ± 15% do valor nominal, exceto para o LIQ, para o qual não 

se admitem valores fora da faixa de ± 20% do valor nominal, segundo a fórmula a 

seguir (BRASIL, 2012):  

 
EQUAÇÃO 4. FÓRMULA PARA CÁLCULO DO ERRO PADRÃO RELATIVO 

 

                        

EPR (%) =       Concentração média experimental - Valor nominal X 100 

     Valor nominal 

 
FONTE: (BRASIL, 2012) 

 

 

2.6.8 Estudo de Estabilidade 

 

 Um dos principais problemas relativos às amostras biológicas é a 

instabilidade das drogas, seus metabólitos ou ainda dos próprios metabólitos da 

matriz. Por isso, monitorar o comportamento da substância de interesse tanto em 

solução quanto na matriz é de fundamental importância para evitar a subestimação 

ou a superestimação da sua concentração (NOVÁKOVÁ; VLCKOVÁ, 2009). 

  Os problemas de estabilidade podem ocorrer em qualquer etapa de um 

procedimento analítico (NOVÁKOVÁ; VLCKOVÁ, 2009), mas em geral se relacionam 

com as condições de armazenamento, presença de enzimas, pH, anticoagulante, 
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ciclos de descongelamento, luz, e pelas propriedades químicas do fármaco, da 

matriz e do recipiente de armazenamento (BRASIL, 2003; FDA, 2001; NOVÁKOVÁ; 

VLCKOVÁ, 2009). Portanto um estudo de estabilidade não pode ser extrapolado se 

houver qualquer mudança na conduta de um ensaio bioanalítico (BRASIL, 2003; 

2012; FDA, 2001).  

 O teste deve reproduzir as reais condições de manuseio e análise das 

amostras, desta forma, a substância de interesse deve ser avaliada durante 

armazenagens de curta e longa duração, após ciclos de congelamento e 

descongelamento, e também nas condições normais de análise (BRASIL, 2003; 

2012; NOVÁKOVÁ; VLCKOVÁ, 2009). Os resultados devem expressar um 

comparativo entre amostras com diferentes períodos de armazenagem, e amostras 

fortificadas com soluções estoque recém-preparadas, nas mesmas concentrações 

(BRASIL, 2012).  

 São consideradas amostras estáveis quando não forem observados 

concentrações com desvios superiores a 15% quando comparadas a amostras 

recém preparadas, com exceção do limite inferior de quantificação, para o qual é 

aceitável desvio de até 20% (BRASIL, 2003; 2012; FDA, 2001). 

 Além da estabilidade do analito em matriz biológica, deve ser comprovada a 

estabilidade do analito e do PI em solução. Para isso, no mínimo, três amostras da 

solução primária de maior concentração e da solução de trabalho de menor 

concentração devem sem armazenadas por tempo superior ao período de uso ou 

armazenamento das mesmas. As soluções serão consideradas estáveis quando não 

se observar desvio superior a 10% de suas respostas em comparação com as 

respostas das soluções recém preparadas (BRASIL, 2012). 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 
 

3.1 OBTENÇÃO DOS PADRÕES ANALÍTICOS E SOLVENTES 

 

Os reagentes utilizados foram: metanol (Panreac; Barcelona, Espanha), ácido 

fórmico (96,0%) e acetonitrila (Tedia; Califórnia, EUA). A água ultrapura foi obtida 

através do Sistema de Purificação Milli-Q® da Millipore (Millipore; Bedford, EUA). Os 

sais utilizados foram: Acetato de Amônio (Sigma-Aldrich St. Louis, MO, EUA) e 

cloreto de sódio (Merck; Darmstadt, Alemanha). A endoproteinase Glu-C e Tripsina, 

grau MS, foram obtidas junto a Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA). O padrão de 

hemoglobina glicada (96%) foi obtido da empresa My Biosource (San Diego, EUA).  

 

3.2 OBTENÇÃO DE AMOSTRAS DE SANGUE 

 

O sangue utilizado para o desenvolvimento e validação do método foram 

obtidos de voluntários saudáveis, em tubos de coleta a vácuo, com EDTA K3 de 

4,0ml, um total de 20 mL. Os voluntários receberam o termo de consentimento livre e 

esclarecido (TCLE - Anexo 1), com informações da pesquisa e o assinaram. As 

amostras de pacientes foram obtidas junto ao Laboratório de Análises Clínicas - 

LANAC (Curitiba-PR). O projeto foi aprovado pelo comitê de ética em pesquisa com 

seres humanos do setor de ciências biológicas da Universidade Federal do Paraná, 

sob número CAAE: 30803114.0.0000.0102 (Anexo 2). 

 

3.3 PROCEDIMENTO DE DIGESTÃO ENZIMÁTICA 

 

3.3.1 Protocolo de digestão da hemoglobina e seleção da enzima 

 

 O preparo de amostra foi baseado no método preconizado pelo IFCC 

(JEPPSSON et al., 2002). Primeiramente as amostras de sangue, 0,5 mL, foram 

centrifugadas a 3000 g para separação do plasma. O plasma foi então descartado 

em descarte específico para materiais biológicos, e as células remanescentes foram 
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tratadas para a análise. Primeiramente as células passaram por lavagem com 1,5 

mL de solução salina 0,15 M, centrifugadas (3000 g, 5 minutos, a temperatura 

ambiente), seguido do descarte da fração aquosa. Esse procedimento foi repetido 

por mais duas vezes para retirada de resíduos de plasma. Na sequência, a amostra 

foi novamente centrifugada seguida do descarte da solução salina. As células 

lavadas foram então hemolisadas com 1 mL de água milli-Q e centrifugadas. O 

hemolisado foi então quantificado quanto a hemoglobina total no equipamento 

Horiba Abx Micros 60 (Quioto, Japão) e diluído para 5 mg/mL com solução salina. 

Uma alíquota contendo 0,5 mg de hemoglobina total foi retirada para digestão 

enzimática, aproximadamente 100 μL. Para cada alíquota, foi utilizado 50 μL da 

solução de Glu-C, 100 μg/mL, e completado para um volume final de 250 μL com 

acetato de amônio 50 mM, pH 4,3. A mistura foi mantida a 37°C, sob agitação, por 

18 horas.  

Para o teste de comparação das enzimas, o mesmo protocolo foi utilizado, 

porém, para enzima tripsina, foi utilizado o tampão bicarbonato de amônio 50 mM, 

pH 7,4. Após o período de digestão, as amostras foram diluídas 20 vezes em 

tampão acetato de amônio pH 4,3 (10 μL para um volume final de 200 μL), contendo 

20 μg de hemoglobina total, atingindo a concentração final de 0,1 μg/ μL de 

hemoglobina.  

Os sinais peptídicos foram comparados com a digestão teórica obtida da 

ferramenta ExPASy™ PeptideMass. A sequência de proteínas utilizada foi a 

subunidade de hemoglobina beta (p-68871) (betaglobina) e a subunidade de 

hemoglobina alfa (p-69905) (alfaglobina) de UniProtKB / SwissProt. O acordo entre 

os peptídeos experimentais e teóricos também foi avaliado. Todos os parâmetros 

cromatográficos e espectrométricos foram mantidos iguais para a comparação das 

digestões. A FIGURA 16 apresenta um esquema da digestão enzimática da 

hemoglobina glicada e não glicada para obtenção dos peptídeos de interesse. 
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FIGURA 16. REPRESENTAÇÃO DA DIGESTÃO ENZIMÁTICA DA MOLÉCULA DE HEMOGLOBINA 
(PORÇÃO N-TERMINAL DA CADEIA BETA), GLICADA E NÃO GLICADA, ATRAVÉS DA ENZIMA 

GLU-C E TRIPSINA. 
 

FONTE: O autor (2018) 
 

3.3.2 Digestão do padrão HbA1c 

 

Após a seleção do protocolo de digestão, o padrão de hemoglobina glicada foi 

digerido, conforme descrito no item 3.3.1, p.63, de modo a obter um padrão 15 

μg/mL de HbA1c. Esse digerido foi utilizado para fortificar as amostras de validação.  

 

3.3.3 Preparo das amostras de validação do método (matriz de validação) 

 

Para o preparo das amostras para validação foi utilizado sangue total com 

concentração conhecida de HbA1c como matriz de validação. Esse sangue total foi 

quantificado quanto HbA1c (4,4%) através do método de eletroforese capilar, 

certificado pelo NGSP (Laboratório LANAC, Curitiba-PR). Essa amostra de sangue 

padronizada foi digerida conforme descrita anteriormente (item 3.3.1, p.63) e 

utilizada como matriz das amostras de validação. As amostras de validação foram 

compostas de matriz (10 μL contendo 20 μg do padrão interno, hemoglobina total), 

padrão de hemoglobina glicada digerido (10 μL à 80 μL, dependendo da 
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concentração desejada: 4,4%; 5,9%; 7,4%; 8,9%; 10,4%; 11,9%; conforme TABELA 

1. p.72) e tampão acetato de amônio, 50 mM, pH 4,3 (q.s.p 200 μL). 

 

3.4 INSTRUMENTAÇÃO 

 

 As análises foram realizadas em um cromatógrafo a líquido de ultra eficiência 

Acquity H-Class da Waters Corporation (Milford, EUA) acoplado a um espectrômetro 

de massas do tipo quadrupolo- tempo de voo, Q-TOF, (Xevo G2-S, Waters, Milford, 

EUA) com fonte de ionização por Electrospray, operando no modo positivo de 

ionização. 

 

3.5 OTIMIZAÇÃO DE PARÂMETROS DA CROMATOGRAFIA LÍQUIDA 

ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASSAS 

 

Para a separação dos analitos foram testadas diferentes colunas: C8 (100 x 

2,1 mm, 1,7 μm), Acquity UPLC® HSS Cyano (100 x 2,1 mm, 1,8 μm) e coluna 

Acquity UPLC ® BEH C18 (50 x 2.1 mm, 1,7 μm), Waters Corporation, (Irlanda). 

Para a fase móvel foram avaliadas diferentes proporções de água e acetonitrila, com 

ácido acético e ácido trifluoracético como aditivos. Diferentes temperaturas da 

coluna, volumes de injeção e fluxo também foram testados. 

Todos os parâmetros foram testados de forma a obter a melhor qualidade de 

sinal analítico.  Além disso, também foram avaliados diferentes aditivos e em 

diferentes proporções. A amostra digerida foi analisada para checagem e otimização 

do sinal dos peptídeos glicados e não glicados. Os parâmetros da fonte de ionização 

avaliados foram: a voltagem do capilar e do cone, source offset, temperatura da 

fonte e de dessolvatação, fluxo do gás do cone e do gás de dessolvatação. Os 

dados foram adquiridos no modo positivo de ionização e o intervalo de aquisição 

definido entre 50 a 1200 m/z. 
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3.6 PREPARO DAS AMOSTRAS PARA VALIDAÇÃO DO MÉTODO 

 

 Após o estabelecimento das condições de digestão enzimática e otimização 

das condições analíticas, partiu-se para o preparo de amostras para a validação do 

método analítico. Uma alíquota de 10 μL de matriz de validação, contendo 20 μg do 

padrão de hemoglobina total, foi fortificada com o padrão HbA1c (15 μg/mL) e 

completadas ao volume final de 200 μL com tampão acetato de amônio 50 mM, pH 

4,3, de modo a obter as concentrações de HbA1c, conforme a TABELA 1. A adição 

de alíquotas de 20 μL do padrão de HbA1c (contendo 0,30 μg de HbA1c) à matriz de 

validação (20 μg de hemoglobina total) resultou em um aumento de 1,5% na razão 

HbA1c/hemoglobina total (Hb). 

 
TABELA 1. NÍVEIS DE CONCENTRAÇÃO DE HbA1c NA CURVA DE CALIBRAÇÃO. 

 

Analito Nível 

Volume de 

fortificação 

(μL) 

Concentração 

final HbA1c/Hb 

(μg/μg) 

Concentração  

Final HbA1c/Hb 

(%) 

HbA1c 

1 (CQ-LIQ) - 0,88/ 20 4,4 
2 (CQB) 20,0 1,18/ 20 5,9 

3 40,0 1,48/ 20 7,4 
4 (CQM) 60,0 1,78/ 20 8,9 
5 (CQA) 80,0 2,08/ 20 10,4 
6 (LSQ) 100,0 2,38/ 20 11,9 

    
Hemoglobina total - 10 μL 20 μg 100% 

CQ-LIQ: limite inferior de quantificação; CQB: Controle de qualidade de baixa concentração; CQM: 
Controle de qualidade de média concentração; CQA: Controle de qualidade de alta concentração; 

HbA1c: Hemoglobina glicada; Hb: Hemoglobina total 
FONTE: O autor (2018) 

 

3.7 VALIDAÇÃO DO MÉTODO ANALÍTICO 

 

A validação do método desenvolvido foi baseada nos critérios estabelecidos 

na RDC n° 27 de 17 de maio de 2012 da Agência Nacional de Vigilância Sanitária do 

Brasil (ANVISA) que dispõe sobre os requisitos mínimos para a validação de 

métodos bioanalíticos (BRASIL, 2012); juntamente com as considerações do Food 
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and Drug Administration (FDA, 2001) e o consenso oficial de companhias e 

organizações dos Estados Unidos e Canadá (JENKINS et al., 2015). De acordo com 

esses guias, para que um método bioanalítico seja considerado adequado, deve 

atender aos requisitos de seletividade, efeito residual, efeito matriz, curva de 

calibração, precisão (intra e intercorrida), exatidão (intra e intercorrida) e estabilidade 

(BRASIL, 2012). 

 

3.7.1 Seletividade 

 

A seletividade foi avaliada através do método da comparação de curvas de 

calibração provenientes de diferentes matrizes (sangue), uma vez que a matriz 

biológica isenta do analito não é disponível. Foram comparadas as inclinações de 

seis curvas de adição padrão obtidas a partir de matrizes de fortificação distintas, 

contendo o mesmo nível de hemoglobina glicada (4,4%). O método é considerado 

seletivo se as inclinações das curvas não forem significativamente diferentes. 

Para a realização deste ensaio, foram utilizadas 6 diferentes amostras, as 

quais passaram pelo processo de digestão conforme descrito no item 3.3.1, p.63.  

Para preparo da amostra fortificada foi aliquotado 10 μL de cada amostra, ao qual foi 

adicionado volumes suficientes do padrão de HbA1c digerido, de modo a obter as 

concentrações de 4,4%; 5,9%; 7,4%; 8,9%; 10,4% e 11,9% de HbA1c, conforme a 

TABELA 1 (p.72).  

As curvas obtidas com as diferentes matrizes foram sobrepostas e seus 

coeficientes de inclinação comparados estatisticamente.  

 

3.7.2 Efeito Residual (Carryover) 

 

 O teste de carryover foi realizado com a finalidade de verificar se há arraste 

do analito da amostra anterior em amostras posteriores. O ensaio consistiu de 

injeção de uma amostra branco (diluente), seguida da injeção de uma amostra de 

matriz fortificado na concentração do nível mais alto da curva de calibração, o limite 

superior de quantificação (LSQ). Logo após a injeção da amostra fortificada, a 

mesma amostra branco analisada anteriormente foi resubmetida. Nenhum pico de 
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interferência significativa (20% da área do LIQ) deve ser observado nos 

cromatogramas dos brancos nos mesmos tempos de retenção dos analitos (BRASIL, 

2012). 

 

3.7.3 Efeito Matriz  

 

 Para realizar o teste de efeito matriz, foram preparadas 12 réplicas em 

solução e 12 réplicas contendo 10 μL de matriz de validação. As concentrações 

foram equivalentes ao do CQB, 5,9% de HbA1c (6 replicatas), e ao CQA (10,4% 

HbA1c), diluídas em tampão acetato de amônio 50 mM. 

 As amostras de matriz foram obtidas de seis fontes distintas, sendo duas 

lipêmicas, e foram fortificadas, de modo a obter seis amostras no nível do CQB e 

seis amostras no nível do CQA. 

 Para cada amostra, foi calculado o fator de matriz normalizado por PI (FMN), 

conforme descrito no item 2.6.4, p.58. O Coeficiente de Variação (CV%) entre os 

FMNs relativos às amostras e suas respectivas soluções não deve apresentar 

valores superiores a 15% (BRASIL, 2012). 

 

3.7.4 Curva de calibração e Controles de Qualidade 

 

 A curva de calibração foi estabelecida através do método da padronização 

interna, utilizando a hemoglobina total como padrão interno, na concentração fixa de 

20 μg/200 μL. As curvas de calibração foram preparadas em triplicada, em seis 

níveis de concentração, durante três dias consecutivos, conforme descrito no item 

3.6 (TABELA 1, p.67). 

 As curvas de calibração foram construídas através do método da 

padronização interna, ou seja, utilizando a razão entre a área do padrão (glu-

VHLTPE) e o padrão interno (VHLTPE) correlacionada com a concentração de 

hemoglobina glicada, em porcentagem (HbA1c/Hb). Para cada nível de 

concentração, o desvio padrão (DP) e o coeficiente de variação (CV%) foram 

calculados. A regressão linear utilizada foi 1/x.  
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 Para confirmar a linearidade, foi calculado o erro padrão relativo (EPR%) 

entre o valor obtido experimentalmente e o valor teórico. Não devem ser observadas 

variações superiores a 15% em relação a concentração nominal do nível da curva, 

exceto para o CQ-LIQ onde é aceitável variações até 20%. Além disso, segundo  

Jenkins, são aceitos variações até 20% e 25% para peptídeos, respectivamente 

(JENKINS et al., 2015). Para métodos bioanalíticos, é recomendável que o 

coeficiente de correlação (r) seja igual ou superior a 0,98 (BRASIL, 2003).  

As amostras de CQ foram preparadas da mesma maneira que na curva de 

calibração, conforme descrito no item 3.6, p.67, sendo neste caso avaliadas cinco 

réplicas de cada CQ. O critério de aceitação da curva de calibração exige que 75% 

dos controles preparados apresentem desvio padrão inferior a 15% quando 

comparado ao valor nominal, exceto para o CQ-LIQ onde não devem ser observadas 

variações maiores que 20% (BRASIL, 2012). 

 

3.7.5 Precisão e Exatidão 

 

 A precisão e a exatidão foram avaliadas 3 vezes, em três dias consecutivos 

(intra e intercorrida). Para tanto, foram preparadas cinco réplicas de cada um dos 

controles, conforme descrito no item 3.6, p.67, de modo a obter as concentrações 

descritas na (TABELA 1 p.72). 

 A precisão foi expressa em termos do coeficiente de variação (CV%) 

conforme o item 2.6.6, p.60, entre as concentrações de HbA1c obtidas 

experimentalmente, em um mesmo nível de concentração. A exatidão foi calculada 

através do valor de EPR%, conforme o item 2.6.7, p.61, em cada nível de 

concentração. Para ambos, precisão e exatidão, são exigidos erros menores que 

15%, exceto para o CQ-LIQ onde os desvios não devem exceder 20% (BRASIL, 

2012).  

 

3.7.6 Estudo de Estabilidade 

 

Foram avaliadas as estabilidades em matriz nas condições: Pós-

Processamento, de Curta Duração, após Ciclos de Congelamento e 
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Descongelamento e de Longa Duração. A estabilidade das soluções estoque e de 

trabalho não foram avaliadas uma vez que as soluções de fortificação (padrão de 

HbA1c digerido, 20 μg/mL) e as matrizes de fortificação (amostra padronizada 4,4% 

de HbA1c) utilizadas na validação foram preparadas no momento das análises. A 

matriz utilizada na curva de calibração foi digerida no mesmo momento em que as 

amostras a serem quantificadas, para evitar variações relacionadas a digestão. 

 

3.7.6.1 Estabilidade em matriz biológica 

 

Para avaliação da estabilidade em matriz pós-processamento foram utilizadas 

matrizes de validação fortificadas nas concentrações do CQB (5,9% de HbA1c) e 

CQA (10,4% de HbA1c). O ensaio pós-preparativo avaliou a estabilidade das 

amostras após 24 horas de armazenamento no gerenciador de amostras (a 

temperatura ambiente, em vial transparente). 

 Para que os testes de estabilidade de curta duração, após ciclos de 

congelamento e descongelamento e de longa duração representassem o resultado 

mais próximo possível de uma situação real de análise de rotina, foram utilizadas 

amostras reais, de concentração conhecida de HbA1c, próximas aos valores de  

CQB e CQA (5% e 11%, respectivamente). 

 Para o ensaio de estabilidade de curta duração, as amostras de sangue total 

foram mantidas sobre a bancada por 6 horas, a temperatura ambiente. Em seguida 

foi realizada a digestão enzimática, conforme descrito no item 3.3.1, p.63 Uma 

alíquota de 10 μL do digerido foi diluído para o volume final de 200 μL e analisada. 

 O teste de congelamento e descongelamento avaliou a amostra após três 

ciclos de congelamento e descongelamento do hemolisado (1 ciclo por dia, 3 dias 

consecutivos). Em seguida foi realizada a digestão enzimática, conforme descrito no 

item 3.3.3, p.65. Uma alíquota de 10 μL do digerido foi diluído para o volume final de 

200 μL e analisada. 

 Para verificação da estabilidade de longa duração, o hemolisado das 

amostras (5% e 10,4% de HbA1c) foram mantidos congelados a -40°C durante 15 

dias. Depois deste período, o hemolisado foi digerido conforme descrito no item 
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3.3.1. p.63. Uma alíquota de 10 μL do digerido foi diluído para o volume final de 200 

μL e analisada.  

 A estabilidade em todas as condições foi verificada por meio de um 

comparativo entre as concentrações obtidas com as amostras armazenadas, e 

aquelas obtidas com amostras recém preparadas. A estabilidade é demonstrada 

quando não se observar desvio superior a 15% da média das concentrações obtidas 

com relação ao valor nominal. 

  

3.8 APLICAÇÃO DO MÉTODO BIOANALÍTICO PARA A ANÁLISE DE 

AMOSTRAS DE PACIENTES DIABÉTICOS 

 

O método desenvolvido e validado foi então aplicado a amostras reais.  As 

amostras de sangue de pacientes do laboratório LANAC foram analisadas através 

do método desenvolvido para comparação dos resultados. As amostras foram 

primeiramente avaliadas utilizando um método de referência por eletroforese capilar, 

equipamento modelo Capillarys 2 Flex Piercing, Sebia (Evry, Essone), certificado 

pelo NGSP.  

As mesmas amostras foram submetidas à análise utilizando o método LC-

QTOF-MS desenvolvido. Além disso, foi realizada a quantificação das amostras em 

um terceiro método, utilizando um kit comercial produzido por Alamar Tecno 

Científica LTDA (Diadema, São Paulo), sendo este kit distribuído por Interlab 

Distribuidora de Produtos Científicos S.A. (São Paulo, São Paulo). O kit 

Glicohemoglobina Inlab utiliza uma resina de troca catiônica de ligação rápida para 

obter a separação da hemoglobina glicada da hemoglobina não glicada. A 

quantificação é realizada através de leitura em espectrofotômetro (415 nm). O 

método foi realizado segundo as orientações do fornecedor (ANEXO 3) e a leitura 

realizada em fotômetro de microplacas, modelo Multiskan FC, Thermo Scientific 

(Waltham, Massachusetts). A comparação dos métodos foi realizada através dos 

valores de sensibilidade, especificidade e EPR% dos resultados provenientes do 

método teste, em relação aos valores obtidos com o método de referência, 

certificado pelo NGSP. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

4.1 PROTOCOLO DE DIGESTÃO E SELEÇÃO DA ENZIMA 

 

Para seleção da enzima foram comparados os perfis cromatográficos e 

espectrométricos obtidos a partir da digestão por tripsina e Glu-C da mesma matriz. 

Os resultados da digestão in silico foram utilizados para identificação dos 

peptídeos obtidos experimentalmente (APÊNDICES 1 e 2). A digestão com tripsina 

produziu seis peptídeos característicos da subunidade alfa e oito da subunidade 

beta. A TABELA 2 resume a sequência peptídica e a massa de cada peptídeo como 

[M + H]+. O peptídeo tríptico (TP) 6α foi encontrado como [M + 2H]2+. A FIGURA 17 

apresenta o cromatograma sobreposto de massas de peptídeos trípticos da 

hemoglobina. Os peptídeos m/z 952.5098 (2,74 min, TP2 β); m/z 1149,6738 (3,44 

min, TP4 β); m/z 1126,5639 (3,50 min, TP3 β); m/z 1314,6648 (3,55 min, TP6 β); m/z 

1378,7001 (3,63 min, TP7 β); m/z 1421,6729 (4,09 min, TP8 β); m/z 932,5200 (4,15 

min, TP1 β); e m/z 1274.7255 (5,09 min, TP5 β); da cadeia beta e dos peptídeos m/z 

532,2878 (2,29 min, posição TP1 α); m/z 729,4141 (2,37 min, TP2 α); m/z 818,4406 

(3,33 min, TP3 α); m/z 1252,7147 (4,64 min, posição TP5 α); e m/z 1071,5543 (4,88, 

TP4 α) da cadeia alfa foram separados em menos de 6 min e identificados com um 

erro de massa inferior a 5 ppm. O N-terminal de valina glicado também foi observado 

como Gly-TP2 β, como m/z 1114,5632. 
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TABELA 2. PERFIL PEPTÍDICO DE HbA1c OBTIDO APÓS DIGESTÃO TRÍPTICA. 

 
 

Sequência de 

aminoácidos 

Massa 

teórica 

 (m/z) 

Massa 

experimental 

(m/z) 

Erro 

(ppm) 

TP1 α AAWGK 532,2878 532,2896 3,38 

TP2 α VLSPADK 729,4141 729,4158 2,33 

TP3 α VDPVNFK 818,4406 818,4426 2,44 

TP4 α MFLSFPTTK 1071,5543 1071,5574 2,89 

TP5 α FLASVSTVLTSK 1252,7147 1252,7156 0,72 

TP6 α VGAHAGEYGAELER 626,8610 626,8633 3,67 

TP1 β SAVTALWGK 932,5200 932,5219 2,04 

TP2 β VHLTPEEK 952,5098 952,5109 1,15 

TP3 β LHVDPENFR 1126,5639 1126,5669 2,66 

TP4 β VVAGVANALAHK 1149,6738 1149,6726 1,04 

TP5 β LLVVYPWTQR 1274.7255 1274,7284 2,27 

TP6 β VNVDEVGGEALGR 1314,6648 1314,6678 2,28 

TP7 β EFTPPVQAAYQR 1378,7001 1378,7026 1,81 

TP8 β 

Glc-TP2β 

GTFATLSELHCDK 

Gly-VHLTPEEK 

1421,6728 

1114,5632 

1421,6716 

1114,5656 

2,04 

2.15 

NOTA: TPα: Peptideo obtido da digestão tríptica da cadeia alfa da hemoglobina; TPβ: Peptideo obtido 
da digestão tríptica da cadeia beta da hemoglobina, Glc-TP: glicose ligada ao peptídeo tríptico. 

FONTE: O autor (2018) 
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FIGURA 17. SEPARAÇÃO CROMATOGRÁFICA DE PEPTÍDEOS OBTIDOS APÓS DIGESTÃO POR 

TRIPSINA 

 
NOTA: Separação obtida em coluna C18, 1,7 μm, volume de injeção 5 μL, eluição gradiente 

acetonitrila e água, contendo ácido trifluoracético 0,02%, fluxo: 0,5 ml/min, temperatura 40 °C, Modo 
de aquisição MSe, modo positivo de ionização e voltagem do capilar 3 kV.TP: Peptideo tríptico. 

FONTE: O autor (2018) 
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 A digestão utilizando Glu-C produziu dois peptídeos característicos da 

subunidade alfa e seis da subunidade beta. A TABELA 3 resume a sequência 

peptídica e a massa de cada peptídeo monoprotonado. Sinais de peptídeo de baixa 

intensidade [M+H]+ foram confirmados pelo padrão de fragmentação ou pela 

presença de íons multicarregados ([M + 2H]2+; [M + 3H]3+). A FIGURA 18 apresenta 

o cromatograma sobreposto da massa dos peptídeos da hemoglobina obtidos após 

a digestão com Glu-C. Os peptídeos m/z 532,2613 (1,75 min, GP1β); m/z 837,4465 

(1,79 min, GP4β); m/z 695,3723 (1,90 min, GP2β); m/z 824,4148 (1,92 min, GP3β); 

m/z 1180,6208 (2,28 min, GP5β); e m/z 1616,8642 (2,37 min, GP6β) da cadeia beta 

e os peptídeos m/z 1057,5312 (2,14 min, GP2α) e m/z 1018,4773 (2,44, GP1α) da 

cadeia alfa foram separados com o mesmo método usado para peptídeos trípticos, 

em menos de 3 min. Além disso, foi realizado a identificação dos compostos através 

da exatidão de massas (erro de massa ≤ 5 ppm). O terminal N da valina glicada 

também foi observado como Gly-GP2β, como m/z 857,4256. 

 
TABELA 3. PERFIL PEPTÍDICO DE HbA1c OBTIDO APÓS DIGESTÃO COM GLU-C. 

 
 Sequência de 

aminoácidos 

Massa 

Teórica 

Massa 

Experimental 

Erro 

(ppm) 

GP1 α MPNALSALSD 1018,4873 1018,4897 2,36 

GP2 α FTPAVHASLD 1057,5312 1057,5297 1,42 

GP1 β LSTPD 532,2613 532,2609 0,751 

GP2 β VHLTPE 695,3723 695,3713 1,44 

GP3 β VHLTPEE 824,4148 824,4140 0,97 

GP4 β KLHVDPE 837,4465 837,4475 1,19 

GP5 β NLKGTFATLSE 1180,6208 1180,6212 0,34 

GP6 β 

Glc-GP2 β 

KSAVTALWGKVNVDE 

Gly-VHLTPE 

1616,8643 

857,4256 

1616,8570 

857,4253 

4,51 

0,350 

NOTA: GPα: Peptideo obtido da digestão GLU-C da cadeia alfa da hemoglobina; GPβ: Peptideo 
obtido da digestão GLU-C da cadeia beta da hemoglobina, Glc-GP: glicose ligada ao peptídeo GLU-C 

FONTE: O autor (2018) 
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FIGURA 18. SEPARAÇÃO CROMATOGRÁFICA DE PEPTÍDEOS DA HEMOGLOBINA, OBTIDOS 

APÓS DIGESTÃO POR GLU-C  

NOTA: Separação obtida em coluna C18, 1,7 μm, volume de injeção 5 μL, eluição gradiente 
acetonitrila e água, contendo ácido trifluoracético 0,02%, fluxo: 0,5 ml/min, temperatura 40 °C, Modo 
de aquisição MSe, modo positivo de ionização e voltagem do capilar 3 kV. GP: Peptideo gerado após 

digestão por GLU-C. FONTE: O autor (2018) 
 
 
 Ambas as digestões originaram um perfil peptídico representativo da 

hemoglobina que permitiu a visualização do peptídeo referente a HbA1c. A 

hemoglobina glicada é caracterizada como a hemoglobina cuja valina N-terminal da 

cadeia beta é glicada. Analisando esta posição na digestão tríptica, existe o peptídeo 

TP2β (VHLTPEEK). O pico do TP2β é intenso e pode ser confirmado pelo espectro 

de massa, que apresenta íons de [M + H]+, [M + 2H]2+ e também [M + 3H]3+, como 

mostrado na FIGURA 19. Os espectros de massa de alta energia, apresentaram um 

perfil de íons consistente, com os fragmentos y e b de VHLTPEEK FIGURA 20, 

confirmando a identidade do peptídeo, mesmo em uma mistura complexa como o 

digerido. 
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FIGURA 19. ESPECTRO DE MASSAS DE BAIXA ENERGIA DO PEPTÍDEO TRÍPTICO TP2β 

(VHLTPEEK) 

 
NOTA: Espectro de massas extraído do cromatograma (FIGURA 17), tempo de retenção 2,74 min, 

baixa energia (20eV). FONTE: O autor (2018) 
 

 
FIGURA 20. ESPECTRO DE MASSAS DE ALTA ENERGIA DO PEPTÍDEO TP2Β (VHLTPEEK) E 

SEUS PRINCIPAIS FRAGMENTOS B E Y. 

 
NOTA: Espectro de massas extraído do cromatograma (FIGURA 17), tempo de retenção 2,74 min, 

alta energia (40eV). FONTE: O autor (2018) 
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 Na digestão com Glu-C, a posição contendo valina N-terminal da cadeia β 

produz o peptídeo GP2β (VHLTPE). O pico correspondente a esse peptídeo também 

foi intenso e apresentou os íons de [M + H]+ e [M + 2H]2+ FIGURA 21. A alta energia 

da GP2β, confirmou a presença dos íons b e y do fragmento VHLTPE, contribuindo 

para a identificação do peptídeo, FIGURA 22. 

 
FIGURA 21. ESPECTRO DE MASSAS DO PEPTÍDEO GP2β (VHLTPE), APÓS DIGESTÃO POR 

GLU-C 

NOTA: Espectro de massas extraído do cromatograma (FIGURA 18), tempo de retenção 1,90 min, 
baixa energia (20eV). FONTE: O autor (2018) 
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FIGURA 22. ESPECTRO DE MASSAS DE ALTA ENERGIA DO PEPTÍDEO TRÍPTICO TP2β 

(VHLTPEEK) E SEUS PRINCIPAIS FRAGMENTOS B E Y.  

NOTA: Espectro de massas extraído do cromatograma (FIGURA 18), tempo de retenção 1,90 min, 
alta energia (40eV). FONTE: O autor (2018) 

  

 Ambas as digestões forneceram perfis significativos quanto a composição 

estrutural da hemoglobina. Qualquer mutação presente na hemoglobina que 

conduza a uma sequência distinta de aminoácidos resultaria em uma massa 

peptídica diferente e poderia ser facilmente observada nos cromatogramas e nos 

espectros.  

 Outras modificações, como a glicação, puderam ser monitoradas, 

especialmente na porção N-terminal da valina. A hemoglobina glicada clinicamente 

significativa é glicada no terminal N da valina da cadeia β. De acordo com Ito e 

colaboradores (ITO, NAKAHARI; YAMAMOTO, 2011), os principais locais de 

glicação na sequência da hemoglobina são os resíduos N-terminais da valina e os 

resíduos de lisina -16α; -56α; -8β; 82β; e 144β. Considerando que o local de 

digestão por tripsina é também Lys (OLSEN, ONG; MANN, 2004); uma vez que este 

é glicado, a enzima já não reconhece o local e não pode realizar a clivagem. Sendo 

assim, em digestão utilizando a tripsina, só podemos observar a glicação N-terminal 

da valina em TP2β quando a lisina no local de clivagem permanece não-glicada. Os 

peptídeos TP1α; TP2β; e TP4β, que incluem os resíduos de lisina citados por ITO & 

NAKAHARI, também poderiam teóricamente ser afetados em casos de níveis mais 
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altos de glicose no plasma. O peptídeo tríptico glicado na valina N-terminal pode ser 

afetado pois tem uma lisina em sua composição. 

 A digestão com Glu-C se torna mais interessante, porque produz um peptídeo 

N-terminal com valina livre de lisina. Neste caso, mesmo que ocorra a glicação da 

lisina na posição 8 da cadeia β, o peptídeo N-terminal obtido pela digestão com glu-

C não será modificado, porque esta enzima clivará o peptídeo antes do resíduo de 

lisina, como demonstrado na FIGURA 23.  

 
FIGURA 23. REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DA DIGESTÃO COM GLU-C E TRIPSINA DA 

HEMOGLOBINA GLICADA  

 
 
 

FONTE: O autor (2018) 
 

 Em concordância com essa discussão, a razão de áreas dos peptídeos 

obtidos pela digestão tríptica foi menor que a obtida pela digestão com glu-C. Essa 

discrepância de resultados entre as enzimas está vinculado às possíveis glicações 

no resíduo de lisina, levando a uma redução da formação de peptídeos glicosilados 

na digestão tríptica e resultados falsamente reduzidos da porcentagem de Hb1c. Ou 

seja, após a digestão com tripsina, formam-se quantidades menores do peptídeo 

glicado, porque a tripsina não reconhece a lisina glicada como local de digestão.  

V H L T P E E K 
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 A FIGURA 24 mostra o cromatograma do peptídeo N-terminal glicado e não 

glicado da tripsina e da glu-C. Como pode ser observado na figura, a razão de área 

após a digestão com glu-C (0,65) é maior do que a digestão com tripsina (0,1569), 

demonstrando o potencial para melhor seletividade e sensibilidade usando o 

peptídeo glu-C. 

 
FIGURA 24. CROMATOGRAMAS DOS PEPTÍDEOS GLICADO E NÃO GLICADO OBTIDOS DA 

DIGESTÃO POR GLU-C E TRIPSINA E RAZÃO DE ÁREA ENTRE OS PICOS 

FONTE: O autor (2018) 
 

  Diante destes resultados foi selecionada a enzima Glu-C para o 

desenvolvimento e validação do método analítico. 

 

4.2 OTIMIZAÇÃO DE PARÂMETROS DA CROMATOGRAFIA LÍQUIDA 

ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASSAS 

 

 A primeira etapa durante o desenvolvimento de um método por cromatografia 

líquida acoplada à espectrometria de massas é a otimização dos parâmetros 

espectrométricos. A otimização dos parâmetros espectrométricos ocorreu de 

maneira acoplada, uma vez que os padrões utilizados são proteínas digeridas, uma 

matriz muito complexa para infusão direta e a supressão iônica não permitiria a 

visualização adequada dos íons de interesse. O método cromatográfico foi 
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reproduzido e mantido durante a otimização dos parâmetros do espectrômetro de 

massas. 

  Os parâmetros espectrométricos foram variados de forma a obter a melhor 

intensidade de sinal analítico para os peptídeos de interesse VHLTPE e Glu-VLTPE. 

A fonte de ionização utilizada foi Electrospray, operando no modo positivo de 

ionização, compatível com a análise de peptídeos. Foram otimizados os parâmetros 

da fonte de ionização, tendo sido definidas as seguintes condições apresentadas na 

TABELA 4. 
 

 TABELA 4. PARAMETROS DE IONIZAÇÃO DO ESPECTRÔMETRO DE MASSA 
 

Parâmetros de ionização Valor otimizado 

Voltagem do capilar 2000 V 

Voltagem do cone 30 V 

Source offset 60 V 

Temperatura da fonte 150°C 

Temperatura de dessolvatação 300°C 

Gás do cone 50 L/h 

Gás do dessolvatação 800 L/h 

Tempo de aquisição dos dados 6 min 

Energia de colisão F1 (baixa energia) 6 V 

Energia de colisão F2 (alta energia) Rampa de 10 - 30 V 

 
FONTE: O autor (2018)  

 

 Também foi definido o lockspray, padrão de massa conhecida que é utilizado 

para corrigir desvios de massa durante a corrida. Foi utilizada a leucina encefalina, 

com m/z 556.2771. Nessas condições foi possível observar os sinais 

correspondentes ao VHLTPE e Glu-VHLTPE 

 Após a otimização dos parâmetros da fonte, o método cromatográfico passou 

a ser avaliado. A coluna Acquity UPLC ® BEH C18 (50 x 2.1 mm, 1,7 μm), Waters 

Corporation, (Irlanda), apresentou os melhores resultados e por ser uma fase 

estacionária mais comum aos laboratórios foi selecionada para o desenvolvimento 

do método. Algumas combinações dos solventes água, acetonitrila e ácido acético 
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foram testados como fase móvel. Condições como velocidade de fluxo, temperatura 

do forno também foram testadas visando a melhor separação e formato dos picos.  

 Em seguida, foram avaliadas diferentes composições e tipos de eluição da 

fase móvel, assim como diferentes vazões de fluxos, volumes de injeção e 

temperaturas de forno da coluna 

 Os primeiros experimentos visando à separação cromatográfica tiveram como 

base a variação na proporção dos solventes, temperatura e fluxo. Como trata-se de 

uma análise do espectro como um todo, e não apenas uma transição como no modo 

de aquisição Multiple Reaction Monitoring (MRM), a separação cromatográfica é 

muito importante. Uma matriz complexa como digerido de proteínas, deve ser 

devidamente separada para garantir melhores condições para ionização e 

sensibilidade do método. Através do gradiente foi possível garantir que os peptídeos, 

tanto glicado quanto não glicado, não eluam no mesmo tempo que os interferentes, 

o que poderia causar a supressão iônica. Para os analitos em questão a melhor 

eficiência e formato dos picos foram obtidos utilizado as seguintes condições: Como 

solução diluente das amostras foi selecionado tampão acetato de amônio 50 mM, pH 

4,3; a fase móvel foi composta por: Solução aquosa de ácido trifluoracético na 

concentração de 0,02% (A), acetonitrila com 0,02% de ácido trifluoracético (B) e 

Ácido acético 10% (C); eluída  em modo gradiente, conforme segue:T0: A=97%; 

B=2%; C=1%; T0–4 min: A=29%; B=70%; C=1%; T4,1– 6,5 min: A=9%; B=90%; C=1%; T 

6,51– 10 min: A=97%; B=2%; C=1%. O fluxo da fase móvel foi mantido a 500 μL/min; a 

coluna selecionada, Acquity UPLC ® BEH C18 column (50 x 2.1 mm, 1,7 μm), 

mantida a 40 ºC; o volume de injeção foi 5 μL. A fonte utilizada foi eletrospray, 

operando no modo positivo de ionização. A aquisição dos dados foi realizada 

através do software Masslynx 4.4.1, experimento MSe em modo resolução e 

contínuo.   

 O método desenvolvido foi capaz de analisar os peptídeos da hemoglobina de 

forma rápida, apresentando uma excelente sensibilidade e formato de pico tanto 

para o peptídeo glicado quanto para o não glicado. A elevada seletividade da 

ferramenta analítica associada a um eficiente gradiente de eluição possibilitou uma 

análise rápida, com um tempo de corrida de seis minutos. Pode ser considerado um 

método sem produção excessiva de resíduos, uma vez que se trata de um fluxo 
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baixo e em modo de eluição gradiente no qual são gastos aproximadamente 2 mL 

de acetonitrila por análise. 

 O cromatograma do método desenvolvido pode ser observado na 

FIGURA 25, evidenciando um bom perfil de separação. As FIGURAS 26 e 27 

mostram o perfil cromatográfico dos peptideos VHLTPE e glu-VLTPE, 

respectivamente, nos quais pode ser visto picos afilados, simétricos e sem 

interferentes, adequados para a validação do método. 

 
FIGURA 25. CROMATOGRAMA TOTAL OBTIDO DA MATRIZ DE VALIDAÇÃO FORTIFICADA COM 

HbA1c (11,9%). 

FONTE: O autor (2018) 
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FIGURA 26.  CROMATOGRAMA EXTRAÍDO DO PEPTÍDEO GLU-VHLTPE (m/z 857,426) OBTIDO 

DA MATRIZ DE VALIDAÇÃO FORTIFICADA COM HbA1C (11,9%). 

 
FONTE: O autor (2018) 

 
 

FIGURA 27. CROMATOGRAMA EXTRAÍDO DO PEPTÍDEO VHLTPE (m/z 695,373) OBTIDO DA 
MATRIZ DE VALIDAÇÃO FORTIFICADA COM HbA1C (11,9%). 

 
FONTE: O autor (2018) 
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4.3 VALIDAÇÃO DO MÉTODO 

 

 A validação de métodos bioanalíticos foi composta de diversas análises com o 

objetivo de garantir a confiabilidade dos resultados gerados a partir do método 

desenvolvido. Para isso, foram realizados ensaios com matriz de validação (digerido 

de proteínas) fortificada com diferentes concentrações de HbA1c. As amostras de 

pacientes poderão ser avaliadas somente quando o método em estudo for adequado 

para análise de matriz fortificada. 

 

4.3.1 Seletividade 

 

 A seletividade foi avaliada através da comparação das retas obtidas após 

fortificação com padrão de hemoglobina glicada em matrizes distintas. Foram 

obtidas seis equações das retas e o coeficiente angular de cada uma foi comparado 

através do teste F (ANOVA). O valor de p na comparação das seis curvas foi igual a 

0,2268, maior que 0,05, confirmando que não existem diferenças significativas entre 

as retas FIGURA 28. Os resultados obtidos demonstraram que não há nenhuma 

interferência significativa da matriz nas determinações das concentrações de HbA1c 

através do método desenvolvido. 

 A comparação das curvas não indicou diferença significativa diante das 

alterações de matriz. Este resultado demonstra uma alta seletividade do método, 

uma vez que nenhum processo de extração ou purificação prévio foi necessário. 

Neste ponto vale destacar a vantagem oferecida pela ferramenta analítica da 

espectrometria de massas de alta resolução. Análises de proteínas e peptídeos 

normalmente envolvem etapas de extração e purificação das amostras. Essas 

análises demandam gastos importantes tanto no ponto de vista financeiro quanto em 

tempo de preparo. Com o auxílio da detecção de massas em alta resolução, mesmo 

trabalhando com matrizes extremamente complexas e sem etapas de purificação e 

extração, o método foi capaz de diferenciar os componentes da matriz sem perda do 

sinal do analito de interesse. 
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FIGURA 28. SOBREPOSIÇÃO DAS RETAS OBTIDAS DE SEIS FONTES DISTINTAS DE MATRIZ E 

SEUS RESPECTIVOS DADOS ESTATISTICOS 

S e le t iv id a d e

% H b A 1 c

R
E

S
P

O
S

T
A

0 5 1 0 1 5
0

5 0 0 0

1 0 0 0 0

1 5 0 0 0

c u rv a 1

c u rv a 2

c u rv a 3

c u rv a 4

c u rv a 5

c u rv a 6

Y = 805.1*X - 957.6 Y = 921.5*X - 1411 Y = 976.6*X - 2332 Y = 887.6*X - 1724 Y = 934.3*X - 2023 Y = 806.8*X - 765.1

Slope
Y-intercept when X=0.0
X-intercept when Y=0.0
1/slope

805.1 ± 43.50
-957.6 ± 371.6
1.189
0.001242

921.5 ± 49.04
-1411 ± 419.0
1.531
0.001085

976.6 ± 43.58
-2332 ± 372.3
2.388
0.001024

887.6 ± 54.74
-1724 ± 467.6
1.942
0.001127

934.3 ± 73.33
-2023 ± 626.5
2.165
0.001070

806.8 ± 28.28
-765.1 ± 241.6
0.9484
0.001240

A re th e s lo p e s e q u a l?
F = 1 .4 1 1 0 5 . D F n = 5 D F d = 1 0 0

P = 0 .2 2 6 8

NOTA: F: Valor calculado de teste F; DFn: Degrees of Freedon nominator (graus de liberdade no 
numerador); DFd: Degrees of Freedon denominator (graus de liberdade no denominador) 

 FONTE: O autor (2018), obtido através do software Prisma 6 ® 
  

4.3.2 Efeito Residual (Carryover) 

 

 O resultado do efeito residual pode ser visualizado através da FIGURA 29 que 

apresenta os cromatogramas extraído das massas do peptídeo VHLTPE (A1) e glu-

VHLTPE (B1) da injeção de uma amostra branco. Em seguida foi injetada uma 

amostra fortificada com o limite superior de quantificação (LSQ) e (FIGURA 29-A2 e 

B2). Após a injeção do LSQ, a mesma amostra branco foi injetada novamente, duas 

vezes, em sequência (FIGURA 29-A3, A4 e B3, B4). Não foi observada nenhuma 

variação no sinal de nenhum dos brancos. O resultado demonstra a ausência de 

interferentes relativos às análises anteriores, tanto na massa da Hb quanto da 

HbA1c.  
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FIGURA 29. CROMATOGRAMA EXTRAÍDO DAS MASSAS RELATIVAS AO PEPTIDEO GLICADO E 

NÃO GLICADO DAS INJEÇÕES DOS BRANCO, LSQ E BRANCOS 

NOTA: A: sequência de cromatogramas da massa extraída m/z 695,373 (petideo não glicado) em diferentes 
concentrações: A1: branco; A2: limite superior de quantificação; A3: branco; A4 branco. B: sequência de 

cromatogramas da massa extraída m/z 857,426 (peptídeo glicado) em diferentes concentrações: B1: Branco; B2: 
limite superior de quantificação; B3: Branco; B4: Branco. FONTE: O autor (2018) 
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A FIGURA 30 traz os cromatogramas totais das injeções dos brancos e LSQ. 

Percebe-se que mesmo no cromatograma total, a amostra branco apresentou a 

ausência de ruídos mesmo após a injeção da matriz fortificada, demonstrando que, 

além da seletividade da técnica em diferenciar os componentes da matriz e dos 

analítos, a limpeza da coluna através da etapa final do gradiente de eluição foi 

eficiente. 

 Desta forma, foi verificada a ausência de qualquer risco de contaminação 

entre as amostras analisadas utilizando o método desenvolvido.  

 
FIGURA 30. CROMATOGRAMAS TOTAIS DAS INJEÇÕES DOS BRANCOS E LIMITE SUPERIOR 

DE QUANTIFICAÇÃO E BRANCOS 

NOTA: 2-CV6-6: amostra fortificada na concentração do Limite Superior de Quantificação. 
 FONTE: O autor (2018) 
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4.3.3 Efeito Matriz 

 

 O efeito matriz foi avaliado através da comparação dos resultados das áreas 

obtidas com matriz fortificada com padrão de HbA1c com aqueles obtidos em 

solução, nas mesmas concentrações (TABELA 5). 

 
TABELA 5.  RESULTADO DAS ANÁLISES DE EFEITO MATRIZ. 

 

Controles 

 Matriz  Solução FMN 

 
aAnal/PI 

bCV 

(%) 
aAnal/PI  

bCV 

(%)  

cCV 

(%) 

CQB 

103,8450  113,914 0,9651 

 136,7130 11,07  100,140 6,49 1,2705 11,07 

 102,4170  109,119 0,9518 

  117,9930   107,7243   1,0966  

  110,3350   110,362   1,0254  

  110,7550   104,457   1,0293  

CQA 

  

 199,6940 2,5  230,108 9,60 0,8813 2,50 

 210,9700  223,589 0,9311 

  213,4680   201,8260   0,9421  

  205,6680   234,1280   0,9077  

  212,2080   243,2500   0,9365  

  205,7770   226,5802   0,9081  

NOTA: CQB: Controle de Qualidade de Baixa concentração; CQA: Controle de Qualidade de Alta 
concentração; n=8; a Área do analito / Área do Padrão Interno; b Variação entre as razões das 

áreas; c Variação entre todos os FMNs. 
FONTE: O autor (2018) 

 

Como podemos observar, os valores de CV% dos FMN foram 11,07% e 

2,50%, abaixo do limite especificado (BRASIL, 2012), comprovando que o método 

não apresenta efeito de matriz que comprometa as análises. 

Também utilizamos a comparação da concentração calculada. Os mesmos 

pontos em solução e em matriz foram quantificados pela mesma curva. Os 
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resultados obtidos na quantificação em matriz e em solução não apresentaram 

desvios abaixo de 15%, conforme especificado na legislação (TABELA 6). 

 
TABELA 6. COMPARAÇÃO DAS CONCENTRAÇÕES CALCULADAS EM MATRIZ E EM SOLUÇÃO 

 

Nível 
Conc. 

Teórica 

Conc. Exper. 

média 

CV

% 

CQB SOL e MTZ 5,9 5,68 ± 0,28 4,88 

    

CQA SOL e MTZ 10,4 10.7 ± 0,25 2,36 

NOTA: CQB: Controle de Qualidade de Baixa concentração; SOL: em solução; MTZ: em matriz; CQA: 
Controle de Qualidade de Alta concentração. FONTE: O autor (2018) 

 

4.3.4 Curva de calibração 

 

 A relação linear entre a relação das áreas dos picos do glu-VHLTPE/áreas 

dos picos do VHLTPE versus a relação da concentração do glu-VHLTPE 

/concentração do VHLTPE foi confirmada através da construção de curvas de 

calibração (três),  três dias consecutivos (nove). 

As curvas de calibração da hemoglobina glicada apresentaram linearidade, 

com coeficientes de correlação (r) superiores a 0,98 (FIGURAS 31, 32 e 33). 

 Em todos os níveis de concentração os erros padrões relativos foram 

inferiores a 15%, com valores entre 0,0 e 12,4%. Os erros abaixo de 15% (TABELAS 

7, 8, 9) asseguram a confiabilidade da resposta do analito em todos os níveis de 

concentração avaliados. 
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FIGURA 31.  CURVA DE CALIBRAÇÃO da HbA1c, 1º DIA. 

FONTE: O autor (2018) 
 

 
TABELA 7. LINEARIDADE 1º DIA. 

 

  Pontos da curva 
1 2 3 4 5 6 

Conc. Teórica (%) 4,4 5,9 7,4 8,9 10,4 11,9 

Conc. Experimental (%) 
Média ± DP 

4,3 
±0,19 

6,0  
±0,42 

7,5 
±0,49 

8,5 
±0,37 

10,5 
±0,42 

11,8 
±0,93 

Erro -0,1 0,1 0,1 -0,4 0,2 -0,1 

Erro Padrão Relativo (%)a -2,3 1,7 1,3 -4,7 1,5 -0,7 

NOTA: Conc.: Concentração; n mínimo = 3; a Expressa sobre a concentração teórica 
FONTE: O autor (2018) 
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FIGURA 32. CURVA DE CALIBRAÇÃO da HbA1c, 2º DIA. 

FONTE: O autor (2018) 
 

TABELA 8. LINEARIDADE 2º DIA. 
 

  Pontos da curva 
1 2 3 4 5 6 

Conc. Teórica (%) 4,4 5,9 7,4 8,9 10,4 11,9 

Conc. Experimental (%) 
Média ± DP 

4,8 
±0,17 

5,3  
±0,25 

7,1 
±0,3 

8,9 
±0,65 

10,8 
±0,52 

12,1 
±0,66 

Erro 0,4 -0,7 -0,3 0,0 0,4 0,2 

Erro Padrão Relativo (%)a 8,0 -12,4 -4,2 0,0 4,0 1,38 

NOTA: Conc.: Concentração; DP: Desvio Padrão; n mínimo = 3; a Expressa sobre a 
concentração teórica. FONTE: O autor (2018) 
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FIGURA 33. CURVAS DE CALIBRAÇÃO da HbA1c, 3º DIA. 

FONTE: O autor (2018) 
 

 

 
TABELA  9. LINEARIDADE 3º DIA. 

 

  Pontos da curva 
1 2 3 4 5 6 

Conc. Teórica (%) 4,4 5,9 7,4 8,9 10,4 11,9 

Conc. Experimental (%) 
Média ± DP 

4,6 
±0,20 

5,6  
±0,55 

7,4 
±0,38 

8,7 
±0,37 

10,5 
±0,41 

11,7 
±0,95 

Erro 0,2 -0,3 0,0 -0,2 0,1 -0,2 

Erro Padrão Relativo (%)a 3,7 -5,7 0,0 -2,5 1,3 -1,6 

NOTA: Conc: Concentração; DP: Desvio padrão; n mínimo =3; a Expressa sobre a concentração 
teórica. FONTE: O autor (2018) 

 

 

4.3.5 Precisão e Exatidão 

 

A precisão e exatidão foram avaliadas em quatro níveis de concentração, CQ-

LIQ, CQB, CQM, CQA. 
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 De acordo com os resultados apresentados nas TABELAS 10, 11 e 12, o 

método pode ser considerado preciso, com valores de coeficiente de variação entre 

3,01 e 14,46% para precisão intercorrida e entre 5,13 e 11,44% para precisão 

intracorrida (TABELA 13). 

 O método também apresentou resultados satisfatórios para o teste de 

exatidão, com valores de EPR variando entre 0,37 a 12,4% durante os três dias 

(TABELAS 10, 11 e 12) e entre 2,3 e 6,63% para exatidão intercorridas (TABELA 

13).  

 
TABELA 10. PRECISÃO E EXATIDÃO INTRACORRIDA, 1º DIA. 

 

Controle de 

Qualidade 

Conc. Teórica 

(%) 

Conc. Experimental 

 (%)± DPa 

CVa 

(%) 

Exatidãob 

(%) 

EPRb 

(%) 

CQ-LIQ 4,4 4,3 ± 0,19 4,45 97,73 - 2,33 

CQB 5,9 6,0 ± 0,42 7,07 101,69 1,67 

CQM 8,9 8,5 ± 0,37 4,34 95,51 - 4,70 

CQA 10,4 10,5 ± 0,42 3,96 100,96 1,58 

NOTA: CQ-LIQ: Controle de Qualidade na concentração do Limite Inferior de Quantificação; 
CQB: Controle de Qualidade de Baixa concentração; CQM: Controle de Qualidade de Média 
concentração, CQA: Controle de Qualidade de Alta concentração; Conc.: Concentração; CV: 

Coeficiente de Variação; EPR: Erro Padrão Relativo; n=5; a Variação entre as áreas 
experimentais b Expressa sobre a concentração teórica. 

FONTE: O autor (2018) 
 
 
 

TABELA 11. PRECISÃO E EXATIDÃO INTRACORRIDA, 2º DIA. 
 

Controle de 

Qualidade 

Conc. Teórica 

(%) 

Conc. Experimental 

 (%)± DPa 

CVa 

(%) 

Exatidãob 

(%) 

EPRb 

(%) 

CQ-LIQ 4,4 4,8± 0,17 3,61 109,09 8,06 

CQB 5,9 5,3 ± 0,25 4,76 89,83 -12,4 

CQM 8,9 8,9 ± 0,65 7,39 100,00 0,37 

CQA 10,4 10,8 ± 0,51 4,79 103,85 4,0 

NOTA: CQ-LIQ: Controle de Qualidade na concentração do Limite Inferior de Quantificação; 
CQB: Controle de Qualidade de Baixa concentração; CQM: Controle de Qualidade de Média 
concentração, CQA: Controle de Qualidade de Alta concentração; Conc.: Concentração; CV: 

Coeficiente de Variação; EPR: Erro Padrão Relativo; n=5; a Variação entre as áreas 
experimentais b Expressa sobre a concentração teórica. FONTE: O autor (2018) 
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TABELA 12. PRECISÃO E EXATIDÃO INTRACORRIDA, 3º DIA. 

 

Controle de 

Qualidade 

Conc. Teórica 

(%) 

Conc. Experimental 

 (%)± DPa 

CVa 

(%) 

Exatidãob 

(%) 

EPRb 

(%) 

CQ-LIQ 4,4 4,6 ± 0,20 4,48 104,55 3,75 

CQB 5,9 5,6 ± 0,55 9,89 94,92 -5,67 

CQM 8,9 8,7 ± 0,37 4,27 97,75 -2,49 

CQA 10,4 10,5 ± 0,41 3,90 100,96 1,26 

NOTA: CQ-LIQ: Controle de Qualidade na concentração do Limite Inferior de Quantificação; 
CQB: Controle de Qualidade de Baixa concentração; CQM: Controle de Qualidade de Média 
concentração, CQA: Controle de Qualidade de Alta concentração; Conc.: Concentração; CV: 

Coeficiente de Variação; EPR: Erro Padrão Relativo; n=5; a Variação entre as áreas 
experimentais b Expressa sobre a concentração teórica.  

FONTE: O autor (2018) 
 

   
TABELA 13. PRECISÃO E EXATIDÃO INTERCORRIDAS. 

 

Controle de 

Qualidade 

Conc. Teórica 

(%) 

Conc. Experimental 

 (%)± DPa 

CVa 

(%) 

Exatidãob 

(%) 

EPRb 

(%) 

CQ-LIQ 4,4 4,5 ± 0,28 6,12 102,27 3,61 

CQB 5,9 5,5 ± 0,52 9,53 93,22 -6,63 

CQM 8,9 8,6 ± 1,10 12,68 96,63 -2,80 

CQA 10,4 10,6 ± 0,48 4,56 101,92 2,30 

NOTA: CQ-LIQ: Controle de Qualidade na concentração do Limite Inferior de Quantificação; 
CQB: Controle de Qualidade de Baixa concentração; CQM: Controle de Qualidade de Média 
concentração, CQA: Controle de Qualidade de Alta concentração; Conc.: Concentração; CV: 

Coeficiente de Variação; EPR: Erro Padrão Relativo; n=15; a Variação entre as áreas 
experimentais b Expressa sobre a concentração teórica.  

FONTE: O autor (2018) 
 

4.3.6 Estudo de Estabilidade 

 

4.3.6.1 Estabilidade em matriz biológica 

 

As diferenças entre as áreas de picos obtidos de amostras recém preparadas 

e amostras armazenadas sob as condições de avaliadas foi inferior a 15% 
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(TABELAS 14,15,16 E 17). Portanto, não há diferenças significativas para a HbA1c e 

seu padrão interno (Hb) frente às diferentes formas de armazenamento e preparo 

avaliadas.  
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TABELA  14. AVALIAÇÃO DA ESTABILIDADE PÓS PROCESSAMENTO 

 

Nível 
Conc. 

Teórica 

Conc. 

Exper. 
EPR% CV% 

 

CQB 
5.9 

5.4 

-1,8 7,6 

5.4 

6.1 

5.7 

5.8 

CQB PP 5.9 

5.9 

5.2 

5.9 

6.2 

6.7 

5.4 

CQA 10.4 

10.0 

0,64 5,0 

10.5 

10.7 

10.3 

10.6 

10.3 

CQA PP 10.4 

9.8 

9.6 

10.9 

10.5 

11.5 

10.9 

9.8 

NOTA: Pós processamento, reinjeção da amostra após 3 horas em gerenciador de amostras. CQB: 
Controle de Qualidade de Baixa concentração; CQA: Controle de Qualidade de Alta concentração; 

PP: Pós Processado; CV: Coeficiente de Variação; EPR: Erro Padrão Relativo.  
FONTE: O autor (2018) 
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TABELA 15. RESULTADO DA AVALIAÇÃO DA ESTABILIDADE CURTA DURAÇÃO 

 

Nível 
Conc. 

Teórica 

Conc. 

Exper. 
EPR% DPR% 

AM-B 5,0 

4.9 

5,0 5,5 

5.1 

5.0 

 

AM-B 

CD 

 

5,0 

5.4 

5.5 

5.6 

AM-A 11.1 

11.6 

5,0 3,4 

11.0 

11.2 

AM-A 

CD 
11.1 

11.6 

12.0 

11.9 

 NOTA: Curta duração amostra re-preparada após 6 horas a temperatura ambiente. AM-B: Amostra 
de concentração conhecida baixa; AM-A Amostra de concentração conhecida alta; CD: Após 
armazenamento de Curta Duração; CV: Coeficiente de Variação; EPR: Erro Padrão Relativo.  

FONTE: O autor (2018) 
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TABELA 16. RESULTADO DA AVALIAÇÃO DA ESTABILIDADE PÓS CICLO DE CONGELAMENTO 

 

Nível 
Conc. 

Teórica 

Conc. 

Exper. 
EPR% DPR% 

AM-B 5,0 

4.9 

1,7 4,4 

5.1 

5.0 

AM-B 

CC 
5,0 

5.1 

4.9 

5.5 

AM-A 
11.1 

 

11.6 

7,1 5,6 

11.0 

11.2 

 

AM-A 

CC 

 

11.1 

 

12.0 

12.8 

12.1 

NOTA: Ciclo de congelamento: Amostra preparada após 3 ciclos de congelamento e 
descongelamento, com intervalo de 12 horas. AM-B: Amostra de concentração conhecida baixa; AM-

A Amostra de concentração conhecida alta; CC: após Ciclo de Congelamento; CV: Coeficiente de 
Variação; EPR: Erro Padrão Relativo.FONTE: O autor (2018) 
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TABELA 17. RESULTADO DA AVALIAÇÃO DA ESTABILIDADE LONGA DURAÇÃO 

 

Nível 
Conc. 

Teórica 

Conc. 

Exper. 
EPR% DPR% 

AM-B 5,0 

4.9 

0,7 2,4 

5.1 

5.0 

AM-B 

LD 
5,0 

5.1 

4.9 

5.2 

AM-A 
11.1 

 

11.6 

6,5 5,8 

11.0 

11.2 

AM-A 

LD 

11.1 

 

11.6 

12.0 

12.9 

NOTA: Longa Duração: Amostras re-processadas após 15 dias de congelamento -40 °C. AM-B: 
Amostra de concentração conhecida baixa; AM-A Amostra de concentração conhecida alta; LD: Após 

armazenamento de Longa Duração; CV: Coeficiente de Variação; EPR: Erro Padrão Relativo. 
FONTE: O autor (2018) 

 
 

A TABELA 18 resume os resultados das condições avaliadas em amostras 

reais (curta duração, ciclo de congelamento e descongelamento e longa duração). 

Esse resultado garante que há tempo suficiente para preparo das amostras, sua 

análise e, se necessário, re-análise sem que ocorram perdas relacionadas à 

degradação, proporcionando uma quantificação segura e confiável.
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4.4 APLICAÇÃO DO MÉTODO BIOANALÍTICO PARA A ANÁLISE DE 

AMOSTRAS DE PACIENTES DIABETICOS 

  

O método desenvolvido e validado foi então aplicado a amostras aleatórias de 

15 pacientes que realizaram o exame de quantificação de hemoglobina glicada, 

cedidas pelo laboratório LANAC, com o objetivo de verificar a adequação do método 

desenvolvido a análises de amostras reais. 

Foi realizada a comparação dos resultados obtidos pelo método LC-QTOF-MS 

desenvolvido e validado, com o método de eletroforese capilar (certificado pelo 

NGSP) e o kit comercial glicohemoglobina Inlab-monoteste (troca-iônica) (TABELA 

19). 
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TABELA 19. RESULTADO DA QUANTIFICAÇÃO DE HBA1C EM AMOSTRAS REAIS PELO 

MÉTODO DE REFERENCIA, MÉTODO DESENVOLVIDO LC-QTOF-MS E MÉTODO KIT TROCA 
IÔNICA 

 
 NGSP1 LC-QTOF-MS2 ERRO* EPR % KIT TI3 ERRO*  EPR % 

1 8,0 7,9 -0,1 -1,3 8,1 0,1 1,1 

2 5,0 4,9 -0,1 -2,0 7,2 2,2 43,2 

3 7,3 7,6 0,3 4,1 7,7 0,4 5,5 

4 9,7 10,8 1,1 11,3 9,1 -0,6 -6,4 

5 13,5 16,3 2,8 20,7 11,5 -2,0 -15,0 

6 4,9 5 0,1 2,0 6,1 1,2 25,5 

7 11,0 11 0,5 4,3 9,5 -1,5 -13,7 

8 6,2 6,3 0,1 1,6 7,3 1,1 18,0 

9 6,3 6,1 -0,2 -3,2 7,6 1,3 20,3 

10 7,2 7,6 0,4 5,6 7,4 0,2 2,8 

11 8,7 8,6 -0,1 -1,1 8,0 -0,7 -8,6 

12 9,5 9 -0,5 -5,3 8,2 -1,3 -13,2 

13 12,4 13,6 1,2 9,7 10,0 -2,4 -19,1 

14 11,1 12 1,0 9,0 9,9 -1,2 -10,8 

15 5,7 5,2 0,5 -8,8 6,7 1,0 16,9 

NOTA: a Método Referencia, certificado pelo NGSP; b Método teste desenvolvido neste trabalho; 
c Método Kit comercial por troca iônica * Erros calculados em relação ao método referência. 

FONTE: O autor (2018) 
 

 

  De acordo com os resultados obtidos fica evidente a baixa concordância 

entre os resultados obtidos através do método considerado referência e o método 

utilizando o kit comercial. Dois terços dos resultados apresentaram erros superiores 

a 10% em relação ao valor considerado real. Considerando que a análise de 

hemoglobina glicada apresenta uma janela de interesse consideravelmente restrita, 

uma vez que os valores tipicamente encontrados variam entre 4% e 20%, erros 

acima de 10% resultam em medições muito diferentes clinicamente.  

O impacto dessas variações pode ser observado principalmente quando 

analisamos os valores de HbA1c utilizados para o diagnóstico de diabetes. De 

acordo com as recentes diretrizes da Sociedade Brasileira de Diabetes (2018), 

valores de HbA1c acima de 6,5% confirmam o diagnóstico de diabetes. Quando 

consideramos os valores obtidos através do método por troca iônica pode-se 

observar que cinco amostras seriam erroneamente classificadas como diagnóstico 
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positivo de diabetes (falso positivo) ou pré-diabetes.  Na faixa entre 4% e 7%, os 

erros no método por troca iônica são consideravelmente maiores, podendo levar a 

falhas no diagnóstico do diabetes (GRÁFICO 1).  

 
GRÁFICO 1. COMPARAÇÃO DOS RESULTADOS OBTIDOS PELOS MÉTODOS LC-QTOF-MS, KIT 

COMERCIAL (TROCA IÔNICA) E NGCP, NA FAIXA 4% A 7,5% DE HbA1c 

FONTE: O autor (2018) 
 

 

 Ao considerar as amostras próximas a faixa diagnóstica (HbA1c entre 5% a 

7%), todas as amostras pertencentes a essa faixa foram erroneamente classificadas 

pelo método do kit comercial. Este resultado é bastante alarmante visto que o 

método de quantificação por mini colunas de troca iônica é um dos mais utilizados 

em regiões metropolitanas (PANAROTTO, TOSS; TELES, 2005).  

  De forma geral, os resultados obtidos através do método desenvolvido por 

LC-QTOF-MS se mostrou bastante eficiente na determinação da concentração de 

HbA1c em amostras reais (GRÁFICO 2). 

 

 

Diabetes  
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GRÁFICO 2. COMPARAÇÃO DOS RESULTADOS OBTIDOS PELOS MÉTODOS LC-QTOF-MS, KIT 

COMERCIAL (TROCA IÔNICA) E NGCP, COM TODAS AS AMOSTRAS. 

 
FONTE: O autor (2018) 

 

 O método desenvolvido apresentou resultados próximos ao método de 

referência, com valores de erros abaixo de 10%, em 13 das 15 amostras analisadas. 

Das amostras que apresentaram erros acima, uma estava fora do limite de 

quantificação do método e por isso já era esperado um erro maior (GRÁFICO 3). 

Também vale ressaltar que ambas amostras encontram-se fora da faixa de 6% a 

8%, não comprometendo o diagnóstico. As informações quanto ao (não) controle da 

glicemia também poderiam ser utilizadas para o acompanhamento da resposta e 

adesãodo paciente ao tratamento. Os resultados obtidos demonstraram uma boa 

relação na faixa de concentração utilizada para o diagnóstico de diabetes. 
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GRÁFICO 3. DIVISÃO DOS ERROS NO MÉTODO LC-QTOF-MS 

FONTE: O autor (2018) 
 

 Já o método baseado na separação por troca iônica apresentou desvios 

superiores a 10% em 10 das 15 amostras avaliadas, sendo que dentre essas 10 

amostras, 5 encontram-se na faixa crítica para o diagnóstico (GRÁFICO 4).  

 
GRÁFICO 4. DIVIDÃO DOS ERROS NO MÉTODO LC-QTOF-MS 

Fonte: O autor (2018) 
 

Valor de HbA1c 
acima de 7,5% 
 

Valor de HbA1c 
entre 5% e 7,5% 
 

Erros abaixo de 10% Erros acima de 10% Valor de HbA1c 
acima de 7,5% 
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 Essa elevada proporção de erros provavelmente se deve a própria limitação 

da técnica. Os métodos baseados na separação de cargas não apresentam 

seletividade suficiente para diferenciar a fração HbA1c dentre as outras frações de 

hemoglobina glicada. Essas outras frações contribuem com uma porção menor da 

hemoglobina glicada total, porém, em concentrações menores de HbA1c a soma 

dessa quantidade de hemoglobina glicada não específica passa a ser considerável, 

principalmente na faixa utilizada para o diagnóstico. Como pode-se observar 

GRÁFICO 5, as amostras que apresentam concentrações de HbA1c abaixo de 7,5%, 

apresentaram erros positivos, provavelmente em razão da soma das outras frações 

de hemoglobina glicada, não HbA1c. Já em concentrações acima de 7,5%, nos 

quais a proporção de hemoglobina glicada não HbA1c já não tem tanto impacto na 

concentração final, os erros foram negativos. 

 
GRÁFICO 5. DISTRIBUIÇÃO DOS ERROS POSITIVOS E NEGATIVOS NA METODOLOGIA POR 

TROCA IÔNICA 

FONTE: O autor (2018) 
 

 

Os cálculos de sensibilidade e especificidade analítica colaboram com essa 

hipótese. A sensibilidade analítica para ambos os métodos foi alta (100%) uma vez 

que não houveram resultados falso negativos (FIGURA 34). Porém, quando 

calculamos a especificidade analítica, o método por troca iônica apresentou 

resultados consideravelmente baixos (20%), o que pode ser resultante da 

quantificação das outras frações de hemoglobina glicada não HbA1c. O método LC-

       Amostras 

> 7,5% HbA1c 
 

 

100% dos erros 

negativos  

(Abaixo do real) 
 

(7) (((777)))

erros positivos 

90% dos erros 
negativos 
 (Abaixo do real) 

100% dos erros 
positivos 
 (Acima do real) 
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QTOF-MS desenvolvido neste trabalho apresentou resultados promissores, apesar 

do pequeno número de amostras. Como o método não apresentou resultados falso 

negativos e falso positivos, a sensibilidade e especificidade analíticas ficaram em 

100%, demonstrando aplicabilidade do método para análise de amostras reais e 

monitorização da qualidade dos métodos comercialmente disponíveis. 
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FIGURA 34. DEMONSTRAÇÃO DE CÁLCULOS DE SENSIBILIDADE E ESPECIFICIDADE 

ANALÍTICA 

NOTA: NGSP: Método de referencia; KIT: Método teste kit troca iônica;       LC-QTOF-MS: 
Método teste por cromatografia acoplada a espectrometria de massas; POS: Amostras positivas 

para diabetes; NEG: Amostras negativas para diabetes; VP: Verdadeiro Positivo; FN: Falso 
Negativo; FP: Falso Positivo; VN: Verdadeiro Negativo FONTE: O autor (2018) 

 

 

 Deve-se ressaltar novamente que o número de amostras utilizadas nessa 

aplicação é baixo. Um tamanho amostral maior ofereceria maiores evidências quanto 

aos assuntos discutidos, porém as tendências observadas nesse trabalho estão de 

acordo com a literatura científica a esse respeito (ADA, 2018; CAMARGO; GROSS, 

2004; RHEA; MOLINARO, 2014; SBD, 2018; SCHECHTER, 2008; WEYKAMP, 
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JOHN; MOSCA, 2009) e podem ser utilizadas em conjunto para embasar as 

hipóteses levantadas e a promissora aplicabilidade do método desenvolvido tanto no 

diagnóstico e controle do diabetes quanto na monitorização dos métodos 

disponíveis. 



 

113 

 

5 CONCLUSÃO 
 

 O método por LC-QTOF-MS desenvolvido e validado nesse estudo 

apresentou-se adequado para quantificação de hemoglobina glicada em amostras 

de sangue, sendo o primeiro método utilizando a espectrometria de massas de alta 

resolução a ser validado para quantificação deste analito.  

 A técnica de preparo das amostras através da digestão enzimática utilizando 

a endoproteinase glu-C mostrou-se adequada e seletiva, garantindo que o peptídeo 

gerado representasse exclusivamente a fração HbA1c, sem a possibilidade de 

interferentes causados por glicações inespecíficas. 

 Os parâmetros de validação indicaram que o método é seletivo para os 

peptídeos glu-VHLTPE e VHLTPE em matriz; linear na faixa entre 4,4% e 11,9% 

com valores de r próximos a 0,98; sensível, capaz de detectar variações inferiores a 

1% de HbA1c; preciso, com variações máximas de 9,89%; exato, com erros 

máximos de 8,06% e livre de efeitos residuais e de matriz.  

 Os estudos de estabilidade demonstraram que há tempo suficiente para 

preparo das amostras, sua análise e, se necessário, reanálise sem que ocorram 

perdas relacionadas à degradação, proporcionando uma quantificação segura e 

confiável. 

 O ensaio com amostras de pacientes diabéticos confirmou a aplicabilidade do 

método às reais condições de análise. Foi observado que é perfeitamente possível 

que essas amostras sejam avaliadas através do método desenvolvido, o qual 

apresentou resultados muito coerentes quando comparado a técnica de referência, 

certificada. Os resultados sugerem que o novo método seja mais seletivo que o 

método comercial por troca iônica, apresentando menores erros em relação a 

técnica de referência.  

 O presente trabalho confirmou que é possível quantificar a HbA1c através da 

técnica de LC-QTOF-MS e novos estudos para aplicação do método como 

diagnóstico são muito promissores. A proposta não é substituir os métodos atuais e 

sim colaborar para que, em conjunto, sejam eliminadas as limitações de cada 

ferramenta. A fiscalização dos métodos comerciais deve ser feita por um método 

mais seletivo, de forma a garantir que os resultados obtidos a partir das diferentes 

técnicas sejam concordantes.  
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 Novos ensaios com um número maior e em maior quantidade de amostras 

devem ser realizados, possibilitando assim garantir maior confiabilidade dos dados. 

O método desenvolvido será capaz de contribuir significativamente para a 

padronização dos métodos utilizados para quantificação de hemoglobina glicada, 

possibilitando que o controle e o diagnóstico do diabetes através do exame de 

HbA1c seja feito com maior segurança e confiabilidade. 
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APÊNDICE 1. LISTA DE PEPTÍDEOS OBTIDOS APÓS DIGESTÕES IN 
SILICO DA HEMOGLOBINA (α, β) POR GLU-C  
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APÊNDICE 2. LISTA DE PEPTÍDEOS OBTIDOS APÓS DIGESTÕES IN 
SILICO DA HEMOGLOBINA (α, β) POR TRIPSINA  
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ANEXO 3. RECOMENDAÇÕES DE USO - KIT GLICOHEMOGLOBINA 
MONOTESTE INLAB 

GLICOHEMOGLOBINAINLAB-MONOTESTE 
 

Reagente em tubos para a determinação quantitativa 
de hemoglobina glicosilada no sangue total a 415 nm 

 
 
 
INTRODUÇÃO  
Do início ao fim da vida da célula vermelha, a 
hemoglobina glicosilada é formada continuamente 
pela adição da glicose ao N-terminal da cadeia beta 
da hemoglobina. Este processo, o qual não é 
enzimático, reflete a média 
deexposiçãodahemoglobinaàglicoseemperíodo 
prolongado. Em um trabalho científico clássico, 
Trivelli e colaboradores1 mostraram níveis de 
hemoglobina glicosilada de 2-3 vezes mais elevados 
em diabéticos em relação aos encontrados em 
indivíduos normais. Vários pesquisadores têm 
recomendado que a 
hemoglobinaglicosiladaservecomoumindicador do 
controle da diabete uma vez que os seus níveis 
aproximam-sedosvaloresnormaisparadiabéticos 
respondendo ao tratamento (2-4).  
A hemoglobina glicosilada tem sido definida 
operacionalmente como a hemoglobina “fração 
rápida” (Hb1a, A1b, A1c) cujas frações 
separam-se primeiro durante a cromatografia 
em coluna com resina de troca catiônica. A 
hemoglobina não glicosilada, que é a maioria 
da hemoglobina, tem sido designada como Hb 
AO. O kit GLICOHEMOGLOBINA INLAB utiliza 
uma resina de troca catiônica de ligação rápida 
para obter a separação acelerada da 
hemoglobina glicosilada (fração rápida) da 
hemoglobina não glicosilada (Hb AO). 
 
PRINCÍPIO DO TESTE  
Um hemolisado preparado a partir do sangue 
totalémisturadocontinuamentedurante5minutos 
com uma resina de troca catiônica de ligação 
rápida. Durante este tempo, a Hb AO liga-se à 
resina. Após o período de homogeneização, um 
filtro é usado para separar a resina do líquido 
sobrenadante, onde ficou a hemoglobina 
glicosilada. A porcentagem de hemoglobina 
glicosiladadaamostraédeterminada,calculando-se 
a proporção das absorbâncias das duas 
hemoglobinas (glicosilada e total) da amostra, 
divididapelaproporçãoobtidadashemoglobinas 
(glicosilada e total) do Padrão e o resultado 
multiplicado pela concentração do Padrão (%). A 
leitura das absorbâncias é obtida a 415 nm. 
 
MATERIAISFORNECIDOS(para50testes)  
- 50 x 3,0 ml - Resina de Troca Iônica  
8 mg/ml de resina de troca catiônica, 
tamponada em pH 6,9. HOMOGENEIZAR 
BEM ANTES DE USAR.  

- 1 x 25,0 ml - Reagente Lisante  
- 10 mM de cianeto de potássio, adicionado 
de surfactante.  
- 1 x 1,0 ml - Padrão liofilisado  

Preparado de hemoglobina glicosilada a partir de 
eritrócitos humanos. A concentração do 

 
 
 

Padrão vem indicada no rótulo do frasco.  
- 1 x 50 un - Filtros separadores 
 
MATERIAIS NECESSÁRIOS MAS 
NÃO FORNECIDOS  
· Micropipetas de 0,02 ml e 0,1 ml.  
· Pipetas de 0,5 ml e 5,0 ml.  
· Homogeneizador de hemograma, shaker 

ou vortex.  
· Controle liofilizado INLAB.  
· Tubos 13 x 100 mm.  
· Cronômetro e estante para tubos.  
· Espectrofotômetro ou colorímetro (415 nm). 
 
ARMAZENAMENTOEESTABILIDADE  
1. Resina  
Armazenar de 15-30ºC. A resina é estável até a 
data de validade indicada no rótulo do frasco, 
desde que mantida nas condições indicadas.  
DETERIORAÇÃO: O líquido sobrenadante 
acima da resina deve ser claro e incolor. A 
turbidez indica deterioração e o reagente 
não deve ser utilizado.  
2. Reagente Lisante  
Armazenar de 15-30ºC. O reagente é estável 
até a data de validade indicada no rótulo, 
desde que mantido nas condições indicadas. 
DETERIORAÇÃO: O Reagente Lisante deve ser 
claro e incolor. A turbidez indica deterioração e o 
reagente não deve ser utilizado.  
3. Padrão de Glicohemoglobina 
Armazenarde2-8ºC.OPadrãoéestávelatéadata 
devalidadeindicadanorótulo,desdequemantido 
nas condições indicadas. PROTEJA DA LUZ 
E CALOR.  
Reconstituição: Adicionar 1,0 ml de água 
deionizada. Homogeneizar suavemente durante 
10 minutos. Depois de reconstituído, o Padrão é 
estável por 14 dias, se mantido de 2-8ºC ou pode 
serdispensadoemalíquotasde0,1mlecongelado 
por 90 dias. 
 
PRECAUÇÕES  
· Somente para uso diagnóstico in vitro.  
· A resina causa irritação. Evite o contato com os 

olhos, a pele e o vestuário. Caso ocorra, lave a 
área afetada com bastante água. 

·OReagenteLisantecontémcianeto.Nãomisturar  
com ácidos. Lave as mãos após o manuseio; 
descarte com grande quantidade de água.  

· O Padrão de glicohemoglobina é um padrão 
secundário com valor estabelecido por um 
métododereferência1.Manusearcomomesmo 
cuidado tomado para as amostras de sangue 
humano.  

· Os eritrócitos humanos usados neste produto 
deram resultados negativos para o antígeno 
da Hepatite B, Hepatite C e anticorpo HIV.  

 
 
 
COLETA DA AMOSTRA  
ColetarosanguecomEDTAcomoanticoagulante.  
Precauções:  
Manusearasamostrascomosendopotencialmente  
infectantes.  
Conservação da amostra:  
A glicohemoglobina no sangue total 
coletado com EDTA é estável durante uma 
semana a 2-8ºC.  
Substâncias interferentes:  
Soros lipêmicos podem causar resultados 
falsamente elevados. A hemoglobina fetal (HbF) 
tem ligação com a resina similar à hemoglobina 
glicosiladae,sepresenteemquantidadeelevada, 
contribui nos valores. As hemoglobinas 
glicosiladas HbS e HbC ligam-se mais 
intensamente e produzem falsamente baixos 
valores.Outrashemoglobinopatias(porexemplo, 
betatalassemia) e anemia hemolítica também 
produzem baixos resultados. 
 
PROCEDIMENTOTÉCNICO  
Todos os reagentes devem estar em 
temperatura ambiente antes de iniciar o 
procedimento do teste. 
 
A - Preparo do Hemolisado  
1. Identifique um tubo para cada Padrão, Controle 
e um para cada amostra. Dispense 0,5 ml do 
Reagente Lisante em cada um deles.  
2. Coloque0,1mldosangue,bemhomogeneizado, 
dentro dos tubos apropriadamente identificados. 
Homogeneizar suavemente até a completa lise. 
3. Deixe em repouso durante 5 minutos. 
 
B - Separação da Hemoglobina Glicosilada  
1. Identifique os tubos que contêm a resina 
para o Padrão, Controle, Amostra 1, etc..  
2. Coloque 0,1 ml do hemolisado, preparado no 
Item A, dentro dos respectivos tubos com resina. 
3. Introduza neles o Filtro Separador, deixando a 
borracha da extremidade do filtro aproximadamente 
1 cm acima do nível do líquido. 
4. Homogeneize todos os tubos continuamente, 
durante 5 minutos. Poderá ser feito em um 
homogeneizador de hemograma, num vortex, 
num shaker ou manualmente, por inversão. No 
casodoshaker,colocarostubosdeitados,fixando-os 
na plataforma.  
5. Empurre o Filtro Separador para dentro do tubo 
atéquearesinaestejafirmementecompactadano fundo 
do tubo. 
6. O sobrenadante agora contido no Filtro 
Separadorpoderásertransferidoparaumacubeta 
ou ser aspirado de dentro do próprio Filtro 
Separador,dependendodoequipamentoutilizado 
para leitura. 
7.Paraprocederàsleituras,ajusteoequipamento 
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para absorbância zero, a 415 nm, utilizando 
água deionizada ou destilada como Branco.  
8. Leia e anote as absorbâncias do Padrão, 
Controle, Amostra 1, etc.. Estas leituras são 
para hemoglobina glicosilada. 
 
C. Hemoglobina Total  
1. Identifique tubos para Padrão, Controle, 
Amostra 1, etc.. Dispense 5,0 ml de água 
deionizada ou destilada neles.  
2. Coloque 0,02 ml do hemolisado, 
preparado no Item A, dentro dos respectivos 
tubos. Homogeneize.  
3. Ajuste o equipamento em absorbância zero a  
415 nm, usando água deionizada ou 
destilada como Branco.  
4. Leia e anote os valores de absorbância 
para o Padrão, Controle, Amostra 1, etc.. 
Estas leituras são para Hemoglobina Total. 
 
ESTABILIDADE DE AMBAS HEMOGLO-
BINASAPÓSOPROCEDIMENTO  
Os produtos finais de reação para hemoglobina 
glicosiladaeparaahemoglobinatotalapresentam-
se completamente estáveis, porém, as leituras 
das reações devem ser efetuadas dentro de uma 
hora, evitando que a evaporação torne-se 
significativa. 
 
CALIBRAÇÃO  
Recomenda-se o uso do Padrão fornecido com 
o kit. O Padrão está na forma liofilizada, é 
estável e tem um valor estabelecido por um 
aceitável método de referência. 
 
CONTROLEDEQUALIDADE  
A confiança nos resultados dos testes deve 
ser monitorada rotineiramente usando um 
Controle apropriado, analisado do mesmo 
modo que o desconhecido.  
Sugere-se o uso de Controle para 
Hemoglobina Glicosilada - INLAB. 
 
CÁLCULODOSRESULTADOS  
Osresultadosdesconhecidos(amostras)devem ser 
determinados do seguinte modo: Para cada 
amostra, calcular a proporção (P) da absorbância 
da hemoglobina glicosilada pela absorbância da 
hemoglobina total. Usar a seguinte equação para 
determinar a concentração: 

 
Amostra % =  
ProporçãodaAmostra_xConcentraçãodoPadrão  
ProporçãodoPadrão  
onde, Proporção da Amostra = 
Hemoglobina Glicosilada da Amostra  

Hemoglobina Total da Amostra 
ProporçãodoPadrão= Hemoglobina 
Glicosilada do Padrão 

Hemoglobina Total do Padrão 
 
EXEMPLO  
Um padrão contendo 8,0% de hemoglobina 
glicosilada e com as absorbâncias: 
0,480 para a hemoglobina glicosilada e  
0,575 para a hemoglobina total.  
Uma amostra desconhecida e com as 
absorbâncias: 
0,962 para a hemoglobina glicosilada e  
0,746 para hemoglobina total.  
P (Padrão) = 0,480 = 0,835  

0,575  
P (Amostra) = 0,962 = 

1,29 0,746  
% Amostra = 1,29 x 8,0% = 

12,4% 0,835 
 
LIMITAÇÕESDOMÉTODO  
Amostras de pacientes com hemoglobinopatias ou 
com diminuição do tempo de sobrevivência das 
células vermelhas podem mostrar resultados 
incorretos (V. Item COLETA DA AMOSTRA). 
Amostrasdesanguecomhemoglobinatotalmaior 
doque18g/dldeverãoserdiluídasa1:2comágua 
destilada ou deionizada antes do teste. 
 
VALORESPERADO  
Normal = 6,0 - 8,3%  
Este intervalo representa 95% do intervalo de 
confiançapara200pacientessupostamentecom 
valores de glicose normal e sem histórico de 
diabetes.Umestudocom31indivíduosdiabéticos 
mostrou valores de hemoglobina glicosilada de 
8,4% a 16%. Para a população diabética, uma 
comparação com glicose plasmática em jejum 
com níveis de hemoglobina glicosilada, forneceu 
um coeficiente de correlação igual a 0,84. 
 
CARACTERÍSTICASDEDESEMPENHO 
Linearidade 

O procedimento para a determinação da  

 
hemoglobina glicosilada mostra linearidade 
para os níveis de hemoglobina glicosilada no 
intervalo de 4,0% - 20,0%. 
 
Precisão  
PRECISÃO ENTRE-ENSAIOS  
Foi estabelecida a partir de sangues 
analisados com níveis normais e elevados de 
hemoglobina glicosilada, vinte vezes cada.  

N ível Média % Desvio % C. V. Padrão    
    

Normal 7,8 0,21 2,7 
    

Elevado 13,4 0,23 1,7 
     
PRECISÃO INTRA-ENSAIOS  
Foi estabelecida a partir de sangues analisados 
com níveis de hemoglobina para dez corridas 
cada um, num período de cinco dias.  

N ível Média % Desvio % C. V. Padrão    
    

N ormal 7 ,6 0 ,31 4,1 
    

El evado 1 3,0 0 ,60 4,6 
    

 
Especificidade  
Um estudo comparativo da GLICOHEMO-
GLOBINA INLAB e outro método comercial 
amplamente utilizado mostrou uma 
correlação de 0,96. 
 
Sensibilidade  
O teste de GLICOHEMOGLOBINA INLAB tem 
uma sensibilidade de 0,02% de hemoglobina 
glicosilada por 0,001 unidade de absorção. 
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