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RESUMO

A medicao do nivel de cortisol em fluidos biolégicos € usada em alguns diagndsticos.
Atualmente uma das mais utilizadas técnicas analiticas para mensurar 0s seus niveis
€ a espectrometria de massas (MS), com grande aplicacdo nas mais variadas areas
da ciéncia. Objetivou-se com este estudo propor um método de andlise rapida, sem
preparo de amostra, para avaliar o nivel de cortisol em uma amostra de saliva pela
técnica espectrometria de massa por paper spray ionization e analise multivariada.
Sendo assim, Espectros de massas na regidao de 100-800 m/z foram adquiridos com
um equipamento modelo LCQ FLEET da Thermo Fisher Scientific equipado com um
analisador de massas do tipo lon Trap de baixa resolucao. A presenca do cortisol em
meio a uma amostra de saliva artificial foi determinada pela presenca dos ions 363
m/z, 385 m/z, 725 m/z e 747 m/z caracteristicos da molécula de cortisol. A comparagéo
dos perfis espectrais da saliva e da saliva com cortisol mostrou a existéncia de faixas
espectrais presentes no espectro do cortisol que néo se sobrepde aos espectros de
saliva, sugerindo o monitoramento dessas regides para determinacdo da
concentracéo de cortisol em amostras de saliva. A andlise de componentes principais
(PCA) evidenciou a formacéo de grupos de amostras, diferenciando-os em relacao
aos niveis de concentracdo de cortisol, propondo a metodologia como andlise
gualitativa dos niveis de cortisol salivar. Finalmente, a andlise do grafico de loadings
da PCA juntamente com a atribuicdo das raz6es massa carga sugerem os ions 363
m/z, 385 m/z e 747 m/z como marcadores para serem utilizados num ajuste linear
multiplo com o objetivo de quantificar a concentracéo de cortisol em amostras de
saliva. A técnica PS-MS mostrou-se eficiente e promissora para a determinacdo em
tempo real dos niveis de cortisol salivar sem a utilizacao de qualquer etapa de preparo
de amostras. Partindo de um volume de apenas 5,0 pL de amostra, colocado
diretamente sobre o amostrador do equipamento, foi possivel obter a identificacéo
pela analise do espectro de massas num tempo de aproximadamente 45 segundos.

Palavras-chave: Diagndstico; Biofluidos; Método rapido; Cortisol.



ABSTRACT

Measurement of the level of cortisol in biological fluids is used in some diagnoses.
Currently, one of the most used analytical techniques to measure its levels is mass
spectrometry (MS), with wide application in the most varied areas of science. The
objective of this study was to propose a method of rapid analysis, without sample
preparation, to assess the level of cortisol in a saliva sample using the mass
spectrometry technique by paper spray ionization and multivariate analysis. Thus,
mass spectra in the region of 100-800 m / z were acquired with a Thermo Fisher
Scientific LCQ FLEET model equipped with a low-resolution lon Trap mass analyzer.
The presence of cortisol in an artificial saliva sample was determined by the presence
of 363 m/z 38 m/z 725 m/ z and 747 m / z ions characteristic of the cortisol
molecule. The comparison of the spectral profiles of saliva and saliva with cortisol
showed the existence of spectral bands present in the cortisol spectrum that do not
overlap with the saliva spectra, suggesting the monitoring of these regions to
determine the concentration of cortisol in saliva samples. The principal component
analysis (PCA) showed the formation of groups of samples, differentiating them in
relation to the levels of cortisol concentration, proposing the methodology as a
qualitative analysis of salivary cortisol levels. Finally, the analysis of the PCA loadings
graph together with the attribution of the mass load ratios suggest the ions 363 m/ z,
385 m/zand 747 m/ z as markers to be used in a multiple linear adjustment in order
to quantify the concentration of cortisol in saliva samples. The PS-MS technique
proved to be efficient and promising for the real-time determination of salivary cortisol
levels without using any sample preparation step. Starting from a volume of only 5.0
pL of sample, placed directly on the equipment's sampler, it was possible to obtain the
identification by analyzing the mass spectrum in a time of approximately 45 seconds.

Keywords: Diagnosis; Rapid method; Biofluids; Cortisol.



DIVULGACAO E TRANSFERENCIA DE CONHECIMENTO

O presente trabalho teve o objetivo propor um método de analise rapida, sem preparo
de amostra, para avaliar o nivel de cortisol em uma amostra de saliva pela técnica
espectrometria de massa por paper spray ionization e andlise multivariada. Sendo
assim, Espectros de massas na regido de 100-800 m/z foram adquiridos com um
equipamento modelo LCQ FLEET da Thermo Fisher Scientific equipado com um
analisador de massas do tipo lon Trap de baixa resolucdo. A técnica PS-MS mostrou-
se eficiente e promissora para a determinacdo em tempo real dos niveis de cortisol
salivar sem a utilizagcdo de qualquer etapa de preparo de amostras. Partindo de um
volume de apenas 5,0 uL de amostra, colocado diretamente sobre o amostrador do
equipamento, foi possivel obter a identificacdo pela analise do espectro de massas

num tempo de aproximadamente 45 segundos.
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1 INTRODUCAO

O cortisol € um hormdnio esteroide que desempenha um papel importante na
regulacdo de uma ampla gama de processos fisiologicos e patoldgicos que envolvem
resposta imune, equilibrio eletrolitico, pressdo arterial e metabolismo, entre outros
(SYED; HAMMAMI, 2019). O cortisol circula principalmente ligado a globulina de
ligacdo ao corticosteroide (GLC), uma proteina endégena com alta afinidade e
especificidade.

O cortisol que néo esta ligado a essa globulina esta fracamente ligado a
albumina ou livre e, consequentemente, 0s niveis de cortisol total no soro ou no
plasma sao fortemente dependentes dos niveis de GLC (VIEIRA et al., 2014). Varias
circunstancias interferem nos niveis e na afinidade do cortisol, alguns mais raros como
no caso de doencas imunossupressoras, fatores genéticos, fatores ligados a
deficiéncias, gestacao e ainda, uso de contraceptivos hormonais esteroides (MILLER
et al., 2013).

A medicdo do nivel de cortisol em fluidos sanguineo, geralmente plasma, é
usada no diagnoéstico de doencas relacionadas a funcdo adrenal, hipofisaria e
hipotalamica, incluindo a sindrome de Cushing e a doenca de Addison (SYED,;
HAMMAMI, 2019). Outra possibilidade € a medig&o do cortisol na saliva ou no liquido
parotideo, ja que a fracdo livre € o componente principal, e sua determinacdo nesta
forma mostrou alta correlacdo com analises de plasma (VIEIRA et al.., 2014). Desta
maneira, a necessidade de métodos para a avaliacdo de fracdo livre de cortisol,
excluindo a interferéncia de niveis de GLC, foram descritos com ensaios baseados
principalmente em radioimunoensaio (RIEs) (VIEIRA et al., 2014).

Um dos motivos que contribui na avaliagcdo do cortisol pela saliva esta
relacionado com a facilidade em coletar a amostra, uma vez que 0 paciente pode
coletar em casa e pode ser repetido em intervalos curtos (RAFF, 2013).

Pesquisas mostram que a dosagem de cortisol salivar € uma metodologia que
vem tendo crescente aceitagcdo no estudo da funcdo adrenocortical. Sua alta
correlacdo com a fragdo livre sérica e presenca limitada de interferentes tém originado
multiplas publicacdes, em especial no screening de pacientes suspeitos de
hiperfuncéo (VIEIRA et al., 2014; ALMEIDA et al., 2014).

O intervalo de aplicacéo clinica para quantificagdo do cortisol (2 a 25 pg/dL?)

€ rotineiramente determinado por técnicas de imunoensaio, técnica que apresenta
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problemas devido a semelhanca estrutural entre os hormonios esteroides e a
dificuldade de obtencédo de anticorpos especificos, associados a ampla faixa de
concentracdo em que estes podem ser encontrados (TURPEINEN and
HAMALAINEN, 2013).

Outros métodos utilizados para quantificar pode ser feita por meio dos
complexos organometalicos que sdo detectados por eletroquimica ou espectroscopia
de infravermelho, métodos cromatograficos e ensaios competitivos como RIE, o qual
possui alta sensibilidade e imunoensaios (VIEIRA et al., 2014).

Os imunoensaios nao isotdpicos costumam apresentar maior especificidade
e maior sensibilidade quando comparados com ensaios colorimétricos (GATTI et al.,
2009) A utilizacdo de imunoensaios na determinacdo do cortisol urinario livre vem
sendo substituida pela cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), visando,
principalmente o diagnostico da sindrome de Cushing (TURPEINEN; HAMALAINEN,
2013; SUGAWARA et al., 2008).

Atualmente a espectrometria de massas (MS) se apresenta como uma técnica
analitica empregada em diversas aplicacfes, como analise de alimentos, pesticidas,
biofluidos e farmacos. Com a introducdo de novas fontes de ionizagdo a MS vem
experimentando um extraordinario desenvolvimento nos ultimos anos. Desta maneira,
com métodos de ionizacédo diretos e rapidos e espectrédmetros de massas portateis, a
MS pbOde atuar em praticamente todos os campos, do interior de um poco de petroleo
ao espaco sideral (GUO et al., 2018).

A MS fornece informagdes sobre a composi¢ao elementar de amostras; as
estruturas de moléculas inorganicas, organicas e bioldgicas; a composicao qualitativa
e quantitativa de misturas complexas; a estrutura e a composicdo de superficies
sélidas; e as razfes isotOpicas de atomos nas amostras (LIU et al., 2010).

O PS foi projetado para andlises de misturas complexas. Isso porque o
substrato usado, o papel, contem em sua composi¢céo, majoritariamente, celulose,
uma substancia com grande numero de hidroxilas em sua estrutura quimica. Essas
hidroxilas, tem grande importancia, pois elas interagem com as macromoléculas das
misturas complexas (por exemplo as proteinas e hemoglobina do sangue) e as retém,
nao permitindo que estas sdo encaminhadas ao espectrémetro de massas (GUO et
al., 2018).

E importante mencionar que s&o insipientes os relatos na literatura do uso da

espectrometria para determinar os niveis de cortisol salivar, assim como em outras
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matrizes de biofluidos. Justificando com isso o0 interesse em desenvolver uma
pesquisa nesse seguimento, possibilitando a implantacdo de novas metodologias de

diagnéstico para o cortisol.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Propor um método de analise rapida, sem preparo de amostra, para avaliar o
nivel de cortisol em uma amostra de saliva pela técnica espectrometria de massa por

paper spray ionization e calibracdo multivariada.

2.2 Objetivos Especificos

Obter o perfil de fragmentacéo, identificando fragmentagcdes e formacao de
adultos, da molécula de cortisol através da técnica espectrometria de massa por paper
spray ionization.

Identificar relagcdes m/z caracteristicos como biomarcadores da presenca de
cortisol em meio a uma amostra de saliva artificial.

Analisar, pela técnica espectrometria de massa por paper spray ionization, um
conjunto de amostras de saliva artificial e propor um modelo qualitativo que discrimine

amostras de saliva baseado na concentracdo de cortisol destas amostras.
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3 REVISAO DE LITERATURA
3.1 Cortisol

O eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA) é o principal efetuador da resposta
ao estresse e € crucial para a manutengdo da homeostase basal relacionada ao
mesmo (ALMEIDA et al., 2014). O cortisol, composto de massa molar de 362,46 u.m.a,
representado na Figura 1, € um dos principais hormdnios glicocorticoide circulante e
sua liberacéo pela glandula adrenal é estimulada pela hipofise através do horménio
adrenocorticotréfico (ACTH). A produgédo do ACTH é modulada pelo hipotdlamo, por
meio da secrecdo por parte deste hormoénio liberador de corticotrofina (CRH)
(REIGOTA, 20186).

Figura 1. Estrutura quimica da molécula do Cortisol.

Fonte: https://pt.wikipedia.org/wiki/Cortisol

O cortisol atua como resposta negativa sobre o hipotalamo e a pituitaria para
manter equilibrio sobre a secrecdo. Porém, estudos demonstram que os estimulos
estressantes podem se impor sobre o inibitério direto do cortisol, provocando aumento

na secrec¢ao do cortisol, conforme mostra a Figura 2 (ROCHA et al., 2018).
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Figura 2. Diagrama esquemético do eixo HPA, descrevendo a regulac¢édo do cortisol.

———_ (_ Mesencéfalo ) _—

(_ Amidala ) - (_ Hipocampo
T P
RGs/RMs
Hipotalamo -
RGs .'
v Cortisol
Circulante

Pituitaria
RGs

| Cortex Adrenal I—

Fonte: JURUENA, M. F.; CLEARE, A. J.; PARIANTE, C. M. O eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal, a
funcdo dos receptores de glicocorticéides e sua importancia na depressédo. Rev. Bras. Psiquiatr. Sao
Paulo, v. 26, n. 3, p. 23-30, set. 2004.

Em individuos adultos e saudaveis, os niveis matinais de cortisol salivar ficam
acimade 12 nmol.L-1 (4,35 ug.L-1), enquanto as concentragdes noturnas variam entre
1,0 a 8,3 nmol.L-1 (0,36 e 3,01 pg.L-1) (VOGESER; AUERNHAMMER, 2006).

O cortisol € um dos horménios mais abundantes no corpo e seus niveis
aumentam na presenca de estresse fisico e/ou psicolégico. Um nivel elevado de
cortisol pode ser um gatilho para reacdes psicofisiolégicas que resultam na
hiperfuncéo do sistema nervoso simpatico e do sistema enddcrino, especificamente
das glandulas adrenais (LUZ NETO et al., 2019).

O cortisol pode desempenhar um papel importante no comportamento
alimentar, além de estar associado ao aumento da absorcao de energia em individuos
saudaveis. A producdo de cortisol tem um ritmo circadiano que depende do estimulo
do hormdnio ACTH. Seu nivel é alto proximo ao inicio das atividades diarias, reduz-
se ao longo das 24 h (LUZ NETO et al., 2019).

O cortisol é lipofilico e requer um transportador de proteinas para o transporte
ao redor do corpo. Aproximadamente 80 % ¢€ ligado a globulina de ligacéo ao cortisol
(CBG), 10 % ¢ ligado a albumina e 10 % é livre (ndo ligado) e biologicamente ativo. O
cortisol esta envolvido no metabolismo energético através de efeitos diretos na sintese
e degradacao de carboidratos, proteinas e lipidios. Aumenta a glicogénese, ativando
enzimas-chave, por exemplo, fosfoenolpiruvato carboxiquinase e glicose-6-fosfatase,
aumentando a degradacao muscular e inibindo a captacédo de aminoacidos e a sintese
de proteinas para fornecer substrato adicional (HARRIS; CHARLES, 2015).
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O cortisol reduz a captacao periférica de glicose nas células, ativa a glicogénio
sintase e inibe a fosforilase do glicogénio, levando ao aumento das reservas de
glicogénio. O resultado liquido € o aumento das concentra¢des de glicose no sangue,
mediadas pela degradacdo de proteinas e lipidios; e o cortisol, juntamente com
glucagon, adrenalina e horménio do crescimento, € liberado em resposta a
hipoglicemia (HARRIS; CHARLES, 2015).

Desta forma, o efeito metabdlico mais conhecido do cortisol € a sua
capacidade de estimular a glicogénese, ou seja, formacéo de carboidratos a partir de
aminoacidos, lactato e glicerol pelo figado. O cortisol estimula a sintese de enzimas
importantes para a conversao de aminoacidos em glicose pelas células hepaticas.
Quando se trata de um aumento a curto prazo nos niveis de cortisol e glicose, o corpo
ja esta adaptado. Porém a longo prazo pode gerar problemas (MACEDO et al., 2019).

Se submetidos a condi¢cdes de estresse crénico, 0s niveis de glicose
permanecem altos e ndo ha solucéo para o estressor. Uma vez liberado, o cortisol
potencializa a quantidade de glicose disponivel. O estimulo a longo prazo do cortisol
elevara os niveis de glicose e, em seguida, de insulina. Esse aumento da insulina
desempenha um papel fundamental no ganho de peso resultante (MACEDO et al.,
2019).

Ha forte evidéncia na literatura sobre a hipotese de que os glicocorticoides
liberados em resposta ao estresse cronico induzem acumulo de gordura visceral que,
guando presentes em algumas condi¢cdes, como excesso de ingestdo energética,
baixa atividade fisica e mé qualidade da alimentacéo, seré disparado o mecanismo de
desenvolvimento da sindrome metabdlica (SM) (PAREDES; RIBEIRO, 2014).

Uma revisao da literatura recente realizada por Abrahan et al. (2013) avaliou
seis estudos que correlacionaram o cortisol matinal com a glicose; destes, trés
demonstraram associagao positiva, ou seja, houve correlagdo entre cortisol e glicose.
Niveis significativamente mais elevados de cortisol salivar as 10h e cortisol estimulado
pela dexametasona foram encontrados em individuos com diabete mellitus tipo 2
guando comparado aos individuos normoglicémicos. Cortisol salivar as 10h
correlacionou-se significativamente com glicemia de jejum e hemoglobina glicada.
Este estudo ainda demonstrou que os individuos diabéticos apresentavam nivel de
estresse e resposta ao estresse, mais elevado que os nao diabéticos, medido por

guestionarios-padrao.
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O cortisol esta envolvido no equilibrio de agua e eletrdlitos e no controle da
pressdo arterial. Aumenta a sintese de angiotensinogénio, aumenta os efeitos
vasopressores das catecolaminas e da angiotensina Il e reduz a dilatacdo endotelial
mediada por éxido nitrico. Nos rins, aumenta a taxa de filtracdo glomerular e atua no
tubulo renal distal para aumentar a retengdo de sédio e a perda de potassio; também
aumenta o transporte de sédio e a perda de agua livre através do antagonismo da
AVP (MELMED et al., 2011).

Seus efeitos renais sdo mediados pelo receptor mineralocorticoide ao qual se
liga com igual afinidade a aldosterona. A magnitude da ligac&o do cortisol ao receptor
€ reduzida pela acdo da 11B-hidroxisteréide desidrogenase tipo 2 (113-HSD2) que
oxida o cortisol em cortisona, que possui uma afinidade muito mais fraca pelo receptor
(MELMED et al., 2011).

O cortisol também esta envolvido na manutencdo de uma gravidez saudavel
e no inicio do nascimento, embora seu papel exato ainda ndo esteja claro. Estudos
adicionais estdo sendo impedidos por diferencas entre modelos humanos e animais
(HOHWU et al., 2015). Foi notada uma producdo aumentada de CRH na placenta
antes do trabalho de parto, resultando no aumento da producéo fetal de cortisol. Foi
demonstrado que o aumento do cortisol sérico e da CRH placentaria, ambas
manifestacdes do estresse materno, aumenta o risco de obesidade e diabetes mais
tarde na vida (ENTRINGER, 2013; HOHWU et al., 2015).

A producdo exacerbada de cortisol est4d relacionada a alteracdes
imunologicas (ROCHA et al., 2018). Diminui a proliferacdo de linfocitos, interfere na
comunicacao entre eles e inibi a producao de anticorpos. Essa proliferacdo aumenta
a sensibilidade do individuo a adquirir ou agravar doencas alérgicas. Um exemplo,
dessas alteracbes imunolégicas € a psoriase, considerada uma resposta
imunopatoldgica, ou seja, acontece respostas ao estresse contra 0 proprio organismo.
Onde ha um aumento de mediadores inflamatdrios locais ou sistémicos que
contribuem para o mecanismo desta afeccédo (REIGOTA, 2016).

Analisando a relac&o do cortisol salivar com a obesidade, um estudo com 82
individuos demonstrou que ndo houve diferenca no nivel de cortisol salivar matinal
entre individuos ndo obesos, obesos e individuos que perderam peso (CHAMPANERI
et al., 2013).

No entanto, homens que perderam peso tém nivel menor que os nao obesos;

esta relacdo nas mulheres néo foi observada. A observacdo que a perda de gordura
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visceral pode reduzir a atividade do eixo hipotalamo hipofise-adrenal contrasta com
os achados demonstrados que a perda de peso associada a restricdo da ingestao
calorica aumenta a atividade do eixo hipotalamo-hipofisario (GARBELLOTTO et al.,
2018). A partir disso pode-se inferir que jejum e perda de peso podem aumentar 0s
niveis circulantes de cortisol, possivelmente para aumentar o apetite na tentativa de
“defender-se” da perda de massa corporal (THERRIEN et al., 2010).

3.2 Espectrometria de Massas

Thomson em 1890 iniciou os primeiros estudos a respeito da espectrometria
de massas, determinando a razao massa/carga do elétron. Apesar desta descoberta,
apenas em 1940 ocorreu sua primeira aplicacdo em analises, quando a técnica
comecou a ser adotada pela industria petrolifera para analise quantitativa de misturas
constituidas por até nove hidrocarbonetos (GUO et al., 2017).

Anteriormente, para analisar essas misturas, utilizava-se destilagéo
fracionada seguida por medidas de fracdo dos componentes separados, 0 que
consumia, em média, 200 horas de trabalho do analista. O tempo gasto para avaliar
essas misturas foi um dos principais motivos da utilizacdo da MS, pois essas mesmas
informacdes poderiam ser obtidas em poucas horas ou menos (TEODORO et al.,
2017).

A partir de 1950, os espectrbmetros de massas comerciais foram
aperfeicoados e adaptados para a identificacdo e elucidacdo estrutural de diversos
compostos organicos (PAIVA et al., 2010). Com o passar dos anos, em especial nas
décadas de 80 e 90, as aplicacBes da espectrometria de massas tiveram mudancas
significativas. O desenvolvimento de técnicas de ionizagdo a pressao atmosférica
permitiu que moléculas néo-volateis, com alto peso molecular ou termicamente
instaveis como, por exemplo, a maioria das moléculas presentes nos alimentos ou
amostras biologicas, fossem ionizadas e analisadas por MS (PAIVA et al., 2010).

Essas técnicas conseguem analisar moléculas de grande diversidade de
tamanhos e polaridades: desde atomos e pequenas moléculas como benzeno e
drogas farmacéuticas como éacido acetilsalicilico e sais como liquidos idnicos até
grandes (bio)moléculas, bem como tecidos, proteinas, embrides, virus e bactérias
intactas (MACIEL et al., 2019).

De forma ilustrativa a figura 3 é a representacdo esquematica dos

componentes de um espectrometro de massas. Em geral, a andlise de um composto
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por MS compreende as seguintes etapas: (1) a introdugcéo da amostra, (2) a ionizagao
das moléculas, (3) a passagem por um analisador de massas, responsavel por
separar os ions formados de acordo com a sua razao massa/carga (m/z), (4) sistema
de deteccédo onde os ions sao contados e o sinal € transformado em corrente elétrica
e, por fim, (5) o processador converte a magnitude do sinal elétrico em funcédo da
razdo m/z em dados, resultando no espectro de massas correspondente (HARRIS;
CHARLES, 2015).

Figura 3. Diagrama esquematico de um espectrdmetro de massas.
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Fonte: HARRIS, D. C; CHARLES, A. R. Analise Quimica Quantitativa. Editora LTC, 122 Edicao, Séo
Paulo, 2015.

E importante mencionar que o analisador de massas e o detector sdo sempre
mantidos sob alto vacuo, enquanto a fonte, em diversas técnicas de ionizacao, opera
a pressao atmosfeérica. O tipo da fonte de ionizacdo e do analisador de massas € o
gue determina a aplicabilidade da MS. InUmeros métodos de ionizacdo e diversos
detectores de massas, aplicaveis praticamente a todo o tipo de analito, foram
desenvolvidos ao longo da histéria da MS (HOFFMAN; STROOBANT, 2014).

A lonizacao por Impacto de Elétrons (EI - Electron lonization) € o método mais
simples e comum de converter a amostra em ions. Na El, um feixe de elétrons de alta
energia é emitido a partir de um filamento aquecido e colide com as moléculas. Na
colisdo um ou mais elétrons séo retirados das moléculas e céations séo formados. A
energia transmitida a amostra durante o processo € alta e pode levar a uma grande

guantidade de fragmentacdes do ion molecular. Uma desvantagem da El é que a
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amostra deve ser relativamente volatil, o que impede a analise de compostos de alta
massa molecular (PAIVA et al., 2010).

Na lonizacdo Quimica (Cl - Chemical lonization), as moléculas da amostra
colidem com as moléculas de um de gas reagente (ex.: Hz, CH4, NHs, CH3OH) pré-
ionizado. Com a colisédo, algumas moléculas da amostra sdo ionizadas por varios
mecanismos, como transferéncia de ions H*, transferéncia de elétrons e formacéo de
adutos. Assim como a El, a loniza¢c&do Quimica exige que a amostra seja volatil (baixo
massa molecular) (PAIVA et al., 2010).

Existem também as chamadas técnicas de dessor¢cdo (DI - Desorption
lonization), como a Espectrometria de Massas de fon Secundario (SIMS - Secondary
lon Mass Spectrometry), o Bombardeamento de Atomos Réapidos (FAB - Fast Atom
Bombardment) e a lonizacdo por Dessorcédo a Laser Assistido por Matriz (MALDI -
Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization) (HARRIS; CHARLES, 2015).

Na ionizacdo por dessorcdo, a amostra a ser analisada € dissolvida ou
dispersa em uma matriz. Em seguida, é emitido sobre a mistura (amostra + matriz) um
feixe de ions de alta energia no caso da SIMS, um feixe de atomos neutros no FAB
ou de fétons de alta intensidade no caso do MALDI. Na colisdo com esses
ions/atomos/fotons, algumas moléculas da amostra sdo ionizadas, expelidas da
superficie e aceleradas na direcdo do analisador. Os métodos SIMS e FAB séo
capazes de analisar compostos com massa molecular de até 20.000 Da, como
polipeptidios e oligonucleotideos. J& a MALDI pode ser aplicada na analise de
compostos com massas moleculares proximos de 300.000 Da (SHI et al., 2015).

Desta maneira, até a década de 80, as fontes de ioniza¢do operavam somente
sob alto vacuo. As fontes El e Cl eram, até entdo, os métodos de ionizacdo mais
utilizados e os que apresentavam melhor desempenho, uma vez que a quantidade de
ions e solventes que adentram o equipamento ndo sdo capazes de comprometer o
vacuo. No entanto, o emprego dessas técnicas se limitava a analise de substancias
de baixa massa molecular e termicamente estaveis (HOFFMAN; STROOBANT,
2014).

Para aperfeicoar as técnicas ja existentes, em 1989, o trabalho publicado por
John Fenn et al. revolucionou o campo de estudo da espectrometria de massas ao
divulgar uma nova técnica de ionizagcdo, menos “agressiva” e que opera a pressao
atmosférica: a Fonte de lonizacdo por Electrospray (ESI - Electrospray lonization)
(HOFFMAN; STROOBANT, 2014).
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Na ESI, os ions sdo formados fora do espectrometro de massas. A amostra é
diluida em um solvente volatil, em meio acido ou basico, e as moléculas do analito
sao protonadas (modo positivo) ou desprotonadas (modo negativo). Os ions também
podem ser observados na forma de adutos, coordenados com cations ou anions. O
processo de ionizagao por Electrospray , Figura 4, ocorre basicamente em trés etapas:
(1) a nebulizacdo da solucdo contendo a amostra em goticulas carregadas produzidas
diretamente pela aplicacdo de tensdo (2-5 kV), (2) a liberacdo de ions a partir das
goticulas e (3) o transporte dos ions da regido de pressao atmosférica da fonte de
ionizacao para a regido de alto vacuo do analisador (SHI et al., 2015).

Figura 4. llustragdo do processo de lonizacao por Electrospray.
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Fonte: CROTTI, ANT. E. M.; VESSECCHILL, R.; LOPES, J. L. C.; LOPES, N. P. Espectrometria de
massas com ionizacao por "electrospray": processos quimicos envolvidos na formagédo de ions de
substancias organicas de baixo peso molecular. Quim. Nova. Sao Paulo, v. 29, n. 2, p., mar-abr.
2006.

A transferéncia dos ions presentes em solucdo para a fase gasosa se da do
seguinte modo: o tubo capilar expulsa pequenas goticulas carregadas (spray) para
dentro da camara de ionizagdo. As goticulas carregadas enfrentam um contrafluxo de
um gas de secagem (em geral, nitrogénio) que evapora as moléculas de solvente.
Assim, a densidade de carga de cada goticula aumenta até que as forcas repulsivas
excedam a sua tensao superficial (limite de Rayleigh), a goticula entéo se divide em
tamanhos menores (explosao couldmbica). O processo se repete até que os ions da

amostra, livres de solvente, se encontrem em fase gasosa (DENG; YANG, 2013)
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Com o surgimento da ESI, analises de moléculas nédo volateis e de grande
massa molecular, como as macromoléculas biologicas, se tornaram possiveis. Como
a amostra a ser analisada deve ser introduzida em solucéo, € possivel o acoplamento
da ESI-MS com técnicas de separacdo, como a cromatografia liquida (LC-ESI-MS).
Outra peculiaridade da lonizacdo por Electrospray esta no fato de ser uma técnica de
ionizacdo branda, o que permite a analise da molécula intacta (sem ou com pouca
fragmentacdo), mantendo inclusive as interacdes nao covalentes (HARRIS;
CHARLES, 2015).

Os analisadores de massas se diferenciam pelo seu modo de trabalho, pela
sua exatidao e pela resolucdo. A exatiddo é medida pelo erro calculado (em ppm) do
desvio da medida experimental em relacdo ao valor de massa tedrico. A alta exatidao
de massas oscila entre valores de 0,1 a 50 ppm de erro. A resolucéo pode ser definida
como a capacidade de o analisador medir a razdo m/z com a menor diferenca possivel
da razdo m/z tedrica. Os analisadores de massas comerciais possuem resolucao que
vai de 1.000 m/z (resolucado unitaria), até 100.000 m/z (alta resolucéo) e de 100.000
m/z até 1.000.000 m/z (altissima resolugcéo) (HOFFMAN; STROOBANT, 2014).

Outra caracteristica excepcional da ESI € que ela forma ions com energias
internas muito baixas, portanto, fragmentaces na fonte sdo geralmente suprimidas.
Essa suavidade resulta huma relacédo direta 1:1 molécula-ion; consequentemente,
todos 0os componentes polares de misturas quimicas podem ser acessados
adequadamente, e ser instantaneamente separados pela seletividade da MS. Nota-se
gue a separagdo MS é rapida e eficiente, ja que se baseia ndo no tempo de retencéo,
tal como cromatografia, mas em diferencas de m/z dos ions (HOFFMAN;
STROOBANT, 2014).

Uma segunda revolugéo na MS, a MS ambiente, foi um grande progresso em
direcdo a simplicidade (SCHWAB et al., 2013). Na MS ambiente, procedimentos livres
de preparagdo de amostras foram desenvolvidos via dessor¢cdo e ionizagdo de
analitos diretamente a partir de suas matrizes naturais, ou seja, diretamente das suas
superficies, em condi¢cdes ambiente. Essas técnicas de MS ambiente, baseadas na
ESI e em uma variedade de outras estratégias de ionizacao, fizeram da MS, como
nunca antes, uma técnica ideal e cada vez mais utilizada em investigacdes de quimica
forense (LIU et al., 2010).

Por fim, existem um conjunto de cinco técnicas de MS ambiente: ionizacao

com dessorcao por eletrospray (DESI, do inglés desorption electrospray ionization),
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ionizacdo por nebulizacdo sobre papel (PSI, do inglés paper spray ionization, andlise
direta em tempo real (DART, do inglés direct analysis in real time), ionizacdo ambiente
por spray sobnico (EASI, do inglés easy ambient sonic spray ionization) e
dessorcao/ionizacéo a laser assistida por electrospray (ELDI, do inglés electrospray-
assisted laser desorption ionization) (HOFFMAN; JACKSEN, 2015; LIU et al., 2010;
WU et al., 2013). Neste trabalho foi utilizada a técnica de PSI, portanto, esta técnica
de ionizacéo seréa discutida em mais detalhes a seguir. Apos a insercao e ionizacao
da amostra no analisador de massas, diversas sao as possibilidades de analisadores
que podem ser utilizados.

O analisador deve permitir a passagem de um numero de ions suficiente para
fornecer uma corrente de ions facilmente mensuravel, tais como: tempo-de-voo;
quadrupolo; Ressonancia Ciclotronica de ions de Transformada de Fourier (FT - ICR)
(TANG et al., 2006).

A espectrometria por Tempo de V6o (TOF-MS) foram descritos por Wiley e
McLaren em 1955. Eles conseguiram reunir os requisitos de focalizacéo espacial e de
energia dos ions, tornando viavel o primeiro instrumento comercial TOF-MS. O
principio de operagdo do TOF-MS envolve a medida do tempo que um ion leva para
viajar da fonte de ions até o detector (SING et al., 2015).

J& os instrumentos de quadrupolo utilizam potenciais de corrente continua e
radiofrequéncia para separar diretamente os ions de acordo com a sua relagdo m/z.
Recentemente, o espectrémetro de FT - ICR tornou-se umatécnica de espectrometria

de massa poderosa baseada no confinamento de ions (SILVA et al., 2012).

3.2.1 Espectrometria de Massas por Paper Spray

Em 2009 foi criada a fonte de ionizac&o por spray de papel, do inglés Paper
Spray lonization (PSI), por Cooks et al. (2011), a técnica € composta por um fio
soldado a uma garra tipo jacaré fixada a um suporte. Consiste na aplicacdo de alta
tensdo em um papel de formato triangular umedecido com uma solugdo contendo o
analito, que por capilaridade espalha-se pelo papel alcancando as extremidades. A
formacéo de um spray na forma de cone de Taylor € induzido pelo campo elétrico, oriundo
da diferenca da alta voltagem (3-5 kV) aplicada no papel e a tensdo do capilar do

espectrometro de massas Yang et al. (2012), a figura 5 mostra esse processo.
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Figura 5. Esquema geral de um sistema de paper spray ionization
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Fonte: Adaptado de Cooks et al. (2011).

A formacdo de ions pelo PSI segue os mesmos principios que o ESI.
Basicamente, ocorre a remocao (ou captura) de elétrons, formacdo de adutos e
protonacao/ desprotonacao da molécula neutra em fase gasosa. A escolha adequada
da fonte depende de propriedades fisico-quimicas da(s) molécula(s)-alvo (como
volatilidade e presenca de sitios acidos ou basicos) bem como do processo de
transferéncia de energia interna para a formacgéo de ions (YANG et al., 2012).

Os ions sao gerados em solucéo, pH acido ou basico. Com a aplicagéo desses
ions ocorre a formacao de um fino spray em formato de cone de Taylor, os quais séo
produzidos pela transferéncia da solugcéo do papel e subsequente aplicacdo de uma
diferenca de potencial. Dessa forma, o contra-ion é oxidado ou reduzido e formam-se
gotas com excesso de carga positiva ou negativa. Por conseguinte, o solvente
evapora reduzindo o volume das gotas até que elas se dividam. Apdés um tempo,
devido a repulsdo entre ions de mesma carga, ou formam-se gotas contendo apenas
um ion (charged residue model- CRM) ou os ions evaporam das gotas para a fase
gasosa (ion evaporation mechanism- IEM) (EVARD et al., 2015).

O PSI foi projetada para analises de misturas complexas. Isso porque o
substrato usado, o papel, contem em sua composi¢cédo, majoritariamente, celulose,
uma substancia com grande namero de hidroxilas em sua estrutura quimica. Essas
hidroxilas, tem grande importancia, pois elas interagem com as macromoléculas das
misturas complexas (por exemplo as proteinas e hemoglobina do sangue) e as retém,
ndao permitindo que estas sejam encaminhadas ao espectrébmetro de massas
(TAVERNA et al., 2016).

O PSI tem possibilitado a analise de amostras sem o pré-tratamento prévio ou
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com minimo preparo. Inameros trabalhos tém demonstrado aplicabilidade do PSI,
principalmente em aplicacfes clinicas, incluindo a triagem neonatal, monitoramento
de drogas terapéuticas, medicina personalizada e a analise de fluidos biolégicos,
como sangue, urina e saliva (COOKS et al., 2011; ESPY et al., 2012; MANICKE et al.,
2011; SHI et al., 2015).

Ressalta-se que o elemento primordial para a realizacdo de andlises por PSI
€ o papel, considerado comum e de custo financeiro baixo. Sendo assim, como existe
a disponibilidade de uma variedade de tipos de papeis, tem-se um grande potencial
para o desenvolvimento de diversos métodos de diagndstico. Estas caracteristicas
tornam o PSI muito atrativo e com grandes potencialidades em aplicacfes analiticas
e bioanaliticas (SNEHA; DULAY; ZARE, 2017).

Como exemplo da praticidade da técnica de PSI, foi demostrado em um
estudo que em 45 segundos pode-se ter um monitoramento de farmacos diretamente
do sangue, sem nenhum preparo de amostra. Esse tempo, sobretudo quando
comparado as demais técnicas de analises, se torna praticamente insignificante
(WANG et al., 2010).

O PSI também pode ser usado em laboratério de pericia, sendo considerado
vantajoso por ser um método rapido para screening de drogas ilicitas, tanto
diretamente quanto em biofluido esta € uma grande vantagem frente a elevada
frequéncia analitica existente nesses laboratorios. E usado apenas um método de
andlise com alta eficiéncia e baixo custo. E ainda tem a vantagem de ser eficaz no
descobrimento de novas drogas produzidas no mundo (TEODORO et al., 2017).

Como limitacdo dessa técnica esta a supressao idnica que acarreta uma
sensibilidade baixa ao nivel de tracos e faixa dinamica estreita. Estas limitacdes tem
sido a forca motriz para o desenvolvimento de novas abordagens que integrem de
forma eficiente etapas de clean up, extracdo/enriquecimento do analito e melhorias na
ilonizagdo (MACIEL et al., 2019).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Preparo de Amostras

4.1.1 Materiais e reagentes

Padrao analitico de cortisol foi adquirido na Sigma-Aldrich. Alfa-amilase,
cloreto de potassio (KCI), cloreto de calcio dihidratado (CaCl..2H20), cloreto de
magnésio hexahidratado (MgCl2.6H20), metilparabeno (CH3(CesH4(OH)COO), fosfato
dipotéssico (Kz2HPO4), fosfato monopotassico (KH2PO4) e carboximetilcelulose de
sédio foram adquiridos na Vetec. Agua deionizada utilizada no preparo de amostras

foi obtida com um sistema Milli-Q de purificag&o.

4.1.2 Anélise do cortisol

Para a obtencao do espectro de massas do padréo de cortisol, foi preparada
uma solucéo de cortisol em metanol na concentracdo de 39,9 mg.mL* da seguinte
maneira: pesou-se 10,0 mg do padréo analitico de cortisol em um béquer de 100 mL
e transferindo-se analiticamente para um baldo volumétrico de 250 mL. A
concentracdo obtida foi de 39,9 mg.L ™. A figura 6 mostra o esquema de preparo desta

solucédo de cortisol.

Figura 6. Esquema do preparo da amostra de cortisol

.
L 10 mg de cortisol
metanol

dissolucao total
= ,! .
K 4 0
)

Agitador magnético

completar volume com metanol

" 4

Baldo volumétrico 250 mL

Solugdo de cortisol 39,9 mg.L*
Fonte: Autoria prépria
Uma aliquota 5,0 uL desta solucéo foi aplicado sobre o papel. Apds isso foi

adicionado, como solucéo eluente, 15,0 uL de metanol sobre o papel.
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4.1.3 Preparo e andlise da saliva artificial

O preparo da saliva sintética (ou artificial) foi realizado de acordo com
metodologia descrita por Arain e colaboradores (2014). Inicialmente foram colocados
500 mL de &gua deionizada em um béquer de 1 L. Em seguida, sob agitacdo com
uma barra magnética, foram adicionados 2500 unidades de alfa-amilase, 0,625 g de
KCI, 0,166 g de cloreto de calcio dihidratado (CaCl2.2H20), 0,059 g de cloreto de
magneésio hexahidratado (MgCl2.6H20), 2,0 g de metilparabeno (CH3(CsH4(OH)COO),
0,804 g de fosfato dipotassico (K2HPO4), 0,326 g fosfato monopotassico (KH2PO4) e
10,0 g de carboximetilcelulose de sbédio. Apds a dissolucdo total dos reagentes a
solucéo foi transferida analiticamente para um baldo volumétrico de 1,00 L. O volume
foi completado com agua deionizada. A figura 7 mostra o esquema de preparo da

solucéo de saliva artificial.

Figura 7. Esquema do preparo da saliva artificial

2500 unidades de alfa-amilase;

0,625 g de cloreto de potassio;

0,166 g de cloreto de calcio dihidratado;
0,059 g de cloreto de magnésio
hexahidratado;

S>> 2,09 de metilparabeno;
. - 0,804 g de fosfato dipotassico;
500mL. de agua deionizada 10,326 g fosfato monopotassico;
W0,0 g de carboximetilcelulose de sédio.
=S
Balancga analitica - completar volume com agua deionizada

g \l dissolug&o total

@aléo volumeétrico 1L

Agitador magnético /

S

saliva artificial
Fonte: Autoria propria
Para a obtenc&do do espectro de massas da amostra de saliva artificial foi

colocado 5,0 uL de saliva artificial diretamente sobre o papel e adicionado, 15,0 yL de

metanol sobre o papel, com fun¢éo de solucéo eluente.

4.1.4 Preparo das amostras de saliva com adi¢ao de cortisol

A partir da solucédo de cortisol, descrita na secéo 4.1.2, foram pipetados 50 pL
desta solucdo e transferida para um baldo volumétrico de 50 mL. O volume foi

completado com a solugéo de saliva artificial. A concentragéo final obtida foi de 3,62
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ng.L1, selecionada a partir dos niveis de cortisol salivar reportados na literatura
(VOGESER; AUERNHAMMER, 2006). O esquema de preparo da solucéo de saliva

com adicéo de cortisol € mostrado na figura a seguir.

Figura 8. Esquema do preparo da amostra de saliva com adi¢éo de cortisol
o
micropipeta ,/’

- l completar volume com saliva artificial

Transferir 50 uL ) l
I

x . \
Solugdo de cortisol /. Baldo volumétrico 50 mL

. L. Solugdo cortisol 3,62 pg.L*
Fonte: Autoria prépria

Para a analise da amostra de saliva artificial com adic¢ao de cortisol foi retirado
uma aliquota de 5,0 puL da solugdo de saliva com adicdo de cortisol e colocado
diretamente sobre o papel, apos isso, foi adicionado 15,0 pL de metanol como solugéo

eluente.

4.2 Espectrometria de Massas

Com um equipamento de espectro de massas modelo LCQ FLEET da Thermo
Fisher Scientific equipado com um analisador de massas do tipo lon Trap de baixa
resolugdo. AS condicdes experimentais do analisador foram: temperatura do tubo
capilar de 275 °C, tensdo de 50 V no capilar e de 100 V no tube lens. A faixa de
massas analisadas foi de 100-800 m/z.

A fonte de ionizagdo paper spray consiste em um conector do tipo jacaré
ligado a uma fonte de +5,0 kV (detec¢do no modo positivo). Um pedago de papel
cromatografico, de formato triangular e com 1,0 cm de lado, cortado manualmente, foi
preso pelo conector jacaré, sendo este utilizado como amostrador. A extremidade do
papel foi posicionada a 0,5 cm da entrada do espectrometro de massas. A figura

abaixo mostra o equipamento utilizado para as anélises espectroscopicas.



Figura 9. Espectrébmetro de massas

Fonte: Autoria prépria
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

O espectro de massas PS(+) para a amostra de cortisol é apresentado na
figura 10. Nesta figura o sinal em 363 m/z representa a molécula de cortisol, massa
molecular igual a M = 362 u.m.a., apdés interagdo com um atomo de hidrogénio (massa
molecular H = 1 u.m.a.). Assim denota-se, para este pico, [M + H]* = 363 m/z. O pico
mais abundante é devido a interacdo de duas moléculas de cortisol com um
hidrogénio, [2M + H]* = 725 m/z, e o terceiro pico representa um aduto de s6dio com
duas moléculas de cortisol [2M + Na]* = 747 m/z, uma vez que a massa molecular no

Na = 23 u.m.a.

Figura 10. Espectro de massas do Cortisol.

100 4 Cortisol 725
. 80
©
s 363
(]
2 604
©
()
o
.©
CCJ 40 *
<0
o
5
ko) 747
<C 204
*
*
0 | N
k ¥ ¥
100 200 300 400 500 600 700 800
m/z

Fonte: Autoria propria

Na figura 10 também é possivel verificar a presenca dos picos referentes aos
isétopos dos ions mais abundantes, destacados por asterisco (*), na faixa de massas
analisada. Deste modo, pode-se concluir que o preparo de amostras em conjunto com
as condicbes experimentais propostas neste trabalho, permitiram observar com
precisdo fragmentos inequivocos da molécula de cortisol. Culminando numa
metodologia eficiente para determinar a presenca deste analito em amostras diversas.

O espectro de massas PS(+) para a amostra de saliva artificial € mostrado na
figura a seguir. Nesta figura, sdo destacados os trés ions mais abundantes, 347, 509
e 671 m/z. Devido a maior complexidade da composi¢céo da amostra de saliva artificial,

ndo sera realizada uma atribuicdo dos mesmos, uma vez que nosso propasito é
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conhecer o perfil de massas da saliva e, poder identificar a presenca da molécula de

cortisol entre o conjunto de fragmentacfes detectaveis.

Figura 11. Espectro de massas da saliva artificial.
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Fonte: Autoria prépria

Os sais CaCl: e MgCl2 que fazem parte da composi¢cédo da saliva artificial
apresentam moléculas de agua em sua rede cristalina. Quando estes sais sdo
colocados em solucao a rede cristalina se dissolve e tais moléculas de agua deixam
de fazer parte da constituicdo dos respectivos sais. Desta forma, a massa detectada
para estes compostos seria a massa dos ions individuais, a saber: Ca%* (MM = 40
u.m.a.), Cl- (MM = 35,5 u.m.a) e Mg?* (MM = 24 u.m.a.), estando todas elas abaixo do
ponto de corte de 100 m/z realizado nas analises deste estudo. Discussédo semelhante
pode ser realizada para os sais KCIl, KzHPO4 e KH2PO4, cujas massas dos ions
individuais também sdo menores que 100 m/z. A tabela 1 resume a dissociacao dos

sais que constituem a saliva artificial e suas respectivas massas detectaveis.

Tabela 1. Dissociagéo dos sais presentes na saliva artificial.

Composto jon MM (u.m.a) m/z
CaCl2.2Hz0 (2:6(‘; 3‘;’5 325?5
MgCl2.6H20 '\2"95 3?5 3}3?5
KCI gl 3%?5 33;?5
KHPO: 202 oo ag
KHPO:  \\Bor o1 o1

Fonte: Autoria propria.
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O composto metilparabeno (CsHsOs = 152 u.m.a.) apresenta massa dentro da
faixa analisada, todavia é pouco ionizavel, sendo de dificil deteccdo. A enzima alfa-
amilase tem peso molecular da ordem de dezenas de kDa e a carboximetilcelulose de
sédio € um polimero de massa molar varidvel, ambos podendo ser fragmentados e
detectaveis na faixa de massas analisada, todavia, tais fragmentacbes séo de
complexa interpretacdo sendo necessaria uma andlise de massas de cada composto
individualmente. Nosso proposito é distinguir o espectro de massas de uma amostra
de saliva artificial sem cortisol de uma com adig¢é@o de cortisol. Isso sera realizado por
comparacgao dos dois espectros.

A seguir, na figura 12, € mostrado o espectro de massas para a amostra de
saliva artificial com adic&o de cortisol. Nesta figura, pode-se ver os ions pertencentes
a matriz de saliva artificial, pela presenca dos fragmentos de 347, 509 e 671 m/z e dos
fragmentos caracteristicos da molécula de cortisol, de 363, 385 e 747 m/z, destacados
pelas setas em vermelho, com atribuicdo do aduto de sodio [M + Na]* = 385 m/z, além

dos outros supracitados na analise da figura 10.

Figura 12. Espectro de massas da saliva artificial com adi¢éo de cortisol.

100 4 Saliva com Cortisol 1347
747

385

80 1 / 509

363 671
60 - \

40

Abundancia Relativa (u.a.)

20

100 200 300 400 500 600 700 800
m/z

Legenda: Concentragdo utilizada de Cortisol em saliva artificial: 3.62 pg.L-1.
Fonte: Autoria propria

Em uma analise pela técnica de espectrometria de massas ndo ocorre, Como
numa analise cromatogréfica, a coeluicdo de compostos, nem mesmo a sobreposicédo

de bandas, como numa analise espectroscopica. A espectrometria de massas € a
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técnica de andlises de maior seletividade entre todas as técnicas analiticas. Tal
caracteristica a promove como analise inequivoca. A maior ou menor seletividade
entre os diferentes analisadores de massas depende da resolucdo do analisador,
podendo ser de baixa resolugdo, como o utilizado neste trabalho, apresentando
precisdo da ordem da unidade de Daltons, até um analisador de alta precisdo, como
nas configuracfes quadrupolo acoplado a tempo de voo, chegando a milésimos de
uma unidade de Daltons.

A sensibilidade depender4d da concentracdo do composto e de sua
capacidade de ionizacdo e de fragmentacdo. Concentracgdes tipicas de analise sédo da
ordem de ppm ou ppb, podendo variar muito dependendo do composto alvo e da
matriz no qual se encontra. Neste estudo ndo foi explorado um experimento
objetivando determinar o limite de detecc¢éo e quantificacdo do cortisol salivar por OS-
MS. O que demonstrou-se aqui € que a molécula de cortisol apresentou-se como um
composto com grande potencial para ser monitorado pela técnica de PS-MS e que,
além disso, sua deteccdo pode ser realizada em meio a matriz composta pelos
constituintes presentes na saliva artificial, que simulam uma analise de cortisol salivar
em uma amostra real, podendo assim ser aplicado a estudos de diferentes fins e sem
preparo de amostra.

A sequir, figura 13, € mostrado o resultado de uma Analise de Componentes
Principais (PCA). O objetivo desta analise € verificar se métodos n&o-supervisionados
de analise multivariada sdo capazes de identificar, e agrupar, amostras de saliva em
funcdo da concentracéo de cortisol presente nas amostras. Para iSso uma matriz de
dados contendo espectros de massas de amostras de saliva artificial com e sem
adicao de cortisol foi utilizada. Os espectros foram obtidos a partir de trés analises de
amostras de saliva artificial sem adicao de cortisol e trés anéalise de amostras de saliva
com cortisol na concentragdo de 3,62 pg.L-1. ApGs a obtencdo dos espectros a analise

PCA seguiu com a matriz de dados centrada na média.
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Figura 13. Anélise de componentes principais
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Fonte: Autoria propria

A figura 13A mostra o gréafico de scores de PCA com variancia explicada R?
igual a 95,3 (PC1) e 2,6 (PC2). Nesta figura estdo destacados os dois agrupamentos
formados, separados ao longo da primeira componente principal (PC1). A esquerda
estdo localizadas as amostras de saliva sem adicéo de cortisol e a direita as amostras
de saliva com adicdo de cortisol. A dispersdo ao longo da segunda componente
principal (PC2) juntamente com o percentual de variancia explicada, sugere uma
pequena perturbacao dos dados devido a variacdes da técnica experimental utilizada.
Ou seja, pode-se observar a formagao de dois grupos de amostras, separados ao
longo da primeira componente principal da analise de componentes principais.

Os grupos de amostras com e sem cortisol separados ao longo da horizontal
sao explicados com a analise do gréafico de loadings da primeira componente principal,
mostrado na figura 13B. A andlise do grafico de loadings destaca duas as razdes
massa carga de 363, 385 e 747 m/z como picos mais significativas para explicar a
separacao dos grupos evidenciado na PCA. Esses compostos correspondem a um
hidrogénio com uma molécula de cortisol (363 m/z), um aduto de sddio com cortisol
(385 m/z) e um aduto de s6dio com duas moléculas de cortisol (747 m/z), ou seja,
razBes massa carga caracteristicos da molécula de cortisol.

Além disso, como os loandings destacados séo positivos, pode-se dizer
também que as amostras de saliva localizadas a direita, no grafico de scores,
possuem valores de abundancia mais elevados nesses picos. Tal analise corrobora
com a utilizacdo da PCA para uma andlise qualitativa dos niveis de cortisol em

amostras de saliva pois valores elevados de abundancia, para os picos
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correspondentes a molécula de cortisol, correspondem a uma maior concentragédo de
cortisol nas amostras. Logo, podemos inferir que amostras mais a direita no gréafico
de scores possuem concentracdes mais elevadas de cortisol assim como amostras
localizadas a esquerda possuem menores concentracdes de cortisol.

Uma vez que a PCA mostra evidencias que o0 monitoramento de espectros
massas pela técnica paper spray podem ser utilizados para analises qualitativas dos
niveis de cortisol salivar, foi avaliado a resposta da linearidade de valores de
abundancia destes trés picos supracitados caracteristicos da molécula de cortisol.
Para isso, foi ajustada uma regresséo linear maltipla (MLR) com as abundancias em
363, 385 e 747 m/z para as mesmas amostras utilizadas na analise de componentes
principais. A figura 14 mostra o grafico de correlacdo para os valores de concentracao
obtidos pela regressdo mudltipla comparados com os valores de concentracao
preparados em laboratério.

Figura 14. Determinacéo da concentracdo de cortisol salivar por regressao multipla
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Fonte: Autoria préopria

Devido a ndo possibilidade de realizar um conjunto representativo de
amostras, contemplando uma ampla faixa de concentracdes de cortisol em amostras
de saliva artificial, o ajuste mostrado na figura 14 (R? = 0,99) obtido a partir da analise
de seis amostras divididas em dois niveis de concentracdo € apresentado apenas
como evidencia que os valores de abundancia obtidos por PS-MS estéo

correlacionados com a concentracao de cortisol presente na amostra.
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Ou seja, maiores abundéancias relativas de ions associados a molécula de
cortisol efetivamente podem ser interpretadas como uma maior concentracdo de
cortisol na amostra analisada. Na fig. 14 é mostrado em destaque uma aplicacdo do
gréfico, mostrando que a dispersdo dos pontos é minima, uma vez que estes quase
se sobrepdem. O ajuste acima foi obtido com seis pontos, trés no nivel zero, sem
adicéo de cortisol, e trés na concentracédo de 3,62 ug.L*. Evidentemente um modelo
de calibracéo deve ser preparado em mais niveis de diluicdes, todavia, por hora, 0s
resultados aqui apresentados sugerem que a técnica de espectrometria de massas
com ionizagdo por paper spray apresenta potencial quantitativo para determinar a

concentracédo de cortisol salivar.
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6 CONCLUSOES

O perfil de fragmentacdo da molécula de cortisol foi obtido pela técnica de
espectrometria de massas com ionizacao por paper spray. Os ions 363, 385, 725 e
747 m/z foram identificados e atribuidos, permitindo o reconhecimento da presenca
do cortisol em meio a uma amostra de saliva artificial.

A técnica PS-MS mostrou-se eficiente e promissora para a determinacao de
cortisol salivar sem a utilizacdo de qualquer etapa de preparo de amostras. Partindo
de um volume de apenas 5,0 pyL de amostra, colocado diretamente sobre o amostrador
do equipamento, foi possivel obter a identificacdo pela analise do espectro de massas
num tempo de aproximadamente 45 segundos.

A andlise de componentes principais evidenciou que a espectrometria de
massas com ionizacao por paper spray pode ser utilizada para avaliagdo qualitativa
dos niveis de cortisol salivar. A analise dos loadings sugeriram trés razfes massa
carga como candidatos a marcadores para quantificacdo da concentracdo de cortisol
em amostras de saliva.

Finalmente, o conjunto de explanacdes e observacdes apresentadas nesta
dissertacdo podem ser utilizados para elaboracdo de meétodos de analise em
biofluidos com um minimo, ou nenhum, preparo de amostras. Ressaltando a
caracteristica de analise inequivoca, distinta da seletividade da espectrometria de
massas, além disso podendo ser utilizada concomitantemente com métodos de
andlise multivariada que permitem aferir qualitativamente e quantitativamente a

respeito da concentracao de analitos de interesse presentes nas amostras analisadas.
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