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RESUMO

Introducdo: O Maldi-tof (espectrometria de massa de tempo de voo de
dessorcéo por ionizagado a laser assistida por matriz) vém sendo usado como
um potencial substituto para as analises utilizadas na rotina laboratorial, mas
h&4 grandes esforcos para substituir suas matrizes tradicionais por
nanoparticulas. Os pontos de carbonos Cdots sdo utilizados como matriz para
compostos de baixa massa molecular de ions positivos, mas principalmente de
ions negativos, pois ha excelentes propriedade fisico-quimicas, condutividade
eletronica, boa solubilidade entre outros. O cortisol tem diversas fun¢des, mas
€ denominado principalmente o hormbnio do estresse, e com isso a amostra
capilar vem sendo utilizada como dosimetro bioldgico pois tem a capacidade de
identificacéo sistémica do horménio a grandes periodos. Objetivos: O objetivo
da pesquisa € o desenvolvimento de metodologia de identificacdo de cortisol a
partir de amostras capilares obtidas de formas néo invasivas, utilizando Cdots
como matriz ionizante, juntamente com a espectrometria de massas MALDI-
TOF/MS, auxiliando na qualificacdo e monitoracdo de doencas relacionadas a
este hormdnio. Materiais e métodos: As amostras capilares utilizadas no
estudo foram adquirias de forma néo invasiva e as mesmas passaram por um
processo de lavagem, corte e extracdo com metanol e acetona e secagem.
Foram suspensas com matriz ionizante de carbono dots e analisados.
Resultados e discussdes: O processo de analise foi de espectros com massa
carga (m/z) de 150 a 600.As amostras foram comparadas com padrdo de
cortisol e com matriz de a-ciano-4-hidroxicinamico. As amostras com Cdots
detectaram o cortisol em sua amostra pura, quanto com o padréo e detectou o
cortisol metabolizado em 378 m/z na amostra capilar, mostrando sinais limpos,
sem interferéncias, se mostrando de facil leitura e facilidade de deteccao.
Conclusao: Conclui-se que os Cdots sdo a grande aposta como nova matriz
de analise de MALDI-TOF de pequenas moléculas, pois além de sua ampla
aplicabilidade, hd um grande favorecimento de analise, alta estabilidade e
baixa interferéncia de sinais. Este método pode ser aplicado em analises de
varias moléculas pequenas e auxiliar na pesquisa de analise de varios

compostos bioldgicos.

Palavras chaves: Cortisol, MALDI, capilar, matrizes ionizantes, Cdots , baixa massa molecular;



ABSTRATIC
Introduction: Maldi-tof (matrix-assisted laser ionization desorption time-of-

flight mass spectrometry) has been used as a potential substitute for routine
laboratory analyzes, but there are great efforts to replace their traditional
matrices with nanoparticles . Cdots carbon points are used as a matrix for low
molecular mass compounds of positive ions, but mainly negative ions, as they
have excellent physicochemical properties, electronic conductivity, good
solubility, among others. Cortisol has several functions, but it is mainly called
the stress hormone, and with that the capillary sample has been used as a
biological dosimeter because it has the ability to systematically identify the
hormone for long periods. Objectives: The objective of the research is the
development of methodology for the identification of cortisol from capillary
samples obtained in non-invasive ways, using Cdots as an ionizing matrix,
together with mass spectrometry MALDI-TOF/MS, helping in the qualification
and monitoring of diseases related to this hormone. Materials and methods:
The capillary samples used in the study were acquired non-invasively and
they underwent a process of washing, cutting and extraction with methanol
and acetone and drying. They were suspended with carbon dots ionizing
matrix and analyzed. Results and discussions: The analysis process was of
charge mass spectra (m/z) from 150 to 600. The samples were compared
with cortisol standard and with a-cyano-4-hydroxycinnamic matrix. Samples
with Cdots detected cortisol in their pure sample, as well as with the standard
and detected metabolized cortisol at 378 m/z in the capillary sample, showing
clean signals, without interference, proving to be easy to read and easy to
detect. Conclusion: It is concluded that the Cdots are the big bet as a new
matrix for the analysis of MALDI-TOF of small molecules, because in addition
to its wide applicability, there is a great favoring of analysis, high stability and
low interference of signals. This method can be applied in the analysis of
various small molecules and aid in the research analysis of various biological

compounds.

Keywords: Cortisol, MALDI, capillary, ionizing matrices, Cdots, low molecular mass;
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1. Introducéo

O cortisol € um hormbnio que est4d diretamente ligado a diversas
atividades regulatérias de sistemas importantes do corpo @, é produzido nas
Glandulas Suprarrenais (especificamente na zona fasciculada e zona reticular), e
€ o principal glicocorticoide (GC) endégeno humano secretado em resposta ao
hormonio adrenocorticotrépico (ACTH) @, liberado pelo eixo hipotalamico
pituitaria-adrenal (HPA) em caso de estresse ©).

Em condicdes de estresse, 0 organismo comeca a agir fisiologicamente,
secretando uma grande quantidade de cortisol @, considerado um dos seus
principais horménios ®). Sendo assim gerando uma resposta muito complexa do
organismo, envolvendo reac0Oes fisicas, psicologicas, mentais e hormonais as

adversidades ©

As concentracfes de cortisol sdo mensuradas utilizando amostras de
plasma, saliva, urina e, o suor, mas apesar de serem métodos bem
estabelecidos na comunidade académica, € importante salientar que essas
medidas refletem apenas niveis agudos do horménio, contemplando periodos de

no maximo 24 horas.

A partir disso, a utilizacdo do cortisol capilar mostra-se com grande
potencial para suprir esses espagos metodoldogicos “®, pela sua grande
capacidade de retencao e devido a isso ha o armazenamento por um periodo de
tempo relativamente longo de varias substancias (). Devido a esta caracteristica,
autores denominam o cabelo como “dosimetro biologico” ® Uma vantagem do
uso de cabelo é fato de que é uma matriz muito estavel, de transporte,
armazenamento, de coleta facil e ndo invasiva, podendo ainda apresentar
concentracdo dos compostos de 50 a 100 vezes superior a outros tipos de

matrizes ©10),

Dentre os métodos utilizados para a qualificacdo de cortisol em matrizes
biol6gicas destacam-se técnicas de imunoensaios, e coleta de sangue o que
muitas vezes levam a erros de dosagem dado os ciclos circadianos e flutuagcbes
de metabolismo. Com isso essa pesquisa tem como proposta o desenvolvimento

de metodologias de identificacdo de cortisol capilar, fazendo o uso da


https://www.scielo.br/scielo.php?pid=S0034-71672020001300157&script=sci_arttext&tlng=pt&B8
https://www.scielo.br/scielo.php?pid=S0034-71672020001300157&script=sci_arttext&tlng=pt&B8
https://www.scielo.br/scielo.php?pid=S0034-71672020001300157&script=sci_arttext&tlng=pt&B9
https://www.scielo.br/scielo.php?pid=S0034-71672020001300157&script=sci_arttext&tlng=pt&B9

espectrometria de massas MALDI-TOF (do inglés, Matrix Assisted Laser
Desorptionlonization — Time of Flight), usando nanoparticulas de carbono Cdots
como matriz ionizante para suprir esses desafios metodolégicos acerca de

medidas de cortisol no sangue.
2. Fundamentacéo tedrica
2.1.Cortisol

O Cortisol € um glicocorticéide liberado através da estimulagdo do eixo
hipotalamico- pituitaria-adrenal (HPA). Com diversas fungbes em respostas
imunes e inflamatérias, é considerado o horménio do estresse, por ser liberado
em grande quantidade sob condi¢des estressantes “%)

A secrecdo do cortisol depende da estimulacdo de uma cascata de
reacoes, que pode ser ativada por diferentes motivos, sejam eles fisiologicos ou
ambientais. O hormbnio liberador da corticotropina (CRH), produzido no
hipotalamo é o primeiro elemento dessa cascata. O CRH é liberado na
eminéncia meédia do hipotalamo e age na hipdfise anterior produzindo e
estimulando a secrecdo da corticotropina (ACTH) “2),

A ACTH, também denominada adrenocorticotroéfico € o principal
responsavel pela liberacdo do cortisol, pois agem diretamente no cértex na
glandula suprarrenal, fazendo assim sua sintese e liberacdo do cortisol e seus
percussores 3, Esse conjunto de estruturas envolvidas na secrecdo do cortisol
recebe o nome de eixo hipotdlamohipoéfise-adrenal (HHA, ou eixo hipotalamo

pituitaria-adrenal - HPA) 42), como poder ser observado na figura 1 (FIGURA 1)

Hypothalamus

| CRH toh

I

Pituitary
gland

re
N

Adrenal

CRH - Corticotropin-releasing hormone

ACTH - Adrenocorticotropic hormone
-.'o o¥e 30 e
©To immune system o
Figura 1 - Esquema gréafico da sintese e liberag&o do cortisol. (A) Cascata de secre¢éo do cortisol. (B) Sistema de
retroalimentac&o do cortisol.Fonte: Verywell health, 2021.



O controle da secre¢cdo do CRH é feito a partir de um sistema de
retroalimentacdo (FIGURA 1), ou seja, altas concentracdes de cortisol na
circulac@o inibem a liberacdo do CRH e ACTH, que por fim inibirdo o préprio

cortisol 42,

AlteracBes nas concentracdes de cortisol podem desencadear uma série
de doencas e complicacbes na saude de diferentes individuos. A secrecao
diminuida do hormdnio possui relacdo com diferentes quadros depressivos. Por
outro lado, a exposicdo prolongada a elevados niveis do glicocorticide pode
modificar a pressdo sanguinea e as concentracdes de insulina, aumentando o
risco de desenvolvimento de diabetes, hipertensdo arterial e doencas
ateroscleréticas 3. Sua secrecdo aumentada também pode ser vista em
doengas agudas como infarto do miocardio e infeccbes “¥, além de ser
altamente relacionada com os sintomas da Doenca de Alzheimer e Sindrome de

Cushing.

As concentracdoes de cortisol sdo mensuradas utilizando amostras de
plasma, saliva, urina e, mais recentemente, o suor. Apesar de serem métodos
bem estabelecidos na comunidade académica, € importante salientar que essas
medidas refletem apenas niveis agudos do horménio, contemplando periodos de

no maximo 24 horas 9,

A medicao do cortisol no cabelo é um método recentemente desenvolvido
para medir os niveis do GC em longo prazo “®, pois a analise do cortisol capilar
apresenta um meio complementar de monitorar o estresse, identificando a

exposicdo sistémica a esse GC, por periodos mais longos “6),

Apesar de se tratar de um método relativamente novo, o cortisol capilar
apresenta importantes vantagens 7, tal como facilidade na coleta de forma n&o
invasiva, estabilidade, facilidade de transporte @19 armazenamento em
temperatura ambiente, ndo dependéncia da aderéncia da amostra para
realizacdo do estudo “® e podendo ainda apresentar concentragdo dos
compostos de 50 a 100 vezes superior a outros tipos de matrizes 9. No
entanto, ainda existem importantes lacunas acerca dos protocolos para coleta,
extracdo e avaliacdo do cortisol a partir do cabelo, assim como de um valor

padréo estimado para a concentracdo deste horménio em individuos saudaveis.



2.2.MALDI-TOF

O MALDI- TOF (Matrix Assisted Laser Desorptionlonization — Time of
Flight) ®V trata-se de um espectrometro de massas sequencial, com fonte de
ionizacdo do tipo MALDI (ionizacdo a laser assistida por matriz) com dois
analisadores de massa do tipo TOF (tempo de voo0).

Consiste num sistema no qual a amostra € colocada em uma placa em
gue contém a matriz, e um feixe de laser € irradiado sobre a mistura
amostra/matriz, a energia € absorvida pela matriz, onde hd uma transferéncia de
prétons da matriz para a amostra ionizando as moléculas e a0 mesmo tempo
desencadeando o processo de dessorcdo, possibilitando a passagem da
amostra para o estado gasoso 2 . Os ions formados s&o acelerados por meio
de um campo elétrico dentro de um tubo de vacuo e individualmente analisados,
por um analisador do tipo TOF (tempo-de-voo), e posteriormente, detectados
pelo detector (FIGURA 2)®3)- Desse modo, os analitos, separados por TOF
formam espectros de massa de acordo com sua razdo m/z (massa/carga) e com
picos que indicam quantidades variaveis de cada substancia analisada 2. Uma
base de dados computadorizada interpreta e fornece o resultado e obtém-se um

gréfico especifico®

Comparagdo
Aceleracao da com banco Identificagcdo
MALDI amostraionizada Separagdo (TOF)  Deteccéo de dados da amostra__|
Laser 1

T REEREERNENI]

B

Espectro

Figura 2 - Esquema gréafico do funcionamento de um equipamento de MALDI-TOF durante a identificagdo de uma amostra.

Fonte: Autoria prépria



O MALDI-TOF est4 sendo apontado como um potencial substituto para as
metodologias atualmente utilizadas na rotina laboratorial 9. Pois tem a
vantagem de rapidez na analise, preparo minimo de amostras para analise, entre

outras.

Apesar do MALDI-TOF ter se tornado uma ferramenta fundamental para a
analise de compostos de alto peso molecular, a deteccdo de moléculas
organicas de baixa massa, usando MALDI-TOF, é dificultada ¢, pois a matriz
geralmente age como interferente na mesma faixa espectral em analitos de
baixa massa, o que inclui drogas de abuso e horménios esteroides. Com isso ha
varios esforgcos na literatura para achar matrizes ionizantes que nao séao

interferentes no espectro de baixa massa

2.3.Matrizes ionizantes

Matriz I6nica é a denominacdo dada aos liquidos iGnicos que possuem a
capacidade de promover a ionizacdo em MALDI @7, As matrizes no MALDI
possuem o principal papel de absorver a energia do laser, para entao, dissolver
e ionizar o analito, geralmente sdo compostos organicos de baixa massa
molecular, e possuem a capacidade maxima de absorcdo de energia no
comprimento de onda do laser utilizado. Estas matrizes devem apresentar
algumas caracteristicas, tais como: ser estaveis nas condicbes de vacuo

utilizadas pelo equipamento e ndo podem reagir com o analito 18,

A escolha da matriz de MALDI-TOF/MS é crucial para o sucesso do
experimento, suas principais utilidades séo: auxiliar no rompimento das células e
extrair proteinas; separar as moléculas de proteinas que estdo aderidas;
absorver a energia do laser e provocar a dessorcao das moléculas (extracdo da
placa sélida onde estdo aderidas para o estado gasoso); e doar ions H+ para as

moléculas da amostra, que se tornam ions de carga positiva®?,

As matrizes mais utilizadas sdo derivadas do a&cido a-ciano-4-
hidroxicinamico (HCCA), acido 3,5-dimetoxi-4-hidroxicinAnimo (AS) e acido 3-
hidroxi-2- piridinocarboxilico (HPA) que geralmente sdo empregados nas
analises de peptideos, proteinas, lipideos, acido nucleicos entre outros ?%, como
mostrado na tabela(TABELA 1).



MATRIZ ESTRUTURA

Acido a-ciano-4- A
hidroxicinamico Ko%f
/—-1

(HCCA)

Acido sinapinico (AS) {L\—J
Acido 3,5-dimetoxi-4-

w{ )

hidroxicinanimo f
4
)

Acido
3-hidroxipicolinico

Acido 3-hidroxi-2-
piridinocarboxilico

Tabela 1: Matrizes mais utilizadas no MALDI-TOF MS

Fonte: Autoria propria

As matrizes organicas de alta massa como a-ciano-4-hidroxicindmico
(HCCA), vem sendo utilizadas a anos como matriz de analise de compostos
organicos, mas dificultam interpretacdo e analise dos espectros de massas ja
gue podem, além de causar a supressao i6nica do analito, possuir a mesma

razdo m/z destes compostos (?1:22),

Existem grandes esforcos para substituir matrizes tradicionais, ou para
melhorar suas propriedades, seja pela substituicdo de compostos organicos por
nanoparticulas de propriedades Opticas e eletroquimicas especificas, seja pela

adicdo de nanoparticulas a matrizes organicas 324

Estudos recentes em nanotecnologia, permitiram avancos significativos no
desenvolvimento de matrizes com escala nanométrica, entre eles,
nanoparticulas de carbono tém sido aplicadas para MALDI-TOF MS para a
investigacdo de espectrometria de massa de varias moléculas, incluindo
peptideos, lipidios, vitaminas, carboidratos, esteroides/horménios e outros
compostos 526, Onde foram testados como substratos para superar as
desvantagens das matrizes organicas ¢ devido a sua notavel mobilidade de
carga e propriedade de absor¢éo Optica universal, que alimentam a demanda de

uma matriz MALDI ideal @8,



2.4.Carbon Dots (C-Dots)

Os Carbon dots (C-dots), também chamadas de pontos quanticos de
carbono sdo nanoparticulas de carbono luminescentes recém-emergidos da
familia de materiais de nanocarbono 9, sdo pequenas estruturas, cujo diametro
compreende o intervalo entre 1 nm e 100 nm“®) e possuem formas isotropicas
com dimensdes ultrafinas, funcionalidades de superficie ajustaveis, pode ser
soluvel em agua ou solvente organico G- biocompatibilidade e grande variedade
de rotas sintéticas simples, rapidas e baratas 2.

Os métodos de producao das nanoparticulas de carbono séo divididos em

duas categorias fundamentais: bottom-up e top-down.

Os processos onde atomos sdo reunidos sob condicbes controladas de
temperatura e pressbes para dar origem ao nanomaterial, sdo classificados
como bottom-up. Neste método, uma caracteristica interessante é o fato de que
algumas das porcdes quimicas das moléculas precursoras podem ser
encontradas na superficie dos Cdots formados ¢, JA& os processos onde o
ponto de partida é uma estrutura bulk, que sdo diminuidas até atingir a escala

nano, sao classificados como top-down.

Exemplos de meétodos bottom-up de producdo de nanoparticulas de
carbono séo: rotas térmicas e de combustdo, micro-ondas e reducédo quimica. Ja
no top-down, tem os métodos de producdo via descarga de arco elétrico,

oxidacgdo eletroguimica, ablagdo a laser, dentre outros 9,

Os C-dots possuem alta absorbancia optica (>335 nm), e com isso sao
usados como substratos para a deteccdo MALDI-TOF MS de compostos de
baixa massa em ambos os modos (ions negativos e ions positivos), sozinho ou

em combinagdo com matrizes organicaseo) O mecanismo mais provavel do

efeito positivo dos CDs é a melhora das propriedades Opticas, permitindo maior

absorcdo da luz do laser e transferéncia de energia para o analito ¢,

Em pesquisas recentes, utiliza-se heteroatomos (elementos como N, S,
Se, B), para dopar nanoestruturas de carbono como os C-dots, pois tem sido
uma estratégia eficaz para modular suas propriedades intrinsecas permitindo a

sintonizacdo de suas propriedades quimicas e Opticas 343, Dentre muitos



heteroatomos, o nitrogénio pode ser considerado um dopante ideal, devido a sua
densidade eletronica e ao seu tamanho atémico comparavel ao do carbono ©6),
Como por exemplo, o p-fenilenodiamina e uréia (N-CdotR), e acido citrico
e hidroxido de ambnio (N—CdotB) (FIGURA 3), que foram utilizados neste estudo
elaborados através de um método hidrotérmico 8, onde amostras exibiram um
grande numero de grupos de superficie hidrofilicos, se mostrando forma mais

eficiente do que as matrizes organicas convencionais -39,

N-CdotR N-CdotB

Figura 3 : Nanoparticulas de Carbono Cdots - CdotR e CdotB dopados com Nitrogénio

Fonte: Adaptado de A.O da Silva et al. ( 2021)



3. Justificativa

Nos dias de hoje, o diagnostico de doencas e exames laboratoriais sao
realizados por procedimentos invasivos, 0 que representam desconforto ao
paciente, mas com o avanco tecnoldgico dos métodos de medicao de amostras,
as amostras capilares tem se tornado promissores para 0 Uso como amostra
biolégica e pode ser usada no diagndstico de doencas, por ser considerado um
“‘dosimetro biolégico”, dado que pode ter em sua estrutura um historico da

concentracdo de determinadas substancias ao longo do tempo®).

Os métodos convencionais utilizados nos laboratérios de analise
normalmente necessitam de, pelo menos, 48h para serem realizados ®?e, o
sistema do MALDI-TOF realiza o processo de identificacdo num curto periodo de
tempo. Sendo assim, uma tecnologia rapida e confiavel para a classificacdo e
identificacdo de amostras e doencas, juntamente com a nanotecnologia tem
permitido avancos revolucionarios nos ultimos anos em diversas areas da
Ciéncia, principalmente na saude, e auxiliando no tratamento, diagnéstico,
monitoramento, prevencdo e controle de varias doencas humanas, onde se
mostra bastante oportuno e inovador principalmente se for combinada e aplicada

a amostras capilares.



4. Objetivos

O objetivo da pesquisa é o desenvolvimento de metodologia de
identificacdo de cortisol a partir de amostras capilares obtidas de formas néao
invasivas, utilizando Cdots como matriz ionizante, juntamente com a
espectrometria de massas MALDI-TOF/MS, auxiliando na qualificacdo, e

monitoracao de doencas relacionadas a este hormdnio.

4.1.0bjetivos Especificos

» Estudar metodologia de extracao do cortisol de amostra capilar;

» Estudar metodologia de aplicacdo das amostras na porta amostra
MALDI;

» Avaliar diferentes matrizes ionizantes (Matriz ionizante de
nanoparticulas de carbono (C-DOTS) e a-ciano-4-
hidroxicinamico(HCCA) .
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5. Métodologia

5.1Consideracds eticas
O projeto possui aprovacdo de um Comité de Etica, onde faz parte do

projeto: Uso do cabelo como amostra néo invasiva para deteccao e prevencgao de
doencas. CAAE n°

66549122.0.0000.8093, CEP 72220900)

5.2 Coleta e armazenamento de amostras

As amostras capilares sdo oriundas da propria pesquisadora e do
orientador. Onde foram coletadas de forma né&o invasivas, onde foi efetuado o
corte com auxilio de uma tesoura de aco inox, uma porcdo de cabelo de
aproximadamente 1 cm, o mais proximo do couro cabeludo, na regido do veértice

posterior, situado na regifo distal da cabeca @9,

O armazenamento foi feito seguindo o manual de orientagcdo de
armazenamento de amostras bioldgicas, onde o armazenamento deve ser feito
em frasco rigido, transparente, descartavel e de boca larga e tampa

rosqueavel“0

5.3 Extracao do cortisol

As amostras seguiram o método de extracdo padrdo de cortisol capilar
com modificagdes Y, sendo lavadas com isopropanol e secas em temperatura
ambiente, seguido de cortes no comprimento da amostra para melhorar extracao

e analise.

As amostras seguiram para o processo de extracdo, onde foi adicionado 1
ml de metanol, e colocado em agitacdo constante no Thermomixer
(EppendorfThermomixer 5350 Mixer) a 52° C em 200 rpm por 15 horas. Foi
adicionado 0,5 ml de acetona e levado ao Vortex (Agitador Vortex Basic 2.800
Rpm Kasvi) para agitacdo®V). O sobrenadante foi transferido para outro tudo
eppendorf e entdo foi levado a centrifuga (Eppendorf Vacufuge Vacuum
Concentrator 5301) por 30 minutos aproximadamente para secagem em

temperatura ambiente.
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5.4Preparo da placa do MALDI-TOF

Ap6s a secagem, o0s residuos da amostra foram suspensos
separadamente com 100 ul de solugcédo de nanoparticulas de carbono Cdots B e
R e agitados em vortex até que foram completamente misturados. O cortisol
deuterado D4 foi utilizado como padrao interno e suspenso com Cdots B e
colocado na placa de Maldi (MaldiOpti-TOF 384 — Well Insert (123x81mm)) onde
seguiram para analise no MALDI-TOF (MALDI-TOF AB SCIEX TOF/TOF™
5800), e seus espectros visualizados no software Data Explorer.

6. Resultados e discussao

Primeiramente foi utilizada a matriz pura de Cdots B, Cdot R e a-ciano-4-

hidroxicinamico(HCCA) (FIGURA 4) para visualizacéo de seus respectivos espectros
sem nenhuma amostra.
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Fig 4: Espectograma de matriz de Cdots B, Cdot R e a-ciano-4-hidroxicindmico(HCCA). (A) Espectrograma em faixa de laser 0
nm a 826 nm em modo reflector positivo em matriz de Cdot B. (B) Espectograma em faixa de laser 28 nm a 718 nm em modo
reflector positivo em matriz de Cdot R. (C) Espectrograma em faixa de laser 363 nm a 720 nm em modo reflector positivo em

matriz de a-ciano-4-hidroxicinAmico(HCCA). Fonte: Autoria prépria.
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Na (FIGURA 4A) , foi observado um padrédo limpo e sem interferéncias
grandes no espectro de matriz de Cdot B, no espectro de matriz de Cdot R (FIGURA
4B), foi observado bastantes picos e espectro grande, onde pode atrapalhar as
analises de cortisol, na (FIGURA 4C) de a-ciano, observa-se varios picos e
bastantes interferencias em seu espectros. Com isso, neste estudo foi utilizado
apenas com matriz de Cdot B para melhor visualizacéo.

O padrao de cortisol deuterado D4 foi analisado juntamente com a matriz
Cdot B assim como as amostras capilares isoladas, que sdo mostradas nas figuras 5
e 6.
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Fig 5: Espectograma em faixa de lazer 358 nm a 372 nm em modo reflector positivo em matriz de Cdot B adicionada
amostra de cortisol padrao (cortisol deuterado D4) e amostra capilar.

Fonte: Autoria propria

Nesta figura, pode-se observar que no espectro da matriz de Cdot sao
destacados dois picos, 362 m\z que sugere-se ao cortisol puro e 368 m\z onde
mostra o cortisol deuterado. Mas devido sua complexidade, esse espectro foi usado
para conhecimento de como o cortisol se comporta neste tipo de analise e para
identificar a presenca da molécula .

Nas préximas figuras € possivel observar como as amostras capilares se
comportaram com a matriz de cdot escolhida e comparada com a matriz ionizante de

a-ciano-4-hidroxicinamico(HCCA) que € normalmente utilizada.
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Fig 6: Espectograma em faixa de laser 105 nm a 740 nm em modo reflector positivo em matriz de a-ciano-4-
hidroxicinamico(HCCA) adicionada amostra capilar.

Fonte: Autoria propria.

Nesta Figura 6, mostra o espectro correspondente a matriz de a-ciano-4-
hidroxicinamico(HCCA) que é amplamente utiizada em MALI-TOF , juntamente com
a amostra capilar. Observa-se que ha presenca de varios picos em sua faixa de
laser, mostrando que foi identificado o cortisol , mas em um pico bastante baixo, se

mostrando ruim para esse tipo de amostra em comparagdo com a matriz de Cdot
logo mostrada abaixo.
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Fig 7: Espectograma em faixa de laser 100 nm a 746 nm em modo reflector positivo em matriz de Cdot B adicionada
amostra capilar.

Fonte: Autoria prépria

Na figura 7, mostrada acima mostra o espectro completo obtido na analise,
onde mostra varios picos distintos, mas também ha a presenca de cortisol em 363
m/z, com melhor visualiza¢ao na Figura 8.

O 6B-hidroxicortisol (63-OHF), € observado no pico 378 m/z , onde trata-se de
uma derivagao do cortisol, sendo o cortisol metabolizado. O 63-OHF € obtido a partir

14
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da oxidacado do cortisol mediada pelo citocromo p450 (CYP3A4), se tornando Unico
metabolito com um &tomo de oxigénio suplementar, o que lhe confere maior
polaridade e, por consequéncia, maior hidrossolubilidade®® sendo assim se
tornando mais facil de ser excretado e mais facil se encontrar em amostras
biolégicas.

No pico 443 m/z é observado a presenca do 6B-hidroxicortisol juntamente
com o zinco. O zinco € um micronutrientes essencial para a homeopatias humanas ,
Dentre as suas funcdes biologicas, esse elemento é cofator de mais de 300
metaloenzimas, atuando em atividade catalitica de varias enzimas, tais como a
anidrase carbbnica, &lcool desidrogenase, fosfatase alcalina, enzimas que
participam do metabolismo de carboidratos, lipidios e proteinas®4.

ApOs ser metabolizado, o0 zinco é excretado de varias formas no corpo
humano, mas a concentracdo de zinco no cabelo é maior que outro tecido de
excrecdo®). O zinco é co-relacionado com o cortisol, pois com o aumento da sintese
do cortisol, que por sua vez induz a expressao da metalotioneina, proteina que
favorece a reducdo de zinco no plasma®¥, fazendo assim sua maior excrecao .
Sendo encontrado na amostra capilar.

Héa a presenca de um pico em 284 m/z onde mostra o acido oleico C1gHz40>,
gue é um acido graxo monoinsaturado ,pertencente a familia 6mega 9, obtido a
partir da hidrélise da gordura animal e de certos 0leos vegetais (6leo de oliva, palma,
uva, etc). E muito utilizado como aditivo em base de sabfes e sabonetes, e em
cremes e emulsoes cosmetivas.Devido as suas propriedades sédo bastante utilizados

em cremes capilares para dar emoliencia e nutrigdo®® .
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Fig 8: Espectograma em faixa de laser 359 nm a 366 nm em modo reflector positivo em matriz de Cdot B adicionada
amostra capilar.

Fonte: Autoria propria.
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A amostra capilar com matriz de Cdot B (FIGURA 8), mostra 0 mesmo
espectro da (FIGURA 7), mas ampliada para melhor visualizagdo do cortisol.
Observa-se que ha a presenca de picos em 362 m/z e em 363 m\z que sugere a
amostra de cortisol pela sua massa carga, tanto em sua presenca pura C21H3005,
quanto apos a interacdo de um atomo de hidrogénio [M + H]+ = 363 m/z,
aumentando sua massa molecular.

Observa-se também a presenca de outros picos, onde possa ter ocorrido
contaminacdo no momento da analise.

A espectrometria de massas pode ser considerada uma técnica de andlises
de maior seletividade entre todas as técnicas analiticas, por isso foi utilizada neste
estudo, onde depende do tipo da sua amostra e matriz utilizada. Por isso, novas
abordagens vém sendo desenvolvidas para atender a necessidade de diagndésticos
rapidos e precisos para diversas doencas utilizando essa técnica®?.

Com estes resultados obtidos, foi, portanto, possivel confirmar através do
experimento ,a deteccéo do cortisol e de outros compostos, pelos experimentos de
MALDI-TOF-MS utilizando-se as matrizes idnicas de nanoparticulas de carbono
Cdots.

7. Conclusdes

As nanoparticulas de carbono Carbon Dots foram utilizadas como uma nova
matriz para andlise de MALDI-TOF de moléculas de baixa massa molecular, tanto
para ions negativos ou ions positivos. O cortisol foi identificado com a matriz de
Cdots B, onde se mostra promissor como matriz ionizante de MALDI.

Os Cdots apresentaram maior sensibilidade de deteccdo, alta estabilidade,
além de baixa interferéncia de fundo, mostrando que as matrizes ionizastes padrdes
podem ser completamente substituida por ele para analise em moléculas de baixa
massa molecular em comparacdo com as matrizes convencionais de alfaciano.

Este método possue um potencoal de ser aplicado em varias analises de
moléculas pequenas, e auxiliar na pesquisa de analise de varios compostos

bioldgicos.
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