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1. INTRODUCAO
1.1. REVISAO DE LITERATURA

1.1.1. Avaliacdo laboratorial de esteroides adrenais

Os esteroides sdo moléculas essenciais presentes na formacao da estrutura celular, e
fazem parte de vias complexas de regulacdo do metabolismo [1]. A adequada avaliagcédo
laboratorial dos esteroides adrenais é essencial para a compreensdo de sua fisiologia, bem como

para o diagndstico de patologias [2].

Entretanto, a precisa quantificacdo deste grupo de hormdnios ainda € um desafio na
pratica clinica, por se tratar de uma via metabdlica complexa, que envolve desde precursores
hormonais até horménios esteroidais fisiologicamente ativos e seus metabdlitos - alguns com
alto potencial diagnostico, outros ainda sem uma importancia clinica bem estabelecida. Além
disso, as vias esteroidais possuem niveis de atividades distintos em cada fase da vida (fetal,
neonatal, puberdade, vida adulta, menopausa), sendo necessario o estabelecimento de diferentes
valores de referéncia para estes hormonios de acordo com sexo e faixa etaria [3]. Soma-se a
isso a baixa especificidade dos métodos de andlise e a baixa reprodutibilidade em diferentes
centros laboratoriais, principalmente devido a diferengas nos anticorpos usados e falta de
padronizacdo dos reagentes e padrdes internos [4].

O cortisol é produzido pela glandula suprarrenal, e sua sintese ocorre em um processo
de multiplas etapas, conhecido como esteroidogénese adrenal. Nesta via, substancias
precursoras sofrem alteracdes sucessivas em sua composi¢do, em um processo mediado por
enzimas [5]. Os compostos que fazem parte da esteroidogénese possuem estruturas quimicas
semelhantes, com esqueleto central idéntico, composto por um sistema de 4 anéis de
hidrocarbono (trés deles compostos por 6 carbonos e um com cinco) [3]. Ao redor dessa
estrutura central comum, radicais diferentes conectados a ela diferenciam 0s hormdénios

(FIGURA 1), sendo os glicocorticoides compostos por 21 moléculas de carbono (c21) [5].



0
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FIGURA 1 - Semelhanca estrutural entre moléculas de horménios esteroidais. Adaptado de:
Peter J. Fuller, Morag J. Young, Mechanisms of Mineralocorticoid Action, Hypertension. 2005;
46:1227-1235

A semelhanca estrutural entre os esteroides adrenais dificulta a especificidade de sua
quantificacdo laboratorial, principalmente pelos métodos mais amplamente utilizados na
atualidade, os imunoensaios [6]. Estes métodos ndo sdo capazes de diferenciar adequadamente
substancias com estruturas semelhantes e por isso, a quantificagdo hormonal frequentemente

apresenta reacdes cruzadas e valores superestimados.

Nesse contexto, o desenvolvimento de métodos analiticos por espectrometria de massas
acoplado a cromatografia liquida (LC-MS/MS) trouxe um avanco significativo, permitindo uma
diferenciacdo mais precisa entre compostos estruturalmente similares e aprimorando a

confiabilidade da quantificagdo hormonal.

1.1.1.1. O cortisol e seu metabolito
O cortisol é produzido pela zona fasciculada da suprarrenal, e tem a funcdo de regular
as respostas corporais imune e metabdlica, especialmente frente ao estresse [7]. Cerca de 90%
deste hormdnio é transportado na corrente sanguinea ligado a globulina ligadora do cortisol
(CBG), 6% a albumina e 4% em sua forma livre, biologicamente ativa [8], [9]. Sua acéo tecidual
depende do equilibrio entre cortisol e cortisona, mediado pela atividade da enzima 11p-
hidroxiesteroide desidrogenase (11-HSD) [10].

11-BHSD tipo 2

Cortisol - - Cortisona
11-BHSD tipo 1

FIGURA 2 - Esquema da conversdo de cortisol em cortisona, mediada pela agdo da enzima

11B-hidroxiesteroide desidrogenase



O cortisol é metabolizado a cortisona, composto biologicamente inativo. A razao entre
estes dois compostos € Util na investigacdo de determinados quadros e reflete a acdo das
enzimas 11-BHSD [11]. A conversdo do cortisol em cortisona € realizada pela enzima 11-BHSD
tipo 1, e essa reacdo pode ser revertida pela enzima 11-BHSD tipo I, auxiliando assim no
controle fino da concentragdo sanguinea e tecidual de cortisol [7], [10], [11]. Na corrente
sanguinea, por exemplo, & comum encontrarmos uma concentragdo de cortisol

aproximadamente 4-5 vezes maior que a de cortisona [8], [9].

A enzima 11-BHSD tipo Il é expressa em maior quantidade em alguns tecidos, como a
mucosa oral, os rins, as glandulas salivares, a mucosa coldnica e o endotélio [12]. Por
consequéncia, observamos nesses 0rgdos uma maior concentracao de cortisona em relacdo a
cortisol. Na saliva observa-se uma quantidade 4 a 10 vezes maior de cortisona, com variacdo
importante entre os horarios do dia [9], [13]. Ja na urina, a relacdo cortisol/cortisona é de
aproximadamente 0,28 (3,5 vezes mais cortisona) [8].

A enzima 11-BHSD tipo | é expressa em maior quantidade no figado, tecido adiposo,
centro de fome e saciedade hipotalamicos e cértex adrenal. Essa enzima age ativando a
converséo de cortisona a cortisol [11], [12].

A determinacdo de cortisol por imunoensaio apresenta riscos de reacdo cruzada com
outros compostos, principalmente os corticosteroides de uso exdgeno como prednisolona,
prednisona e dexametasona, além da prépria cortisona [8], [14], [15], [16]. A avalia¢do por LC-
MS/MS, por sua vez, é capaz de aumentar a especificidade desta andlise, principalmente em
casos de uso exdgeno de corticosteroides, com a possibilidade de dosar também estes
compostos em uma mesma corrida analitica. [11], [17] Atualmente, as principais matrizes em
que sdo feitas as analises do cortisol sdo soro, plasma, saliva, urina e o cabelo [18], e cada matriz
possui seus desafios e fornecem informacgGes relevantes distintas para posterior correlacéo

clinica.

A avaliacdo sérica ou plasmaética de cortisol é a mais acessivel nos laboratorios
comerciais, e tem como desafio 0 estresse associado a pungdo venosa, 0 que pode alterar as
concentragdes deste hormonio no sangue. [19] Além disso, a andlise isolada de cortisol
plasmatico ndo é capaz de avaliar sua variagao durante o dia, nem a perda do ritmo circadiano
de liberacdo deste hormonio que acontece em varias patologias do eixo hipotalamo-hipdfise-
adrenal (HHA) [20].



A anélise de cortisol salivar reflete a concentracdo deste horménio livre no plasma, mas
tem a limitacdo de estar abaixo do nivel de deteccdo da maioria das metodologias rotineiramente
utilizadas, quando os niveis de cortisol plasmatico estao baixos, e de sofrer reagcdo cruzada com
medicamentos como hidrocortisona [9]. Estudos também correlacionam os valores de cortisona
salivar - e especialmente a relagdo cortisol/cortisona salivar - com o cortisol livre plasmatico
[19], sendo a anélise em saliva mais precisa por sofrer menor influéncia da concentracéo de
CBG, e menor interferéncia de substancias exogenas [13], [17], [21]. O cortisol salivar € de
facil coleta, inclusive com a possibilidade de coleta domiciliar, uma vez que a amostra salivar
é estavel por longo periodo quando mantida refrigerada [8], [13], [19]. Entretanto, a analise do
cortisol neste fluido é dificultada por radioimunoensaio (RIA), uma vez que as concentracdes
podem ser 10-100x menores que a observada no sangue, além de sofrer reacdo cruzada com a

cortisona ou outros esteroides enddgenos ou exdgenos comumente prescritos [13].

As anélises de cortisol e cortisona urinérios também apresentam a vantagem de ter uma
coleta ndo invasiva e indolor. Entretanto, podem vir falsamente alteradas em casos de
insuficiéncia renal, excesso de ingestdo hidrica e coleta incompleta do volume urinario. [21]
Assim como na saliva, a anélise concomitante de cortisol e cortisona na urina, bem como a
relagdo cortisol/cortisona neste fluido, podem ser importantes dados na avaliacdo da atividade

glicocorticoide. [22]

1.1.1.2. Particularidades da populacdo pediatrica

Para a populacdo pediatrica, especialmente, a analise dos esteroides hormonais se torna
ainda mais dificil. A concentracdo destes hormonios, principalmente dos esteroides
androgénicos, frequentemente é muito baixa nas criangas. Os métodos imunométricos nédo

apresentam sensibilidade suficiente para quantificar estas baixas concentragées. [16]

Um outro ponto importante a se considerar na populacdo pediatrica é a necessidade, nos
ensaios imunométricos, de avaliar cada analito em corrida individual e, por isso, ser necessario
coleta de maior volume de amostra. Isso se torna uma dificuldade, principalmente em criancgas
muito pequenas. A analise por LC-MS/MS permite a coleta de volume amostral menor, ao
avaliar grupos de analitos em uma Unica aliquota, 0 que também reduz o risco de viés inter-

ensaio, permitindo correlacionar os horménios com maior confiabilidade.

Essas dificuldades reforcam a necessidade de se desenvolver métodos de analise por

LC-MS/MS com aplicabilidade para as baixas concentragcdes encontradas em criangas € em



outras populagdes, como mulheres, bem como de se determinar novos valores de referéncias

para este novo método laboratorial.
- Processos para o desenvolvimento de um método e determinacéo de valores de referéncia:

Para isso, inicialmente sdo realizadas buscas na literatura sobre valores de referéncia ja
estudados e protocolos implantados em outros laboratérios. Baseado em caracteristicas fisico-
quimicas dos compostos a serem analisados, é desenhado o processo de preparagdo e extracdo
das amostras, bem como parametros do equipamento a ser utilizado na quantificacdo. Nessa
etapa, é importante considerar o fluido em questdo, que se ndo preparado corretamente pode
apresentar efeito matriz suficiente para reduzir a confiabilidade do método. Em caso de métodos
voltados para baixas concentracdes (encontradas em avaliacdo de esteroides em criancas, por
exemplo), é importante obter boa precisdo e exatidao do limite inferior de quantificagdo (LIQ)
e controles de qualidade proximos a esse limite. Ap6s a determinacdo dos limites inferiores e
superiores de quantificacao, constrdi-se a curva de calibracdo e prossegue-se para a validacédo
do método, com avaliacdo de sensibilidade, especificidade, estabilidade, precisdo e exatid&o.

Todo esse processo sera discutido com mais detalhes a seguir. [23]

Apds o processo de validacdo do método, escopo deste trabalho, o préximo passo para
a determinacdo dos valores de referéncia seria a testagem do protocolo em pacientes saudaveis
e em determinadas patologias e assim a delimitacdo de valores estatisticamente normais para

cada populacdo em estudo. [23]

1.1.2. Métodos de analise de esteroides adrenais

Os métodos de anélise laboratoriais evoluiram muito no Gltimo século. Inicialmente,
antes da era dos imunoensaios, 0s horménios esteroidais eram analisados por exames como 0s
bioensaios, métodos fisico-quimicos e bioguimicos. O desenvolvimento dos imunoensaios,
como o RIA, e seu uso para a quantificacdo de esteroides a partir de 1960, possibilitou uma
melhora na sensibilidade e especificidade para o estudo deste grupo de analitos, principalmente
na populacdo pediatrica, que muitas vezes requer a analise de horménios em concentragdes
muito baixas. [3], [4], [24] A partir da década de 80, o desenvolvimento de Kits comerciais e a
automacao do processo do RIA permitiu analises em larga escala, curto tempo e baixo custo, 0

que possibilitou uma maior acessibilidade aos testes. [3]

Os ensaios imunoldgicos ainda sdo os principais métodos de analise em laboratorios
clinicos, e sdo divididos em duas classes distintas: competitivo e imunométrico (também

conhecido como “ensaio sanduiche”). Ambos envolvem a ligacdo do analito a anticorpos e



marcadores, sendo que no ensaio competitivo, 0 marcador consiste em uma molécula
semelhante ao analito (radiois6topo) e compete com este pela ligacdo no anticorpo da placa de
ensaio. No ensaio imunométrico, o marcador fluorimétrico esta presente em um anticorpo que
se liga ao analito em um epitopo (pequena parte da estrutura molecular da substancia) distinto

ao do anticorpo da placa de ensaio [4], [25].

Os ensaios imunomeétricos conferem certa vantagem sobre os ensaios competitivos,
apresentando maior sensibilidade e especificidade. Entretanto, o alto grau de similaridade entre
as moléculas de esteroides torna este método pouco especifico, uma vez que anticorpos criados
contra o cortisol, por exemplo, podem se ligar a seus metabolitos estruturalmente semelhantes.
Além disso, a baixa sensibilidade destes exames ndo permite avaliar com seguranca as baixas

concentracdes destes compostos observadas em criancas [4], [25].

A confiabilidade do RIA depende da especificidade do anticorpo e da presenca de
interferentes. Por isso, todos esses exames, ao envolverem ligacGes a epitopos que nao séo
especificos do hormonio a ser analisado, possuem risco de ligacdo cruzada e superestimacéo
hormonal, reduzindo a especificidade do método [3], [5], [17], [26].

Atualmente, para minimizar tal problema, alguns laboratérios recorrem ao pré-
fracionamento dos compostos, o que recentemente vem sendo feito por cromatografia liquida
de alta performance (HPLC). Apds este fracionamento, métodos ja bem estabelecidos como 0s
imunoensaios podem ser utilizados para quantificacdo. Isso foi suficiente para melhorar a
especificidade analitica de varias substancias, mas essa técnica ainda nao se mostra eficaz para
identificar de forma precisa alguns esteroides, dada a alta similaridade estrutural e de peso
molecular entre alguns compostos [24]. Como uma alternativa, seguindo 0s avangos recentes,
apos o pre-fracionamento por HPLC, tais moléculas podem ser analisadas com mais exatidao e

precisdo por espectrometria de massas em tandem [25], [27], [28].

Os imunoensaios apresentam, também, riscos de outras falhas: 1) efeito gancho, que
ocorre quando existe quantidade maior de analito do que de anticorpo, o que pode levar a
resultados falsamente baixos; 2) efeito matriz, principalmente quando o material analisado nao
sofre processamento pre-analitico [3], [5], [17]; 3) efeito arraste, presente em métodos
altamente automatizados [4].

Os imunoensaios também possuem o risco de perder acuracia ao sofrerem interferéncia

de anticorpos heterofilos, que podem causar efeitos falso-negativos ao se ligar a apenas um



destes anticorpos, ou efeitos falso positivos, ao se ligar tanto aos anticorpos de detec¢do quanto
aos de captura no ensaio sanduiche. [29]

Outra desvantagem dos imunoensaios é a analise de apenas um analito por vez [3] que,
além de aumentar o risco de viés inter-analitico, necessita coleta de quantidades maiores de

fluidos quando séo avaliadas multiplas substancias.

Entretanto, 0s imunoensaios possuem a vantagem de serem baratos, totalmente
automatizaveis, com necessidade de minima intervencdo humana e curva de aprendizado
menor. Além disso, requerem processamento minimo das amostras, uma vez que 0s anticorpos
de deteccdo sdo capazes de se ligar ao analito em questdo diretamente na matriz determinada,

0 que os torna de mais rapida execucdo quando comparados ao LC-MS/MS.[3], [6], [23]

1.1.2.1. Espectrometria de massas associada a cromatografia liquida

1.1.2.1.1. Principios basicos

O LC-MS/MS consiste em um método hifenado, resultado da juncdo das técnicas de
espectrometria de massas e cromatografia liquida. Quando comparado com 0s imunoensaios, é
superior principalmente na analise de moléculas pequenas, estruturas com alto grau de
similaridade com outras, e substancias presentes em concentracfes muito baixas na matriz em
estudo. Além disso, apresenta a possibilidade de analise simultanea de mais de um analito na
mesma corrida. [1], [4], [23], [30]

A cromatografia tem como objetivo fazer a separacdo fina dos compostos, e € baseada
no principio da separagdo dos componentes de uma mistura de acordo com sua afinidade por
duas fases imisciveis [3], [31]. Inicialmente a amostra é injetada em uma fase mdvel, que é
carregada por uma fase estacionéria dentro da coluna cromatografica, onde ocorrerd a separacao
dos analitos de acordo com suas propriedades fisico-quimicas e grau de afinidade por uma
destas fases [3], [17], [23]. A qualidade da cromatografia depende de varios fatores, dentre eles
as caracteristicas das fases movel e estacionaria, a forga idnica da solucdo, a temperatura e 0

pH do sistema, bem como a dimensdo da coluna cromatografica. [23]

A cromatografia pode ser classificada em varios tipos, como cromatografia em coluna,
em papel, em camada delgada, gasosa, liquida, por exclusdo de tamanho, por afinidade, de troca
ibnica, dentre outras, dependendo da forma fisica do sistema e da fase movel utilizada.[32] . A
cromatografia liquida (LC) envolve técnicas em que a fase movel é liquida. Metanol e
acetonitrila sdo solventes organicos comumente utilizados na fase movel do LC-MS/MS, e

apresentam boa miscibilidade em &gua e boa solubilidade dos analitos. [3] J& a fase estacionéria



da coluna pode ser composta por substancias como silica (fase normal), silica ligada a uma
molécula orgénica, como octil, octadecil, fenil e cianopropil (fase reversa), dentre outras. Na
pratica laboratorial, as colunas cromatograficas para HPLC sdo amplamente utilizadas devido
a versatilidade da técnica e a sua capacidade de realizar analises precisas. Colunas modernas
para UHPLC (cromatografia liquida de ultra alta pressao) utilizam particulas menores (< 2 um),
permitindo maior eficiéncia, melhor resolucdo e tempos de andlise reduzidos, desde que

utilizadas em sistemas compativeis com pressoes elevadas. [3], [11]

A escolha da fase mdvel e estacionaria depende das propriedades fisico-quimicas das
moléculas a serem analisadas. A fase estacionaria pode ser polar (normal) ou apolar (reversa),
e elas terdo mais afinidade com analitos de caracteristicas semelhantes. Quanto maior a
afinidade do analito pela fase estacionéria, mais tempo ele demorara para atravessar a coluna
cromatografica e, portanto, maior seu tempo de retencdo [33]. A escolha da fase mével, e seu
grau de polaridade e fator forca peso (capacidade da fase movel de solubilizar ou deslocar os
analitos da interacdo com a fase estacionaria), também determina o grau de separacdo dos picos
cromatograficos e seu tempo de retencdo. Se o analito possui mais afinidade pela fase mdvel,
mais rapido ultrapassa a coluna cromatogréfica. Entretanto, na anélise de multiplos analitos
com caracteristicas semelhantes, a escolha de uma fase mével com solventes organicos em altas
concentracdes e de alta afinidade a todos os compostos pode levar a ndo separacdo de todos 0s
picos cromatograficos das substancias presentes na mistura, e mesmo nao provocando
problemas na identificacéo, ainda assim pode ocasionar supressdo ou potencializagédo de sinal
devido a coeluigcdo. Por esse motivo, escolhe-se um solvente com boa afinidade a molécula
analisada, mas em concentra¢fes e fluxo que ainda permitam um certo grau de afinidade da
molécula também a fase estacionaria, levando a diferencas no tempo de retencédo de cada analito

suficiente para a separacdo completa dos picos cromatogréaficos.

O espectrometro de massas, por sua vez, analisa 0s compostos quimicos através de sua
ionizacdo e posterior separacdo por campos elétricos e/ou magnéticos de acordo com sua
relacdo massa/carga (m/z) [1], [4]. Além disso, na espectrometria de massas € possivel
fragmentar a molécula a ser analisada, que muitas vezes possui estrutura e peso molecular muito
semelhantes a outras, em ions fragmentos altamente especificos (espectrometria em tandem —
MS/MS). [3]

Na andlise por LC-MS/MS, os compostos ja sdo ionizados na fase liquida da
cromatografia. Entretanto, eles precisam ser separados do solvente e transformados em ions de
fase gasosa para serem detectados pelo MS. Essa é a fase mais critica do LC-MS/MS, uma vez



que nem todo analito ou solvente é proprio para a formacao do ion gasoso. Esse processo ocorre
na fonte de ions, e pode ser pelas técnicas de ionizacdo por eletrospray - ESI (mais comum),
ionizacao quimica a pressdo atmosférica (APCI) e fotoionizacdo a pressao atmosférica (APPI).

[1], [3]

A espectrometria de massas pode ser simples ou em tandem, o que aumenta a
especificidade do processo. Pode ser utilizada a sequéncia de duplo quadrupolo (2Q), em que 0
primeiro seleciona o ion a ser analisado e 0 segundo seleciona as moléculas ja quebradas pela
célula de colisdo. [17]. Essa técnica costuma ser mais limitada e de menor especificidade do
que a de triplo quadrupolo, ao oferecer menos informacdes estruturais da molécula estudada.
[23] Ja no triplo quadrupolo (3Q), o primeiro seleciona os ions a serem analisados, o segundo
é responsavel pela fragmentacdo da molécula e o terceiro seleciona o ion produto especifico do
analito. [3] Esse processo € conhecido como monitoramento de reacdo selecionada (selected
reaction monitoring - SRM), para a analise de uma transi¢do de ions precursores previamente
selecionados, e monitoramento de reacbes multiplas (multiple reaction monitoring - MRM),

quando sdo avaliadas varias transi¢fes de multiplos ions precursores. [3], [6]
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and practice of current hormonal steroid analysis,” Journal of Steroid Biochemistry and
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Para a quantificacdo dos analitos pela técnica de LC-MS/MS sdo utilizados padrdes
internos (PI), substancias que possuem estrutura quimica com alta similaridade ao composto
em estudo, preferencialmente aqueles marcados com isotopo estavel [3][34], como atomos de
deutério, carbono-13 (13c) e nitrogénio-15 (15N) Os Pls deuterados sdo aqueles que sofrem
substituicdo de atomos de hidrogénio por atomos de Deutério em um ou mais dos carbonos da
estrutura central do composto [3], e isso reduz consideravelmente o risco de interferentes da
matriz e problemas na preparacdo e extracdo da amostra, bem como na fase de ionizacao [23],
[30].

Para que as amostras sejam analisadas por LC-MS/MS, é necessario que elas passem
por um processo de preparacdo prévio, que visa reduzir interferentes da matriz, como proteinas.
Esta fase de preparacéo e extracdo € a mais critica de todo o processo, e onde ocorre a maior
parte dos erros analiticos. E utilizada para simplificar matrizes bioldgicas complexas,
melhorando o desempenho bioanalitico e a robustez do método. [23] Os processos mais
utilizados sdo precipitacdo proteica (PPT), extracdo em fase solida (SPE), extracdo liquido-
liquido (LLE) e extracdo solido-liquido (SLE). [6] A PPT envolve a adi¢do de uma substancia
capaz de precipitar proteinas, como um acido forte ou solventes como metanol ou acetonitrila,
com subsequente centrifugacdo e separacdo do fluido sobrenadante da proteina precipitada. Na
extracdo por SPE o fluido € injetado em uma coluna com seletividade para o analito em
interesse. A LLE, por sua vez, consiste na combinacdo de dois liquidos imisciveis, com
transferéncia do analito em questdo de um liquido para outro, que se separa da matriz e de
outros compostos. Os liquidos mais frequentes na LLE sdo o fluido em questdo e um solvente
organico como hexano, acetato de etila ou metil tercil-butil éter (MTBE). O SLE consiste em
um método similar ao LLE e SPE, mas com reconstituicdo em solvente otimizado para o analito

em interesse. [6]

1.1.2.1.2. Vantagens e desvantagens

A LC-MS/MS analisa os compostos atraves da formacédo de ions altamente especificos,
suas caracteristicas de relacdo massa/carga e tempo de retencéo, e por isso € um método mais
especifico do que o RIA [3]. Além disso, na LC-MS/MS ¢ possivel analisar um painel de
analitos em uma Unica corrida analitica [3], [5], [6], [17], [29], permitindo a coleta de
guantidades menores de fluidos corporais. 1sso se torna uma grande vantagem, principalmente
em populacdes especificas, como a pediatrica, ja que as criangas possuem menor superficie
corporea e volume sanguineo, e podem apresentar dificuldades nas coletas de determinados

fluidos, como a saliva [23]. Além disso, a analise de todos 0s compostos em uma mesma corrida
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é capaz de reduzir o risco de interferentes pré-analiticos e analiticos, principalmente em casos

em que, para a avaliacdo clinica, sera utilizada a relagdo entre duas substancias. [11]

Em comparacdo com a GC-MS, a LC-MS/MS apresenta as vantagens de necessitar
menores colunas cromatograficas (geralmente menores que 20cm), menores tempos de corrida

analitica e fluxos de trabalho mais simples [17],[23].

Entretanto, a LC-MS/MS apresenta a desvantagem de ainda ser um método menos
automatizado (e por isso depender de profissionais com conhecimento profundo sobre a
técnica), possuir processos de padronizacdo cuidadosos e apresentar tempo de processamento e
analise mais longos [17], [30], [23]. Depende, também, de Pl isotopicamente marcado, muitas
vezes de dificil acesso [3], e ainda apresenta necessidade de derivacdo de alguns esteroides
(modificacdo da estrutura dos analitos para substancias mais volateis e com maior poder de
deteccdo) [3], [27].

Um desafio para a utilizacdo da LC-MS/MS na prética clinica é a necessidade do
estabelecimento de novos intervalos de referéncia o que, em se tratando de hormonios, se torna
ainda mais complexo, uma vez que suas concentracGes podem variar de acordo com sexo, fase
da vida e indice de massa corporea (IMC) [5], [26], [29]. Além disso, devido a dificuldade de
padronizacdo das técnicas entre os diferentes laboratorios, bem como a pouca disponibilidade
de calibradores adequados, observa-se baixa reprodutibilidade de métodos semelhantes
realizados em laboratorios distintos [23].

1.1.3. Padronizagdo e validagdo de métodos laboratoriais

Para que o método bioanalitico possa ser utilizado na rotina laboratorial, é necessario
que ele passe por um processo de validagdo. Essa etapa visa estabelecer a segurancga e
confiabilidade do método, ao analisar parametros como sensibilidade, precisao, limites de

quantificacéo e detecgéo, recuperagéo, estabilidade e efeito matriz [3], [6], [17].

1.1.3.1. Etapas da validacdo analitica

A validacdo analitica é necessaria para que a padronizacdo possa ter aplicabilidade
pratica. Tem o objetivo de comprovar a confiabilidade do método. No Brasil, a validacdo deve
ser realizada conforme as orientagfes da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA),
de acordo com as Resolucbes de maio 2003 [35], maio 2012 [34] e julho 2017 [36].
Compreende as seguintes etapas:
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1.1.3.1.1. Curvas de calibracéo

Devem ser construidas curvas utilizando a matriz a ser estudada e com, no minimo 6
concentracdes diferentes acrescidas de padrao interno (PI), além de amostra branca (matriz sem
a presenca do analito em questdo) e amostra zero (contendo apenas Pl). E necessaria a avaliagio
de no minimo trés curvas com as mesmas concentragoes e serd considerada adequada quando
apresentar um desvio menor ou igual a 20% para o0 L1Q e menor ou igual a 15% para os outros
pontos da curva. Alem disso, um minimo de 75% das concentracfes analisadas deve ser

aprovado.

1.1.3.1.2. Especificidade e seletividade
Esses parametros mostram a capacidade do método de detectar e/ou quantificar
precisamente o0 analito em questdo, mesmo na presenca de interferentes (compostos

semelhantes na matriz, impurezas).

1.1.3.1.3. Linearidade
A linearidade demonstra a relacdo direta entre a concentracdo do analito e o resultado

encontrado.

A analise compreende a avaliacdo de pelo menos 5 concentracfes diferentes, entre 0s
limites de quantificagdo inferior e superior do método. Através da analise estatistica da reta
obtida no grafico, obtém-se dados analiticos e a formula matematica contendo dados como
inclinacdo angular, intersecdo com o eixo Y e coeficiente de correlacdo (r). Este dltimo é

considerado adequado quando maior ou igual a 0,99.

1.1.3.1.4. Efeito matriz

Este termo é utilizado para descrever diferencas analiticas causadas por fatores
interferentes da amostra, e € um parametro importante para a validacdo dos métodos por LC-
MS/MS. [23] Durante o processo de transformagdo dos compostos idnicos em gases, para
posterior detec¢do pelo MS, pode ocorrer o carreamento de outras substancias presentes na
matriz, o que pode afetar o processo de ionizagdo. O efeito matriz pode aumentar ou diminuir
0 processo de ionizagdo do analito em estudo, levando tanto a valores mais altos quanto mais
baixos do que os reais, 0 que pode ser minimizado com o uso de Pl isotopicamente marcado,
pela preparacdo adequada da amostra e uma boa separacdo cromatografica. O efeito matriz

pode, portanto, alterar a acuracia e reprodutibilidade do método. [3], [22]
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Para a andlise deste efeito, deve-se comparar amostras de controle de qualidade de baixa
concentracdo (CQB) e controle de qualidade de alta concentragdo (CQA) no fluido biolégico e

as mesmas concentracdes diluidas em solucdes. [34]

E, entéo, calculado o Fator de Matriz Normalizado por PI (FMN), conforme equacéo a
seguir, e deve ser abaixo de 15% para todas as amostras [34].

FMN Resposta do analito em matriz + Resposta do Pl em matriz

Resposta do analito em solucao =+ Resposta do PI em solugao

1.1.3.1.5. Preciséo e exatidao

A precisdo avalia a semelhanca entre os resultados de diversas medidas de uma
determinada amostra. E avaliada segundo trés quesitos: precisdo intra-corrida (repetibilidade),
inter-corrida (intermediéria) e inter-laboratorial (reprodutibilidade).

A validacdo da repetibilidade envolve a analise de amostras realizadas em uma mesma
corrida - pelo menos 3 aliquotas de concentracdo baixa, 3 de concentracdo média e 3 de
concentracéo alta.

Ja a avaliacdo da precisdo intermediaria envolve a analise de amostras com dois dias de

diferenca, por profissionais distintos, em pelo menos 3 corridas diferentes [34].

A reprodutibilidade, por sua vez, é um dado exigido apenas para a inclusdo do método

em farmacopéias, e corresponde a avaliacdo de amostras realizadas em diferentes laboratérios.

A precisdo € expressa pelo desvio padrdo relativo (DPR) ou coeficiente de variacao
(CV%) de acordo com a seguinte formula, em que ndo é aceitavel valor acima de 15%, para

variagdo analitica:

Desvio padriao (DP)
DPR = — : x 100
Concentracao média determinada

Ja a exatiddo consiste no grau de similaridade entre a analise realizada e a real
concentragdo do analito. E realizada pela avaliacio de 3 concentracdes minimas, 3 médias e 3
altas em uma mesma corrida (exatiddo intra-corrida) e em ao menos 3 corridas diferentes
(exatidao intercorridas), e expressa pelo Erro Padrdo Relativo (EPR) segundo a férmula a
seguir. E considerada adequada quando os valores permanecem abaixo de 15%, exceto para o

LIQ, que é aceito valores até 20%.
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(Concentracdo média experimental — Concentragdo tedrica)
EPR = — — x 100
Concentragao tedrica

1.1.3.1.6. Limites de deteccédo e quantificacao
O limite de deteccdo consiste na menor concentracdo capaz de ser detectada pelo
método. E diferente do limite de quantificacdo, que consiste na menor concentracio capaz de

ser detectada com precisdo e exatiddo aceitaveis.

1.1.3.1.7. Estabilidade

Essa etapa avalia se 0 analito permanece estavel na amostra em determinadas condicdes
de armazenamento. Deve ser realizada com as mesmas condi¢Ges de preparo, extracdo,
armazenamento e andlise das amostras a serem avaliadas, e apds a corrida de uma curva de
calibracio recém preparada. E considerada adequada quando o desvio encontrado n&o

ultrapassa 15% da concentracdo real do analito.

1.1.3.1.7.1. Estabilidade de curta duragéo
Antes da preparacdo das amostras, a aliquota deve permanecer na temperatura em que
as amostras serdo processadas, por tempo igual ou maior ao que elas permanecerdo antes da

analise.

1.1.3.1.7.2. Estabilidade ap06s ciclos de congelamento/descongelamento
As amostras devem ser preparadas apds pelo menos trés ciclos de congelamento, em
local e temperatura igual a que as amostras serdo armazenadas, e descongelamento em

temperatura ambiente, sendo que cada uma destas etapas deve durar no minimo 12 horas.

1.1.3.1.7.3. Estabilidade de longa duracdo
As aliguotas devem ser preparadas apds 0 tempo maximo de armazenamento das

amostras a serem analisadas pelo método.

1.1.3.1.7.4. Estabilidade p6s processamento
As amostras devem passar por todo o processo de extracao e preparo e armazenadas por

no minimo o tempo da corrida mais longa, preferencialmente dentro do auto-injetor.
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2. OBJETIVO
O objetivo deste estudo foi padronizar o método de andlise de cortisol e cortisona por
LC-MS/MS em sangue, saliva e urina aplicavel a quantificacdo destes hormonios esteroidais

em criancas.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Coletas de materiais

3.1.1. Aspectos éticos
O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisas da Irmandade Santa Casa de
Misericdrdia de S&o Paulo - CAAE: 86628018.3.0000.5479, NUmero do Parecer: 2.633.219 (Anexo 1).

3.1.2. Coleta de plasma, saliva e urina

Amostras de plasma, saliva e urina foram coletadas de membros integrantes do grupo de pesquisa,
para a producéo de pools, que em seguida foram tratados com carvao ativado e utilizados como matrizes
para o desenvolvimento, validacdo do método e a construcdo das curvas de calibracdo. Por se tratar de um
material que, em seguida, passaria por um processo de purificacdo, até atingir niveis de cortisol e cortisona
nao detectaveis pelo método, ndo foi necessario determinar critérios de inclusdo e exclusdo dos
voluntarios, nem condicdes ideais para coleta.

A coleta do plasma foi realizada em tubo de coleta com EDTA., e as amostras foram
imediatamente transportadas ao laboratério e submetidas a centrifugacdo a 100.000 x g (forca relativa
centrifuga) por 5 minutos, para posterior separacdo do plasma. Os plasmas centrifugados foram entdo
misturados e transferidos para tubos Falcon de 20 mL e armazenados em freezer -20 °C até serem
purificados em carvédo ativado vegetal. Ja a urina foi coletada diretamente em tubos Falcon de 20 mL, ndo
necessitou passar pelo processo de centrifugacdo, e foi armazenada em freezer -20 °C até purificagdo. A
saliva, por sua vez, foi coletada em tubo Salivette®, introduzindo e mantendo o swab na cavidade oral por
1 minuto. A coleta foi realizada em momentos distantes de alimentacBes ou escovacao dental. Apés, o
swab foi recolocado dentro do recipiente do Salivette®, sem entrar em contato com as maos, e submetido
a centrifugacéo a 44.720 x g por 2 minutos. As amostras foram, entao, transferidas para tubos Falcon de
20 mL e armazenadas em freezer -20 °C até serem tratadas.

Em seguida, os pools de plasma, saliva e urina foram purificados em carvao ativado, de acordo
com o seguinte protocolo (Fig. 4): a cada 100 mL de fluido foram adicionados 8 gramas de carvao ativado.
A solucdo foi, entdo, submetida a agitacdo mecanica por 72 horas sob refrigeragdo, centrifugacéo a
1.610.000 x g durante 15 minutos por duas vezes (também sob refrigeracéo), retirada do sobrenadante
com pipeta e transferéncia para tubos Falcon. Estes foram entdo armazenados em freezer -20 °C. Para se
comprovar a auséncia de esteroides nas matrizes, duas aliquotas foram analisadas por UHPLC ap6s o
processamento, e precisavam apresentar niveis de cortisol/cortisona abaixo do LIQ. Apls este
procedimento os pools foram denominados de plasma branco, saliva branco e urina branco,

respectivamente.
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100mL de fluido + Agitacdo mecanica
8g de carvéo ativado |——> por 72h sob
vegetal refrigeracao
|
V)
Centrifugacdo a . .
Retirada da matriz
1.610.000 x g durante | .| sobrenadante com

15min (2 vezes) sob
refrigeracéo

v

pipeta

Armazenamento em
——>| freezer -20 °C até o
uso

Transferéncia para
tubos falcon

FIGURA 4 - Etapas de purificacdo das matrizes

Os materiais utilizados para extragéo e analise estdo descritos no Anexo 2, e as orientagdes para
coleta de saliva no Anexo 3.

3.2. Padronizacéo dos métodos
3.2.1. Definicdo de concentracdes maximas e minimas, curva de calibracdo e controles de
qualidade
As metodologias analiticas para a determinacéo de cortisol e cortisona no plasma, na saliva e na
urina foram desenvolvidas e validadas em colaboracdo com o laboratério do Nucleo de Bioanélises
(NUBIO0) da Universidade Federal de Séo Paulo (UNIFESP).

A curva de calibragdo foi determinada inicialmente pesquisando as concentragdes minimas e
maximas de cortisol e cortisona encontradas em humanos por LC-MS/MS. Avaliamos também estudos
anteriores de padronizaces para a determinagdo das concentragdes LI1Q e limite superior de quantificacéo

(LSQ).

Para determinacéo das concentrag@es minimas e maximas possiveis de serem detectadas em uma
mesma corrida, fizemos testes em nosso laboratorio utilizando nosso método de extracdo e cromatografia,
descritos a seguir. A partir dai, montamos as curvas de calibracdo, em diluicdo seriada, com 9 pontos em
duplicatas para plasma e urina e 8 pontos em duplicata para saliva, bem como os controles de qualidade
de baixa concentragéo (correspondente a 3 vezes o valor do LIQ), média concentracdo (metade do valor
do CQA) e alta concentracdo (80% do LSQ), respectivamente CQB, CQM, CQA. As curvas de diluicdo
e controles de qualidade foram construidas por diluicdo seriada, em duplicata, e as concentragdes estdo
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descritas na TABELA 1. As formas de diluicdo seriada para a construcéo das curvas de calibracdo estdo
descritas no Anexo 3.

No caso de plasma e urina, foi possivel a construgdo de uma curva de calibracdo com os mesmos
valores de LIQ e LSQ para cortisol e cortisona. Entretanto, no caso da saliva, a diferenga das concentracdes
tipicamente encontradas na prética clinica nos levou a constru¢cdo de uma curva com limites de
quantificacao diferentes para cortisol e cortisona.

Levando em consideragao os nossos testes, bem como as concentracoes de cortisol e cortisonaem
criancas e adultos por LC-MS/MS encontradas na literatura e os LIQ e LSQ descritos em outras
padronizagdes, determinamos, para nosso estudo, os seguintes valores: 1) No plasma, LIQ de 1 ng/mL e
LSQ de 300 ng/mL para cortisol e cortisona; 2) Na saliva, LIQ de 0,3 ng/mL para cortisol e 0,48 ng/mL
para cortisona, e LSQ de 50 ng/mL de cortisol e 100 ng/mL de cortisona; 3) Na urina, L1Q de 0,5 ng/mL

e LSQ de 160 ng/mL para cortisol e cortisona.

TABELA 1 — Concentragfes de cortisol e cortisona (ng/mL) dos pontos das curvas de
calibracdo em plasma, saliva e urina. CQA = controle de qualidade de alta concentracdo; CQM

= controle de qualidade de média concentracdo; CQB = controle de qualidade de baixa

concentracéo.
Pontos da Concentragdes (ng/mL)
curva de Plasma Saliva Urina
calibracd  cortisol  Cortisona  Cortisol ~ Cortisona  Cortisol ~ Cortisona
1 300 300 50 80 160 160
2 150 150 25 40 100 100
3 75 75 10 16 50 50
4 50 50 5 8 25 25
5 25 25 2 3,2 10 10
6 10 10 1 1,6 5 5
7 5 5 0,5 0,8 2 2
8 2,5 2,5 0,3 0,48 1 1
9 1 1 - - 0,5 0,5
CQA 240 240 40 64 128 128
CQM 120 120 20 32 64 64

CcQB 3 3 0,9 1,44 1,5 1,5
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3.2.2. Preparacéo e extracdo das amostras
O método de preparacdo das amostras diverge muito na literatura. Seguimos um método
de preparacdo semelhante ao descrito por Peti et al, com diluicdo em metanol e secagem em

nitrogénio [2].

Inicialmente, tentamos utilizar como Pl compostos como noretisterona e orfenadrina,
que apresentam pesos moleculares semelhantes aos analitos em questdo, porém a precisao dos
métodos ndo foi adequada. Optamos, entdo, pela utilizacdo de PI deuterado (figura 5) — cortisol
D4 (Cortisol-9,11,12,12-d4) e cortisona D8 (Cortisona-2,2,4,6,6,9,12,12-d8), que foram
diluidos em metanol 50% em uma concentrac¢ao de 200 ng/mL para ambos.

Cortisol D4 Cortisona D8

FIGURA 5 - Estrutura molecular dos padrées internos deuterados utilizados: cortisol D4 (a) e
cortisona D8 (b).

A extracdo dos analitos foi realizada por método liquido-liquido seguindo os mesmos
passos para plasma, saliva e urina, descritos a seguir, na FIGURA 6. A LLE foi realizada com

hidréxido de aménio e metil-tercil-butil-éter (MTBE), com ressuspensdo em metanol.
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- 250 pL de plasma
- 100 pL de saliva ou urina

I

Adicionar:

- 50 pL da solugéo de padrio interno;
- 50 pL de lidréxado de amémio a 10%
-2ml de MTBE

I

‘ Misturar em vortex por | minuto. ‘

I

Centrifugar a 232.000 ¥ g por 10 minutos a 4°C. ‘
I
Congelar em freezer -80°C por 10 mimutos.

I

Transferir a porgio sobrenadante (nio congelada)
para um tubo de ensaio de 5mL.

I

Evaporar em fluxo de mitrogémo em bloco de

aquecimento a 40°C por 15 minutos.

I

|Adicionﬂ1' 200uL de Metanol 50%% (metanol 1:1 agua). ‘

[

‘ Agitar em vortex por 1 minuto.

I

Filtrar e transferir para placa.

FIGURA 6 - etapas da extracdo de cortisol e cortisona em plasma, saliva e urina

3.2.3. Condicdes cromatograficas

A escolha das fases estacionaria e mével levaram em consideragdo as propriedades fisico-
quimicas do cortisol e cortisona. Foi utilizada coluna em fase reversa e fase moével composta por
acetonitrila, solvente organico com propriedades mais polares que a coluna. Para melhorar a afinidade dos
compostos a fase estaciondria, optamos por acidificar a fase mével com acido férmico, conforme
especificado a seguir.

A cromatografia liquida foi realizada em sistema cromatogréafico UHPLC — 1290 infinity Agilent,
com coluna Aquity BEH C18, 50x2,1mm, com particulas de 1,7 pum, acoplada a pré-coluna compativel.
O carregamento e eluigéo foram realizados em modo gradiente, a temperatura ambiente.

A fase movel utilizada foi composta por: na bomba A, cido férmico 0,1%; e na bomba B,

acetonitrila + &cido formico 0,1%, de acordo com a tabela abaixo, em fluxo de 500 pL/min.
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TABELA 2 — Gradiente do carregamento da fase movel HPLC

Tempo  Acido formico 0,1% Acetonitrila + acido
e (min) (%) formico 0,1% (%)
0 0 70 30
1 2 20 80
2 2,2 20 80
3 2,3 70 30
4 2,9 70 30

3.2.4. Condicdes do espectrometro de massas

A andlise foi realizada em espectrémetro de massas com fonte turbo V e probe electrospray (ESI)
5500 QTRAP — SCIEX. Os ions de quantificacdo para os analitos (cortisol e cortisona) e Pl deuterado
(cortisol D4 e cortisona D8) foram obtidos por ioniza¢do positiva por electrospray e encontram-se na

tabela abaixo.

TABELA 3 - Caracteristicas dos ions analisados na espectrometria de massas. DP =
declustering potential, CE = collision energy; CXP = collision exit potential

Cortisol Cortisol D4 Cortisona Cortisona D8

Precursor (m/z) 363,23 367,27 361,23 369,31
Fragmento quantificacdo (m/z) 121,00 121,10 163,30 168,20
Tempo de retencdo (ms) 0,87 0,89 0,93 0,92
DP (V) 86,00 96,00 121,00 61,00
CE (eV) 29,00 29,00 31,00 31,00
CXP (V) 18,00 14,00 14,00 14,00

3.3. Parametros de validacdo analitica

3.3.1. Linearidade

Para 0 estabelecimento da linearidade foram utilizadas as curvas de calibracdo previamente
descritas. A determinagdo da equacdo foi feita utilizando como varidvel dependente o inverso da
concentragdo do analito (1/x?), e como variavel independente a relacio entre as areas sob os picos
cromatogréficos do analito e padrdo interno. Os parametros da correlagdo foram determinados pelo

método dos minimos quadrados.
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Foi utilizado software de deteccdo Analyst 1.5.2 para célculo da &rea de todos os picos
cromatogréficos dos tempos de retengdo estipulados. A partir da coleta dos dados foi feita anélise de

regressdo linear, para obtencdo da equacao da reta, do coeficiente de correlagdo (r) e o gréafico.

3.3.2. Efeito matriz

O efeito matriz foi avaliado a partir da determinacdo do FMN. Foram formuladas, para cada
matriz bioldgica, 6 amostras de CQB, de CQM e de CQA previamente descritas e acrescido padrao
interno. Essas amostras foram comparadas com soluges em metanol 50% com adicéo de analito padrao

e Pl deuterado nas mesmas concentragdes das amostras com matriz bioldgica.

3.3.3. Preciséo e exatiddo

A precisdo e exatiddo do método foram analisadas em quatro concentrages distintas (CQB,
CQM, CQA e CQD — controle de qualidade de diluicdo) em 6 amostras diferentes.

A preciséo foi calculada pelo CV, e a exatiddo pelo EPR.

3.3.4. Efeito residual (carry over)
Foi avaliada a presenca de analito em corridas de amostras brancas subsequentes a analise de

amostra do limite superior de quantificagao.
3.3.5. Estabilidade

3.3.5.1. Estabilidade a temperatura ambiente

A estabilidade das amostras em temperatura ambiente por um periodo superior a 4 horas foi
avaliada utilizando 3 amostras dos controles de qualidade baixo, médio e alto. Ap6s aproximadamente 5h
da formulagdo das amostras, foi adicionado padréo interno e seguido com os procedimentos de extracéo

e analise.

3.3.5.2. Estabilidade apds ciclos de congelamento e descongelamento

A estabilidade das amostras ap6s ciclos de congelamento e descongelamento foi avaliada
utilizando 3 amostras de CQB, CQM e CQA. As amostras foram submetidas a trés ciclos de congelamento
e descongelamento completos, sendo o tempo de congelamento das amostras superior a 12 horas. Ap6s 0
ultimo descongelamento, foi adicionado padréo interno as amostras e seguido com os procedimentos de
extracdo e analise.
3.3.5.3. Estabilidade pds processamento

A estabilidade pds processamento das amostras foi avaliada utilizando 3 amostras dos controles
de qualidade baixo, medio e alto. A essas amostras foi adicionado padréo interno, seguido com a extracdo

e, apos, armazenadas no auto-injetor a temperatura de 8°C para analise ap6s 24h.
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3.3.5.4. Estabilidade de longa duragéo

A estabilidade de longa duragdo das amostras foi avaliada utilizando 3 amostras de cada um dos
controles de qualidade baixo, médio e alto. As amostras foram congeladas em -20° C por um periodo de
tempo similar ao tempo de armazenamento das amostras. Apds esse tempo, foram descongeladas,

extraidas e analisadas.

3.4. Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada utilizando o software WinNonLin Professional Network Edition
version 5.2 e o Microsoft Excel Version 7.0.

Para a avaliacdo da linearidade, realizamos a analise de regresséo linear pelo software de deteccéo
Analyst 1.5.2, para obtencéo da equacéo da reta e calculo do coeficiente de correlacdo (r). Os parametros

da correlacdo foram determinados pelo método dos minimos quadrados.

O efeito matriz foi avaliado pelo calculo do FMN:

Resposta do analito em matriz + Resposta do Pl em matriz

FMN =
Resposta do analito em solugao -+ Resposta do PI em solucgao

Para a obtencdo da precisdo calculamos o desvio padrao relativo (DPR) ou coeficiente de variacéo

(CV%) de acordo com a seguinte formula:

Desvio padrao (DP)
DPR = — - x 100
Concentracao média determinada

Para a exatiddo calculamos o Erro Padrdo Relativo (EPR) segundo a formula a seguir:

(Concentracdo média experimental — Concentragao tedrica)
EPR = e x 100
Concentragao tedrica
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4. RESULTADOS

4.1. Definicdo de concentracbes maximas e minimas, curva de calibracdo e controles de
qualidade

Tanto para plasma, quanto para saliva e urina, foi possivel incluir os limites deteccéo na curva
com boa linearidade, também servindo como LSQ e LIQ.

Para o plasma, obtivemos picos cromatograficos com boa detec¢do em concentrag@es de 1 a 300
ng/ml; para a saliva, observamos boa deteccdo com LIQ de 0,3 ng/mL para cortisol e 0,48 ng/mL para
cortisona, e LSQ de 50 ng/mL de cortisol e 80 ng/mL de cortisona; para a urina, foi possivel a construcéo
da curva com valores variando de 0,5 a 160 g/mL para cortisol e cortisona. A tabela a seguir demonstra 0s
tempos de retencdo, bem como a intensidade do sinal nas concentragdes minima e maxima, de cortisol
cortisona e padrdes internos em cada uma das matrizes. As FIGURA 7, 8, 9 e 10 exemplificam os picos
cromatograficos de cortisol, cortisona e seus Pls. A partir deste pico, é calculado a area do pico
cromatogréfico para determinacdo da concentracdo encontrada do analito. A equacdo da reta para cada
analito é obtida através da razdo de &reas do analito e do PI (concentracdo fixa) em cada ponto da curva de

calibracdo. Os demais picos estao detalhados no anexo 4.
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TABELA 4 - Caracteristicas dos picos cromatogréaficos nos limites inferiores e superiores de
quantificacdo e padréo interno de cortisol e cortisona em plasma, saliva e urina. Transicao
m/z = transicdo massa/carga; TR = tempo de retencdo; LIQ = limite inferior de quantificacao;

LSQ = limite superior de quantificacéo.

Plasma
) Cortisol ) Cortisona Cortisona Cortisona
Cortisol LIQ Cortisol D4
LSQ LIQ LSQ D8
Transicao 363231/ 363.231/ 367.268/ 361.228/ 361.228/ 369.310/
m/z 121.000 121.000 121.100 163.300 163.300 168.200
TR (min) 0,86 0,85 0,84 0,89 0,89 0,88
Intensidade
1500 287.000 27.500 3.060 515.000 28.400
(cps)
Saliva
) Cortisol ) Cortisona Cortisona Cortisona
Cortisol LIQ Cortisol D4
LSQ LIQ LSQ D8
Transicdo 363231/ 363.231/ 367.268/ 361.228/ 361.228/ 369.310/
m/z 121.000 121.000 121.100 163.300 163.300 168.200
TR (min) 0,83 0,83 0,82 0,86 0,86 0,85
Intensidade
1,200 187.000 70.100 2910 541.000 75.800
(cps)
Urina
) Cortisol ] Cortisona Cortisona Cortisona
Cortisol LIQ Cortisol D4
LSQ LIQ LSQ D8
Transicdo 363231/ 363.231/ 367.268/ 361.228/ 361.228/ 369.310/
m/z 121.000 121.000 121.100 163.300 163.300 168.200
TR (min) 0,83 0,83 0,82 0,87 0,86 0,85
Intensidade
126.000 85.300 1.380 243.000 67.200

(cps)
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FIGURA 7 — exemplo de um pico cromatografico de Cortisol plasmatico, monitorado pela
transicdo m/z 363,2 — 121,0. Este pico representa o LSQ, na concentracdo de 300 ng/mL,
detectado no tempo de 0,85min. No eixo X, temos o tempo total de corrida, e no eixo Y,

observa-se a intensidade do sinal (Intensity).
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FIGURA 8 - pico de Cortisol D4 (padréo interno deuterado) plasmatico, monitorado pela
transicdo m/z 367.2 — 121.1. No Eixo X, temos o tempo total de corrida, sendo detectado o
pico cromatografico no tempo de 0,84 minutos. No eixo Y, observa-se a intensidade do sinal

(Intensity).
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FIGURA 9 - pico de cortisona plasmatica - LSQ (300 ng/mL), monitorado pela transicdo m/z
361.2 — 163.3. No Eixo X, temos o tempo total de corrida, sendo detectado o pico
cromatografico no tempo de 0,89 minutos. No eixo Y, observa-se a intensidade do sinal

(Intensity).
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FIGURA 10 - pico de Cortisona D8 (padrdo interno deuterado) plasmatica, monitorado pela
transicdo m/z 369.3 — 168.2. No Eixo X, temos o tempo total de corrida, sendo detectado o
pico cromatografico no tempo de 0,88 minutos. No eixo Y, observa-se a intensidade do sinal

(Intensity).
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4.2. Validacédo analitica
4.2.1. Linearidade

Em todas as matrizes observamos linearidade adequada para os intervalos de
concentracdo estipulados, com r>0,99. Para plasma, a equacdo ajustada foi obtida usando
ponderacao 1/x, para garantir melhor ajuste nos niveis mais baixos, enquanto para saliva e urina
foi possivel a ponderacio 1/x?, com bons resultados. Os dados obtidos, formula da regresséo e
coeficiente de correlacdo encontram-se na TABELA 5. A FIGURA 11 exemplifica a
linearidade encontrada. Todas as linearidades de cortisol e cortisona em plasma, saliva e urina

encontram-se no Anexo 5.

TABELA 5 — Linearidade de cortisol e cortisona em plasma, saliva e urina, descricdo da

regressao ajustada (equacéo) e coeficiente de correlagéo (r).

Plasma Saliva Urina
Cortisol Cortisona Cortisol Cortisona Cortisol Cortisona
Ponderacio 1/x 1/x 1/x? 1/%? 1/x? 1/x?

. y=0,0453x y=0,109x y=0,0482x y=0,0816x Y= y =0,0262x
Equagéo 0,00924x +

+ 0,015 +(0,00129) +(0,00481) + (-0,0157) +(0,00211)
(-0,00199)

r 0,9992 0,9992 0,9963 0,9980 0,9959 0,9971

W cunvad_cc01_120719.1b (Corlisona): “Linear” Regression ("1 / X' weighting): y = 0.109 x + -0.00123 (r = 0.9992)
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FIGURA 11 — Exemplo de regressao linear das curvas de calibracdo de cortisol e cortisona em

plasma, saliva e urina. Nesta figura observamos a linearidade de cortisol em plasma.
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4.2.2. Efeito matriz
O efeito matriz foi avaliado a partir da determinagdo do FMN. Em seguida, calculado o CV
relativo ao FMN de todas as amostras, que se apresentaram <15%, dentro do limite estabelecido para ser

considerada valida a analise.

TABELA 6 - Fator de matriz para cortisol normalizado pelo Pl (FMN) de amostras de CQB,
CQM, CQA em plasma, saliva e urina.
FMN - Plasma FMN - Saliva FMN — Urina
Amostr CQB CQM CQA CQB CQM CQA CQB CQM CQA
as
Curval 093 09 108 100 101 092 101 104 1,06
Curva2 101 099 105 08 09 094 112 101 0,95
Curva3 092 103 115 09 097 092 100 108 0,95

Curva 4 101 100 111 106 091 1,05
Curva 5 095 100 097 101 102 094
Curva 6 1,10 106 104 103 096 1,07

média 09 099 109 098 100 098 104 1,00 1,00
CV% 520 354 435 747 38 8,02 434 600 6,07

TABELA 7 - Fator de matriz para cortisona normalizado pelo Pl (FMN) de amostras de CQB,
CQM, CQA em plasma, saliva e urina.
FMN - Plasma FMN - Saliva FMN - Urina
amostras CQB CQM CQA CQB CQM CQA CQB CQM CQA
Curval 103 103 093 08 111 112 098 116 1,15
Curva2 106 097 099 09 106 119 106 107 095
Curva3 108 103 105 102 09 1,17 108 1,07 1,05

Curva 4 104 104 136 096 097 1,05
Curva 5 103 108 106 091 091 1,09
Curva 6 086 097 098 099 100 0,99

média 106 099 100 097 104 115 100 1,03 1,05
CV% 257 347 588 797 576 1131 634 846 6,76
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A precisdo e exatiddo do método foram analisadas em quatro concentra¢des distintas

(CQB, CQM, CQA e CQD - controle de qualidade de diluicdo) em 6 amostras diferentes para

as 3 matrizes distintas.

anteriormente, e suas variacdes nao excederam 15% para nenhuma das amostras analisadas.

A preciséo foi calculada pelo CV, e a exatidao pelo EPR, conforme férmulas descritas

TABELA 8 - média das precisdes e exatiddes intra-lotes (n=6) para cortisol, calculadas pelo

coeficiente de variacdo (CV) e erro padrdo relativo (EPR) para plasma, saliva e urina avaliadas

em trés curvas distintas (1, 2 e 3).

Plasma Saliva Urina

Amostras CQB CQM CQA CQD CQB CQM CQA CQD CQB CQM CQA CQD
Cv1(%) 558 312 392 109 399 259 297 109 7,34 259 297 10,96
CV2 (%) 12,73 12,15 6,80 537 385 3,15 6,96 3,85 3,15
Cv3((%) 10,79 6,40 8,02 2,84 482 489 4,82 4,89
EPR1(%) 194 -194 -931 351 587 267 713 351 7,78 260 290 8,98
EPR 2(%) -4,28 4,17 -2,01 367 342 9,62 -9,56 -2,40 -4,30
EPR3(%) 10,28 250 2,50 10,22 6,25 7,13

TABELA 9 - média das precisdes e exatiddes intra-lotes (n=6) para cortisona, calculadas pelo

coeficiente de variacdo (CV) e erro padrdo relativo (EPR) para plasma, saliva e urina avaliadas

em trés curvas distintas (1, 2 e 3).

Plasma Saliva Urina

COQB COM CQA CQD CQB CQM CQA CQD CQB CQM CQA CQD
CvV1i(%) 149 398 600 392 459 348 299 392 633 284 529 10,13
CVv2(%) 506 10,99 11,31 333 246 2,74 700 331 536
Cv3(%) 13,77 750 6,88 189 4,13 4,36
EPR1(%) 4,44 250 153 082 1262 146 333 0,82 10,11 -6,22 -3,26 0
EPR2(%) -1,22 -251 292 11,11 3,49 4,30 -489 -898 -99
EPR3(%) 7,56 -9,42 -188 1354 6,51 6,15

4.2.4. Efeito residual (carry over)

Este teste foi realizado avaliando amostras brancas ap6s a corrida do limite superior de

quantificacdo. N&o foi observado efeito residual apds a analise do LSQ, nos tempos de retenco

do analito e PI, durante a validagdo dos métodos.
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4.2.5. Estabilidade: curta, longa, congela/descongela, auto-injetor

4.2.5.1. Estabilidade de curta duracéo:
As amostras apresentaram estabilidade de curta duracdo para as 3 matrizes. Os

resultados observados encontram-se nas Tabelas 10 e 11:

TABELA 10 - Estabilidade de curta duragéo para cortisol plasmatico, salivar e urinario

Plasma Saliva Urina
CQB CQM CQA CQB CQM CQA CQB CQM COQA
Curval 2,57 113,00 22500 095 19,20 37,10 1,28 59,30 121,00
Curva 2 291 114,00 242,00 096 19,00 3960 1,31 60,60 126,00
Curva 3 2,87 124,00 233,00 091 1880 4060 141 62,30 120,00
Média 2,78 117,00 233,33 0,94 19,00 39,10 1,33 60,73 122,33
DV 0,19 6,08 8,50 0,02 0,20 1,80 0,07 1,50 3,21
Precisdo (%) 6,68 5,20 3,64 2,58 1,05 4,61 511 2,48 2,63
EPR (%) -7,22  -250 -2,78 4,33 -5,00 -2,25  -11,11 -510 -4,43

TABELA 11 - Estabilidade de curta duracdo para cortisona plasmatica, salivar e urinaria

Plasma Saliva Urina
CQB CQM CQA CQB CQM CQA CQB CQM COQA
Curval 2,73 126,00 22500 162 30,20 61,30 1,29 56,10 111,00
Curva 2 2,74 114,00 250,00 155 29,60 62,00 128 58,60 114,00
Curva 3 2,70 123,00 21500 1,48 30,00 6430 130 56,10 116,00
Média 2,72 121,00 230,00 155 29,93 6253 129 56,93 113,67
DV 0,02 6,24 18,03 0,07 0,31 1,57 0,01 1,44 2,52

Preciséo (%) 0,76 5,16 7,84 4,52 1,02 2,51 0,78 2,54 2,21
EPR (%) -9,22 0,83 -4,17 7,64 -6,46  -2,29 -14,00 -11,04 -11,20
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Para todas as matrizes as amostras apresentaram estabilidade apds os ciclos de

congelamento e descongelamento, como mostra as Tab. 12 e 13:

TABELA 12 - Estabilidade apos ciclos de congelamento para cortisol plasmatico, salivar e

urinario
Plasma Saliva Urina
COB COM CQA CQB CQM CQA CQB COM COQA
Curval 2,71 109,00 226,00 0,87 18,90 34,00 1,66 69,50 140,00
Curva 2 2,63 120,00 252,00 0,83 18,50 42,40 1,55 68,30 134,00
Curva 3 3,33 136,00 257,00 0,96 19,00 39,00 1,72 70,90 135,00
Média 2,89 121,67 24500 0,89 18,80 38,47 1,64 69,57 136,33
DV 0,38 13,58 16,64 0,06 0,26 4,22 0,08 1,30 3,21
Precisdo (%) 13,26 11,16 6,79 7,13 1,41 10,98 5,25 1,87 2,36
EPR (%) -3,67 1,39 2,08 -1,59 -6,00 -3,83 9,56 8,70 6,51

TABELA 13 - Estabilidade apds ciclos de congelamento para cortisona plasmatica, salivar e

urinrio
Plasma Saliva Urina
CQB CQM CQA CQB CQM CQA CQB CQM CQA
Curval 3,13 121,00 228,00 165 29,60 6050 1,71 64,60 140,00
Curva 2 3,17 131,00 241,00 162 30,10 6180 153 72,10 130,00
Curva 3 340 117,00 230,00 161 33,00 5750 166 6890 138,00
Média 323 123,00 23300 163 3090 5993 163 6853 136,00
DV 0,15 7,21 7,00 0,02 1,84 2,21 0,09 3,76 5,29
Precisdo (%) 4,51 5,86 3,00 1,28 5,94 3,68 5,69 5,49 3,89
EPR (%) 7,78 250 -292 1296 -344 -6,35 8,89 7,08 6,25
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4.2.5.3. Estabilidade pos-processamento
As amostras mostraram-se estaveis sob as condi¢des e periodo do teste tanto em plasma,

quanto saliva e urina. Os resultados encontram-se nas Tab. 14 e 15:

TABELA 14 - Estabilidade pds processamento para cortisol plasmatico, salivar e urinario

Plasma Saliva Urina
COB COQM CQA CQB CQM CQA CQB CQM COQA
Curval 295 117,00 254,00 0,85 1850 38,10 1,46 62,60 145,00
Curva 2 3,13 115,00 219,00 1,02 20,00 40,30 1,64 67,20 140,00
Curva 3 3,16 114,00 232,00 0,89 1820 3550 1,34 61,50 139,00
Média 3,08 11533 23500 0,92 1890 37,97 148 63,77 14133
DV 0,11 1527 17,692 0,09 0,96 2,40 0,15 3,02 3,21

Precisdo (%) 3,69 1,32 7,53 9,76 5,10 6,33 9,76 5,10 6,33
EPR (%) 2,67 -3,89 -2,08 2,19 -550 -5,08 2,19 -550 -5,08

TABELA 15 - Estabilidade p6s processamento para cortisona plasmatica, salivar e urinaria

Plasma Saliva Urina
CQB CQM CQA CQB CQM CQA CQB CQM COQA
Curval 2,73 134,00 246,00 155 2760 6050 1,71 66,00 126,00
Curva 2 2,72 125,00 239,00 152 2860 5490 164 64,20 137,00
Curva 3 2,68 119,00 242,00 151 3150 5500 156 61,20 124,00
Média 2,71 126,00 242,33 153 29,23 56,80 164 63,80 129,00
DV 0,03 7,55 3,51 0,02 2,03 3,20 0,07 2,42 7,00

Precisdo (%) 0,98 5,99 1,45 1,36 6,93 5,64 4,59 3,80 5,43
EPR (%) -9,67 5,00 0,97 6,02 -8,65 -11,25 9,11 -0,31 0,78
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5. DISCUSSAO

A anélise laboratorial por LC-MS/MS é capaz de identificar as moléculas esteroidais com maior
precisdo do que os métodos convencionais. Ao selecionar as estruturas a serem analisadas com base em
sua relagdo massa/carga, e posteriormente fragmenta-las em ions-produto Unicos, essa técnica possibilita
maior especificidade em comparacdo aos exames imunometricos, métodos mais utilizados nos
laboratdrios comerciais atualmente.

Para que 0s exames por LC-MS/MS sejam aplicados na prética clinica, € necessario que passem
por um processo de padronizacéo e validagao, seguindo regras especificas das agéncias reguladoras de
cada pais. Para cada analito ou painel de analitos, cada laboratorio desenvolve seu proprio método e deve
fazer a sua propria validacéo, levando em conta os materiais utilizados, as técnicas aplicadas, e respeitando
0s aspectos individuais das habilidades humanas envolvidas e dos parametros dos equipamentos. 1sso
resulta na grande variedade de métodos padronizados para um mesmo analito ou grupo de analitos
descritos na literatura, cada um com valores de LIQ e LSQ diferentes e utilizando materiais variados para
extracdo e analise.

Em nosso estudo, foi possivel desenvolver trés métodos analiticos adequados para avaliacdo
simultanea de cortisol e cortisona em plasma, saliva e urina nas seguintes concentragdes: 1 a 300 ng/mL
para cortisol e cortisona no plasma; 0,3 a 50 ng/mL de cortisol e 0,48 a 100 ng/mL de cortisona na saliva;
0,5 a 160 ng/mL para cortisol e cortisona na urina. Utilizamos o método de extragéo liquido-liquido com
MTBE e ressuspensdo em metanol (50%). A analise foi realizada em sistema cromatografico composto
por: UHPLC- 1290 infinity Agilent, coluna Aquity BEH C18 associado ao espectrdometro de massas com
fonte turbo V e probe electrospray (ESI) 5500 QTRAP — SCIEX, com ionizagdo positiva e fase mével em

modo gradiente com &cido formico e acetonitrila.

Os passos para 0 desenvolvimento e validacdo de um método cromatografico de analise envolvem
a escolha das fases moveis (mistura de solventes) e estacionarias (colunas) adequadas, determinagéo dos
limites de deteccéo, dos LIQ e LSQ, construgdo da curva de calibracéo, definicdo do metodo de extragao
e dos parametros do LC-MS/MS.

5.1. Determinacao dos limites de deteccdo e LIQ e LSQ

Valores para os limites de deteccéo, LIQ e LSQ séo muito variaveis na literatura. Baseado em
descricOes previas, e atraves de testes realizados em nosso laboratorio conseguimos validar valores
semelhantes aos ja publicados e com uma amplitude de concentracfes adequada para a aplicabilidade
clinica em criancas.

As concentraces plasmaticas de cortisol e cortisona variam de acordo com a idade, sendo que 0s

niveis de cortisol aumentam (3,7 a 126,2 ng/mL entre O e 1 ano de idade e 46,6 a 296,1 ng/mL em maiores
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de 16 anos), enquanto os de cortisona diminuem com o passar do tempo (7,4 a 47,0 ng/mL em criancas
entre 0 e 1 ano e 4,5 a 33,1 ng/mL em maiores de 16 anos) [5]. Essa variabilidade reforca a necessidade
de estudos especificos para a faixa etéria pediatrica e determinacgao de valores de referéncias estratificados
por grupos de idade para esses hormonios.

Encontramos também diversos trabalhos sobre padroniza¢Bes em plasma, cada um com valores
especificos de LSQ e LIQ: 1-500 ng/mL para cortisol, e 2,5-100 ng/mL para cortisona [37]; 1-500 ng/mL
para cortisol e 0,5-250 ng/mL para cortisona [14]; valores de cortisol e cortisona entre 2 e 500 ng/mL [2].

Nos testes feitos em nosso laboratorio, apds usar como referéncia os valores encontrados na
literatura, para um LIQ de 1 ng/mL néo foi possivel obter LSQ de 500 ng/mL de cortisol no plasma, sendo
que o pico maximo detectado foi de 300 ng/mL para este analito. Os valores acima de 300 ng/mL sdo
raramente encontrados em criangas, por isso optamos por manter este valor como LSQ e, com isso, utilizar
a concentracdo de 1 ng/mL como LIQ.

Em relacdo a saliva, estudos demonstram que a maior expressdo de 11-BHSD tipo 2 nas glandulas
parétidas faz com que a concentragao de cortisona seja 6 a 10 vezes maior do que a de cortisol nesse fluido
[9][38][15]. Por esse motivo, a maior parte dos trabalhos estipulam valores de LSQ e LIQ diferentes para
cortisol e cortisona, este Gltimo apresentando limites de quantificagdo em concentragBes mais altas.
Estudos de padronizagao estipulam valores de deteccdo de 0,2 -19,2 ng/mL e 0,1-15 ng/mL para cortisol
e 1-24 ng/mL e 0,3-72,5 ng/mL para cortisona [8], [15].

Na prética clinica, as concentragBes de cortisol e cortisona salivar basais também sé&o diferentes
nos periodos do dia e sdo descritas, em estudos distintos, variando de 0,1-5,3 ng/mL, 0,56-3,48 ng/ml e
0,4-2,9 ng/mL para cortisol e 1,2-17 ng/mL, 4,81-14,72 ng/mL e 3,7-13,4 ng/mL para cortisona, com
concentracdes de ambos os analitos maiores as 08h e menores as 20h [15], [39]. Isso demonstra a
variabilidade circadiana destes horménios e reforca a necessidade de valores de referéncia especificos para
cada periodo do dia.

Estudos que mostram a padronizac&o e validacéo de cortisol e cortisona em urina estabeleceram
valores diversos com boa linearidade, dentre eles: entre 1 e 300 ng/ml para os dois analitos [40], 0,1-120
ng/mL para cortisol e cortisona [22], 1,8-226,5 ng/mL para cortisol e 2,1-407,8 ng/mL para cortisona [41],
e 0,1-160 ng/mL tanto para cortisol quanto para cortisona [42].

5.2. Pardmetros de extracéo e padronizagao

Os parametros de extracao e padronizagao também s&o descritos com grande variedade na literatura.
No nosso estudo, iniciamos desenvolvendo o método para o plasma e observamos que as mesmas
caracteristicas de extracdo e 0s mesmos parametros do LC-MS/MS também eram aplicaveis para a

padronizacdo das outras matrizes. Por isso optamos por utilizar o mesmo meétodo para os trés fluidos.
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Observamos que a saliva interfere menos na avaliacéo de cortisol e cortisona quando comparada
com o plasma, sendo possivel a utilizagdo de um volume menor dessa matriz (100uL) para os limites de
deteccdo que estipulamos, possivelmente por apresentar menor quantidade de impurezas endogenas e
proteinas carreadoras que podem interferir no processo de ionizacéo e na sensibilidade do método [43]. O
volume necessario para a extracao destes esteroides em saliva varia muito, sendo descrito de 50 a 500pL
[18]. A possibilidade de utilizar um volume menor de fluido bioldgico é uma vantagem, principalmente

na pediatria, em que a coleta de grande volume de saliva pode ser uma dificuldade.

Em relagéo ao processo de extragdo de cortisol e cortisona em saliva, podem ser utilizados
métodos de SPE e SPE online, no qual é acrescentado Pl a amostra e, em seguida, essa solucéo € injetada
no sistema UHPLC e submetida a extracdo automatizada [15], [30]. H& também descricdo de LLE,
utilizando processos variaveis: desproteinizacdo com diclorometano, sequida de evaporacdo em fluxo de
nitrogénio e reconstituicdo em solugdo de metanol a 35% [13]; solucéo de sulfato de zinco/metanol (20/80,
VIV) para desproteinizacdo, seguido de evaporacdo e derivatizagdo com hidroxilamina e metanol [8];
acetonitrila para a extracdo e reconstituicdo em agua [21]; e extracdo com acetato de etila, etapa de
congelamento para retirada do sobrenadante liquido, e reconstituicdo em acetonitrila 70% [44].

Ja para a urina, encontramos descricOes de LLE [42], [45], SPE [22], [40], [46] e SPE online [41].
As LLEs descritas utilizam processos distintos para desproteinizacdo, como o uso de acetonitrila para
extracdo, seguida de evaporacdo em nitrogénio e reconstituicdo em fase mével [42]; e diclorometano para

extracdo e reconstituicdo em metanol [45].

As fases mdveis em estudos descrevem o uso de &cido férmico + agua 0,1% e &cido
férmico + metanol 0,1% [21], metanol e metanol 20% [13], gradiente linear de metanol 2 a
60% [8], 4gua + acetato de amdnia (2mmol/L) + acido formico 0,1% e metanol + acetato de
amonia (2mmol/L) + &cido formico 0,1% [15]. Nossa fase mdvel foi composta por acido
formico 0,1% e acetonitrila + acido férmico 0,1%, a utilizacdo do metanol provocou um

alargamento dos picos com consequente diminuigéo do LQ.

5.4. Aplicabilidade clinica

A analise de cortisol e cortisona em diferentes matrizes é importante em diversos campos da
medicina, e estudos vem sendo feitos para correlacionar estes horménios a varias condi¢@es clinicas. Por
esse motivo, 0 aumento da especificidade proporcionado pela técnica de LC-MS/MS possibilita uma
melhor compreensao da fisiopatologia de diversas condi¢des. Contribui, também, para maior assertividade
no diagnadstico, acompanhamento e tratamento destas condigdes, além ser Util na prevencéo de patologias

que possuem a alteracdo dos niveis de cortisol como fator de risco passivel de intervencéo clinica.
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No campo da endocrinologia, o estudo desses horménios nas diferentes matrizes € essencial no
diagnostico e acompanhamento de condi¢Bes como sindrome de Cushing [47], insuficiéncia adrenal,
obesidade e sindrome metabdlica. Além disso, estudos vém sendo feitos para correlacionar a concentracdo
de cortisol a riscos de complicacGes em determinadas condigBes, como de osteopenia e osteoporose em
pacientes em reposicdo cronica de corticosteroides [48], e desenvolvimento da retinopatia diabética em
individuos com essa condicao [49].

Trabalhos em pacientes obesos tem como objetivo compreender a regulacéo e as disfuncoes do
eixo hipotalamo-hipdfise-adrenal neste grupo, podendo indicar uma perda do ritmo circadiano deste
hormdnio nessa condi¢do, com reducdo da resposta do cortisol ao despertar e aumento de suas
concentragBes no periodo noturno [50], [51]. Estas disfungdes do cortisol em criangas com obesidade
poderiam ser fator de risco para comorbidades como diabetes e doencas cardiovasculares. [51]

Estudos em pediatria também vem sendo feitos para demonstrar a relevancia destes hormonios
em criangas prematuras, com baixo peso ao nascer, ou internadas em UTI neonatal. Um trabalho recente
demonstra aumento da relacéo cortisol/cortisona sérica em pré-termos ou muito baixo peso ao nascer, e
isso pode também estar relacionado ao aumento do risco cardiovascular (aumento de LDL e colesterol
total, e aumento da pressdo arterial) nessas criangas ao longo da vida. [52]

Trabalhos vem sendo realizados também para correlacionar o nivel de estresse com os valores
destes horménios em condi¢Bes como depressdo, individuos transgéneros, disturbios do sono e em atletas
de alto rendimento.

Estudos recentes correlacionam alteracdes no ritmo circadiano do cortisol, na resposta do cortisol
ao despertar, e na concentracdo de cortisona salivar, com depressao, ansiedade e qualidade do sono [53],
[54], [55], [56]. Em relagdo a depressao, observou-se correlagdo positiva entre niveis de cortisol plasmético
e severidade do quadro, incluindo risco de ideacgéo suicida [57], e isso poderia ser um dado relevante na
conducéo do quadro psiquiatrico [58]. Além disso, valores mais altos de cortisol ttm sido considerados
fator de risco para o desenvolvimento de depresséo em criangas e adolescentes [55], [59]. Estudos de
cortisol plasmatico e salivar tambem vem sendo feitos na area de estresse e depressdo em pacientes
transgéneros e em toda a populagdo LGBTQIA+ [60].

No campo da neurologia, estudos com cortisol sérico sugerem relacdo dos niveis deste horménio
com deméncia vascular, doenca de Alzheimer, doenga de Parkinson com deméncia e epilepsia [61], [62].

Niveis mais altos de cortisol sérico também foram relacionados a um pior prognostico
da COVID-19, além de estudos sugerirem que sintomas da COVID prolongada podem estar
associados a quadro de insuficiéncia adrenal. [63]

A analise de cortisol e cortisona em plasma e saliva também vem sendo muito estudada

na area de esportes, tanto para entender a relacéo direta deste hormoénio com o nivel de atividade
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fisica [64], [65], quanto para avaliar se esses horménios podem ser considerados bons
marcadores de estresse associado ao esporte, bem como preditor da qualidade da recuperacéo

pos treinamento e pos competicdes de alta intensidade. [66]

Como observamos, o estudo de cortisol e cortisona por diferentes matrizes € muito
relevante em diversas &reas da medicina. O desenvolvimento de métodos de anélise por LC-
MS/MS, bem como a determinacdo de valores de referéncia para estes hormonios por essa
técnica - especificos para cada faixa etaria e sexo - poderiam contribuir com a melhora da

especificidade dos trabalhos e posterior correlagdo clinica.

5.3. Limitagdes do estudo e perspectivas futuras

A LC-MS/MS, apesar de suas grandes vantagens, principalmente em relagdo a maior
especificidade obtida em alguns analitos especificos, ainda apresenta algumas dificuldades. Os
equipamentos ainda s&o pouco numerosos no Brasil, além apresentarem manutencdo complexa e exigirem
mao de obra especializada.

Nosso estudo apresentou algumas limitacdes, principalmente relacionadas a dificuldade de
obtencdo e importagdo dos insumos, em especial os padrfes internos deuterados, problemas de
reabastecimento de materiais e necessidade de reparo de equipamentos. Esses contratempos por vezes
resultaram na paralisacéo dos trabalhos e impossibilidade de seguir o cronograma como estipulado. Além
disso, a curva de aprendizado e padronizacdo das atividades humanas relacionadas aos trabalhos que
exigem precisao, pesagem, mistura e filtragem dos materiais, principalmente durante a fase de extragéo,
levou tempo consideravel para alcangar um resultado homogéneo e de boa qualidade. Acreditamos que
essas dificuldades também possam ocorrer na pratica clinica em centros menores e outros grupos de
estudo, 0 que tornaria mais complexa e menos viavel a adogao deste método de analise como padréo
acessivel a todos.

As dificuldades apresentadas acima, em especial atrasos referentes a falhas de equipamentos,
impossibilitaram neste estudo a aplicacdo clinica do método padronizado. Em futuros trabalhos,
esperamos avaliar o controle de qualidade do método com amostras bioldgicas reais €, entdo, aplicar essa
técnica na faixa etéria pediétrica para avaliar o padréo de producdo de cortisol e cortisona em criancas
saudaveis e em determinadas patologias. Além disso, 0 conhecimento e a pratica obtidos nesse trabalho
possibilitam o desenvolvimento de técnicas para analise de outros esteroides, com a criagdo de painéis de

anélise esteroidais especificos para determinadas condi¢Bes, como pubarca precoce e puberdade precoce.
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6. CONCLUSAO
Em nosso estudo foi possivel obter a padronizacdo de um método de andlise de cortisol e
cortisona por LC-MS/MS em plasma, saliva e urina, com aplicabilidade voltada para a faixa

etaria pediatrica.
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Anexo 2. Materiais / equipamentos

Anexo 2.1. Materiais

Para este trabalho foram utilizados os seguintes materiais:

Tubo para coleta de Saliva - Salivette - Sarstedt

Pote para coleta de urina de plastico

Tubo para coleta de plasma com EDTA

Filtros para seringa, PTFE hidrofobico, 13 mm, 22um - Allcrom

Micropipetas (200 pL, 1000 pL, 5000 pL) - Gilson®, Eppendorf®.

Pipetas eletronicas Multipette - Eppendorf®, Handystep Brand®.

Ponteiras para pipeta eletronica, Combitips advanced cap. 2,5 mL - Eppendorf
Tubos de ensaio (5 mL, 10 mL) Perfecta®.

Tubos para microcentrifuga MCT-200 - Axygen®.

Ponteiras para pipetas Gilson, Axygen, Eppendorf®, Brand®.

Tubos falcons (15 mL, 50 mL) - BD®.

\ortex Genie 2 - Fisher®.

Ultrafreezer MDV -86 - Sanyo®.

Balanca analitica AX 205 - Mettler Toledo®.

Centrifuga refrigerada 5810R - Eppendorf®.

Placas de 96 posi¢des, capacidade 0,5 mL — Agilent

Aparelho de evaporagéo em fluxo de nitrogénio em bloco de aquecimento a 40° C
Colunas cromatogréaficas ACE® 5 C18, 100 x 4,6 mm, 5,0 um ACQUITY® CSH C18 - 50 x 2,1
mm, 1,7 um ACQUITY® BEH C18-100 x 2,1 mm, 1,7 pum.

Espectrometro de massas API3200 - ABSciex® QTRAP 5500 - ABSciex®.
Sistema Cromatografico (HPLC) Symbiosis Pharma — Spark Holland®.
Sistema Cromatogréafico (FPLC) 1290 - Agilent®.

Anexo 2.2. Reagentes / solventes

Acetonitrila Merck®

Metil terc-butil éter (MTBE) grau HPLC - Merck (sigma-aldrich) ®
Acido Férmico - Merck (sigma-aldrich) ®

Metanol grau HPLC - Merck (sigma-aldrich) ®

Hidroxido de aménio - Merck (sigma-aldrich) ®

Carvéo ativado - Merck (sigma-aldrich) ®



o AguaMilliQ - MilliQ®

Anexo 2.3. Solugdes-padréo

e Padrdo analitico de Cortisona - Merck (sigma-aldrich) ®

e Padrdo analitico de Cortisol — Merck (sigma-aldrich) ®

o Padrdo analitico de Cortisol - D4* (Cortisol-9,11,12,12) - Merck (sigma-aldrich) ®

e Padrdo analitico de Cortisona - D8* (Cortisone-2,2,4,6,6,9,12,12-d8) - Merck (sigma-aldrich) ®
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Anexo 3. Orientacdes para coleta de saliva em tubo Salivette

1. Coletar a saliva ao acordar pela manhé antes de escovar os dentes, comer ou beber qualquer
coisa.

Retirar a tampa do salivette e retirar o swab (algodao).

Colocar o swab na boca por 1 minuto.

Retornar o swab para o recipiente em que estava e fechar firmemente.

o B~ N

Levar imediatamente o salivette ao laboratorio apds coletada a saliva
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Anexo 4 - preparo das curvas de calibragdo de plasma, saliva e urina

Anexo 4.1. Preparo das amostras da curva de calibracao e controles de qualidade do plasma

Ponto da UV Concentra-(;éo final de cortisol Composicao (volume da solugdo de partida + volume de
e cortisona (ng/mL) plasma)
1 200 180uL Cortisol (10pg/mL) + 180uL Cortisona (10pg/mL)
+ 5640pL plasma branco
2 150 1500 pL solucdo 1 + 1500 L plasma branco
3 75 1500 pL solucéo 2 + 1500 L plasma branco
4 50 2000 pL solugdo 3 + 1000 pL plasma branco
5 25 1500 pL solucéo 4 + 1500 pL plasma branco
6 10 1200 pL solucéo 5+ 1800 L plasma branco
7 5 1500 pL solugéo 6 + 1500 pL plasma branco
8 25 1500 pL solugéo 7 + 1500 pL plasma branco
9 1 600 pL solugdo 8 + 900 L. plasma branco
CoA 210 3200pL ponto 1 da curva de calibracdo + 800pL plasma
branco
CQM 120 1250 uL CQA +1250uL plasma branco
CcoB 3 62,5 UL CQM + 2437,5 UL plasma branco

Anexo 4.2. Preparo das amostras da curva de calibracdo e controles de qualidade da saliva

Pontoda | Concentracdo de Concentragdo de Composic&o (volume da solugéo de partida +
curva cortisol (ng/mL) | cortisona (ng/mL) volume de saliva)
L 50 %0 45uL Cortisol (10pg/mL) + 72uL Cortisona
(10pg/mL) + 8883pL saliva branca
2 25 40 1500 pL solucdo 1 + 1500 L saliva branca
3 10 16 1200 pL solucdo 2 + 1800 L saliva branca
4 5 8 1500 pL solucdo 3 + 1500 L saliva branca
5 2 3,2 1200 pL solucéo 4 + 1800 pL saliva branca
6 1 16 1500 pL solucéo 5+ 1500 pL saliva branca
7 05 08 1500 pL solucéo 6 + 1500 pL saliva branca
8 03 0,48 1500 pL solucéo 7 + 800 pL saliva branca
oA 10 61 4800uL ponto 1 da curva de calibracdo + 1200uL
saliva branca
CQM 20 32 2000 L CQA + 2000uL saliva branca
CcoB 09 144 180pL. CQM + 3820pL saliva branca




Anexo 4.3. Preparo das amostras da curva de calibracdo e controles de qualidade da urina

Ponto da curva Concentragao fina Composicao (volume da solugéo de partida + volume de urina)
(ng/mL)
1 160 96pL Cortisol (10ug/mL) + 96L Cortisona (10ug/mL) +
5808JuL urina branca
2 100 1250 L solucdo 1 + 750 pL urina branca
3 50 1000 pL solugéo 2 + 1000 L urina branca
4 25 1000 pL solugéo 3+ 1000 L urina branca
5 10 800 uL solugdo 4 + 1200 pL urina branca
6 5 1000 pL solugdo 5+ 1000 L urina branca
7 2 800 pL solugdo 6 + 1200 pL urina branca
8 1 750 pL solucéo 7 + 750 pL urina branca
9 05 500 pL solucéo 8 + 500 pL. urina branca
CQA 128 3200pL ponto 1 da curva de calibracdo + 800pL urina branca
COM 64 1250 uL. CQA + 1250pL urina branca
CcoB 15 64,5 UL CQM + 2687,5 pL urina branca
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Anexo 5 — picos cromatograficos de LIQ e LSQ de cortisol, cortisona e pi

Anexo 5.1 — plasma
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Comment:
sample Index:
Sample Type:
Concentration:
Calculated Conc:
Acq. Date:

Acq. Time:

Modified:
Proc. Algorithm:
Bunching Factor:
Noise Threshold:
Area Threshold:
,Num. Smooths:
Sep. Width:

Sep. Height:
Exp. Peak Ratio:
Exp. Adj. Ratio:
Exp. Val. Ratio:
RT Window:
Expected RT:

Use Relative RT:

Int. Type:
Retention Time:
Area:

Height:

Start Time:

End Time:

Annotation: ™

59
Standard

1.00 ng/mL
0.974 ng/mL
8/7/2019
5:48:37 PM
No

Analyst Classic

1

50.00 cps
50.00 cps
2

.20

.01

.00

.00

.00

30.0 sec
0.870 min
No

cwewmoo

Base To Base
0.859 min
5570. counts

1.50e+003 cps
0.765 min
0.957 min

Intensity, cps

Sample Name: "Cortisal (1ng/ml) + cortisona (1ng/ml)"  Sample ID:
Peak Name: "Cortisol" Mass(es): "363.231/121.000 Da"

1500+

1400+

1300+

12004

1100+

1000+

8001

700+

6001

5001

3004

2004

100+

File: "cuva070819_congdesc_cc01.wiff"

0.86

132 144 1.54
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Figura 12 - pico cromatografico de Cortisol, monitorado pela transi¢do m/z 363,2 — 121,0 -

LIQ (1 ng/mL). No Eixo X, temos o tempo total de corrida, detectado o pico cromatografico no

tempo de 0,86 minutos. No eixo Y, observa-se a intensidade do sinal (Intensity).
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Sample Name: "Cortisol (300ng/ml) + cortisona (300ng/ml)" Sample ID: ™  File: "cuva070819_congdesc_cc01.wiff"
Peak Name: "Cortisol" Mass(es): "363.231/121.000 Da"

Comment: "™ Annotation: ™"

Sample Index: 75

Sample Type: Standard 0.85

Concentration: 300. ng/mL

Calculated Cone: 230. ng/mL 2765

Acg. Date: 8/7/2019

Acg. Time: 6:46:30 PM 2.6e54

s 2.5e5-

Modified: No

Proc. Algorithm: Analyst Classic 2.4e5-

Bunching Factor: 1 1

Noise Threshold: 50.00 cps 2.3e5

Area Threshold: 50.00 cps 2.2e54

,Num. Smooths: 2

Sep. Width: 0.20 2.1e5

Sep. Height: 0.01 2.0e5-

Exp. Peak Ratio: 5.00

Exp. Adj. Ratio: 4.00 1.9e5+

Exp. Val. Ratio: 3.00 1.8e54

RT Window: 30.0 sec

Expected RT: 0.870 min 1.7e5+

Use Relative RT: No 1665

2

Int. Type: valley o 1.5e54

Retention Time: 0.853 min 2 44651

Rrea: 1250000.  counts 2

Height: 2.87e+005 cps o 1.3e54

Start Time: 0.752  min = 1265

End Time: 1.12  min -8
1.1e54
1.0e5-
9.0e4
8.0e4
7.0e4+
6.0e4+
5.0e4
4.0e4+
3.0e4
2.0e4
1.0ed

0.0 T T T T T T T g T T T T T T T T T T T T T
00 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12 13 14 15 16 1.7 18 19 2.0 21 22 23 24
Time, min

Figura 13 — pico cromatografico de Cortisol, monitorado pela transicdo m/z 363,2 — 121,0 -
LSQ (300 ng/mL). No Eixo X, temos o tempo total de corrida, sendo detectado o pico
cromatografico no tempo de 0,85 minutos. No eixo Y, observa-se a intensidade do sinal

(Intensity).
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Sample Name: "Cortisol (1ng/ml) + cortisona (1ng/ml)”  Sample ID: ™  File: "cuva070819_congdesc_cc01.wiff"
Peak Name: "Cortisol D4(IS)" Mass(es): "367.268/121.100 Da"
Comment Annotation:
Sample Index: 59
Sample Type: Standard 0.84
Concentration: 1.00 ng/mL ]
Calculated Conc: N/A 27e4
Acg. Date: 8/7/2019 2.6e4
Acg. Time: 5:48:37 PM
2.5e4+
Modified: No 2404
Proc. Algorithm: Analyst Classic
Bunching Factor: 1 2.3e44
Noise Threshold: 321.76 cps 22041
Area Threshold: 1608.81  cps
sNum. Smooths: 2 2.1e44
Sep. Width: 0.20
Sep. Height: 0.01 2.0e4+
Exp. Peak Ratio: 5.00 1.9e44
Exp. Adj. Ratio: 4.00
Exp. Val. Ratio: 3.00 1.8e4+
RT Window: 30.0 sec 1.7e4
Expected RT: 0.890 min
Use Relative RT: No 1.6e4
2 4
Int. Type: Base To Base 5 1.5e4
Retention Time: 0.844 min 2 1dedq
Area: 102000.  counts 2
Height: 2.75e+004 cps g 1.3e4
Start Time: 0.765 min £ 2e4d
End Time: 0.970 min
1.1e4
1.0e4 +
9000.04
8000.0
7000.0+
6000.0
5000.04
4000.0 1
3000.0+
2000.04
1000.0 4
0.0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
00 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12 13 14 15 16 17 18 189 20 21 22 23 24
Tima min

Figura 14 - pico de Cortisol D4 (padrdo interno deuterado) plasmaético, monitorado pela
transi¢do m/z 367.2 — 121.1. No Eixo X, temos o tempo total de corrida, sendo detectado o
pico cromatogréfico no tempo de 0,84 minutos. No eixo Y, observa-se a intensidade do sinal
(Intensity).
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Comment: ™
Sample Index:
Sample Type:
Concentration:

Date:
Time:

Acg.
Acg.

Modified:
Proc.

RT Window:
Expected RT:

Int. Type:
Retention Time:
Area:

Height:

Start Time:
End Time:

Peak Name: "Cortisona”

Calculated Conc:

Algorithm:
Bunching Factor:
Noise Threshold:

Area Threshold:
,Num. Smooths:
Sep. Width:

Sep. Height:
Exp. Peak Ratio:
Exp. Adj. Ratio:
Exp. Val. Ratio:

Use Relative RT:

59
Standard

1.00 ng/mL

0.889 ng/mL
8/7/2019

5:48:37 PM

No
Analyst Classic
1

72.13  cps
360.66  cps
2
0.20
0.01
5.00
4.00
3.00
30. sec
0.929  min

No

Base To Base

0.893  min
11700. counts
3.06e+003 cps
0.806 min
1.03  min

Sample Name: "Cortisol (1ng/ml) + cortisona (1ng/ml)"
Mass(es): "361.228/163.300 Da"
Annotation: ™

Intensity, cps

Sample ID:

3000+

2800+

2600+

24004

2200+

2000+

1800+

1600+

1400+

1200+

1000+

800+

600+

400+

200+

™ File: "cuva070819_congdesc_ccO1.wiff"

0.89

0
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112 13
Time, min

14

15

16

17

18

19 20 21

22 23 24

Figura 15 - pico de cortisona plasmatica - LIQ (1 ng/mL), monitorado pela transi¢do m/z 361.2

— 163.3. No Eixo X, temos o tempo total de corrida, sendo detectado o pico cromatografico

no tempo de 0,89 minutos. No eixo Y, observa-se a intensidade do sinal (Intensity).



Peak Name:

Comment: "
Sample Index:
Sample Type:
Concentration:
calculated Conc:
Acg. Date:
Acg. Time:

Modified:
Proc. Algorithm:
Bunching Factor:
Noise Threshold:
Area Threshold:
,Num. Smooths:
Sep. Width:

Sep. Height:
Exp. Peak Ratio:
Exp. Adj. Ratio:
Exp. Val. Ratio:
RT Window:
Expected RT:
Use Relative RT:

Int. Type:
Retention Time:
Area:
Height:
Start Time:
End Time:

ortisona”
Annotation: "'

2250000.
5.15e+005 cps

76
Standard
300. ng/mL
239. ng/mL
8/7/2019

6:50:08 PM

No
Analyst Classic

1
72.13  cps
360.66  cps
2

.20

.01

.00

.00

.00

30.0 sec
0.929 min
No

cweuvoo

Base To Base
0.891 min
counts

0.724 min
1.19 min

Intensity, cps

Sample Name: "Cortisol (300ng/ml) + cortisona (300ng/ml)”
Mass(es): "361.228/163.300 Da"

5.0e5+
4.8e5
4.6e54
4.4e5
4.2e54
4.0e5
3.8e54
3.6e5
3.4e5+
3.2e5
3.0e5
2.8e5+
2.6e5-
2.4e5+4
2.2e5+
2.0e54
1.8e54
1.6e5+
1.4e54
1.2e54
1.0e5+
8.0e4
6.0e4 4
4.0e4
2.0ed+

Sample ID: ™

File: "cuva070819_congdesc_ccO1.wiff"
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Figura 16- pico de cortisona plasmatica - LSQ (300 ng/mL), monitorado pela transi¢do m/z

361.2 — 163.3. No Eixo X, temos o tempo total de corrida, sendo detectado o pico

cromatografico no tempo de 0,89 minutos. No eixo Y, observa-se a intensidade do sinal

(Intensity).



Sample Name: "Cortisol (1ng/ml) + cortisona (1ng/ml)" Sample ID:™ File: "cuva070819_congdesc_ccO1.wiff"
Peak Name: "Cortisona_D8(IS)" Mass(es): "369.310/168.200 Da"
Comment: "™ Annotation: ™"
Sample Index: 59
Sample Type: Standard 0.88
Concentration: 1.00 ng/mL 2.8e44 N
Calculated Conc: N/A .
Acq. Date: 8/7/2019
Acqg. Time: 5:48:37 PM 2 6ed
Modified: No
Proc. Algorithm: Analyst Classic
Bunching Factor: 1 2.4e4
Noise Threshold: 250.42  cps
Area Threshold: 1252.10 cps
,Num. Smooths: 2 2.2e4+
Sep. wWidth: 0.20
Sep. Height: 0.01
Exp. Peak Ratio: 5.00 2.0e4
Exp. Adj. Ratio: 4.00
Exp. Val. Ratio: 3.00
RT Window: 30.0 sec 1.8e4
Expected RT: 0.916 min
Use Relative RT: No
» 1.664
Int. Type: Base To Base g
Retention Time: 0.877 min =
Area: 109000.  counts 2 1dedq
Height: 2.84e+004 cps 5
Start Time: 0.793  min £
End Time: 1.01 min 1.2ed4+
1.0e4+
8000.0
6000.04
4000.04
2000.0
0.0 T T T T T T T u T T T T T T T T T T T T T T T
00 01 02 03 04 05 06 07 08 08 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
Time, min

Figura 17 - pico de Cortisona D8 (padrdo interno deuterado) plasmaética, monitorado pela

transicdo m/z 369.3 — 168.2. No Eixo X, temos o tempo total de corrida, sendo detectado o
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pico cromatografico no tempo de 0,88 minutos. No eixo Y, observa-se a intensidade do sinal

(Intensity).



Anexo 5.2 —

saliva

I Peak Name: "Cortisol"

Sample Name: "Cortisol 0.3 + cortisona 0.48"

Mass(es): "363.231/121.000 Da"

Comment: "™ Annotation: "
Sample Index: 45
sample Type: Standard
Concentration: 0.300 ng/mL
Calculated Conc:  0.323 ng/mL 1300
Acg. Date: 8/28/2019 1250
Acg. Time: 3:49:32 BM
1200
Modified: No
Proc. Algorithm: Analyst Classic 1150
Bunching Factor: 1 1100
Noise Threshold: 66.36 cps
Area Threshold: 331.82 cps 1050
,Num. Smooths: 2
Sep. Width: 0.20 1000
Sep. Height: 0.01 950
Exp. Peak Ratio: 5.00
Exp. Adj. Ratio: 4.00 900
Exp. Val. Ratio: 3.00 850
RT Window: 30.0 sec
Expected RT: 0.901 min 800
Use Relative RT: No
" 750
Int. Type: Base To Base & 700
Retention Time: 0.829 min =
Area: 4291  counts Kl 650
Height: 1.20e+003 cps g
Start Time: 0.752  min = 600
End Time: 0.929  min 550
500
450
400
350
300
250
200
150
100
50

Sample ID: ™

File: "curvaé_cq_280819.wiff"

0
00 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12 13 14 15 16 1.7 18 19 20 21 22 23 24
Time, min
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Figura 18 - pico de cortisol salivar - LIQ (0,3 ng/mL), monitorado pela transi¢cdo m/z 363.2 —

121.0. No Eixo X, temos o tempo total de corrida, sendo detectado o pico cromatografico no

tempo de 0,83 minutos. No eixo Y, observa-se a intensidade do sinal (Intensity).



Peak Name: "Cortisol"

I Sample Name: "Cortisol 50 + cortisona 80"

Comment: " Annotation: "

Sample Index:
Sample Type:
Concentration:

Calculated Conc:

Acg. Date:
Acg. Time:
Modified:

Proc. Algorithm:
Bunching Factor:
Noise Threshold:

Area Threshold:
,Num. Smooths:
Sep. Width:
Sep. Height:

Exp. Peak Ratio:
Exp. Adj. Ratio:
Exp. Val. Ratio:

RT Window:
Expected RT:

Use Relative RT:

Int. Type:
Retention Time:
Area:

Height:

Start Time:
End Time:

732827
1.87e+005 cps

60
Standard
50.0 ng/mL
57.5 ng/mL
8/28/201%

4:41:32 PM

Yes
Analyst Classic

1
500.00 cps
500.00  cps

0 sec
0.901 min

Base To Base
0.829 min
counts

0.738 min
1.04 min

Sample ID: ™ File: "curvab_cq_280819.wiff"

Mass(es): "363.231/121.000 Da"

0.83
1.8e5

1.7e54

1.6e5

1.5e54

1.4e54

1.3e5

1.2e54

1.1e5

1.0e5+

9.0e4+

Intensity, cps

8.0e4+

7.0e4+

6.0e4+

5.0e4+

4.0e4+

3.0e4+

2.0ed+

1.0e4+

0.0
00 01 02 03 04 05 06 07 08 08 10 11 12 13 14 15 16 1.7 18 19 20 21 22 23 24
Time, min
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Figura 19 - pico de Cortisol salivar - LSQ (50 ng/mL), monitorado pela transicdo m/z 363.2 —

121.0 Da. No Eixo X, temos o tempo total de corrida, sendo detectado o pico cromatogréafico

no tempo de 0,83 minutos. No eixo Y, observa-se a intensidade do sinal (Intensity).



56

Comment: "
Sample Index:
Sample Type:
Concentration:

RT Window:
Expected RT:

Int. Type:
Retention Time:
Area:

Height:

Start Time:
End Time:

n Sample Name: "Cortisol 50 + cortisona 80"
Peak Name: "Cortisol D4(IS)"

Calculated Conc:

Rcq. Date:
RAcq. Time:
Modified:
Proc. Algorithm:

Bunching Factor:
Noise Threshold:

Area Threshold:
,Num. Smooths:
Sep. Width:

Sep. Height:
Exp. Peak Ratio:
Exp. Adj. Ratio:
Exp. Val. Ratio:

Use Relative RT:

Sample ID: " File: "curvab_cq_280819.wiff"
Mass(es): "367.268/121.100 Da"
Annotation: "
60
Standard 0.82
1.00 ng/mL
N/A
8/28/2019
4:41:32 PM 6.5e47
Yes
Analyst Classic 6.0e4
1
321.76  eps
1608.81 cps 5.504
2
0.20
0.01 5.0e4
5.00
4.00
3.00 45041
30.0 sec
0.890 min
No 4.0e4
2
Base To Base o
0.817 min >
271837  counts e 3.504
7.01e+004 cps £
0.738  min =
1.01  min 30641
2.5e4+
2.0e4+
1.5e44
1.0e44
5000.0

0.0 T T T T T y L T T T T T T T T T T T T T T T
00 01 02 083 04 05 06 07 08 09 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
Time, min

Figura 20 - pico de Cortisol D4 (padréo interno deuterado) salivar, monitorado pela transicéo

m/z 367.2 — 121.1. No Eixo X, temos o tempo total de corrida, sendo detectado o pico

cromatografico no tempo de 0,82 minutos. No eixo Y, observa-se a intensidade do sinal

(Intensity).
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Comment:
Sample Index:
Sample Type:
Concentration:

Acq.
Acq.

Date:
Time:

Modified:
Proc.

RT Window:
Expected RT:

Int. Type:
Retention Time:
Area:

Height:

Start Time:
End Time:

Peak Name: "Cortisona”

Calculated Conc:

Algorithm:
Bunching Factor:
Noise Threshold:

Area Threshold:
,Num. Smooths:
Sep. Width:

Sep. Height:
Exp. Peak Ratio:
Exp. Adj. Ratio:
Exp. Val. Ratio:

Use Relative RT:

I Sample Name: "Cortisol 0.3 + cortisona 0.48"

Annotation: ™
45
Standard
0.480 ng/mL
0.543 ng/mL
8/28/2019
3:49:32 PM
No
Analyst Classic
1
72.13  cps
360.66 cps
2z
0.20
0.01
5.00
4.00
3.00
30.0 sec
0.929 min
No
Base To Base
0.863 min
10586 counts
2.91e+003 cps
0.779 min
0.984 min

Sample ID: ™ File: "curva_cq_280819.wiff"

Mass(es): "361.228/163.300 Da"

2800

2600

2400

2200

2000

1800

1600

Intensity, cps

1400

1200

1000

800

600

400

200 1.52

0 T T T T T T T T u T T T T T T T T T T T u U u T
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Time, min

Figura 21 - pico de Cortisona salivar - L1Q (0,48 ng/mL), monitorado pela transicdo m/z 361.2

— 163.3. No Eixo X, temos o tempo total de corrida, sendo detectado o pico cromatogréafico

no tempo de 0,86 minutos. No eixo Y, observa-se a intensidade do sinal (Intensity).



Sample Name: "Cortisol 50 + cortisona 80" Sample ID: ™ File: "curvaé_cq_280819.wiff"
Peak Name: "Cortisona" Mass(es): "361.228/163.300 Da"
Comment: ™ Annotation: ™
Sample Index: 60
Sample Type: Standard 0.86
Concentration: 80.0 ng/mL 5.4e5+ ’
Calculated Conc: 85.5 ng/mL
Acq. Date: 8/28/2019 5.2e5
Acq. Time: 4:41:32 PM 5.085-
Modified: No 4.8e5
Proc. Algorithm: Analyst Classic 4.6651
Bunching Factor: 1 )
Noise Threshold: 72.13  cps 4465
Area Threshold: 360.66 cps
,Num. Smooths: 2 4205
Sep. Width: 0.20 4.0e5
Sep. Height: 0.01
Exp. Peak Ratio: 5.00 3.8e5
Exp. Adj. Ratio: 4.00 3.6651
Exp. Val. Ratio: 3.00 .
RT Window: 30.0 sec 3.4e5+
Expected RT: 0.929 min
Use Relative RT: No 32657
g 3.0e54
Int. Type: Base To Base 5
Retention Time: 0.862 min = 285
Rrea: 2061332  counts 2 2665
Height: 5.41e+005 cps o )
Start Time: 0.765 min £ 2.4e54
End Time: 1.13  min 2265
2.0e5+
1.8e5
1.6e5+
1.4e54
1.2e54
1.0e5
8.0e4+
6.0e4
4.0ed+
2.0e4+
0

0
00 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12 13 14 15 16 17 1.8 19 20 21 22 23 24

Time, min
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Figura 22 - pico de Cortisona salivar - LSQ (80 ng/mL), monitorado pela transi¢cdo m/z 361.2

— 163.3. No Eixo X, temos o tempo total de corrida, sendo detectado o pico cromatogréafico

no tempo de 0,86 minutos. No eixo Y, observa-se a intensidade do sinal (Intensity).
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Comment:
Sample Index:
Sample Type:
Concentration:

Rcg. Date:
Acg. Time:

Modified:
Proc.

Expected RT:

Int. Type:
Retention Time:
Area:

Height:

Start Time:
End Time:

T Sample Name: "Cortisol 50 + cortisona 80"
Peak Nam

Ccalculated Conc:

Algorithm:
Bunching Factor:
Noise Threshold:

Area Threshold:
,Num. Smooths:
Sep. Width:

Sep. Height:
Exp. Peak Ratio:
Exp. Adj. Ratio:
Exp. Val. Ratio:
RT Window:

Use Relative RT:

Sample ID: ™ File: "curvab_cq_280819.wiff"
‘Cortisona_D8(IS)" Mass(es): "369.310/168.200 Da"
Annotation: "
60
Standard 0.85
1.00 ng/mL 75044 :
N/R :
8/28/2019
4:41:32 PM 7.0e4
No
Analyst Classic 6.5e4
1
250.42  cps
1252.10 cps 6.0e4
2
0.20
0.01 5.5e4 4
5.00
4.00
3.00 5.0841
30.0 sec
0.916 min 45041
No
2
Base To Base S 40e4]
0.847 min EN
285759  counts 2
7.58e+004 cps 2 35044
0.765 min £
1.05 min
3.0e4+
2.5e4+
2.0e4
1.5e4
1.0e4
5000.0

0.0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
00 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 1.1 12 13 14 15 16 1.7 18 19 20 21 22 23 24
Time, min

Figura 23 - pico de Cortisona D8 (padrao interno deuterado) salivar, monitorado pela transicéo

m/z 369.3 — 168.2. No Eixo X, temos o tempo total de corrida, sendo detectado o pico

cromatografico no tempo de 0,85 minutos. No eixo Y, observa-se a intensidade do sinal

(Intensity).
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Anexo 5.3 —urina

Sample Name: "Cortisol + cortisona 0.5" Sample ID: ™ File: "curva2_301019.wiff"
Peak Name: "Cortisol"  Mass(es): “363.231/121.000 Da*
Comment: " Annotation: ™
San 5 3
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Intensity, cps

350 / f ‘I"‘. f |
300 I 17 n
250 [ \ (Y
200

150

100 { \ r~

sof O\ \ A

0 T T T T
00 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12 13 14 15 16 1.7 18 19 20 21 22 23 24
Time, min

Figura 24 - pico de Cortisol urinario - LIQ (0,5 ng/mL), monitorado pela transicdo m/z 363.2
— 121.0. No Eixo X, temos o tempo total de corrida, sendo detectado o pico cromatogréafico

no tempo de 0,83 minutos. No eixo Y, observa-se a intensidade do sinal (Intensity).

Sample Name: "Cortisol + cortisona 160" Sample ID:™  File: "curva2_301019.wiff"
Peak Name: "Cortisol”  Mass(es): "363.231/121.000 Da"

Comment: ™ Annotation: **
m 54

1.20e5
1.15e5
1.10e5
1.05e5
1.00e5
9.50e4
9.00e4
8.50e4
B.00e4
7.5084
7.00e4
6.50e4
6.00e4
5.50e4
5.00e4
4.50e4
4.00e4
3.50e4
3.00e4
2.50e4
20084
1.50e4
1.00e4

Intensity, cps

5000.00

0.0

00 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12 13 14 15 16 1.7 18 19 20 21 22 23 24
Time, min

Figura 25 - pico de Cortisol urinario - LSQ (160 ng/mL), monitorado pela transicdo m/z 363.2
— 121.0. No Eixo X, temos o tempo total de corrida, sendo detectado o pico cromatografico

no tempo de 0,83 minutos. No eixo Y, observa-se a intensidade do sinal (Intensity).
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Sample Name: "Cortisol + corisona 160" Sample 1D:  File: ‘curva2_301018.will"
Peak Name: "Cortisol D4(IS)" Mass{es): "367.268/121.100 Da"
Comment: ™ Annotation: **

082
BUedé
7594
7.04 ]
GSeA-f
sue4—f
5504
5094

4.5e4 ]

Intensity, cps

aDed-E
ase4]
2084
25041
20041
1504
1.0041 242, /
5ooon§ /

0.0 S
00 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
Time, min

Figura 26 - pico de Cortisol D4 (padréo interno deuterado) urinario, monitorado pela transi¢éo
m/z 367.2 — 121.1 Da. No Eixo X, temos o tempo total de corrida, sendo detectado o pico
cromatografico no tempo de 0,82 minutos. No eixo Y, observa-se a intensidade do sinal

(Intensity).

Sample Name: "Corlisol + corlisona 0.5° _ Sample ID: = File: ‘curva2_301018.will"
Peak Name: "Cortisona” Mass(es): "361.228/163.300 Da”
Comment: ™  Annotation: ™

Intensity, cps

6001

4001

1 038 \ 234
1 - W M

200] y B, :

L/ ‘\\ P R '\_/\"—'.7-“»,- N

00 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12 13 14 15 16 1.7 18 19 20 21 22 23 24

Figura 27 - pico de Cortisona urinaria — LIQ (0,5 ng/mL), monitorado pela transi¢cdo m/z 361.2
— 163.3. No Eixo X, temos o tempo total de corrida, sendo detectado o pico cromatografico

no tempo de 0,87 minutos. No eixo Y, observa-se a intensidade do sinal (Intensity).
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Sample Name: “Cortisol + cortisona 160"  Sample ID: ™ File: "curva2_301019 wiff*
Peak Name: "Cortisona” Mass(es): "361.228/163.300 Da"
Comment: ™  Annotation: **
mple Index: 54

24e5

235
2.2¢5
2.1e5
¢ 2.0¢5
ceshold: 360.6 ps 1.9e5
‘ 1865
1.7e5
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1.1e5

Intensity, cps

End Tine: 2 min 1,005
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6.004
5.004
4.0ed
3.0e4
2004

1.0e4

Time, min

Figura 28 - pico de Cortisona urinaria— LSQ (160 ng/mL), monitorado pela transicdo m/z 361.2
— 163.3. No Eixo X, temos o tempo total de corrida, sendo detectado o pico cromatogréfico

no tempo de 0,86 minutos. No eixo Y, observa-se a intensidade do sinal (Intensity).

‘Sample Name: "Cortisol + cortisona 160" Sample ID: ™  File: "curva2_301019.wiff"
Peak Name: “Cortisona_D8(IS)" Mass{es): “369.310/168.200 Da"
Comment: =  Annotation: =

6504}
6094*
5 5e=
5094‘
aset]

3504

Intensity, cps
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5000.0
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Time, min

Figura 29 - pico de Cortisona D8 (padrao interno deuterado) urinario, monitorado pela transicéo
m/z 369.3 — 168.2. No Eixo X, temos o tempo total de corrida, sendo detectado o pico
cromatografico no tempo de 0,85 minutos. No eixo Y, observa-se a intensidade do sinal

(Intensity).
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Anexo 6 — linearidade de cortisol e cortisona em plasma, saliva e urina

Anexo 6.1 — plasma

"W curva2 ccO1_100719B.rdb (Cortisol). "Linear” Regression (™1 / x" weighting): y = 0.0453 x + 0.015 (r = 0.9992)
17.8
17.0 -
1 6,0;
15.0
1 4.0-
13.0
12.0
1 1.0-
1 0.0:

9.0 I

8.04

Analyte Area / IS Area
\

7,0; o
6.0 : .
s.o:
4,0-.
3.0 :

204

0 20 40 0 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300
Analyte Conc. /IS Conc.

Figura 30 - Linearidade do cortisol em plasma. Regressao linear (1/x): y = 0,0453x + 0,015.

Coeficiente de correlacéo (r) = 0,9992.
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W curvad_cc01_120719.10b (Cortisona): "Linear Regression 11/ ' weighting): y = 0.109 x + -0.00129 (r = 0.9992)

28+

24

22+

Analyte Area / IS Area

"o

o % 4 e & 10 ik e w0 e 20 20 20 a0 20 0
Analyte Conc. / IS Conc.

Figura 31 - Linearidade da cortisona em plasma. Regressao linear (1/x): y = 0,109x + -0,00129.

Coeficiente de correlacgdo (r) = 0,9992

Anexo 6.2 — Saliva

W Curva_cq1_saliva_280819.rdb (Cortisol): "Linear” Regression ("1 / (x * x)" weighting): y = 0.0482 x + -0.00481 (r = 0.9963)
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Figura 32 - Linearidade do cortisol em saliva. Regressao linear (1/x2): y = 0,0482x + -0,00481.
Coeficiente de correlacdo (r) = 0,9963
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W Curva_cql_saliva_280819.rdb (Cortisona): “Linear"

g ("1 /(x* x)" weig y = 0.0816 x + -0.0157 (r = 0.9980)

73,
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2.0
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Figura 33 - Linearidade da cortisona em saliva. Regresséo linear (1/x2): y = 0,0816x + -0,0157.
Coeficiente de correlagéo (r) = 0,9980.



Anexo 6.3 — Urina

W curva_matriz_dil_081119.rdb (Cortisol): "Linear” F
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g ("1 /(x* x)" weighting): y = 0.00924 x + -0.00199 (r = 0.9959)
L]
.
.
®
40 50 60 70 80 ) 100 110 120 130 140 150 160
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Figura 34 - Linearidade do cortisol em urina. Regresséo linear (1/x2): y = 0,00924x + -0,00199.

Coeficiente de correlacdo (r) = 0,9959



B Curva02_301019.rdb (Cortisona): "Linear” Regression ("1 / (x * x)" weighting): y = 0.0262 x + -0.00211 (r = 0.9971)
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Figura 35 - Linearidade da cortisona em urina. Regresséo linear (1/x2):y = 0,0262x + -0,00211.

Coeficiente de correlacdo (r) = 0,9971
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Resumo

A avaliagdo laboratorial do cortisol e da cortisona é um desafio, especialmente em
criancas e em condi¢cdes como insuficiéncia adrenal, uma vez que os métodos usuais nédo
apresentam especificidade e sensibilidade adequadas para as concentragdes mais baixas
encontradas nesses grupos. O desenvolvimento de tecnicas usando cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massa em tandem (LC-MS/MS) pode ajudar a melhorar a
especificidade e sensibilidade das andalises. Nosso estudo tem como objetivo desenvolver e
validar um método de LC-MS/MS para a analise de cortisol e cortisona no plasma, saliva e
urina, especificamente projetado para acomodar as concentragdes mais baixas observadas em
criangas. Desenvolvemos um método de extragdo liquido-liquido usando hidréxido de aménio,
éter metil-terc-butililico e rediluicdo em metanol. A cromatografia liquida foi realizada com
uma coluna BEH C18, acoplada a uma pré-coluna compativel, e fase mével com acido formico
e acetonitrila. A analise foi realizada usando um espectrémetro de massa com fonte turbo V e
ionizag&o por electrospray positiva. Limites inferiores de quantificagdo e limites superiores de
quantificagdo foram definidos como, respectivamente: 1 ng/mL e 300 ng/mL para cortisol e
cortisona no plasma; 0,3 ng/mL e 50 ng/mL para cortisol e 0,48 ng/mL e 100 ng/mL para
cortisona na saliva; 0,5 ng/mL e 160 ng/mL para cortisol e cortisona na urina. Linearidade,
efeito de matriz, precisdo, exatidao e estabilidade foram testados, todos com bons resultados.
No nosso trabalho foi possivel quantificar com precisdo o cortisol e a cortisona no plasma,
saliva e urina nos métodos desenvolvidos. Em pesquisas futuras, esperamos aplicar essa técnica
no grupo pediatrico para avaliar o padrdo de producdo de cortisol e cortisona em criancas

saudaveis e em determinadas patologias.

Palavras-chave: cortisol; cortisona; plasma; saliva; urina; cromatografia liquida acoplada a

espectrometria de massas; LC-MS/MS
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Abstract

Laboratory evaluation of cortisol and cortisone is a challenge, especially in children and
conditions such as adrenal insufficiency, as the usual methods lack specificity and sensitivity
for the lower concentrations found on those groups. The development of techniques using
liquid chromatography—tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) can help improve specificity
and sensitivity of the analyses. Our study aims to develop and validate a LC-MS/MS method
for the analysis of cortisol and cortisone in plasma, saliva and urine, specifically designed to
accommodate lower concentrations observed in children. We designed a liquid-liquid
extraction method using ammonium hydroxide, methyl-tert-butyl-ether and re-dilution in
methanol. Liquid chromatography was performed with a BEH C18 column, coupled with a
compatible pre-column, and mobile phase with formic acid and acetonitrile. Analysis was
performed using a turbo V source mass spectrometer and positive electrospray ionization.
Lower limits of quantification and upper limits of quantification were defined as, respectively:
1 ng/mL and 300 ng/mL for cortisol and cortisone in plasma; 0.3 ng/mL and 50 ng/mL for
cortisol and 0.48 ng/mL and 100 ng/mL for cortisone in saliva; 0.5 ng/mL and 160 ng/mL for
cortisol and cortisone in urine. Linearity, matrix effect, precision, accuracy and stability were
tested, all with good results. Conclusion: we were able to accurately quantify cortisol and
cortisone in plasma, saliva and urine on the methods developed. In future research, we hope to
apply this technique in the pediatric group to assess the pattern of cortisol and cortisone
production in healthy children and in certain pathologies.

Keywords: cortisol; cortisone; plasma; saliva; urine; liquid-chromatography mass
spectrometry; LC-MS/MS



