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1. INTRODUÇÃO 

1.1. REVISÃO DE LITERATURA 

1.1.1. Avaliação laboratorial de esteroides adrenais 

Os esteroides são moléculas essenciais presentes na formação da estrutura celular, e 

fazem parte de vias complexas de regulação do metabolismo [1]. A adequada avaliação 

laboratorial dos esteroides adrenais é essencial para a compreensão de sua fisiologia, bem como 

para o diagnóstico de patologias [2].  

Entretanto, a precisa quantificação deste grupo de hormônios ainda é um desafio na 

prática clínica, por se tratar de uma via metabólica complexa, que envolve desde precursores 

hormonais até hormônios esteroidais fisiologicamente ativos e seus metabólitos - alguns com 

alto potencial diagnóstico, outros ainda sem uma importância clínica bem estabelecida. Além 

disso, as vias esteroidais possuem níveis de atividades distintos em cada fase da vida (fetal, 

neonatal, puberdade, vida adulta, menopausa), sendo necessário o estabelecimento de diferentes 

valores de referência para estes hormônios de acordo com sexo e faixa etária [3]. Soma-se a 

isso a baixa especificidade dos métodos de análise e a baixa reprodutibilidade em diferentes 

centros laboratoriais, principalmente devido a diferenças nos anticorpos usados e falta de 

padronização dos reagentes e padrões internos [4]. 

O cortisol é produzido pela glândula suprarrenal, e sua síntese ocorre em um processo 

de múltiplas etapas, conhecido como esteroidogênese adrenal. Nesta via, substâncias 

precursoras sofrem alterações sucessivas em sua composição, em um processo mediado por 

enzimas [5]. Os compostos que fazem parte da esteroidogênese possuem estruturas químicas 

semelhantes, com esqueleto central idêntico, composto por um sistema de 4 anéis de 

hidrocarbono (três deles compostos por 6 carbonos e um com cinco) [3]. Ao redor dessa 

estrutura central comum, radicais diferentes conectados a ela diferenciam os hormônios 

(FIGURA 1), sendo os glicocorticoides compostos por 21 moléculas de carbono (c21) [5]. 
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FIGURA 1 - Semelhança estrutural entre moléculas de hormônios esteroidais. Adaptado de: 

Peter J. Fuller, Morag J. Young, Mechanisms of Mineralocorticoid Action, Hypertension. 2005; 

46:1227-1235 

A semelhança estrutural entre os esteroides adrenais dificulta a especificidade de sua 

quantificação laboratorial, principalmente pelos métodos mais amplamente utilizados na 

atualidade, os imunoensaios [6]. Estes métodos não são capazes de diferenciar adequadamente 

substâncias com estruturas semelhantes e por isso, a quantificação hormonal frequentemente 

apresenta reações cruzadas e valores superestimados.  

Nesse contexto, o desenvolvimento de métodos analíticos por espectrometria de massas 

acoplado a cromatografia liquida (LC-MS/MS) trouxe um avanço significativo, permitindo uma 

diferenciação mais precisa entre compostos estruturalmente similares e aprimorando a 

confiabilidade da quantificação hormonal. 

1.1.1.1. O cortisol e seu metabólito 

O cortisol é produzido pela zona fasciculada da suprarrenal, e tem a função de regular 

as respostas corporais imune e metabólica, especialmente frente ao estresse [7]. Cerca de 90% 

deste hormônio é transportado na corrente sanguínea ligado a globulina ligadora do cortisol 

(CBG), 6% à albumina e 4% em sua forma livre, biologicamente ativa [8], [9]. Sua ação tecidual 

depende do equilíbrio entre cortisol e cortisona, mediado pela atividade da enzima 11β-

hidroxiesteroide desidrogenase (11-βHSD)  [10].  

 

FIGURA 2 - Esquema da conversão de cortisol em cortisona, mediada pela ação da enzima 

11β-hidroxiesteroide desidrogenase 
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O cortisol é metabolizado a cortisona, composto biologicamente inativo. A razão entre 

estes dois compostos é útil na investigação de determinados quadros e reflete a ação das 

enzimas 11-βHSD [11]. A conversão do cortisol em cortisona é realizada pela enzima 11-βHSD 

tipo II, e essa reação pode ser revertida pela enzima 11-βHSD tipo I, auxiliando assim no 

controle fino da concentração sanguínea e tecidual de cortisol [7], [10], [11]. Na corrente 

sanguínea, por exemplo, é comum encontrarmos uma concentração de cortisol 

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

A enzima 11-βHSD tipo II é expressa em maior quantidade em alguns tecidos, como a 

mucosa oral, os rins, as glândulas salivares, a mucosa colônica e o endotélio [12]. Por 

consequência, observamos nesses órgãos uma maior concentração de cortisona em relação a 

cortisol. Na saliva observa-se uma quantidade 4 a 10 vezes maior de cortisona, com variação 

importante entre os horários do dia [9], [13]. Já na urina, a relação cortisol/cortisona é de 

aproximadamente 0,28 (3,5 vezes mais cortisona) [8].  

A enzima 11-βHSD tipo I é expressa em maior quantidade no fígado, tecido adiposo, 

centro de fome e saciedade hipotalâmicos e córtex adrenal. Essa enzima age ativando a 

conversão de cortisona a cortisol [11], [12].  

A determinação de cortisol por imunoensaio apresenta riscos de reação cruzada com 

outros compostos, principalmente os corticosteroides de uso exógeno como prednisolona, 

prednisona e dexametasona, além da própria cortisona [8], [14], [15], [16]. A avaliação por LC-

MS/MS, por sua vez, é capaz de aumentar a especificidade desta análise, principalmente em 

casos de uso exógeno de corticosteroides, com a possibilidade de dosar também estes 

compostos em uma mesma corrida analítica. [11], [17] Atualmente, as principais matrizes em 

que são feitas as análises do cortisol são soro, plasma, saliva, urina e o cabelo [18], e cada matriz 

possui seus desafios e fornecem informações relevantes distintas para posterior correlação 

clínica. 

A avaliação sérica ou plasmática de cortisol é a mais acessível nos laboratórios 

comerciais, e tem como desafio o estresse associado a punção venosa, o que pode alterar as 

concentrações deste hormônio no sangue. [19] Além disso, a análise isolada de cortisol 

plasmático não é capaz de avaliar sua variação durante o dia, nem a perda do ritmo circadiano 

de liberação deste hormônio que acontece em várias patologias do eixo hipotálamo-hipófise-

adrenal (HHA) [20].  
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A análise de cortisol salivar reflete a concentração deste hormônio livre no plasma, mas 

tem a limitação de estar abaixo do nível de detecção da maioria das metodologias rotineiramente 

utilizadas, quando os níveis de cortisol plasmático estão baixos, e de sofrer reação cruzada com 

medicamentos como hidrocortisona [9]. Estudos também correlacionam os valores de cortisona 

salivar - e especialmente a relação cortisol/cortisona salivar - com o cortisol livre plasmático 

[19], sendo a análise em saliva mais precisa por sofrer menor influência da concentração de 

CBG, e menor interferência de substâncias exógenas [13], [17], [21]. O cortisol salivar é de 

fácil coleta, inclusive com a possibilidade de coleta domiciliar, uma vez que a amostra salivar 

é estável por longo período quando mantida refrigerada [8], [13], [19]. Entretanto, a análise do 

cortisol neste fluido é dificultada por radioimunoensaio (RIA), uma vez que as concentrações 

podem ser 10-100x menores que a observada no sangue, além de sofrer reação cruzada com a 

cortisona ou outros esteroides endógenos ou exógenos comumente prescritos [13]. 

As análises de cortisol e cortisona urinários também apresentam a vantagem de ter uma 

coleta não invasiva e indolor. Entretanto, podem vir falsamente alteradas em casos de 

insuficiência renal, excesso de ingestão hídrica e coleta incompleta do volume urinário. [21] 

Assim como na saliva, a análise concomitante de cortisol e cortisona na urina, bem como a 

relação cortisol/cortisona neste fluido, podem ser importantes dados na avaliação da atividade 

glicocorticoide. [22] 

1.1.1.2. Particularidades da população pediátrica 

Para a população pediátrica, especialmente, a análise dos esteroides hormonais se torna 

ainda mais difícil. A concentração destes hormônios, principalmente dos esteroides 

androgênicos, frequentemente é muito baixa nas crianças. Os métodos imunométricos não 

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

Um outro ponto importante a se considerar na população pediátrica é a necessidade, nos 

ensaios imunométricos, de avaliar cada analito em corrida individual e, por isso, ser necessário 

coleta de maior volume de amostra. Isso se torna uma dificuldade, principalmente em crianças 

muito pequenas. A análise por LC-MS/MS permite a coleta de volume amostral menor, ao 

avaliar grupos de analitos em uma única alíquota, o que também reduz o risco de viés inter-

ensaio, permitindo correlacionar os hormônios com maior confiabilidade.   

Essas dificuldades reforçam a necessidade de se desenvolver métodos de análise por 

LC-MS/MS com aplicabilidade para as baixas concentrações encontradas em crianças e em 



5 
 

outras populações, como mulheres, bem como de se determinar novos valores de referências 

para este novo método laboratorial.  

- Processos para o desenvolvimento de um método e determinação de valores de referência: 

Para isso, inicialmente são realizadas buscas na literatura sobre valores de referência já 

estudados e protocolos implantados em outros laboratórios. Baseado em características físico-

químicas dos compostos a serem analisados, é desenhado o processo de preparação e extração 

das amostras, bem como parâmetros do equipamento a ser utilizado na quantificação. Nessa 

etapa, é importante considerar o fluido em questão, que se não preparado corretamente pode 

apresentar efeito matriz suficiente para reduzir a confiabilidade do método. Em caso de métodos 

voltados para baixas concentrações (encontradas em avaliação de esteroides em crianças, por 

exemplo), é importante obter boa precisão e exatidão do limite inferior de quantificação (LIQ) 

e controles de qualidade próximos a esse limite. Após a determinação dos limites inferiores e 

superiores de quantificação, constrói-se a curva de calibração e prossegue-se para a validação 

do método, com avaliação de sensibilidade, especificidade, estabilidade, precisão e exatidão. 

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

Após o processo de validação do método, escopo deste trabalho, o próximo passo para 

a determinação dos valores de referência seria a testagem do protocolo em pacientes saudáveis 

e em determinadas patologias e assim a delimitação de valores estatisticamente normais para 

cada população em estudo. [23] 

1.1.2. Métodos de análise de esteroides adrenais 

Os métodos de análise laboratoriais evoluíram muito no último século. Inicialmente, 

antes da era dos imunoensaios, os hormônios esteroidais eram analisados por exames como os 

bioensaios, métodos físico-quimicos e bioquímicos. O desenvolvimento dos imunoensaios, 

como o RIA, e seu uso para a quantificação de esteroides a partir de 1960, possibilitou uma 

melhora na sensibilidade e especificidade para o estudo deste grupo de analitos, principalmente 

na população pediátrica, que muitas vezes requer a análise de hormônios em concentrações 

muito baixas. [3], [4], [24] A partir da década de 80, o desenvolvimento de kits comerciais e a 

automação do processo do RIA permitiu análises em larga escala, curto tempo e baixo custo, o 

que possibilitou uma maior acessibilidade aos testes. [3] 

Os ensaios imunológicos ainda são os principais métodos de análise em laboratórios 

clínicos, e são divididos em duas classes distintas: competitivo e imunométrico (também 

conhecido como “ensaio sanduíche”). Ambos envolvem a ligação do analito a anticorpos e 
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marcadores, sendo que no ensaio competitivo, o marcador consiste em uma molécula 

semelhante ao analito (radioisótopo) e compete com este pela ligação no anticorpo da placa de 

ensaio. No ensaio imunométrico, o marcador fluorimétrico está presente em um anticorpo que 

se liga ao analito em um epítopo (pequena parte da estrutura molecular da substância) distinto 

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

Os ensaios imunométricos 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 específico, uma vez que anticorpos criados 

contra o cortisol, por exemplo, podem se ligar a seus metabólitos estruturalmente semelhantes. 

Além disso, a baixa sensibilidade destes exames não permite avaliar com segurança as baixas 

concentrações destes compostos observadas em crianças [4], [25]. 

A confiabilidade do RIA depende da especificidade do anticorpo e da presença de 

interferentes. Por isso, todos esses exames, ao envolverem ligações a epítopos que não são 

específicos do hormônio a ser analisado, possuem risco de ligação cruzada e superestimação 

hormonal, reduzindo a especificidade do método [3], [5], [17], [26].  

Atualmente, para minimizar tal problema, alguns laboratórios recorrem ao pré-

fracionamento dos compostos, o que recentemente vem sendo feito por cromatografia líquida 

de alta performance (HPLC). Após este fracionamento, métodos já bem estabelecidos como os 

imunoensaios podem ser utilizados para quantificação. Isso foi suficiente para melhorar a 

especificidade analítica de várias substâncias, mas essa técnica ainda não 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 os avanços recentes, 

após o pré-fracionamento por HPLC, tais moléculas podem ser analisadas com mais exatidão e 

precisão 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 não 

sofre processamento pré-analítico [3], [5], [17]; 3) efeito arraste, presente em métodos 

altamente automatizados [4].  

Os imunoensaios também possuem o risco de perder acurácia ao sofrerem interferência 

de anticorpos heterófilos, que podem causar efeitos falso-negativos ao se ligar a apenas um 
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destes anticorpos, ou efeitos falso positivos, ao se ligar tanto aos anticorpos de detecção quanto 

aos de captura no ensaio sanduiche. [29]  

Outra desvantagem dos imunoensaios é a análise de apenas um analito por vez [3] que, 

além de aumentar o risco de viés inter-analítico, necessita coleta de quantidades maiores de 

fluidos quando são avaliadas múltiplas substâncias.  

Entretanto, os imunoensaios possuem a vantagem de serem baratos, totalmente 

automatizáveis, com necessidade de mínima intervenção humana e curva de aprendizado 

menor. Além disso, requerem processamento mínimo das amostras, uma vez que os anticorpos 

de detecção são capazes de se ligar ao analito em questão diretamente na matriz determinada, 

o que os torna de mais rápida execução 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. Princípios básicos 

O LC-MS/MS consiste em um método hifenado, resultado da junção das técnicas de 

espectrometria de massas e cromatografia líquida. Quando comparado com os imunoensaios, é 

superior principalmente na análise de moléculas pequenas, estruturas com alto grau de 

similaridade com outras, e substâncias presentes em concentrações muito baixas na matriz em 

estudo. Além disso, apresenta a possibilidade de análise simultânea de mais de um analito na 

mesma corrida. [1], [4], [23], [30] 

A cromatografia tem como objetivo fazer a separação fina dos compostos, e é baseada 

no princípio da separação dos componentes de uma mistura de acordo com sua afinidade por 

duas fases imiscíveis [3], [31]. Inicialmente a amostra é injetada em uma fase móvel, que é 

carregada por uma fase estacionária dentro da coluna cromatográfica, onde ocorrerá a separação 

dos analitos de acordo com suas propriedades físico-químicas e grau de afinidade por uma 

destas fases [3], [17], [23]. A qualidade da cromatografia depende de vários fatores, dentre eles 

as características das fases móvel e estacionária, a força iônica da solução, a temperatura e o 

pH do sistema, bem como a dimensão da coluna cromatográfica. [23]  

A cromatografia pode ser classificada em vários tipos, como cromatografia em coluna, 

em papel, em camada delgada, gasosa, líquida, por exclusão de tamanho, por afinidade, de troca 

iônica, dentre outras, dependendo da forma física do sistema e da fase móvel utilizada.[32]  . A 

cromatografia líquida (LC) envolve técnicas em que a fase móvel é liquida. Metanol e 

acetonitrila são solventes orgânicos comumente utilizados na fase móvel do LC-MS/MS, e 

apresentam boa miscibilidade em água e boa solubilidade dos analitos. [3] Já a fase estacionária 
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da coluna pode ser composta por substâncias como sílica (fase normal), sílica ligada a uma 

molécula orgânica, como octil, octadecil, fenil e cianopropil (fase reversa), dentre outras. Na 

prática laboratorial, as colunas cromatográficas para HPLC são amplamente utilizadas devido 

à versatilidade da técnica e à sua capacidade de realizar análises precisas. Colunas modernas 

para UHPLC (cromatografia líquida de ultra alta pressão) utilizam partículas menores (< 2 µm), 

permitindo maior eficiência, melhor resolução e tempos de análise reduzidos, desde que 

utilizadas em sistemas compatíveis com pressões elevadas. [3], [11]  

A escolha da fase móvel e estacionária depende das propriedades físico-químicas das 

moléculas a serem analisadas. A fase estacionária pode ser polar (normal) ou apolar (reversa), 

e elas terão mais afinidade com analitos de características semelhantes. Quanto maior a 

afinidade do analito pela fase estacionária, mais tempo ele demorará para atravessar a coluna 

cromatográfica e, portanto, maior seu tempo de retenção [33]. A escolha da fase móvel, e seu 

grau de polaridade e fator força peso (capacidade da fase móvel de solubilizar ou deslocar os 

analitos da interação com a fase estacionária), também determina o grau de separação dos picos 

cromatográficos e seu tempo de retenção. Se o analito possui mais afinidade pela fase móvel, 

mais rápido ultrapassa a coluna cromatográfica. Entretanto, na análise de múltiplos analitos 

com características semelhantes, a escolha de uma fase móvel com solventes orgânicos em altas 

concentrações e de alta afinidade a todos os compostos pode levar à não separação de todos os 

picos cromatográficos das substâncias presentes na mistura, e mesmo não provocando 

problemas na identificação, ainda assim pode ocasionar supressão ou potencialização de sinal 

devido à coeluição. Por esse motivo, escolhe-se um solvente com boa afinidade à molécula 

analisada, mas em concentrações e fluxo que ainda permitam um certo grau de afinidade da 

molécula também à fase estacionária, levando a diferenças no tempo de retenção de cada analito 

suficiente para a separação completa dos picos cromatográficos.  

O espectrômetro de massas, por sua vez, analisa os compostos químicos através de sua 

ionização e posterior separação por campos elétricos e/ou magnéticos de acordo com sua 

relação massa/carga (m/z) [1], [4]. Além disso, na espectrometria de massas é possível 

fragmentar a molécula a ser analisada, que muitas vezes possui estrutura e peso molecular muito 

semelhantes a outras, em íons fragmentos altamente específicos (espectrometria em tandem – 

MS/MS).  [3]  

Na análise por LC-MS/MS, os compostos já são ionizados na fase líquida da 

cromatografia. Entretanto, eles precisam ser separados do solvente e transformados em íons de 

fase gasosa para serem detectados pelo MS. Essa é a fase mais crítica do LC-MS/MS, uma vez 
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que nem todo analito ou solvente é próprio para a formação do íon gasoso. Esse processo ocorre 

na fonte de íons, e pode ser pelas técnicas de ionização por eletrospray - ESI (mais comum), 

ionização química à pressão atmosférica (APCI) e fotoionização à pressão 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 sequência de duplo quadrupolo (2Q), em que o 

primeiro seleciona o íon a ser analisado e o segundo seleciona as moléculas já quebradas pela 

célula de colisão. [17]. Essa técnica costuma ser mais limitada e de menor especificidade do 

que a de triplo quadrupolo, ao oferecer menos informações estruturais da molécula estudada. 

[23] Já no triplo quadrupolo (3Q), o primeiro seleciona os íons a serem analisados, o segundo 

é responsável pela fragmentação da molécula e o terceiro seleciona o íon produto específico do 

analito. [3] Esse processo é conhecido como monitoramento de reação selecionada (selected 

reaction monitoring - SRM), para a análise de uma transição de íons precursores previamente 

selecionados, e monitoramento de reações múltiplas (multiple reaction monitoring - MRM), 

quando são avaliadas várias transições de múltiplos íons precursores. [3], [6] 

 

 

FIGURA 3 - exemplo esquemático do funcionamento do LC-MS/MS. Adaptado de S. A. Wudy, 

G. Schuler, A. Sánchez-Guijo, and M. F. Hartmann, “The art of measuring steroids: Principles 

and practice of current hormonal steroid analysis,” Journal of Steroid Biochemistry and 

Molecular Biology, vol. 179, no. September 2017 
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Para a quantificação dos analitos pela técnica de LC-MS/MS são utilizados padrões 

internos (PI), substâncias que possuem estrutura química com alta similaridade ao composto 

em estudo, preferencialmente aqueles marcados com isótopo estável [3][34], como átomos de 

deutério, carbono-13 (13c) e nitrogênio-15 (15N)  Os PIs deuterados são aqueles que sofrem 

substituição de átomos de hidrogênio por átomos 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 preparação e extração da amostra, bem como na fase de ionização [23], 

[30]. 

Para que as amostras sejam analisadas por LC-MS/MS, é necessário que elas passem 

por um processo de preparação prévio, que visa reduzir interferentes da matriz, como proteínas. 

Esta fase de preparação e extração é a mais crítica de todo o processo, e onde ocorre a maior 

parte dos erros analíticos. É utilizada para simplificar matrizes biológicas complexas, 

melhorando o desempenho bioanalitico e a robustez do método. [23] Os processos mais 

utilizados são precipitação proteica (PPT), extração em fase sólida (SPE), extração líquido-

liquido (LLE) e extração sólido-líquido (SLE). [6] A PPT envolve a adição de uma substância 

capaz de precipitar proteínas, como um ácido forte ou solventes como metanol ou acetonitrila, 

com subsequente centrifugação e separação do fluido sobrenadante da proteína precipitada. Na 

extração por SPE o fluido é injetado em uma coluna com seletividade para o analito em 

interesse. A LLE, por sua vez, consiste na combinação de dois líquidos imiscíveis, com 

transferência do analito em questão de um líquido para outro, que se separa da matriz e de 

outros compostos. Os líquidos mais frequentes na LLE são o fluido em questão e um solvente 

orgânico como hexano, acetato de etila ou metil tercil-butil éter (MTBE). O SLE consiste em 

um método similar ao LLE e SPE, mas com reconstituição em solvente otimizado para o analito 

em interesse.  [6]  

1.1.2.1.2. Vantagens e desvantagens 

A LC-MS/MS analisa os compostos através da formação de íons altamente específicos, 

suas características de relação massa/carga e tempo de retenção, e por isso é um método mais 

específico do que o RIA [3]. Além disso, na LC-MS/MS é possível analisar um painel de 

analitos em uma única corrida analítica [3], [5], [6], [17], [29], permitindo a coleta de 

quantidades menores de fluidos corporais. Isso se torna uma grande vantagem, principalmente 

em populações específicas, como a pediátrica, já que as crianças possuem menor superfície 

corpórea e volume sanguíneo, e podem apresentar dificuldades nas coletas de determinados 

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

em que, para a avaliação clínica, será utilizada a relação entre duas substâncias. [11]  

Em comparação com a GC-MS, a LC-MS/MS apresenta as vantagens de necessitar 

menores colunas cromatográficas (geralmente menores que 20cm), menores tempos de corrida 

analítica 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 padronização cuidadosos e apresentar tempo de processamento e 

análise mais longos [17], [30], [23]. Depende, também, de PI isotopicamente marcado, muitas 

vezes de difícil acesso [3], e ainda apresenta necessidade de derivação de alguns esteroides 

(modificação da estrutura dos analitos para substâncias mais voláteis e com maior poder de 

detecção) [3], [27].  

Um desafio para a utilização da LC-MS/MS na prática clínica é a necessidade do 

estabelecimento de novos intervalos de referência o que, em se tratando de hormônios, se torna 

ainda mais complexo, uma vez que suas concentrações podem variar de acordo com sexo, fase 

da vida e índice de massa corpórea (IMC) [5], [26], [29]. Além disso, devido à dificuldade de 

padronização das técnicas entre os diferentes laboratórios, bem como à pouca disponibilidade 

de calibradores adequados, observa-se baixa reprodutibilidade de métodos semelhantes 

realizados em laboratórios distintos [23]. 

1.1.3. Padronização e validação de métodos laboratoriais 

Para que o método bioanalítico possa ser utilizado na rotina laboratorial, é necessário 

que ele passe por um processo de validação. Essa etapa visa estabelecer a segurança e 

confiabilidade do método, ao analisar parâmetros como sensibilidade, precisão, limites de 

quantificação e detecção, recuperação, estabilidade e efeito matriz [3], [6], [17]. 

1.1.3.1. Etapas da validação analítica 

A validação analítica é necessária para que a padronização possa ter aplicabilidade 

prática. Tem o objetivo de comprovar a confiabilidade do método. No Brasil, a validação deve 

ser realizada conforme as orientações da Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA), 

de acordo com as Resoluções 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 calibração 

Devem ser construídas curvas utilizando a matriz a ser estudada e com, no mínimo 6 

concentrações diferentes acrescidas de padrão interno (PI), além de amostra branca (matriz sem 

a presença do analito em questão) e amostra zero (contendo apenas PI). É necessária a avaliação 

de no mínimo três curvas com as mesmas concentrações e será considerada adequada quando 

apresentar um desvio menor ou igual a 20% para o LIQ e menor ou igual a 15% para os outros 

pontos da curva. Além disso, um mínimo de 75% das concentrações analisadas deve ser 

aprovado.    

1.1.3.1.2. Especificidade e seletividade 

Esses parâmetros mostram a capacidade do método de detectar e/ou quantificar 

precisamente o analito em questão, mesmo na presença de interferentes (compostos 

semelhantes na matriz, impurezas).  

1.1.3.1.3. Linearidade 

A linearidade demonstra a relação direta entre a concentração do analito e o resultado 

encontrado.  

A análise compreende a avaliação de pelo menos 5 concentrações diferentes, entre os 

limites de quantificação inferior e superior do método. Através da análise estatística da reta 

obtida no gráfico, obtém-se dados analíticos e a fórmula matemática contendo dados como 

inclinação angular, interseção com o eixo Y e coeficiente de correlação (r). Este último é 

considerado adequado quando maior ou igual a 0,99. 

1.1.3.1.4. Efeito matriz 

Este termo é utilizado para descrever diferenças analíticas causadas por fatores 

interferentes da amostra, e é um parâmetro importante para a validação dos métodos por LC-

MS/MS. [23] Durante o processo de transformação dos compostos iônicos em gases, para 

posterior detecção pelo MS, pode ocorrer o carreamento de outras substâncias presentes na 

matriz, o que pode afetar o processo de ionização. O efeito matriz pode aumentar ou diminuir 

o processo de ionização do analito em estudo, levando tanto a valores mais altos quanto mais 

baixos do que os reais, o que pode ser minimizado com o uso de PI isotopicamente marcado, 

pela preparação adequada da amostra e uma boa separação cromatográfica. O efeito matriz 

pode, portanto, alterar a acurácia e reprodutibilidade do método.  [3], [22] 
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Para a análise deste efeito, deve-se comparar amostras de controle de qualidade de baixa 

concentração (CQB) e controle de qualidade de alta concentração (CQA) no fluido biológico e 

as mesmas concentrações diluídas em soluções. [34] 

É, então, calculado o Fator de Matriz Normalizado por PI (FMN), conforme equação a 

seguir, e deve ser abaixo de 15% para todas as amostras [34]. 

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

𝑅𝑒𝑠𝑝𝑜𝑠𝑡𝑎 𝑑𝑜 𝑎𝑛𝑎𝑙𝑖𝑡𝑜 𝑒𝑚 𝑠𝑜𝑙𝑢çã𝑜 ÷ 𝑅𝑒𝑠𝑝𝑜𝑠𝑡𝑎 𝑑𝑜 𝑃𝐼 𝑒𝑚 𝑠𝑜𝑙𝑢çã𝑜
 

1.1.3.1.5. Precisão e exatidão 

A precisão avalia a semelhança entre os resultados de diversas medidas de uma 

determinada amostra. É avaliada segundo três quesitos: precisão intra-corrida (repetibilidade), 

inter-corrida (intermediária) e inter-laboratorial (reprodutibilidade).  

A validação da repetibilidade envolve a análise de amostras realizadas em uma mesma 

corrida - pelo menos 3 alíquotas de concentração baixa, 3 de concentração média e 3 de 

concentração alta. 

Já a avaliação da precisão intermediária envolve a análise de amostras com dois dias de 

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

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

em farmacopéias, e corresponde a avaliação de amostras realizadas em diferentes laboratórios.  

A precisão é expressa pelo desvio padrão relativo (DPR) ou coeficiente de variação 

(CV%) de acordo com a seguinte fórmula, em que não é aceitável valor acima de 15%, para 

variação analítica:  

𝐷𝑃𝑅 =
𝐷𝑒𝑠𝑣𝑖𝑜 𝑝𝑎𝑑𝑟ã𝑜 (𝐷𝑃)

𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎çã𝑜 𝑚é𝑑𝑖𝑎 𝑑𝑒𝑡𝑒𝑟𝑚𝑖𝑛𝑎𝑑𝑎
 × 100 

Já a exatidão consiste no grau de similaridade entre a análise realizada e a real 

concentração do analito. É realizada pela avaliação de 3 concentrações mínimas, 3 médias e 3 

altas em uma mesma corrida (exatidão intra-corrida) e em ao menos 3 corridas diferentes 

(exatidão intercorridas), e expressa pelo Erro Padrão Relativo (EPR) segundo a fórmula a 

seguir. É considerada adequada quando os valores permanecem abaixo de 15%, exceto para o 

LIQ, que é aceito valores até 20%.  
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𝐸𝑃𝑅 =  
(𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎çã𝑜 𝑚é𝑑𝑖𝑎 𝑒𝑥𝑝𝑒𝑟𝑖𝑚𝑒𝑛𝑡𝑎𝑙 − 𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎çã𝑜 𝑡𝑒ó𝑟𝑖𝑐𝑎)

𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎çã𝑜 𝑡𝑒ó𝑟𝑖𝑐𝑎
 × 100 

1.1.3.1.6. Limites de detecção e quantificação 

O limite de detecção consiste na menor concentração capaz de ser detectada pelo 

método. É diferente do limite de quantificação, que consiste na menor concentração capaz de 

ser detectada com precisão e exatidão aceitáveis.  

1.1.3.1.7. Estabilidade 

Essa etapa avalia se o analito permanece estável na amostra em determinadas condições 

de armazenamento. Deve ser realizada com as mesmas condições de preparo, extração, 

armazenamento e análise das amostras a serem avaliadas, e após a corrida de uma curva de 

calibração recém preparada. É considerada adequada quando o desvio encontrado não 

ultrapassa 15% da concentração real do analito.  

1.1.3.1.7.1.  Estabilidade de curta duração 

Antes da preparação das amostras, a alíquota deve permanecer na temperatura em que 

as amostras serão processadas, por tempo igual ou maior ao que elas permanecerão antes da 

análise.  

1.1.3.1.7.2. Estabilidade após ciclos de congelamento/descongelamento 

As amostras devem ser preparadas após pelo menos três ciclos de congelamento, em 

local e temperatura igual a que as amostras serão armazenadas, e descongelamento em 

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

1.1.3.1.7.3. Estabilidade de longa duração 

As alíquotas devem ser preparadas após o tempo máximo de armazenamento das 

amostras a serem analisadas pelo método.  

1.1.3.1.7.4. Estabilidade pós processamento 

As amostras devem passar por todo o processo de extração e preparo e armazenadas por 

no mínimo 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 análise de cortisol e cortisona por 

LC-MS/MS em sangue, saliva e urina aplicável a quantificação destes hormônios esteroidais 

em crianças. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1. Coletas de materiais 

3.1.1. Aspectos éticos 

O projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisas da Irmandade Santa Casa de 

Misericórdia de São Paulo - CAAE: 86628018.3.0000.5479, Número 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 produção de pools, que em seguida foram tratados com carvão ativado e utilizados como matrizes 

para o desenvolvimento, validação do método e a construção das curvas de calibração. Por se tratar de um 

material que, em seguida, passaria por um processo de purificação, até atingir níveis de cortisol e cortisona 

não detectáveis pelo método, não foi necessário determinar critérios de inclusão e exclusão dos 

voluntários, nem condições ideais para coleta.  

A coleta do plasma foi realizada em tubo de coleta com EDTA., e as amostras foram 

imediatamente transportadas ao laboratório e submetidas a centrifugação a 100.000 x g (força relativa 

centrífuga) por 5 minutos, para posterior separação do plasma. Os plasmas centrifugados foram então 

misturados e transferidos para tubos Falcon de 20 mL e armazenados em freezer -20 ºC até serem 

purificados em carvão ativado vegetal. Já a urina foi coletada diretamente em tubos Falcon de 20 mL, não 

necessitou passar pelo processo de centrifugação, e foi armazenada em freezer -20 ºC até purificação. 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 alimentações ou escovação dental. Após, o 

swab foi recolocado dentro do recipiente do Salivette®, sem entrar em contato com as mãos, e submetido 

a centrifugação a 44.720 x g por 2 minutos. As amostras foram, então, transferidas para tubos Falcon de 

20 mL e armazenadas em freezer -20 ºC até serem tratadas. 

Em seguida, os pools de plasma, saliva e urina foram purificados em carvão ativado, de acordo 

com o seguinte protocolo (Fig. 4): a cada 100 mL de fluido foram adicionados 8 gramas de carvão ativado. 

A solução foi, então, submetida a agitação mecânica por 72 horas sob refrigeração, centrifugação a 

1.610.000 × g durante 15 minutos por duas vezes (também sob refrigeração), retirada do sobrenadante 

com pipeta e transferência para tubos Falcon. Estes foram então armazenados em freezer -20 oC. Para se 

comprovar a ausência de esteroides nas matrizes, duas alíquotas foram analisadas por UHPLC após o 

processamento, e precisavam apresentar níveis de cortisol/cortisona abaixo do LIQ. Após este 

procedimento os pools foram denominados de plasma branco, saliva branco e urina branco, 

respectivamente. 
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FIGURA 4 - Etapas de purificação das matrizes 

Os materiais utilizados para extração e análise estão descritos no Anexo 2, e as orientações para 

coleta de saliva no Anexo 3.  

3.2. Padronização dos métodos 

3.2.1. Definição de concentrações máximas e mínimas, curva de calibração e controles de 

qualidade 

As metodologias analíticas para a determinação de cortisol e cortisona no plasma, na saliva e na 

urina foram desenvolvidas e validadas em colaboração com o laboratório do Núcleo de Bioanálises 

(NUBio) da Universidade Federal de São Paulo (UNIFESP).   

A curva de calibração foi determinada inicialmente pesquisando as concentrações mínimas e 

máximas de cortisol e cortisona encontradas em humanos por LC-MS/MS. Avaliamos também estudos 

anteriores de padronizações para a determinação das concentrações LIQ e limite superior de quantificação 

(LSQ).  

Para determinação das concentrações mínimas e máximas possíveis de serem detectadas em uma 

mesma corrida, fizemos testes em nosso laboratório utilizando nosso método de extração e cromatografia, 

descritos a seguir. A partir daí, montamos as curvas de calibração, em diluição 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 concentração (correspondente a 3 vezes o valor do LIQ), média concentração (metade do valor 

do CQA) e alta concentração (80% do LSQ), respectivamente CQB, CQM, CQA. As curvas de diluição 

e controles de qualidade foram construídas por diluição seriada, em duplicata, e as concentrações estão 

100mL de fluido + 
8g de carvão ativado 

vegetal 

Agitação mecânica 
por 72h sob 
refrigeração

Centrifugação a 
1.610.000 × g durante 
15min (2 vezes) sob 

refrigeração

Retirada da matriz 
sobrenadante com 

pipeta 

Transferência para 
tubos falcon

Armazenamento em 
freezer -20 ºC até o 

uso
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descritas na TABELA 1.  As formas de diluição seriada para a construção das curvas de calibração estão 

descritas no Anexo 3.  

No caso de plasma e urina, foi possível a construção de uma curva de calibração com os mesmos 

valores de LIQ e LSQ para cortisol e cortisona. Entretanto, no caso da saliva, a diferença das concentrações 

tipicamente encontradas na prática clínica nos levou a construção de uma curva com limites de 

quantificação diferentes para cortisol e cortisona.  

Levando em consideração os nossos testes, bem como as concentrações de cortisol e cortisona em 

crianças e adultos por LC-MS/MS encontradas na literatura e os LIQ e LSQ descritos em outras 

padronizações, 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, LIQ de 0,5 ng/mL 

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

TABELA 1 – Concentrações de cortisol e cortisona (ng/mL) dos pontos das curvas de 

calibração em plasma, saliva e urina. CQA = controle de qualidade de alta concentração; CQM 

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

concentração. 

Pontos da 

curva de 

calibração 

Concentrações (ng/mL) 

Plasma Saliva Urina 

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 

CQB 3 3 0,9 1,44 1,5 1,5 
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3.2.2. Preparação e extração das amostras 

O método de preparação das amostras diverge muito na literatura. Seguimos um método 

de preparação semelhante ao descrito por Peti et al, com diluição em metanol e secagem em 

nitrogênio [2].  

Inicialmente, tentamos utilizar como PI compostos como noretisterona e orfenadrina, 

que apresentam pesos moleculares semelhantes aos analitos em questão, porém a precisão dos 

métodos não foi adequada. Optamos, então, pela utilização 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 

diluídos em metanol 50% em uma concentração de 200 ng/mL para ambos.  

 

FIGURA 5 - Estrutura molecular dos padrões internos deuterados utilizados: cortisol D4 (a) e 

cortisona D8 (b). 

A extração dos analitos foi realizada por método líquido-líquido seguindo os mesmos 

passos para plasma, saliva e urina, descritos a seguir, na FIGURA 6. A LLE foi realizada com 

hidróxido de amônio e metil-tercil-butil-éter (MTBE), com ressuspensão em metanol. 

Cortisol D4 Cortisona D8 
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FIGURA 6 - etapas da extração de cortisol e cortisona em plasma, saliva e urina 

3.2.3. Condições cromatográficas 

A escolha das fases estacionária e móvel levaram em consideração as propriedades físico-

químicas do cortisol e cortisona. Foi utilizada coluna em fase reversa e fase móvel composta por 

acetonitrila, solvente orgânico com propriedades mais polares que a coluna. Para melhorar a afinidade dos 

compostos à fase estacionária, optamos por acidificar a fase móvel com ácido fórmico, conforme 

especificado a seguir.  

A cromatografia líquida foi realizada em sistema cromatográfico UHPLC – 1290 infinity Agilent, 

com coluna Aquity BEH C18, 50x2,1mm, com partículas de 1,7 µm, acoplada à pré-coluna compatível. 

O carregamento e eluição foram realizados em modo gradiente, à temperatura ambiente. 

A fase móvel utilizada foi composta por: na bomba A, ácido fórmico 0,1%; e na bomba B, 

acetonitrila + ácido fórmico 0,1%, de acordo com a tabela abaixo, em fluxo de 500 µL/min. 
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TABELA 2 – Gradiente do carregamento da fase móvel HPLC 

Etapa 
Tempo 

(min) 

Ácido fórmico 0,1% 

(%) 

Acetonitrila + ácido 

fórmico 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. Condições do espectrômetro de massas 

A análise foi realizada em espectrômetro de massas com fonte turbo V e probe electrospray (ESI) 

5500 QTRAP – SCIEX. Os íons de quantificação para os analitos (cortisol e cortisona) e PI deuterado 

(cortisol D4 e cortisona D8) foram obtidos por ionização positiva por electrospray e encontram-se na 

tabela abaixo.  

TABELA 3 - Características dos íons 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 quantificação (m/z) 121,00 121,10 163,30 168,20 

Tempo de retenção (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. Parâmetros de validação analítica 

3.3.1. Linearidade 

Para o estabelecimento da linearidade foram utilizadas as curvas de calibração previamente 

descritas. A determinação da equação foi feita utilizando como variável dependente o inverso da 

concentração do analito (1/x2), e como variável independente a relação entre as áreas sob os picos 

cromatográficos do analito e padrão interno. Os parâmetros da correlação foram determinados pelo 

método dos mínimos quadrados.  
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Foi utilizado software de detecção Analyst 1.5.2 para cálculo da área de todos os picos 

cromatográficos dos tempos de retenção estipulados. A partir da coleta dos dados foi feita análise de 

regressão linear, para obtenção da equação da reta, do coeficiente de correlação (r) e o gráfico. 

3.3.2. Efeito matriz 

O efeito matriz foi avaliado a partir da determinação do FMN.  Foram formuladas, para cada 

matriz biológica, 6 amostras de CQB, de CQM e de CQA previamente descritas e acrescido padrão 

interno. Essas amostras foram comparadas com soluções em metanol 50% com adição de analito padrão 

e PI deuterado nas mesmas concentrações das amostras com matriz biológica.  

3.3.3.  Precisão e exatidão 

A precisão e exatidão do método foram analisadas em quatro concentrações distintas (CQB, 

CQM, CQA e CQD – controle de qualidade de diluição) em 6 amostras diferentes.  

A precisão foi calculada pelo CV, e a exatidão pelo EPR. 

3.3.4. Efeito residual (carry over) 

Foi avaliada a presença de analito em corridas de amostras brancas subsequentes a análise de 

amostra do limite superior de quantificação.  

3.3.5. Estabilidade 

3.3.5.1. Estabilidade a temperatura ambiente 

A estabilidade das amostras em temperatura ambiente por um período superior a 4 horas foi 

avaliada utilizando 3 amostras dos controles de qualidade baixo, médio e alto. Após aproximadamente 5h 

da formulação das amostras, foi adicionado padrão interno e seguido com os procedimentos de extração 

e análise. 

3.3.5.2. Estabilidade após ciclos de congelamento e descongelamento 

A estabilidade das amostras após ciclos de congelamento e descongelamento foi avaliada 

utilizando 3 amostras de CQB, CQM e CQA. As amostras foram submetidas a três ciclos de congelamento 

e descongelamento completos, sendo o tempo de congelamento das amostras superior a 12 horas. Após o 

último descongelamento, foi adicionado padrão interno às amostras e seguido com os procedimentos de 

extração e análise.  

3.3.5.3. Estabilidade pós processamento 

A estabilidade pós processamento das amostras foi avaliada utilizando 3 amostras dos controles 

de qualidade baixo, médio e alto. A essas amostras foi adicionado padrão interno, seguido com a extração 

e, após, armazenadas no auto-injetor à temperatura de 8ºC para análise após 24h. 
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3.3.5.4. Estabilidade de longa duração 

A estabilidade de longa duração das amostras foi avaliada utilizando 3 amostras de cada um dos 

controles de qualidade baixo, médio e alto. As amostras foram congeladas em -20º C por um período de 

tempo similar ao tempo de armazenamento das amostras. Após esse tempo, foram descongeladas, 

extraídas e analisadas.  

 

3.4. Análise estatística  

A análise estatística foi realizada utilizando o software WinNonLin Professional Network Edition 

version 5.2 e o Microsoft Excel Version 7.0.  

 Para a avaliação da linearidade, realizamos a análise de regressão linear pelo software de detecção 

Analyst 1.5.2, para obtenção da equação da reta e cálculo do coeficiente de correlação (r). Os parâmetros 

da correlação foram determinados pelo método dos mínimos quadrados. 

 O efeito matriz foi avaliado pelo cálculo do FMN: 

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

𝑅𝑒𝑠𝑝𝑜𝑠𝑡𝑎 𝑑𝑜 𝑎𝑛𝑎𝑙𝑖𝑡𝑜 𝑒𝑚 𝑠𝑜𝑙𝑢çã𝑜 ÷ 𝑅𝑒𝑠𝑝𝑜𝑠𝑡𝑎 𝑑𝑜 𝑃𝐼 𝑒𝑚 𝑠𝑜𝑙𝑢çã𝑜
 

Para a obtenção da precisão calculamos o desvio padrão relativo (DPR) ou coeficiente de variação 

(CV%) de acordo com a seguinte fórmula:  

𝐷𝑃𝑅 =
𝐷𝑒𝑠𝑣𝑖𝑜 𝑝𝑎𝑑𝑟ã𝑜 (𝐷𝑃)

𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎çã𝑜 𝑚é𝑑𝑖𝑎 𝑑𝑒𝑡𝑒𝑟𝑚𝑖𝑛𝑎𝑑𝑎
 × 100 

Para a exatidão calculamos o Erro Padrão Relativo (EPR) segundo a fórmula a seguir: 

𝐸𝑃𝑅 =  
(𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎çã𝑜 𝑚é𝑑𝑖𝑎 𝑒𝑥𝑝𝑒𝑟𝑖𝑚𝑒𝑛𝑡𝑎𝑙 − 𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎çã𝑜 𝑡𝑒ó𝑟𝑖𝑐𝑎)

𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎çã𝑜 𝑡𝑒ó𝑟𝑖𝑐𝑎
 × 100 
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4. RESULTADOS  

4.1. Definição de concentrações máximas e mínimas, curva de calibração e controles de 

qualidade 

Tanto para plasma, quanto para saliva e urina, foi possível incluir os limites detecção na curva 

com boa linearidade, também servindo como LSQ e LIQ.  

Para o plasma, obtivemos picos cromatográficos com boa detecção em concentrações de 1 a 300 

ng/ml; para a saliva, observamos boa detecção 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 possível a construção 

da curva com valores variando de 0,5 a 160 g/mL para cortisol e cortisona. A tabela a seguir demonstra os 

tempos de retenção, bem como a intensidade do sinal nas concentrações mínima e máxima, de cortisol 

cortisona e padrões internos em cada uma das matrizes. As FIGURA 7, 8, 9 e 10 exemplificam os picos 

cromatográficos de cortisol, cortisona e seus PIs. A partir deste pico, é calculado a área do pico 

cromatográfico para determinação da concentração encontrada do analito. A equação da reta para cada 

analito é obtida através da razão de áreas do analito e do PI (concentração fixa) em cada ponto da curva de 

calibração. Os demais picos estão detalhados no anexo 4.  
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TABELA 4 - Características dos picos cromatográficos nos limites inferiores e superiores de 

quantificação e padrão interno de cortisol e cortisona em plasma, saliva e urina. Transição 

m/z = transição massa/carga; TR = tempo de retenção; LIQ = limite inferior de quantificação; 

LSQ = limite superior de quantificação.  

Plasma 

 Cortisol LIQ 
Cortisol 

LSQ 
Cortisol D4 

Cortisona 

LIQ 

Cortisona 

LSQ 

Cortisona 

D8 

Transição 

m/z 

363.231 / 

121.000 

363.231 / 

121.000 

367.268 / 

121.100 

361.228 / 

163.300 

361.228 / 

163.300 

369.310 / 

168.200 

TR (min) 0,86 0,85 0,84 0,89 0,89 0,88 

Intensidade 

(cps) 
1.500 287.000  27.500  3.060  515.000 28.400 

Saliva 

 Cortisol LIQ 
Cortisol 

LSQ 
Cortisol   D4 

Cortisona 

LIQ 

Cortisona 

LSQ 

Cortisona 

D8 

Transição 

m/z 

363.231 / 

121.000 

363.231 / 

121.000 

367.268 / 

121.100 

361.228 / 

163.300 

361.228 / 

163.300 

369.310 / 

168.200 

TR (min) 0,83 0,83 0,82 0,86 0,86 0,85 

Intensidade 

(cps) 
1,200  187.000  70.100  2.910  541.000  75.800  

Urina 

 Cortisol LIQ 
Cortisol 

LSQ 
Cortisol   D4 

Cortisona 

LIQ 

Cortisona 

LSQ 

Cortisona 

D8 

Transição 

m/z  

363.231 / 

121.000 

363.231 / 

121.000 

367.268 / 

121.100 

361.228 / 

163.300 

361.228 / 

163.300 

369.310 / 

168.200 

TR (min) 0,83 0,83 0,82 0,87 0,86 0,85 

Intensidade 

(cps) 
640  126.000  85.300  1.380  243.000  67.200  
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FIGURA 7 – exemplo de um pico cromatográfico de Cortisol plasmático, monitorado pela 

transição m/z 363,2 → 121,0. Este pico representa o LSQ, na concentração 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). 

 

FIGURA 8 - pico de Cortisol D4 (padrão interno deuterado) plasmático, monitorado pela 

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

pico cromatográfico 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 plasmática - LSQ (300 ng/mL), monitorado pela transição m/z 

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

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

(Intensity). 

 

FIGURA 10 - pico de Cortisona D8 (padrão interno deuterado) plasmática, monitorado pela 

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

pico cromatográfico no tempo de 0,88 minutos. No eixo Y, observa-se a intensidade do sinal 

(Intensity). 
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4.2. Validação analítica 

4.2.1. Linearidade 

Em todas as matrizes observamos linearidade adequada para os intervalos de 

concentração estipulados, com r>0,99. Para plasma, a equação ajustada foi obtida usando 

ponderação 1/x, para garantir melhor ajuste nos níveis mais baixos, enquanto para saliva e urina 

foi possível a ponderação 1/x2, com bons resultados. Os dados obtidos, fórmula da regressão e 

coeficiente de correlação 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, descrição da 

regressão ajustada (equação) e coeficiente de correlação (r).  

 Plasma Saliva Urina 

 Cortisol Cortisona Cortisol Cortisona Cortisol Cortisona 

Ponderação 1/x 1/x 1/x2 1/x2 1/x2 1/x2 

Equação 
y = 0,0453x 

+ 0,015 

y = 0,109x 

+ (0,00129) 

y = 0,0482x 

+ (0,00481) 

y = 0,0816x 

+ (-0,0157) 

y = 

0,00924x + 

(-0,00199) 

y = 0,0262x 

+ (0,00211) 

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

 

 

FIGURA 11 – Exemplo de regressão linear das curvas de calibração 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 determinação 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 válida a análise.  

TABELA 6 - Fator de matriz para cortisol normalizado pelo PI (FMN) de amostras de CQB, 

CQM, CQA em plasma, saliva e urina. 

 FMN - Plasma FMN - Saliva FMN – Urina 

Amostr

as 

CQB CQM CQA CQB CQM CQA CQB CQM CQA 

Curva 1 0,93 0,96 1,08 1,00 1,01 0,92 1,01 1,04 1,06 

Curva 2 1,01 0,99 1,05 0,89 0,96 0,94 1,12 1,01 0,95 

Curva 3 0,92 1,03 1,15 0,95 0,97 0,92 1,00 1,08 0,95 

Curva 4    1,01 1,00 1,11 1,06 0,91 1,05 

Curva 5    0,95 1,00 0,97 1,01 1,02 0,94 

Curva 6    1,10 1,06 1,04 1,03 0,96 1,07 

média 0,96 0,99 1,09 0,98 1,00 0,98 1,04 1,00 1,00 

CV% 5,20 3,54 4,35 7,47 3,8 8,02 4,34 6,00 6,07 

 

TABELA 7 - Fator de matriz para cortisona normalizado pelo PI (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 

Curva 1 1,03 1,03 0,93 0,89 1,11 1,12 0,98 1,16 1,15 

Curva 2 1,06 0,97 0,99 0,96 1,06 1,19 1,06 1,07 0,95 

Curva 3 1,08 1,03 1,05 1,02 0,96 1,17 1,08 1,07 1,05 

Curva 4    1,04 1,04 1,36 0,96 0,97 1,05 

Curva 5    1,03 1,08 1,06 0,91 0,91 1,09 

Curva 6    0,86 0,97 0,98 0,99 1,00 0,99 

média 1,06 0,99 1,00 0,97 1,04 1,15 1,00 1,03 1,05 

CV% 2,57 3,47 5,88 7,97 5,76 11,31 6,34 8,46 6,76 
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4.2.3. Precisão e exatidão 

A precisão e exatidão do método foram analisadas em quatro concentrações distintas 

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

as 3 matrizes distintas.  

A precisão foi calculada pelo CV, e a exatidão pelo EPR, conforme fórmulas descritas 

anteriormente, e suas variações não excederam 15% para nenhuma das amostras analisadas. 

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

coeficiente de variação (CV) e erro padrão relativo (EPR) para plasma, saliva e urina avaliadas 

em três curvas distintas (1, 2 e 3).  

 Plasma Saliva Urina 

Amostras CQB CQM CQA CQD CQB CQM CQA CQD CQB CQM CQA CQD 

CV 1 (%) 5,58 3,12 3,92 10,96 3,99 2,59 2,97 10,96 7,34 2,59 2,97 10,96 

CV 2 (%) 12,73 12,15 6,80  5,37 3,85 3,15  6,96 3,85 3,15  

CV 3 (%) 10,79 6,40 8,02  2,84 4,82 4,89   4,82 4,89  

EPR 1(%) 1,94 -1,94 -9,31 3,51 5,87 2,67 7,13 3,51 7,78 2,60 2,90 8,98 

EPR 2(%) -4,28 4,17 -2,01  3,67 3,42 9,62  -9,56 -2,40 -4,30  

EPR 3(%) 10,28 2,50 2,50  10,22 6,25 7,13      

 

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

coeficiente de variação (CV) e erro padrão relativo (EPR) para plasma, saliva e urina avaliadas 

em três curvas distintas (1, 2 e 3).  

 Plasma Saliva Urina 

 CQB CQM CQA CQD CQB CQM CQA CQD CQB CQM CQA CQD 

CV 1 (%) 1,49 3,98 6,00 3,92 4,59 3,48 2,99 3,92 6,33 2,84 5,29 10,13 

CV 2 (%) 5,06 10,99 11,31  3,33 2,46 2,74  7,00 3,31 5,36  

CV 3 (%) 13,77 7,50 6,88  1,89 4,13 4,36      

EPR 1(%) 4,44 2,50 1,53 0,82 12,62 1,46 3,33 0,82 10,11 -6,22 -3,26 0 

EPR 2(%) -1,22 -2,51 2,92  11,11 3,49 4,30  -4,89 -8,98 -9,9  

EPR 3(%) 7,56 -9,42 -1,88  13,54 6,51 6,15      

 

4.2.4. Efeito residual (carry over) 

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

quantificação. Não foi observado efeito residual após a análise do LSQ, nos tempos de retenção 

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

4.2.5.1. Estabilidade de curta duração: 

As amostras apresentaram estabilidade de curta duração para as 3 matrizes. Os 

resultados observados encontram-se nas Tabelas 10 e 11: 

TABELA 10 - Estabilidade de curta duração para cortisol plasmático, salivar e urinário 

 Plasma Saliva Urina 

 CQB CQM CQA CQB CQM CQA CQB CQM CQA 

Curva 1 2,57 113,00 225,00 0,95 19,20 37,10 1,28 59,30 121,00 

Curva 2 2,91 114,00 242,00 0,96 19,00 39,60 1,31 60,60 126,00 

Curva 3 2,87 124,00 233,00 0,91 18,80 40,60 1,41 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 

Precisão (%) 6,68 5,20 3,64 2,58 1,05 4,61 5,11 2,48 2,63 

EPR (%) -7,22 -2,50 -2,78 4,33 -5,00 -2,25 -11,11 -5,10 -4,43 

 

TABELA 11 - Estabilidade de curta duração para cortisona plasmática, salivar e urinária 

 Plasma Saliva Urina 

 CQB CQM CQA CQB CQM CQA CQB CQM CQA 

Curva 1 2,73 126,00 225,00 1,62 30,20 61,30 1,29 56,10 111,00 

Curva 2 2,74 114,00 250,00 1,55 29,60 62,00 1,28 58,60 114,00 

Curva 3 2,70 123,00 215,00 1,48 30,00 64,30 1,30 56,10 116,00 

Média 2,72 121,00 230,00 1,55 29,93 62,53 1,29 56,93 113,67 

DV 0,02 6,24 18,03 0,07 0,31 1,57 0,01 1,44 2,52 

Precisão (%) 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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4.2.5.2. Estabilidade após ciclos de congelamento e descongelamento 

Para todas as matrizes as amostras apresentaram estabilidade após os ciclos de 

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

TABELA 12 - Estabilidade após ciclos de congelamento para cortisol plasmático, salivar e 

urinário 

 Plasma Saliva Urina 

 CQB CQM CQA CQB CQM CQA CQB CQM CQA 

Curva 1 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 2,89 121,67 245,00 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 

Precisão (%) 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 após ciclos de congelamento para cortisona plasmática, salivar e 

urinário 

 Plasma Saliva Urina 

 CQB CQM CQA CQB CQM CQA CQB CQM CQA 

Curva 1 3,13 121,00 228,00 1,65 29,60 60,50 1,71 64,60 140,00 

Curva 2 3,17 131,00 241,00 1,62 30,10 61,80 1,53 72,10 130,00 

Curva 3 3,40 117,00 230,00 1,61 33,00 57,50 1,66 68,90 138,00 

Média 3,23 123,00 233,00 1,63 30,90 59,93 1,63 68,53 136,00 

DV 0,15 7,21 7,00 0,02 1,84 2,21 0,09 3,76 5,29 

Precisão (%) 4,51 5,86 3,00 1,28 5,94 3,68 5,69 5,49 3,89 

EPR (%) 7,78 2,50 -2,92 12,96 -3,44 -6,35 8,89 7,08 6,25 
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4.2.5.3. Estabilidade pós-processamento 

As amostras mostraram-se estáveis sob as condições e período do teste tanto em plasma, 

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

TABELA 14 - Estabilidade pós processamento para cortisol plasmático, salivar e urinário 

 Plasma Saliva Urina 

 CQB CQM CQA CQB CQM CQA CQB CQM CQA 

Curva 1 2,95 117,00 254,00 0,85 18,50 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 18,20 35,50 1,34 61,50 139,00 

Média 3,08 115,33 235,00 0,92 18,90 37,97 1,48 63,77 141,33 

DV 0,11 1,527 17,692 0,09 0,96 2,40 0,15 3,02 3,21 

Precisão (%) 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 -5,50 -5,08 2,19 -5,50 -5,08 

 

TABELA 15 - Estabilidade pós processamento para cortisona plasmática, salivar e urinária 

 Plasma Saliva Urina 

 CQB CQM CQA CQB CQM CQA CQB CQM CQA 

Curva 1 2,73 134,00 246,00 1,55 27,60 60,50 1,71 66,00 126,00 

Curva 2 2,72 125,00 239,00 1,52 28,60 54,90 1,64 64,20 137,00 

Curva 3 2,68 119,00 242,00 1,51 31,50 55,00 1,56 61,20 124,00 

Média 2,71 126,00 242,33 1,53 29,23 56,80 1,64 63,80 129,00 

DV 0,03 7,55 3,51 0,02 2,03 3,20 0,07 2,42 7,00 

Precisão (%) 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. DISCUSSÃO  

A análise laboratorial por LC-MS/MS é capaz de identificar as moléculas esteroidais com maior 

precisão do que os métodos convencionais. Ao selecionar as estruturas a serem analisadas com base em 

sua relação massa/carga, e posteriormente fragmentá-las em íons-produto únicos, essa técnica possibilita 

maior especificidade em comparação aos exames imunométricos, métodos mais utilizados nos 

laboratórios comerciais atualmente.  

Para que os exames por LC-MS/MS sejam aplicados na prática clínica, é necessário que passem 

por um processo de padronização e validação, seguindo regras específicas das agências reguladoras de 

cada país. Para cada analito ou painel de analitos, cada laboratório desenvolve seu próprio método e deve 

fazer a sua própria validação, levando em conta os materiais utilizados, as técnicas aplicadas, e respeitando 

os aspectos individuais das habilidades humanas envolvidas e dos parâmetros dos equipamentos. Isso 

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 

extração e análise.  

Em nosso estudo, foi possível desenvolver três métodos analíticos adequados para avaliação 

simultânea de cortisol e cortisona em plasma, saliva e urina nas seguintes concentrações: 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 extração líquido-líquido com 

MTBE e ressuspensão em metanol (50%). A análise foi realizada em sistema cromatográfico composto 

por: UHPLC– 1290 infinity Agilent, coluna Aquity BEH C18 associado ao espectrômetro de massas com 

fonte turbo V e probe electrospray (ESI) 5500 QTRAP – SCIEX, com ionização positiva e fase móvel em 

modo gradiente com ácido fórmico e acetonitrila.  

Os passos para o desenvolvimento e validação de um método cromatográfico de análise envolvem 

a escolha das fases móveis (mistura de solventes) e estacionárias (colunas) adequadas, determinação dos 

limites de detecção, dos LIQ e LSQ, construção da curva de calibração, definição do método de extração 

e dos parâmetros do LC-MS/MS.  

5.1. Determinação dos limites de detecção e LIQ e LSQ 

Valores para os limites de detecção, LIQ e LSQ são muito variáveis na literatura. Baseado em 

descrições prévias, e através de testes realizados em nosso laboratório conseguimos validar valores 

semelhantes aos já publicados e com uma amplitude de concentrações adequada para a aplicabilidade 

clínica em crianças.  

 As concentrações plasmáticas de cortisol e cortisona variam de acordo com a idade, sendo que os 

níveis de cortisol aumentam (3,7 a 126,2 ng/mL entre 0 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 crianças 

entre 0 e 1 ano e 4,5 a 33,1 ng/mL em maiores de 16 anos) [5]. Essa variabilidade reforça a necessidade 

de estudos específicos para a faixa etária pediátrica e determinação de valores de referências estratificados 

por grupos de idade para esses hormônios.  

Encontramos também diversos trabalhos sobre padronizações em plasma, cada um com valores 

específicos 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 laboratório, após usar como referência os valores encontrados na 

literatura, para um LIQ de 1 ng/mL não foi possível obter LSQ de 500 ng/mL de cortisol no plasma, sendo 

que o pico máximo detectado foi de 300 ng/mL para este analito. Os valores acima de 300 ng/mL são 

raramente encontrados em crianças, por isso optamos por manter este valor como LSQ e, com isso, utilizar 

a concentração de 1 ng/mL como LIQ.  

Em relação à saliva, estudos demonstram que a maior expressão de 11-βHSD tipo 2 nas glândulas 

parótidas faz com que a concentração 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 último apresentando limites de quantificação em concentrações mais altas. 

Estudos de padronização estipulam valores de detecção 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 prática clínica, as concentrações de cortisol e cortisona salivar basais também são diferentes 

nos períodos do dia e são 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 

concentrações de ambos os analitos maiores às 08h e menores às 20h  [15], [39]. Isso demonstra a 

variabilidade circadiana destes hormônios e reforça a necessidade de valores de referência específicos para 

cada período do dia. 

Estudos que mostram a padronização e validação 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. Parâmetros de extração e padronização 

Os parâmetros de extração e padronização também são descritos com grande variedade na literatura. 

No nosso estudo, iniciamos desenvolvendo o método para o plasma e observamos que as mesmas 

características de extração e os mesmos parâmetros do LC-MS/MS também eram aplicáveis para a 

padronização das outras matrizes. Por isso optamos por utilizar o mesmo método para os três fluidos.  
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Observamos que a saliva interfere menos na avaliação de cortisol e cortisona quando comparada 

com o plasma, sendo possível a utilização de um volume menor dessa matriz (100µL) para os limites de 

detecção que estipulamos, possivelmente por apresentar menor quantidade de impurezas endógenas e 

proteínas carreadoras que podem interferir no processo de ionização e na sensibilidade do método [43]. O 

volume necessário para a extração destes esteroides em saliva varia muito, sendo descrito de 50 a 500µL 

[18]. A possibilidade de utilizar um volume menor de fluído biológico é uma vantagem, principalmente 

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

Em relação ao processo de extração de cortisol e cortisona em saliva, podem ser utilizados 

métodos de SPE e SPE online, no qual é acrescentado PI à amostra e, em seguida, essa solução é injetada 

no sistema UHPLC e submetida a extração automatizada [15], [30]. Há também descrição de LLE, 

utilizando processos variáveis: desproteinização com diclorometano, seguida de evaporação em fluxo de 

nitrogênio e reconstituição em solução de metanol a 35% [13]; solução de sulfato de zinco/metanol (20/80, 

v/v) para desproteinização, seguido de evaporação e derivatização com hidroxilamina e metanol [8]; 

acetonitrila para a extração e reconstituição em água [21]; e extração com acetato de etila, etapa de 

congelamento para retirada do sobrenadante líquido, e reconstituição em acetonitrila 70% [44].  

Já para a urina, encontramos descrições de LLE [42], [45], SPE [22], [40], [46] e SPE online [41]. 

As LLEs descritas utilizam processos distintos para desproteinização, como o uso de acetonitrila para 

extração, seguida de evaporação em nitrogênio e reconstituição em fase móvel [42]; e diclorometano para 

extração e reconstituição em metanol [45]. 

As fases móveis em estudos descrevem o uso de ácido fórmico + água 0,1% e ácido 

fórmico + metanol 0,1% [21], metanol e metanol 20% [13], gradiente linear de metanol 2 a 

60% [8], água + acetato de amônia (2mmol/L) + ácido fórmico 0,1% e metanol + acetato de 

amônia (2mmol/L) + ácido fórmico 0,1% [15]. Nossa fase móvel foi composta por ácido 

fórmico 0,1% e acetonitrila + ácido fórmico 0,1%, a utilização do metanol provocou um 

alargamento dos picos com consequente diminuição do LQ.  

5.4. Aplicabilidade clínica  

A análise de cortisol e cortisona em diferentes matrizes é importante em diversos campos da 

medicina, e estudos vem sendo feitos para correlacionar estes hormônios a várias condições clínicas. Por 

esse motivo, o aumento da especificidade proporcionado pela técnica de LC-MS/MS possibilita uma 

melhor compreensão da fisiopatologia de diversas condições. Contribui, também, para maior assertividade 

no diagnóstico, acompanhamento e tratamento destas condições, além ser útil na prevenção de patologias 

que possuem a alteração dos níveis de cortisol como fator de risco passível de intervenção clínica.   
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No campo da endocrinologia, o estudo desses hormônios nas diferentes matrizes é essencial no 

diagnóstico e acompanhamento de condições como síndrome de Cushing [47], insuficiência adrenal, 

obesidade e síndrome metabólica. Além disso, estudos vêm sendo feitos para correlacionar a concentração 

de cortisol a riscos de complicações em determinadas condições, como de osteopenia e osteoporose em 

pacientes em reposição crônica de corticosteroides [48], e desenvolvimento da retinopatia diabética em 

indivíduos com essa condição [49]. 

Trabalhos em pacientes obesos tem como objetivo compreender a regulação e as disfunções do 

eixo hipotálamo-hipófise-adrenal neste grupo, podendo indicar uma perda do ritmo circadiano deste 

hormônio nessa condição, com redução da resposta do cortisol ao despertar e aumento de suas 

concentrações no período noturno [50], [51]. Estas disfunções do cortisol em crianças com obesidade 

poderiam ser fator de risco para comorbidades como diabetes e doenças cardiovasculares. [51] 

Estudos em pediatria também vem sendo feitos para demonstrar a relevância destes hormônios 

em crianças prematuras, com baixo peso ao nascer, ou internadas em UTI neonatal. Um trabalho recente 

demonstra aumento da relação 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 pressão arterial) nessas crianças ao longo da vida. [52] 

Trabalhos vem sendo realizados também para correlacionar o nível de estresse com os valores 

destes hormônios em condições como depressão, indivíduos transgêneros, distúrbios do sono e em atletas 

de alto rendimento.   

Estudos recentes correlacionam alterações no ritmo circadiano do cortisol, na resposta do cortisol 

ao despertar, e na concentração de cortisona salivar, com depressão, ansiedade e qualidade do sono [53], 

[54], [55], [56]. Em relação à depressão, observou-se correlação positiva entre níveis de cortisol plasmático 

e severidade do quadro, incluindo risco de ideação suicida [57], e isso poderia ser um dado relevante na 

condução do quadro psiquiátrico [58]. Além disso, valores mais altos de cortisol têm sido considerados 

fator de risco para o desenvolvimento de depressão em crianças e adolescentes [55], [59]. Estudos de 

cortisol plasmático e salivar também vem sendo feitos na área de estresse e depressão em pacientes 

transgêneros e em toda a população LGBTQIA+ [60]. 

No campo da neurologia, estudos com cortisol sérico sugerem relação dos níveis deste hormônio 

com demência vascular, doença de Alzheimer, doença de Parkinson com demência e epilepsia [61], [62]. 

Níveis mais altos de cortisol sérico também foram relacionados a um pior prognóstico 

da COVID-19, além de estudos sugerirem que sintomas da COVID prolongada podem estar 

associados a quadro de insuficiência adrenal. [63] 

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

na área de esportes, tanto para entender a relação direta deste hormônio com o nível de atividade 
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física [64], [65], quanto para avaliar se esses hormônios podem ser considerados bons 

marcadores de estresse associado ao esporte, bem como preditor da qualidade da recuperação 

pós treinamento e pós competições de alta intensidade. [66] 

Como observamos, o estudo de cortisol e cortisona por diferentes matrizes é muito 

relevante em diversas áreas da medicina. O desenvolvimento de métodos de análise por LC-

MS/MS, bem como a determinação de valores de referência para estes hormônios por essa 

técnica - específicos para cada faixa etária e sexo - poderiam contribuir com a melhora da 

especificidade dos trabalhos e posterior correlação clínica. 

5.3. Limitações do estudo e perspectivas futuras 

A LC-MS/MS, apesar de suas grandes vantagens, principalmente em relação à maior 

especificidade obtida em alguns analitos específicos, ainda apresenta algumas dificuldades. Os 

equipamentos ainda são pouco numerosos no Brasil, além apresentarem manutenção complexa e exigirem 

mão de obra especializada.   

Nosso estudo apresentou algumas limitações, principalmente relacionadas à dificuldade de 

obtenção e importação dos insumos, em especial os padrões internos deuterados, problemas de 

reabastecimento de materiais e necessidade de reparo de equipamentos. Esses contratempos por vezes 

resultaram na paralisação dos trabalhos e impossibilidade de seguir o cronograma como estipulado. Além 

disso, a curva de aprendizado e padronização das atividades humanas relacionadas aos trabalhos que 

exigem precisão, pesagem, mistura e filtragem dos materiais, principalmente durante a fase de extração, 

levou tempo considerável para alcançar um resultado homogêneo e de boa qualidade. Acreditamos que 

essas dificuldades também possam ocorrer na prática clínica em centros menores e outros grupos de 

estudo, o que tornaria mais complexa e menos viável a adoção deste método de análise como padrão 

acessível a todos.  

 As dificuldades apresentadas acima, em especial atrasos referentes a falhas de equipamentos, 

impossibilitaram neste estudo a aplicação clínica do método padronizado. Em futuros trabalhos, 

esperamos avaliar o controle de qualidade do método com amostras biológicas reais e, então, aplicar essa 

técnica na faixa etária pediátrica para avaliar o padrão de produção de cortisol e cortisona em crianças 

saudáveis e em determinadas patologias. Além disso, o conhecimento e a prática obtidos nesse trabalho 

possibilitam o desenvolvimento de técnicas para análise de outros esteroides, com a criação de painéis de 

análise esteroidais específicos para determinadas condições, como pubarca precoce e puberdade precoce. 
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6. CONCLUSÃO 

Em nosso estudo foi possível obter a padronização de um método de análise de cortisol e 

cortisona por LC-MS/MS em plasma, saliva e urina, com aplicabilidade voltada para a faixa 

etária pediátrica.  
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7. ANEXOS 

Anexo 1. Parecer comitê de ética em pesquisa 
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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 plástico 

• Tubo para coleta de plasma com EDTA 

• Filtros para seringa, PTFE hidrofóbico, 13 mm, 22μm - Allcrom 

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

• Pipetas eletrônicas Multipette - Eppendorf®, Handystep Brand®. 

• Ponteiras para pipeta eletrônica, Combitips advanced cap. 2,5 mL - Eppendorf 

• Tubos de ensaio (5 mL, 10 mL) Perfecta®. 

• Tubos para microcentrífuga MCT-200 - Axygen®. 

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

• Tubos falcons (15 mL, 50 mL) - BD®. 

• Vórtex Genie 2 - Fisher®. 

• Ultrafreezer MDV -86 - Sanyo®. 

• Balança analítica AX 205 - Mettler Toledo®. 

• Centrífuga refrigerada 5810R - Eppendorf®. 

• Placas de 96 posições, capacidade 0,5 mL – Agilent 

• Aparelho de evaporação em fluxo de nitrogênio em bloco de aquecimento a 40º C  

• Colunas cromatográficas ACE® 5 C18, 100 x 4,6 mm, 5,0 µm ACQUITY® CSH C18 – 50 x 2,1 

mm, 1,7 µm ACQUITY® BEH C18 – 100 x 2,1 mm, 1,7 µm. 

• Espectrômetro de massas API3200 - ABSciex® QTRAP 5500 - ABSciex®. 

• Sistema Cromatográfico (HPLC) Symbiosis Pharma – Spark Holland®. 

• Sistema Cromatográfico (FPLC) 1290 - Agilent®. 

Anexo 2.2. Reagentes / solventes  

• Acetonitrila  Merck® 

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

• Ácido Fórmico - Merck (sigma-aldrich) ® 

• Metanol grau HPLC - Merck (sigma-aldrich) ® 

• Hidróxido de amônio - Merck (sigma-aldrich) ® 

• Carvão ativado - Merck (sigma-aldrich) ® 
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• Água MilliQ - MilliQ ® 

Anexo 2.3. Soluções-padrão 

• Padrão analítico de Cortisona - Merck (sigma-aldrich) ® 

• Padrão analítico de Cortisol – Merck (sigma-aldrich) ® 

• Padrão analítico de Cortisol - D4* (Cortisol-9,11,12,12) - Merck (sigma-aldrich) ® 

• Padrão analítico de Cortisona - D8* (Cortisone-2,2,4,6,6,9,12,12-d8) - Merck (sigma-aldrich) ® 
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Anexo 3.  Orientações para coleta de saliva em tubo Salivette 

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

coisa. 

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

3. Colocar o swab na boca por 1 minuto.  

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

5. Levar imediatamente o salivette ao laboratório após coletada a saliva 
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Anexo 4 - preparo das curvas de calibração de plasma, saliva e urina 

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

Ponto da curva 
Concentração final de cortisol 

e cortisona  (ng/mL) 

Composição (volume da solução de partida + volume de 

plasma) 

1 300 
180µL Cortisol (10µg/mL) + 180µL Cortisona (10µg/mL) 

+ 5640µL plasma branco 

2 150 1500 µL  solução 1 + 1500 µL  plasma branco 

3 75 1500 µL  solução 2 + 1500 µL  plasma branco 

4 50 2000 µL  solução 3 + 1000 µL  plasma branco 

5 25 1500 µL  solução 4 + 1500 µL  plasma branco 

6 10 1200 µL  solução 5 + 1800 µL  plasma branco 

7 5 1500 µL  solução 6 + 1500 µL  plasma branco 

8 2,5 1500 µL  solução 7 + 1500 µL  plasma branco 

9 1 600 µL  solução 8 + 900 µL  plasma branco 

CQA 240 
3200µL ponto 1 da curva de calibração + 800µL plasma 

branco 

CQM 120 1250 µL  CQA + 1250µL  plasma branco 

CQB 3 62,5 µL  CQM + 2437,5 µL  plasma branco 

 

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

Ponto da 

curva 

Concentração de 

cortisol (ng/mL) 

Concentração de 

cortisona (ng/mL) 

Composição (volume da solução de partida + 

volume de saliva) 

1 50 80 
45µL Cortisol (10µg/mL) + 72µL Cortisona 

(10µg/mL) + 8883µL saliva branca 

2 25 40 1500 µL  solução 1 + 1500 µL  saliva branca 

3 10 16 1200 µL  solução 2 + 1800 µL  saliva branca 

4 5 8 1500 µL  solução 3 + 1500 µL  saliva branca 

5 2 3,2 1200 µL  solução 4 + 1800 µL  saliva branca 

6 1 1,6 1500 µL  solução 5 + 1500 µL  saliva branca 

7 0,5 0,8 1500 µL  solução 6 + 1500 µL  saliva branca 

8 0,3 0,48 1500 µL  solução 7 + 800 µL  saliva branca 

CQA 40 64 
4800µL ponto 1 da curva de calibração + 1200µL 

saliva branca 

CQM 20 32 2000 µL  CQA + 2000µL saliva branca 

CQB 0,9 1,44 180µL  CQM + 3820µL saliva branca 
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Anexo 4.3. Preparo das amostras da curva de calibração e controles de qualidade da urina 

Ponto da curva 
Concentração final 

(ng/mL) 
Composição (volume da solução de partida + volume de urina) 

1 160 
96µL Cortisol (10µg/mL) + 96µL Cortisona (10µg/mL) + 

5808µL urina branca 

2 100 1250 µL  solução 1 + 750 µL  urina branca 

3 50 1000 µL  solução 2 + 1000 µL  urina branca 

4 25 1000 µL  solução 3 + 1000 µL  urina branca 

5 10 800 µL  solução 4 + 1200 µL  urina branca 

6 5 1000 µL  solução 5 + 1000 µL  urina branca 

7 2 800 µL  solução 6 + 1200 µL  urina branca 

8 1 750 µL  solução 7 + 750 µL  urina branca 

9 0,5 500 µL  solução 8 + 500 µL  urina branca 

CQA 128 3200µL ponto 1 da curva de calibração + 800µL urina branca 

CQM 64 1250 µL  CQA + 1250µL  urina branca 

CQB 1,5 64,5 µL  CQM + 2687,5 µL  urina branca 
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Anexo 5 – picos cromatográficos de LIQ e LSQ de cortisol, cortisona e pi  

Anexo 5.1 – plasma 

 

Figura 12 - pico cromatográfico de Cortisol, monitorado pela transição m/z 363,2 → 121,0 - 

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

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



49 
 

 

Figura 13 – pico cromatográfico de Cortisol, monitorado pela transição m/z 363,2 → 121,0 - 

LSQ (300 ng/mL). No Eixo X, temos o tempo total de corrida, sendo detectado o pico 

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

(Intensity). 
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Figura 14 - pico de Cortisol D4 (padrão interno deuterado) plasmático, monitorado pela 

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

pico cromatográfico no tempo de 0,84 minutos. No eixo Y, observa-se a intensidade do sinal 

(Intensity). 
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Figura 15 - pico de cortisona plasmática - LIQ (1 ng/mL), monitorado pela transição m/z 361.2 

→ 163.3. No Eixo X, temos o tempo total de corrida, sendo detectado o pico cromatográfico 

no tempo de 0,89 minutos. No eixo Y, observa-se a intensidade do sinal (Intensity). 
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Figura 16- pico de cortisona plasmática - LSQ (300 ng/mL), monitorado pela transição m/z 

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

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

(Intensity). 
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Figura 17 - pico de Cortisona D8 (padrão interno deuterado) plasmática, monitorado pela 

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

pico cromatográfico no tempo de 0,88 minutos. No eixo Y, observa-se a intensidade do sinal 

(Intensity). 



54 
 

Anexo 5.2 – saliva 

 

Figura 18 - pico de cortisol salivar - LIQ (0,3 ng/mL), monitorado pela transição m/z 363.2 → 

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

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

 



55 
 

 

Figura 19 - pico de Cortisol salivar - LSQ (50 ng/mL), monitorado pela transição m/z 363.2 → 

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

no tempo de 0,83 minutos. No eixo Y, observa-se a intensidade do sinal (Intensity).  
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Figura 20 - pico de Cortisol D4 (padrão interno deuterado) salivar, monitorado pela transição 

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

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

(Intensity). 
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Figura 21 - pico de Cortisona salivar - LIQ (0,48 ng/mL), monitorado pela transição m/z 361.2 

→ 163.3. No Eixo X, temos o tempo total de corrida, sendo detectado o pico cromatográfico 

no tempo de 0,86 minutos. No eixo Y, observa-se a intensidade do sinal (Intensity). 
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Figura 22 - pico de Cortisona salivar - LSQ (80 ng/mL), monitorado pela transição m/z 361.2 

→ 163.3. No Eixo X, temos o tempo total de corrida, sendo detectado o pico cromatográfico 

no tempo de 0,86 minutos. No eixo Y, observa-se a intensidade do sinal (Intensity). 
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Figura 23 - pico de Cortisona D8 (padrão interno deuterado) salivar, monitorado pela transição 

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

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

(Intensity). 
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Anexo 5.3 – urina 

 

Figura 24 - pico de Cortisol urinário - LIQ (0,5 ng/mL), monitorado pela transição m/z 363.2 

→ 121.0. No Eixo X, temos o tempo total de corrida, sendo detectado o pico cromatográfico 

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

 

Figura 25 - pico de Cortisol urinário - LSQ (160 ng/mL), monitorado pela transição m/z 363.2 

→ 121.0. No Eixo X, temos o tempo total de corrida, sendo detectado o pico cromatográfico 

no tempo de 0,83 minutos. No eixo Y, observa-se a intensidade do sinal (Intensity). 
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Figura 26 - pico de Cortisol D4 (padrão interno deuterado) urinário, monitorado pela transição 

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

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

(Intensity). 

 

Figura 27 - pico de Cortisona urinária – LIQ (0,5 ng/mL), monitorado pela transição m/z 361.2 

→ 163.3. No Eixo X, temos o tempo total de corrida, sendo detectado o pico cromatográfico 

no tempo de 0,87 minutos. No eixo Y, observa-se a intensidade do sinal (Intensity). 
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Figura 28 - pico de Cortisona urinária – LSQ (160 ng/mL), monitorado pela transição m/z 361.2 

→ 163.3. No Eixo X, temos o tempo total de corrida, sendo detectado o pico cromatográfico 

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

 

Figura 29 - pico de Cortisona D8 (padrão interno deuterado) urinário, monitorado pela transição 

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

cromatográfico 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 

 

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

Coeficiente de correlação (r) = 0,9992. 
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Figura 31 - Linearidade da cortisona em plasma. Regressão linear (1/x): y = 0,109x + -0,00129. 

Coeficiente de correlação (r) = 0,9992 

Anexo 6.2 – Saliva 

 

Figura 32 - Linearidade do cortisol em saliva. Regressão linear (1/x2): y = 0,0482x + -0,00481. 

Coeficiente de correlação (r) = 0,9963 



65 
 

 

 

Figura 33 - Linearidade da cortisona em saliva. Regressão linear (1/x2): y = 0,0816x + -0,0157. 

Coeficiente de correlação (r) = 0,9980. 
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Anexo 6.3 – Urina 

 

Figura 34 - Linearidade do cortisol em urina. Regressão linear (1/x2): y = 0,00924x + -0,00199. 

Coeficiente de correlação (r) = 0,9959 
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Figura 35 - Linearidade da cortisona em urina. Regressão linear (1/x2): y = 0,0262x + -0,00211. 

Coeficiente de correlação (r) = 0,9971 

 

 

 

 

 

 

 

 



68 
 

Referências bibliográficas 

 

[1] S. A. Wudy and M. H. Choi, “Steroid LC–MS has come of age,” Journal of Steroid 

Biochemistry and Molecular Biology, vol. 162, pp. 1–3, 2016, doi: 

10.1016/j.jsbmb.2016.05.010. 

[2] A. P. F. Peti, G. A. Locachevic, M. K. B. Prado, L. A. B. de Moraes, and L. H. Faccioli, 

“High-resolution multiple reaction monitoring method for quantification of steroidal 

hormones in plasma,” J Mass Spectrom, vol. 53, no. 5, pp. 423–431, 2018, doi: 

10.1002/jms.4075. 

[3] S. A. Wudy, G. Schuler, A. Sánchez-Guijo, and M. F. Hartmann, “The art of measuring 

steroids: Principles and practice of current hormonal steroid analysis,” Journal of 

Steroid Biochemistry and Molecular Biology, vol. 179, no. September 2017, pp. 88–

103, 2018, doi: 10.1016/j.jsbmb.2017.09.003. 

[4] J. W. Honour, “Steroid assays in paediatric endocrinology,” JCRPE Journal of Clinical 

Research in Pediatric Endocrinology, vol. 2, no. 1, pp. 1–16, 2010, doi: 

10.4274/jcrpe.v2i1.1. 

[5] A. E. Kulle, M. Welzel, P. M. Holterhus, and F. G. Riepe, “Implementation of a liquid 

chromatography tandem mass spectrometry assay for eight adrenal C-21 steroids 

and pediatric reference data,” Horm Res Paediatr, vol. 79, no. 1, pp. 22–31, 2013, 

doi: 10.1159/000346406. 

[6] D. French, Advances in Clinical Mass Spectrometry, 1st ed., vol. 79. Elsevier Inc., 2017. 

doi: 10.1016/bs.acc.2016.09.003. 

[7] R. Andrew and N. Z. M. Homer, “Mass spectrometry and its evolving role in assessing 

tissue specific steroid metabolism,” Biochem Soc Trans, vol. 44, no. 2, pp. 645–651, 

2016, doi: 10.1042/BST20150234. 

[8] J. G. H. Vieira, O. H. Nakamura, and V. M. Carvalho, “Determination of cortisol and 

cortisone in human saliva by a liquid chromatography-tandem mass spectrometry 

method,” Arquivos Brasileiros de Endocrinologia & Metabologia, vol. 58, no. 8, pp. 

844–850, 2014, doi: 10.1590/0004-2730000003347. 

[9] M. Debono et al., “Salivary cortisone reflects cortisol exposure under physiological 

conditions and after hydrocortisone,” Journal of Clinical Endocrinology and 

Metabolism, vol. 101, no. 4, pp. 1469–1477, 2016, doi: 10.1210/jc.2015-3694. 

[10] M. Bose, B. Oliván, and B. Laferrère, “Stress and obesity: the role of the 

hypothalamic-pituitary-adrenal axis in metabolic disease”, doi: 10.1097/MED. 

[11] M. M. Kushnir, R. Neilson, W. L. Roberts, and A. L. Rockwood, “Cortisol and cortisone 

analysis in serum and plasma by atmospheric pressure photoionization tandem mass 

spectrometry,” Clin Biochem, vol. 37, no. 5, pp. 357–362, May 2004, doi: 

10.1016/j.clinbiochem.2004.01.005. 

[12] N. M. Morton, “11b-Hydroxysteroid Dehydrogenase Type 1 and Obesity,” Obe 

Metab, vol. 36, pp. 146–164, 2008. 



69 
 

[13] M. Mezzullo et al., “Validation of an LC–MS/MS salivary assay for glucocorticoid 

status assessment: Evaluation of the diurnal fluctuation of cortisol and cortisone and 

of their association within and between serum and saliva,” Journal of Steroid 

Biochemistry and Molecular Biology, vol. 163, no. 2015, pp. 103–112, 2016, doi: 

10.1016/j.jsbmb.2016.04.012. 

[14] I. A. Ionita, D. M. Fast, and F. Akhlaghi, “Development of a sensitive and selective 

method for the quantitative analysis of cortisol, cortisone, prednisolone and 

prednisone in human plasma,” J Chromatogr B Analyt Technol Biomed Life Sci, vol. 

877, no. 8–9, pp. 765–772, Mar. 2009, doi: 10.1016/j.jchromb.2009.02.019. 

[15] I. Perogamvros, L. J. Owen, J. Newell-Price, D. W. Ray, P. J. Trainer, and B. G. Keevil, 

“Simultaneous measurement of cortisol and cortisone in human saliva using liquid 

chromatography-tandem mass spectrometry: Application in basal and stimulated 

conditions,” J Chromatogr B Analyt Technol Biomed Life Sci, vol. 877, no. 29, pp. 

3771–3775, 2009, doi: 10.1016/j.jchromb.2009.09.014. 

[16] Y. J. Bae et al., “Immunoassay or LC-MS/MS for the measurement of salivary cortisol 

in children?,” Clin Chem Lab Med, vol. 54, no. 5, pp. 811–822, 2016, doi: 

10.1515/cclm-2015-0412. 

[17] A. E. Taylor, B. Keevil, and I. T. Huhtaniemi, “Mass spectrometry and immunoassay: 

How to measure steroid hormones today and tomorrow,” Eur J Endocrinol, vol. 173, 

no. 2, pp. D1–D12, 2015, doi: 10.1530/EJE-15-0338. 

[18] J. M. Hawley and B. G. Keevil, “Endogenous glucocorticoid analysis by liquid 

chromatography–tandem mass spectrometry in routine clinical laboratories,” Journal 

of Steroid Biochemistry and Molecular Biology, vol. 162, pp. 27–40, 2016, doi: 

10.1016/j.jsbmb.2016.05.014. 

[19] R. F. Harrison, M. Debono, M. J. Whitaker, B. G. Keevil, J. Newell-Price, and R. J. Ross, 

“Salivary Cortisone to Estimate Cortisol Exposure and Sampling Frequency Required 

Based on Serum Cortisol Measurements,” Journal of Clinical Endocrinology and 

Metabolism, vol. 104, no. 3, pp. 765–772, 2018, doi: 10.1210/jc.2018-01172. 

[20] T. Reinehr et al., “Relationships between 24-hour urinary free cortisol concentrations 

and metabolic syndrome in obese children,” Journal of Clinical Endocrinology and 

Metabolism, vol. 99, no. 7, pp. 2391–2399, 2014, doi: 10.1210/jc.2013-4398. 

[21] K. Mészáros et al., “Diagnostic performance of a newly developed salivary cortisol 

and cortisone measurement using an LC–MS/MS method with simple and rapid 

sample preparation,” J Endocrinol Invest, vol. 41, no. 3, pp. 315–323, 2018, doi: 

10.1007/s40618-017-0743-6. 

[22] F. Allende et al., “LC-MS/MS method for the simultaneous determination of free 

urinary steroids,” Chromatographia, vol. 77, no. 7–8, pp. 637–642, 2014, doi: 

10.1007/s10337-014-2638-4. 

[23] H. (Editor) Nair and W. (Editor) Clarke, Mass Spectrometry for the Clinical Laboratory, 

1st ed., vol. 1. Eselvier, 2016. 



70 
 

[24] K. Ghazal, S. Brabant, D. Prie, and M. L. Piketty, “Hormone immunoassay 

interference: A 2021 update,” Ann Lab Med, vol. 42, no. 1, pp. 3–23, 2021, doi: 

10.3343/ALM.2022.42.1.3. 

[25] M. A. Sperling, “Métodos laboratoriais em endocrinologia pediátrica,” in 

Endocrinologia Pediátrica, 2015, ch. 4, pp. 69–85. 

[26] G. Eisenhofer et al., “Reference intervals for plasma concentrations of adrenal 

steroids measured by LC-MS/MS: Impact of gender, age, oral contraceptives, body 

mass index and blood pressure status,” Clinica Chimica Acta, vol. 470, no. June 2016, 

pp. 115–124, 2017, doi: 10.1016/j.cca.2017.05.002. 

[27] S. S. Ketha, R. J. Singh, and H. Ketha, “Role of Mass Spectrometry in Clinical 

Endocrinology,” Endocrinol Metab Clin North Am, vol. 46, no. 3, pp. 593–613, 2017, 

doi: 10.1016/j.ecl.2017.04.001. 

[28] D. J. Handelsman and L. Wartofsky, “Requirement for mass spectrometry sex steroid 

assays in the journal of clinical endocrinology and metabolism,” Journal of Clinical 

Endocrinology and Metabolism, vol. 98, no. 10, pp. 3971–3973, 2013, doi: 

10.1210/jc.2013-3375. 

[29] V. M. Carvalho, “The coming of age of liquid chromatography coupled to tandem 

mass spectrometry in the endocrinology laboratory,” J Chromatogr B Analyt Technol 

Biomed Life Sci, vol. 883–884, pp. 50–58, 2012, doi: 10.1016/j.jchromb.2011.08.027. 

[30] G. Antonelli, F. Ceccato, C. Artusi, M. Marinova, and M. Plebani, “Salivary cortisol and 

cortisone by LC-MS/MS: Validation, reference intervals and diagnostic accuracy in 

Cushing’s syndrome,” Clinica Chimica Acta, vol. 451, pp. 247–251, 2015, doi: 

10.1016/j.cca.2015.10.004. 

[31] D. French, Advances in Clinical Mass Spectrometry, 1st ed., vol. 79. Elsevier Inc., 2017. 

doi: 10.1016/bs.acc.2016.09.003. 

[32] O. Coskun, “Separation Tecniques: CHROMATOGRAPHY,” North Clin Istanb, 2016, doi: 

10.14744/nci.2016.32757. 

[33] E. M. Suenaga, “Estudos de bioequivalência de brometo de N-butilescopolamina em 

forma de comprimidos e de seus metabólitos em plasma humano de voluntários 

sadios,” 2016. 

[34] M. da S.- MS and A. N. de V. S. ANVISA, “RDC No 27, DE 17 DE MAIO DE 2012.” 

[35] M. da S. MS and A. N. de V. S. ANVISA, “RE No 899, DE 29 DE MAIO DE 2003.” 

[36] ANVISA, “RESOLUÇÃO RDC No 166, DE 24 DE JULHO DE 2017,” 2017. [Online]. 

Available: https://www.in.gov.br/materia/-

/asset_publisher/Kujrw0TZC2Mb/content/id/ 

[37] S. Lee et al., “Simultaneous determination of cortisol and cortisone from human 

serum by liquid chromatography-tandem mass spectrometry,” J Anal Methods Chem, 

vol. 2014, 2014, doi: 10.1155/2014/787483. 



71 
 

[38] S. Lee et al., “Simultaneous quantitative analysis of salivary cortisol and cortisone in 

Korean adults using LC-MS/MS,” BMB Rep, vol. 43, no. 7, pp. 506–511, 2010, doi: 

10.3858/BMBRep.2010.43.7.506. 

[39] B. C. Mcwhinney, S. E. Briscoe, J. P. J. Ungerer, and C. J. Pretorius, “Measurement of 

cortisol, cortisone, prednisolone, dexamethasone and 11-deoxycortisol with ultra 

high performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry: Application for 

plasma, plasma ultrafiltrate, urine and saliva in a routine laboratory,” J Chromatogr B 

Analyt Technol Biomed Life Sci, vol. 878, no. 28, pp. 2863–2869, 2010, doi: 

10.1016/j.jchromb.2010.08.044. 

[40] A. Matsumoto, C. Shimanoe, K. Tanaka, M. Ichiba, and M. Hara, “Development of 

suitable method for large-scale urinary glucocorticoid analysis by liquid 

chromatography–mass spectrometry,” J Chromatogr B Analyt Technol Biomed Life 

Sci, vol. 1057, no. April, pp. 62–69, 2017, doi: 10.1016/j.jchromb.2017.04.031. 

[41] G. Antonelli et al., “Cortisol and cortisone ratio in urine: LC-MS/MS method validation 

and preliminary clinical application,” Clin Chem Lab Med, vol. 52, no. 2, pp. 213–220, 

2014, doi: 10.1515/cclm-2013-0471. 

[42] X. Zhai, F. Chen, C. Zhu, and Y. Lu, “A simple LC-MS/MS method for the determination 

of cortisol, cortisone and tetrahydro-metabolites in human urine: Assay 

development, validation and application in depression patients,” J Pharm Biomed 

Anal, vol. 107, pp. 450–455, 2015, doi: 10.1016/j.jpba.2015.01.041. 

[43] J. Bakusic, S. De Nys, M. Creta, L. Godderis, and R. C. Duca, “Study of temporal 

variability of salivary cortisol and cortisone by LC-MS/MS using a new atmospheric 

pressure ionization source,” Sci Rep, vol. 9, no. 1, Dec. 2019, doi: 10.1038/s41598-

019-55571-3. 

[44] F. MATSUI et al., “Liquid Chromatography-tandem Mass Spectrometry (LC-MS/MS) 

Assay for Simultaneous Measurement of Salivary Testosterone and Cortisol in 

Healthy Men for Utilization in the Diagnosis of Late-onset Hypogonadism in Males,” 

Endocr J, vol. 56, no. 9, pp. 1083–1093, 2009, doi: 10.1507/endocrj.K09E-186. 

[45] K. Kosicka, A. Siemiątkowska, A. Szpera-Goździewicz, M. Krzyścin, G. Bręborowicz, 

and F. Główka, “High-performance liquid chromatography methods for the analysis 

of endogenous cortisol and cortisone in human urine: comparison of mass 

spectrometry and fluorescence detection,” Ann Clin Biochem, vol. 56, no. 1, pp. 82–

89, 2019, doi: 10.1177/0004563218783789. 

[46] A. Cuzzola, F. Mazzini, and A. Petri, “A comprehensive study for the validation of a LC-

MS/MS method for the determination of free and total forms of urinary cortisol and 

its metabolites,” J Pharm Biomed Anal, vol. 94, pp. 203–209, 2014, doi: 

10.1016/j.jpba.2014.02.003. 

[47] V. Berndt, P. Dahlqvist, J. de Verdier, H. Ryberg, and O. Ragnarsson, “The diagnostic 

value of salivary cortisol and salivary cortisone in patients with suspected 

hypercortisolism,” Front Endocrinol (Lausanne), vol. 13, Nov. 2022, doi: 

10.3389/fendo.2022.1028804. 



72 
 

[48] R. Dineen et al., “The contribution of serum cortisone and glucocorticoid metabolites 

to detrimental bone health in patients receiving hydrocortisone therapy,” BMC 

Endocr Disord, vol. 20, no. 1, Oct. 2020, doi: 10.1186/s12902-020-00633-1. 

[49] M. Akshay, S. Sandeep, K. Apjit, A. Wahid, and A. Levent, “Serum cortisol is a 

biomolecular biomarker for severity of diabetic retinopathy,” Mol Vis, vol. 27, pp. 

429–437, 2021. 

[50] X. Qi, B. Cui, and M. Cao, “The Role of Morning Plasma Cortisol in Obesity: A 

Bidirectional Mendelian Randomization Study,” Journal of Clinical Endocrinology and 

Metabolism, vol. 107, no. 5, pp. E1954–E1960, May 2022, doi: 

10.1210/clinem/dgac008. 

[51] T. Yu, W. Zhou, S. Wu, Q. Liu, and X. Li, “Evidence for disruption of diurnal salivary 

cortisol rhythm in childhood obesity: Relationships with anthropometry, puberty and 

physical activity,” BMC Pediatr, vol. 20, no. 1, Aug. 2020, doi: 10.1186/s12887-020-

02274-8. 

[52] M. De Jong, A. Cranendonk, J. W. R. Twisk, and M. M. Van Weissenbruch, “Cortisol 

and Cortisone in Early Childhood in Very-Low-Birthweight Infants and Term-Born 

Infants,” Horm Res Paediatr, vol. 93, no. 7–8, pp. 453–459, Mar. 2021, doi: 

10.1159/000512784. 

[53] N. S. Redeker et al., “Effects of Cognitive Behavioral Therapy for Insomnia on Sleep, 

Symptoms, Stress, and Autonomic Function Among Patients With Heart Failure,” 

Behavioral Sleep Medicine, vol. 18, no. 2, pp. 190–202, Mar. 2020, doi: 

10.1080/15402002.2018.1546709. 

[54] A. Fiksdal et al., “Associations between symptoms of depression and anxiety and 

cortisol responses to and recovery from acute stress,” Psychoneuroendocrinology, 

vol. 102, pp. 44–52, Apr. 2019, doi: 10.1016/j.psyneuen.2018.11.035. 

[55] B. N. Chronister et al., “Testosterone, estradiol, DHEA and cortisol in relation to 

anxiety and depression scores in adolescents,” J Affect Disord, vol. 294, pp. 838–846, 

Nov. 2021, doi: 10.1016/j.jad.2021.07.026. 

[56] Y. J. Bae et al., “Salivary cortisone, as a biomarker for psychosocial stress, is 

associated with state anxiety and heart rate,” Psychoneuroendocrinology, vol. 101, 

pp. 35–41, Mar. 2019, doi: 10.1016/j.psyneuen.2018.10.015. 

[57] D. B. O’Connor, N. Gartland, and R. C. O’Connor, “Stress, cortisol and suicide risk,” in 

International Review of Neurobiology, vol. 152, Academic Press Inc., 2020, pp. 101–

130. doi: 10.1016/bs.irn.2019.11.006. 

[58] Y. Jia et al., “Increased serum levels of cortisol and inflammatory cytokines in people 

with depression,” Journal of Nervous and Mental Disease, vol. 207, no. 4, pp. 271–

276, Apr. 2019, doi: 10.1097/NMD.0000000000000957. 

[59] Z. Zajkowska et al., “Cortisol and development of depression in adolescence and 

young adulthood – a systematic review and meta-analysis,” Feb. 01, 2022, Elsevier 

Ltd. doi: 10.1016/j.psyneuen.2021.105625. 



73 
 

[60] W. S. Figueroa, P. M. Zoccola, A. W. Manigault, K. R. Hamilton, M. C. Scanlin, and R. C. 

Johnson, “Daily stressors and diurnal cortisol among sexual and gender minority 

young adults.,” Health Psychology, vol. 40, no. 2, pp. 145–154, Feb. 2021, doi: 

10.1037/hea0001054. 

[61] H. Li, K. Chen, L. Yang, Q. Wang, J. Zhang, and J. He, “The role of plasma cortisol in 

dementia, epilepsy, and multiple sclerosis: A Mendelian randomization study,” Front 

Endocrinol (Lausanne), vol. 14, 2023, doi: 10.3389/fendo.2023.1107780. 

[62] M. Wirth, C. Lange, and W. Huijbers, “Plasma cortisol is associated with cerebral 

hypometabolism across the Alzheimer’s disease spectrum,” Neurobiol Aging, vol. 84, 

pp. 80–89, Dec. 2019, doi: 10.1016/j.neurobiolaging.2019.08.003. 

[63] N. Sunada et al., “Hormonal trends in patients suffering from long COVID symptoms.” 

[64] S. A. Moyers and M. S. Hagger, “Physical activity and cortisol regulation: A meta-

analysis,” Biol Psychol, vol. 179, p. 108548, Apr. 2023, doi: 

10.1016/j.biopsycho.2023.108548. 

[65] T. Sousa E Silva et al., “Prolonged physical training decreases mRNA levels of 

glucocorticoid receptor and inflammatory genes,” Horm Res Paediatr, vol. 74, no. 1, 

pp. 6–14, Jul. 2010, doi: 10.1159/000313586. 

[66] C. Mishica, H. Kyröläinen, E. Hynynen, A. Nummela, H.-C. Holmberg, and V. Linnamo, 

“Relationships between Heart Rate Variability, Sleep Duration, Cortisol and Physical 

Training in Young Athletes,” J Sports Sci Med, vol. 20, pp. 778–788, 2021, doi: 

10.52082/jssm.2021.778`Relationships. 

  



74 
 

Resumo 
 

A avaliação laboratorial do cortisol e da cortisona é um desafio, especialmente em 

crianças e em condições como insuficiência adrenal, uma vez que os métodos usuais não 

apresentam especificidade e sensibilidade adequadas para as concentrações mais baixas 

encontradas nesses grupos. O desenvolvimento de técnicas usando cromatografia líquida 

acoplada à espectrometria de massa em tandem (LC-MS/MS) pode ajudar a melhorar a 

especificidade e sensibilidade das análises. Nosso estudo tem como objetivo desenvolver e 

validar um método de LC-MS/MS para a análise de cortisol e cortisona no plasma, saliva e 

urina, especificamente projetado para acomodar as concentrações mais baixas observadas em 

crianças. Desenvolvemos um método de extração líquido-líquido usando hidróxido de amônio, 

éter metil-terc-butilílico e rediluição em metanol. A cromatografia líquida foi realizada com 

uma coluna BEH C18, acoplada a uma pré-coluna compatível, e fase móvel com ácido fórmico 

e acetonitrila. A análise foi realizada usando um espectrômetro de massa com fonte turbo V e 

ionização por electrospray positiva. Limites inferiores de quantificação e limites superiores de 

quantificação 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, precisão, exatidão e estabilidade foram testados, todos com bons resultados. 

No nosso trabalho foi possível quantificar com precisão o cortisol e a cortisona no plasma, 

saliva e urina nos métodos desenvolvidos. Em pesquisas futuras, esperamos aplicar essa técnica 

no grupo pediátrico para avaliar o padrão de produção de cortisol e cortisona em crianças 

saudáveis e em determinadas patologias. 

 

Palavras-chave: cortisol; cortisona; plasma; saliva; urina; cromatografia líquida acoplada à 

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 

 


