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Introducao

O cortisol € um horménio endbgeno formado na
glandula  suprarrenal e apresenta funcdes
metabdlicas importantes, tais como regulagdo do
ciclo circadiano, participacdo na gliconeogénese,
entre outros. A variacdo do nivel de cortisol, seja
causado por tumores ou uso indiscriminado de
medicamentos, leva a diversas disfungdes no
organismo, tornando-se importante sua correta
guantificacdo. Os métodos comumente realizados
para avaliag8o de cortisol no sangue séo realizados
por imunoensaios, 0s quais apresentam baixa
especificidade e sensibilidade!. Desta forma, o
objetivo deste trabalho foi o desenvolvimento de
metodologia para quantificagdo de cortisol em
plasma humano utilizando a cromatografia liquida
de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de
massas, para posterior uso em fins diagndsticos.

A metodologia foi realizada utilizando 50 pL de
plasma das amostras, adi¢cdo de 75 uL de agua tipo
I, padrdo interno (cortisol-D4 na concentracdo de
150 ng mL?1) e 375 pL de acetonitrila gelada. Foi
realizada centrifugagéo, retirada do sobrenadante,
gue foi seco sob atmosfera de N2. Os recipientes
finais foram ressuspendidos na proporcdo utilizada
no inicio da corrida cromatografica, novamente
centrifugados e entdo o sobrenadante passado para
vials.

A validacdo do método seguiu as figuras de mérito
mencionadas na RDC 166/2017 da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria?.

A analise cromatogréfica foi realizada injetando 10
pL de amostra em um sistema cromatografico com
coluna de fase reversa do tipo C8 (1,7 um, 50 x 2,1
mm). A eluicdo foi em modo gradiente utilizando
agua com formiato de amdénio 5 mM e metanol,
ambos com 0,1% de acido férmico. O tempo total de
corrida foi de 16 minutos.

O método foi aplicado para quantificacdo de cortisol
de uma populacdo amostral de 22 pessoas (16
homens e 6 mulheres).

Resultados e Discussao

A quantificacdo do cortisol foi realizada por SRM
(selection reaction monitoring — Figura 1(a)) e com

uso de curvas analiticas utilizando fluido corporal
simulado (simulated body fluid - SBF)? com adicdo
de 7% m/v de albumina bovina (Figura 1(b)). A
comparacéo da inclinagdo das curvas usando a
matriz sintética e real indica que a quantificacdo
pode ser realizada utilizando o SBF.
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Figura 1. (a) pico cromatogréfico do cortisol com

suas transicoes de confirmacao (b) comparagao de
curvas analiticas em matriz sintética e matriz real.

Os limites de deteccdo e de quantificagdo do
método foram 33 pg mL! e 150 pg mL7,
respectivamente. A aplicagdo do método na
populacdo de referéncia indicou maiores valores de
cortisol diurno em mulheres, o que pode ser
indicativo do uso de horménios estrogenos. Um dos
voluntarios do sexo masculino apresentou valores
baixos de cortisol, 0 que pode ser devido ao uso de
medicamentos para aumento de testosterona.

Conclusodes

O método foi devidamente validado e foi possivel
guantificar o cortisol utilizando baixo volume de
amostra. O uso de hormdnios estrégenos alteram o
valor desse esteroide.

Como perspectivas, serdo quantificados outros
esteroides nestes voluntarios para avaliacdo de
mudanca metabdlica.
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