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Introdugdo: O cortisol é o principal glicocorticoide produzido pelas glandulas adrenais. Obedece a um ritmo circadiano, sendo mais
elevado pela manhd e mais baixo a noite. A determinagdo do cortisol salivar reflete melhor a quantidade de cortisol livre e esta
indicada principalmente no diagndstico de hipercortisolismo. A coleta de saliva apresenta algumas vantagens intrinsecas por se tratar
de uma coleta simples e ndo-invasiva com boa estabilidade o analito. Ao mesmo tempo, a saliva é uma matriz bioldgica mais
heterogénea que o soro ou a urina necessitando de uma padronizagdo rigorosa nas fases pré-analitica e analitica. A dosagem de

cortisol em saliva apresenta boa correlagdo com a medida de cortisol livre em soro para a aplicagdo clinica.

Objetivo: Para quantificagdo de tal metabolito para uso em diagnéstico clinico, foi desenvolvido e validado um método automatizado
utilizando a técnica de multiplexagdo isotdpica.

Principio da metodologia de multiplexagéo quimica:
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Materiais e método: Todas as etapas do protocolo de extragdo foram automatizadas com o auxilio de manipulador de liquidos
robdtico. As amostras de saliva foi adicionado padrdo interno marcado isotopicamente e a mistura submetida a extracdo liquido-
liquido com solvente organico. Apds a transferéncia e evaporagdo do solvente, um grupo de amostras foi convertido a oximas, e um
outro em oximas com deutérios. As amostras com diferentes marcagdes foram combinadas e analisadas por LC-MS/MS utilizando o
modo de monitoramento de reagdes multiplas no modo positivo.

Resultados: Os seguintes pardmetros de validagdo foram analisados no método desenvolvido: precisdo, exatiddo, limites de
quantificagdo, linearidade, arraste e interferentes (contribuicdo entre as marcagoes leve e pesada). Foram seguidos os procedimentos
recomendados pelo CLIA e NCCLS. Os dados foram analisados por meio do software EP Evaluator v12.

Exatidao : N3o foi observado presenga de erros na comparagdao com o Linearidade: Método se mostrou linear até 4000 ng/dL.
laboratério de referéncia (Mayo Clinic). Quando avaliado os
programas de proficiéncia (CAP SALC) foi observado um bias inferior a

N CLSI EP6 Linearity
9% em relagdo ao provedor.
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Regression Analysis
Deming Regular .. e - .. e -
Slope 1,035 (1,009 0 1,061) 1,033 (1,007 10 1,059) Limite de quantificagdo: O limite de quantificacdo
Intercept 12,3(-9,810 34,4) 13,3(-8,810 35,4) . .. .
Std Err Est w5 a5 estimado para um CV de 20% foi inferior a 17 ng/dL.

95% Confidence Intervals are shown in parentheses
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Precisdo: Trés niveis foram avaliados e apresentagdo variagdo menor
que 8%. 20%
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Precision Estimate Precision Estimate 10%
User's Cancentration: 342 User's Goncentration: 207.2
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Conclusdo: A estratégia desenvolvida combinou
. wow etapas de verificagdo de rastreabilidade ao longo de
i ,n s s todas as etapas de andlise das amostras. O método
apresentou imprecisdes inferiores a 8% para trés

Nivel 3 diferentes niveis de concentragdo dentro da faixa
Alternate Precision clinicamente relevante com linearidade até 4000
Wil ng/dL e limite de quantificagdo de 20 ng/dL. Como

ot Gy R exatiddo foi utilizado amostras do programa de
wwoL W oTwr proficiéncia CAP as quais apresentaram tendéncias

inferiores a 10%. Os dados foram avaliados e
aprovados de acordo com os erros permitidos no
CLIA. A técnica de multiplexagdo isotdpica
proporcionou um aumento de produtividade de 2x
para o diagndstico clinico com a manutengdo da
—t 5 5 qualidade analitica e de seguranga do paciente.
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