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RESUMO

Novas técnicas estdo sendo desenvolvidas para a determinacédo de substancias
endodgenos em amostras de fluido oral. Este tipo de amostra permite uma coleta
conveniente e ndo invasiva, sendo que a mesma pode ser realizada fora do
ambiente laboratorial. O cortisol e a testosterona sdo biomarcadores importantes
para o diagnéstico de doencas complexas, como a sindrome dos ovarios
policisticos (SOP) e a Sindrome de Cushing (SC), em que a sintomatologia &
semelhante a de outros distlrbios prevalentes. Este trabalho propbe, pela
primeira vez, um método baseado em solvente de hidrofilicidade comutavel
(SHS) como fase extratora para determinacdo de cortisol e testosterona em
amostras fluido oral por cromatografia liquida de alta efici€ncia com detector por
arranjo de diodos (HPLC-DAD). A otimizacdo dos principais parametros que
podem influenciar a eficiéncia da extracao foi realizada por meio de estratégias
multivariadas. As condicGes 6timas de extracdo consistiram na utilizacdo de
1000 pL de fluido oral, 100 pL de solucdo de acido decandico (65 mg mLt), 170
UL de Na2COz (2 mol L1) e, 900 pL de H2SO4 (3 mol L) e 150 L de acetonitrila
para ressuspensdo. O método proposto foi validado, com R? superior a 0,99 para
ambos os analitos, acompanhado de limite de deteccdo (LOD) de 4,55 ng mL'e
limite de quantificagdo (LOQ) de 15 ng mL1. A precisao intradia variou de 5,65%
a 11,88% e a precisao interdia variou de 6,13% a 13,51%; a exatidao variou de
98,89% a 104,62% para cortisol e de 89,07% a 103,95% para a testosterona.
Esta metodologia foi aplicada com sucesso na analise de amostras de saliva de
voluntarios normais. Além disso, as caracteristicas sustentaveis da metodologia

foram avaliadas de acordo com as métricas do sistema AGREEprep (0,53).

Palavras-chave: Cortisol; testosterona; solvente de hidrofilicidade comutavel;

fluido oral;



ABSTRACT

Alternative and more sustainable analytical methodologies are gaining attention
for the determination of endogenous compounds in oral fluid. This matrix can be
collected using a convenient and non-invasive workflow that can be easily
followed. Cortisol and testosterone are important biomarkers for diagnosis of
complex disorders, including polycystic ovary syndrome (PCOS) and Cushing's
syndrome (CS), where symptomatology usually overlaps with other prevalent
disorders. This work proposes, for the first time, an analytical method based on
switchable hydrophilicity solvent as extraction phase for the determination of
cortisol and testosterone in oral fluid by high-performance liquid chromatography
with diode-array detector (HPLC-DAD). The optimization of the main parameters
that can influence on the extraction efficiency was performed through multivariate
approaches. The optimized extraction conditions consisted of using 1000 pL of
oral fluid, 100 pL of decanoic acid solution (65 mg mL™), 170 pL of Na2COs (2
mol L), 900 pL of H2SO4 (3 mol L) and 150 pL of acetonitrile for resuspension.
The method was validated, and determination coefficients higher than 0.9926,
limit of detection (LOD) of 4.55 ng mL* and limit of quantification (LOQ) of 15 ng
mL1 were obtained for both analytes. Moreover, intraday precision varied from
5.6% to 11.9%, interday precision ranged from 6.1% to 13.5%, and accuracy
ranged from 98.9% to 104.6% for cortisol and 89.1% to 103.9% for testosterone.
This methodology was successfully applied for the analysis of five oral fluid
samples from volunteers. Moreover, AGREEprep metrics (0,53) was utilized to

assess the greenness of this analytical approach.

Keywords: Cortisol, testosterone, switchable hydrophilicity solvents, oral fluid.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Esquema do funcionamento do sistema de ativagdo/desativagéo de

homogeneidade do SHS

Figura 2 - Esquema genérico da microextracdo homogénea liquido-liquido com

separacao de fases
Figura 3 - Os dez principios do preparo de amostra verde

Figura 4 - Esquema genérico do procedimento de preparo de amostra utilizado

no Planejamento Fatorial Fracionario e no Planejamento do Composto Central

Figura 5 - Resultado dos cromatogramas obtidos a partir da analise dos padrées
dos analitos obtidos com o método analitico desenvolvido no comprimento de
onda de 245 nm

Figura 6 - Gréfico de Pareto para otimizacdo das condi¢cGes de extracado

Figura 7 - Superficie de resposta gerada para a otimizacdo da extracdo dos

analitos a partir do resultado das analises do Planejamento Composto Central

Figura 8 - Esquema do procedimento de preparo de amostra otimizado no
estudo

Figura 9 - Cromatograma obtido por HPLC-DAD de uma amostra de saliva
artificial fortificada com 750 ng mL! dos analitos

Figura 10 - Cromatograma obtido por HPLC-DAD de uma amostra real de saliva
Figura 11 - Cromatograma da extracdo de uma amostra branca por HPLC-DAD

Figura 12 - Pictograma obtido a partir da analise do software AGREEprep para

0 método proposto



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Caracteristicas fisico-quimicas do Cortisol e da Testosterona
Tabela 2 - Caracteristicas fisico-quimicas do Acido Decanoico
Tabela 3 - Composicao da saliva artificial utilizada neste estudo

Tabela 4 - Planejamento Fatorial Fracionario 2°>* com os niveis estabelecidos e
varidveis estudadas para a da eficiéncia de extracdo dos analitos de amostras
fluido oral com a utilizagdo de SHS

Tabela 5 - Planejamento do Composto Central com os niveis estabelecidos e
varidveis estudadas para a da eficiéncia de extracdo dos analitos de amostras

fluido oral com a utilizacdo de SHS
Tabela 6 - Valores analiticos de mérito obtidos através da metodologia proposta

Tabela 7 - Resultados obtidos através das analises para a avaliagcao da exatidao

e preciséo intra e interdia do método desenvolvido

Tabela 8 - Comparacédo entre metodologias propostas na literatura para andlises

de cortisol e/ou testosterona em amostras de saliva



LISTA DE ABREVIATURAS, SIMBOLO E UNIDADES

ACTH Horménio adrenocorticotréfico, do inglés: adrenocorticotropic
Hormone

CO2 Di6xido de carbono

CRH Hormonio hipotalamico liberador de corticotropina, do inglés:

corticotropin-releasing hormone
DAD Detector de Arranjo de Diodos, do inglés Diode Array Detector
DLLME Microextracao Liquido-Liquido Dispersiva, do inglés: Dispersive
Liguid-Liquid Microextraction

DMCHA N,N-dimetilciclohexilamina

DPA Dipropilamina
EIA Imunoensaio enzimatico, do inglés: Enzyme Immunoassay
ELISA Ensaio de imunoabsorcéo enzimética, do inglés: Enzyme Linked

Immuno Sorbent Assay

H2S04 Acido sulfarico

HLLME Microextracao Liquido-Liquido Homogénea, do inglés:
Homogeneous Liquid-Liquid Microextraction

HPLC Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia, do inglés:
High-Performance Liquid Chromatography

HPLC-DAD Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada ao Detector de

Arranjo de Diodos, do inglés: High Performance Liquid

Chromatography — Diode Array Detector



HPLC-MS

HPLC-UV

LC/MS-MS

LLE
LOD
LOQ
MeCN
Na2CO3
R2

SC

SDME

RIA
rpm
RSD

SHS

SOP

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada ao detector de a
Espectrometria de Massas, do inglés: High Performance Liquid

Chromatography - Mass Spectrometry

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada ao Detector de
Ultravioleta, do inglés: High Performance Liquid Chromatography
— Ultraviolet detector

Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de Massas

Sequencial, do inglés: Liquid Chromatography — Tandem Mass

Spectrometry

Extracdo Liquido-Liquido, do inglés: Liquid-Liquid Extraction
Limite de Deteccao, do inglés: Limit of Detection

Limite de Quantificacéo, do inglés: Limit of Quantitation
Acetonitrila

Carbonato de sédio

Coeficiente de determinacgéo

Sindrome de Cushing

Microextracdo em Gota Unica, do inglés: Single Drop

Microextraction

Radioimunoensaio, do inglés: Radioimmunoassay
Rotacdo por minuto

Desvio padrao relativo, do inglés: Relative Standard Deviation
Solvente de Hidrofilicidade Comutavel, do inglés: Switchable
Hydrophilicity Solvent

Sindrome dos ovarios policisticos, do inglés: Polycystic Ovary



SPE

SPME

TR

Syndrome
Extracdo em Fase Solida, do inglés: Solid Phase Extraction

Microextracdo em Fase Solida, do inglés: Solid Phase Micro
Extration

Tempo de retencao



SUMARIO

L INTRODUGAO ...ttt 15
1.1 Horménios esteroides: caracteristicas e doencas relacionadas ........... 15
1.2 Matrizes DIOIOQICAS. .......ccovveeiiiiie e 18
1.3 Técnicas de preparo de amOStraS. ........cooviiiiiiiiiiieee e 20
1.4 Solventes de hidrofilicidade comutavel (SHS) .........cccccciviieviininiinnnnn. 22
1.5 Técnicas de determiNaCa0 .........coeeeeeeeeeeeiiiiiiee e ee e e e e e e e 25
1.6 AQrEEPREP ... 26

2 OBIETIVOS . .. e 28
2.1 ODJELIVO EIAL.... i i e 28
2.2 Objetivos €SPECITICOS ....cvvviiiii e 28

3 MATERIAL E METODOS ..ottt 29
3.1 REAGENIES. ..ttt 29
3.2 PadrOes @nalitiCOS ..........ceeiiiiiiiiiiiiiiiiieee e 29
3.3 Amostras de fluido Oral ............ooocuiiiiiiiiii e 29
3.4 Equipamento e condi¢des analiticas.............cccceeeeeeeeeee e 30
3.5 Otimizag&o do preparo de amOSHra........cooeeeeeeeeeieeeeeeeeeeeeee e 31

3.5.1 Triagem das variaveis na etapa de extracao ...............cceeevevrvvnnnnn. 32
3.5.2 Otimizacgéo dos volumes de Na2CO3, amostra e H2S0O4 ............ 33
3.5.6 Validacao e aplicacao do método desenvolvido ........................... 35

4 RESULTADOS E DISCUSSOES.......oiiiiiiieeeeeeeeeeeeee e 36
4.1 Separacao Cromatografica dos analitos por HPLC-DAD...................... 36
4.2 Otimizacao da etapa de preparo de amosStras .........ccceevvevvviiiinieeeeeeennnns 37

4.2.1 Triagem das variaveis de exXtraGao ..........ccccvvrrurrrrrrrieeeeennneinnne 37
4.2.2 Otimizagéo dos volumes de Na2CO3, amostra e H2SO4 ............ 39

4.3 Procedimento otimizado para a determinacéo de cortisol e testosterona

NA SAlIVA USANAO SH S ..ottt eaees 41

4.4 Determinacdo dos parametros analiticos de mérito e andlise de

AIMNIOSITAS TAUS v eneeee e ettt e et e et e e e et e et e e e e e e e e e e e e re e ernrenaeeen 43



4.4.1 Limites de Deteccao e Quantificagdo .............cceeeeeeeeieeii e 43

4.4.2 LINCANUAE .......ce o i 43

4.4.3 PreciSa0 € EXAtid80........ccuviiieiiiiiiiiiiiiiee e 45

s @1 Y0 )= PP 45

4.4.5 AMOSEIA TAI ....ccoeiiiieeeeeeeeeee e 46

4.5 Resultados do AGREEprep para 0 método proposto .........cccccevevveeenn. 48
4.6 Comparacdo com outros estudos da literatura .............cceuvveeiiiieeeennnnnns 49

5 CONCLUSAD ..ottt 52

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......ovieeiieeeeeeeeeeeeeeee e 53



15

1 INTRODUCAO

1.1 Horménios esteroides: caracteristicas e doencas relacionadas

Biomarcadores s&o produtos ou substancias utilizados como marcadores
do estado biolégico, podendo ser utilizado para determinar tanto processos
fisiologicos quanto patolégicos, assim como para o diagnostico ou
monitoramento de doencas (CHOO; HUESTIS, 2004; PALACIOS et al., 2015).
O sistema enddcrino regula fungdes internas do organismo, buscando manter o
estado de homeostasia, em reflexo a mudangas tanto internas quanto externas
(CONSTANZO, 2011). Os hormbnios atuam como mensageiros quimicos e sao
produzidos de acordo com a necessidade metabdlica, podendo ser sintetizados

por células ou por 6rgéos especificos (HALL, 2017)

O cortisol, ou hidrocortisona, € um horménio secretado pela glandula
adrenal, na regido do cortex adrenal. E o principal glicocorticoide, sendo
responsavel por aproximadamente 95% da atividade total, enquanto a
corticosterona representa apenas 4% (HALL, 2017). Para que a sua liberacao
ocorra, é necessario a ativacdo de uma cascata de sinalizadores. O primeiro
estimulo ocorre pelo hormonio hipotalamico liberador de corticotropina (CRH),
que ativa a secrecdo do horménio adrenocorticotrofico (ACTH), que regula
outras glandulas enddcrinas que secretam horménios especificos. A ativacdo do
cortex adrenal pelo ACTH resulta na secrecao do cortisol. Ao final da cascata,
ocorre a retroalimentacdo negativa, na qual a liberacdo do cortisol leva a
diminuicdo da secrecdo de ACTH, que por sua vez, inibe a liberacdo de CRH
(BARCELOS et al., 2018).

Outro hormdnio esteroidal relevante é a testosterona, no qual a sua
sintese varia durante o ciclo ovariano. Os androgénios femininos derivam dos
ovarios (androstenediona e testosterona) e das glandulas suprarrenais
(deidroepiandrosterona e androstenediona), ou da conversdo destes em
testosterona. A producdo diaria de testosterona pelo ovéario é de
aproximadamente 300 pg, com cerca de 50% sendo convertida em estradiol
(HALL, 2023).
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A estrutura quimica do cortisol e da testosterona, assim como as suas
caracteristicas fisico-quimicas, estdo apresentados na Tabela 1. Ambos os
horménios apresentam a sua estrutura quimica derivada da molécula de
colesterol, apresentando caracteristicas lipossoluveis (BURTIS; BRUNS;
ASHWOOD, 2016).

Tabela 1 - Caracteristicas fisico-quimicas do Cortisol e da Testosterona

Massa Molar

Substancia Estrutura Quimica (g mol?) pKa logP
Cortisol 362,52 12,6° 1,62
Testosterona 288,42 18,5° 3,32

Fonte: @ Pubchem, 2023; ® Drugbank, 2023;

O logP é um parametro utilizado para descrever a solubilidade de uma
molécula, e é obtido através da analise do coeficiente de particdo octanol/agua
das moléculas que caracteriza a solubilidade. Quanto maior o valor de logP, mais
lipossoluvel a molécula é (DORTA et al., 2018). O pKa € definido como o log
negativo da constante de dissociacdo acida (Ka) das moléculas. O seu valor
permite prever se as moléculas irdo permanecer na forma ionizada ou nao
ionizada no meio. Quando o pH da solugdo é superior ao valor do pKa da
molécula, a substancia estara preferencialmente na sua forma ionizada. O
inverso também é verdade, pH menor que o valor de pKa da molécula, a

substancia estara predominantemente na forma nao ionizada, uma vez que a
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concentracdo de ions H* na solugcdo é maior, inibindo a ionizacdo do &cido
(BRUNTON; HILAL-DANDAN; KNOLLMANN, 2018).

Ambos os hormdnios apresentam niveis de secre¢cao superiores no inicio
da manh&, com seus niveis reduzindo ao longo do dia (BURTIS; BRUNS;
ASHWOOD, 2016; HALL, 2017). Tanto o cortisol sérico quanto a testosterona
costumam ser transportados ligados de forma reversivel as proteinas
plasméticas, representando cerca de 90-98% dos niveis séricos totais. O
restante costuma ser encontrado na forma livre (ativa) (BARROU et al., 1996;
PEROGAMVROS; RAY; TRAINER, 2012; BURTIS; BRUNS; ASHWOOD, 20186).
A ligacdo as proteinas plasmaticas funciona como reservatorio temporario.
Quando a concentracdo se encontra muito elevada, a capacidade de transporte
das proteinas é ultrapassada, resultando no aumento da sua fracao livre, tanto
no sangue quanto na saliva (BURTIS; BRUNS; ASHWOOD, 2016; HALL, 2017).

Existem diversas doencas relacionadas com distdrbios no sistema
endocrino nas quais os horménios sao liberados de forma desordenada,
podendo apresentar secrecdo acima ou abaixo dos niveis normais, como, por
exemplo, a Sindrome de Cushing (SC), que apresenta uma prevaléncia global
estimada variando de 0,3 a 6,2 casos por 100.000 pessoas (GIUFFRIDA et al.,
2022). A SC ocorre em razao da secrecao excessiva de cortisol pelas glandulas
adrenais, podendo ser ACTH dependente ou independente (BOSCARO;
ARNALDI, 2009; PIVONELLO et al., 2015) . O diagnostico da SC € complexo,
assim como o da SOP, uma vez que 0s sintomas mais comuns associados a SC
sdo semelhantes aos relacionados a outros distarbios comuns. Alguns dos
sintomas apresentados sdo obesidade, “cara de lua cheia” e hipertenséo
(BOSCARO; ARNALDI, 2009). Late-night salivary cortisol é a analise de cortisol
de uma amostra de saliva coletada proximo a meia-noite e € uma das analises
recomendadas como teste de triagem para SC pela Endocrine Society
Guidelines (NIEMAN et al., 2008). Com isso, enfatiza-se o potencial dos
biomarcadores salivares como suporte para diagnosticos complexos. As
amostras de saliva podem ser auto coletadas fora do ambiente laboratorial, além

de ser uma coleta simples e néo invasiva (BARROU et al., 1996).

Outra sindrome ocasionada pelo distarbio enddcrino € a sindrome dos

ovarios policisticos (SOP). Essa doenca frequentemente se apresenta em
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mulheres durante a vida reprodutiva, com a prevaléncia estimada em mais de
116 milhdes de mulheres no mundo, pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS)
(BULSARA et al.,, 2021). Ela é caracterizada pela producdo excessiva de
androgénios pelos ovarios (CADORE et al., 2008) e apresenta manifestacfes
clinicas como oligomenorreia ou amenorreia, hirsutismo e infertilidade frequente
(SIRMANS; PATE, 2013).

O diagnostico do disturbio hormonal causado pela SOP é complexo,
entretanto uma das ferramentas diagnosticas utilizadas € a avaliagdo dos niveis
salivares de testosterona. A SOP pode ser identificada por niveis mais elevados
de testosterona livre (ndo ligada a proteinas plasmaticas) em comparacao com
mulheres saudaveis (MUNZKER et al., 2017; SINGH et al., 2023).

1.2 Matrizes bioldgicas

O cortisol e a testosterona podem ser detectados em multiplas matrizes
biolégicas, incluindo sangue, urina, cabelo e fluido oral. As amostras de soro,
saliva e urina refletem os niveis dos hormdnios a curto prazo, com as alteraces
ocorridas no intervalo de minutos a horas (WANG et al.,, 2015). Embora a
amostra de sangue seja amplamente utilizada devido a sua capacidade de refletir
os niveis fisiolégicos no organismo, é importante destacar que o processo de
coleta invasiva e a exigéncia de profissionais capacitados representam uma
desvantagem significativa do uso dessa matriz (BARROU et al., 1996; CADORE
et al., 2008). Por outro lado, amostras de cabelo apresentam a capacidade de
refletir retrospectivamente os niveis dos analitos em um intervalo de meses. Essa
matriz bioldgica € menos suscetivel a altera¢gfes relacionadas a fatores como o

estado fisiolégico e as alteracdes ambientais (WANG et al., 2015).

Novas pesquisas vém sendo desenvolvidas com o objetivo de aprimorar
técnicas de deteccao e quantificacéo de biomarcadores na saliva, tanto para fins
de diagndstico quanto para o monitoramento (CUI et al., 2022). As técnicas de
coleta de amostras de fluido oral oferecem uma abordagem simples e néo
invasiva, podendo ser auto coletada e facilmente realizada fora do ambiente
laboratorial. A coleta pode ser feita por meio da expectoracéo ou salivacao direta

em um tubo apropriado, ou por meio da utilizagdo de materiais absorventes,
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como o coletor Salivette (BARROU et al., 1996; INDER; DIMESKI; RUSSELL,
2012).

O fluido oral como uma matriz alternativa para analises hormonais se
mostra viavel, vantajosa e promissora, oferecendo conforto e praticidade quando
comparada a outras matrizes bioldgicas. Além disso, estudos tém mostrado uma
correlagdo significativa nos niveis de cortisol e testosterona entre amostras de
sangue e saliva (CADORE et al., 2008; CASALS; HANZU, 2020).

A saliva € um fluido altamente diluido, sendo composta por mais de 99%
de 4gua. Contém na sua composicdo componentes organicos e inorganicos,
como uma grande variedade de eletrolitos, imunoglobulinas, proteinas, enzimas,
mucinas e produtos nitrogenados. Apresenta o pH entre 6 e 7, podendo
aumentar ou diminuir esse valor de acordo com o fluxo salivar (HUMPHREY;
WILLIAMSON, 2001). Essa matriz apresenta uma variagao interindividual e uma
bioguimica complexa. Um dos fatores que pode influenciar na variacdo das
amostras entre os individuos é a saude gengival. Outro fator associado a
variacdo, é a necessidade de que as orientacGes de coleta sejam seguidas
corretamente, podendo vir a interferir no resultado das andlises
(HELMERHORST; DAWES; OPPENHEIM, 2018).

Hormonios esteroides, como o cortisol e a testosterona, podem ser
detectados em amostras de saliva devido as suas caracteristicas fisico-quimicas
previamente mencionadas. Esses analitos sao lipossoliveis, 0 que permite sua
migracdo passiva dos capilares sanguineos para as glandulas salivares,
independentemente do fluxo salivar (LEE; KIM; CHOI, 2015).

1.3 Técnicas de preparo de amostras

A saliva € uma amostra biolégica complexa, com suas caracteristicas ja
descritas anteriormente. Por esta razao, o preparo de amostra é um passo crucial
para a analise de amostras biolégicas. A auséncia de um preparo adequado
pode vir a interferir diretamente na qualidade dos resultados, assim como no
tempo total de analise (KANU, 2021). O principal objetivo do preparo de amostra

€ extrair os analitos da matriz, eliminar ou reduzir os interferentes e garantir a
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compatibilidade entre a amostra e a técnica de determinagdo empregada (PENA-
PEREIRA et al., 2022). Além disso, muitas vezes, permite a pré-concentracao
do analito, sendo uma etapa essencial quando se trabalha com amostras que
apresentam baixas concentra¢des dos analitos (MERIB et al., 2018). A selec&o
da técnica de preparo de amostras deve ser embasada na compreensdo dos
principios que regem a transferéncia de massa dos analitos em sistemas
multifasicos. Essa escolha é fundamentada em caracteristicas dos componentes
da matriz, como polaridade, solubilidade, estabilidade quimica e térmica,
coeficiente de particdo, lipofilicidade, entre outros aspectos (BORGES;
FIGUEIREDO; QUEIROZ, 2015).

Métodos classicos de preparo de amostra costumam ser utilizados para a
extracdo de cortisol e/ou testosterona em fluido oral, como extragdo
liquido/liquido (LLE) e extracdo em fase sélida (SPE) (ANTONELLI et al., 2015;
BAKUSIC et al., 2019; SAITO-ABE et al., 2020; LOOD et al., 2021). Apesar de
serem muito eficientes, essas técnicas apresentam alguns aspectos negativos a
serem considerados, como o0 uso de grandes volumes de amostra e solventes
organicos toxicos. Como consequéncia, um grande volume de residuos é
gerado, demandando uma atencdo especial, uma vez gque pode acarretar em
sérios problemas ambientais (OCANA-GONZALEZ et al., 2016).

Em decorréncia disso, ha um interesse crescente no desenvolvimento de
novos métodos de extracao que sejam mais sustentaveis, a0 mesmo tempo que
mantenham a eficiéncia de extracdo das técnicas tradicionais. Os métodos de
microextracdo surgiram como uma alternativa promissora, permitindo a
utilizacdo de menores volumes de amostra e de reagentes. Para as amostras,
poucos mililitros sdo necessarios, e para 0s solventes, alguns microlitros sao
tipicamente utilizados (PENA-PEREIRA et al., 2022).

Assim como as técnicas extracao classicas, as técnicas de microextragdo
podem ser classificadas em dois grupos distintos, sendo eles: técnicas de
microextracdo em fase solida e em fase liquida. A técnica de microextracdo em
fase solida (SPME) € uma das técnicas mais utilizadas, uma vez que diferentes
sorventes podem ser aplicados como fases extratoras (SPIETELUN et al., 2013).
Enquanto isso, as principais técnicas de microextragdo em fase liquida, incluem

a microextragdo em gota Unica (SDME), a microextracdo liquido-liquido
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dispersiva (DLLME) e a microextragdo em fase liquida suportada com fibra oca
(HF-LPME) (CARASEK; MORES; MERIB, 2018). Além disso, mais
recentemente, foi introduzida com sucesso a microextracdo liquido-liquido em
fase homogénea (HLLME). As técnicas de microextragdo apresentam vantagens
significativas, como menor consumo de solventes, menor tempo de extragéo e
maior sensibilidade analitica, o que permite a extracdo seletiva e eficiente dos

analitos de diferentes tipos de amostras.

A HLLME é uma técnica de extracdo baseada no processo de separagao
de fases a partir de uma solucéo inicialmente homogénea. Na primeira etapa da
técnica, ocorre a miscibilidade da amostra (aquosa) na fase organica (solvente
extrator), favorecendo uma extracao rapida dos analitos devido ao aumento da
superficie de contato entre o solvente e a amostra. A ativacdo de
homogeneidade ocorre através de alterac6es no equilibrio quimico do meio ou
com a utilizacdo de energias externas. Na segunda etapa, ocorre a separacao
de fases, com a adicdo ou remocao de reagentes especificos. A separacao de
fase permite a transferéncia do analito para a fase organica (AHMAR et al., 2018;
MUSARURWA; TAVENGWA, 2021). Neste sentido, alguns solventes com a
caracteristica especifica de modificarem sua hidrofilicidade dependendo das
condicbes do meio vém ganhando destaque, sendo tipicamente chamados de
solventes de hidrofilicidade comutéavel, derivado do inglés switchable

hydrophilicity solvents.

1.4 Solventes de hidrofilicidade comutéavel (SHS)

Os solventes de hidrofilicidade comutavel (SHS) surgiram como uma
alternativa a utilizacdo dos solventes organicos comumente utilizados nas
técnicas tradicionais de preparo de amostra. Os SHS, sdo substancias quimicas
ionizaveis, como aminas e acidos graxos, as quais podem ter a sua miscibilidade
alternada entre a forma hidrofilica e hidrofébica. A mudanca da ioniza¢éo ocorre
em raz&o da alteracdo do pH do meio, como consequéncia da adi¢cdo de dioxido
de carbono (CO2), um acido ou uma base (CARASEK et al., 2021; KOKOSA;
PRZYJAZNY, 2022).
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A utilizacdo dos SHS foi descrita pela primeira vez por Jessop (2010), no
qual é apresentada a utilizagao do solvente N, N, N'-tributil pentanamida, que é
hidrofébico em condi¢cdes normais. A Figura 1 apresenta o funcionamento do

sistema de ativagéo/desativacao de homogeneidade do SHS.

Figura 1 - Esquema do funcionamento do sistema de ativacao/desativacdo de
homogeneidade do SHS

+ COz2
solvente P 2 solvente
hidrofébico h hidrofilico
-CO2 e dgua

agua

Pt

Fonte: Adaptado de JESSOP et al., 2010

Ao adicionar o solvente em uma fase aquosa, observa-se que ocorre a
separacao de duas fases. Com a adicao de CO2, a solucéo se torna homogénea
e 0 SHS se apresenta na forma hidrofilica. Ap6s a remocédo do COz, o equilibrio
guimico retorna ao estado inicial, e a solucdo se torna heterogénea novamente.
Com isso o SHS volta a apresentar suas caracteristicas iniciais, com o
comportamento hidrofébico. A reversibilidade da reacdo surge como uma

possibilidade de metodologia para a extracdo em duas fases.

A microextracao liquido-liquido homogénea (HLLME) com a utilizacdo dos SHS
funciona de maneira semelhante a LLE, uma vez que o analito é extraido
baseando-se na solubilidade no solvente extrator conforme o coeficiente de
particdo. Porém, no caso do SHS, um mesmo liquido extrator alterna a sua
solubilidade, permitindo a utilizacdo de um menor volume para a extragdo. A

Figura 2 apresenta um esquema genérico da HLLME. Desta forma, a

substituicdo dos solventes orgéanicos tradicionais por SHS permite um preparo
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de amostra miniaturizado e com a utilizacdo de solventes menos toxicos,

resultando em uma abordagem mais sustentavel (ERYTHROPEL et al., 2018).

Figura 2 - Esquema genérico da microextracdo homogénea liquido-liquido com
separacao de fases
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Solvente extrator + analito
@
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Fonte: Autoria propria (2023)

Os principais compostos utilizados como ativadores de homogeneidade
s&0: CO2 (LASARTE-ARAGONES et al., 2015; XU et al., 2018), carbonato de
sédio (Na2CO3) (ABDI et al.,, 2022) e acido cloridrico (HCI) (SHAHVANDI;
BANITABA; AHMAR, 2018; OENNING et al., 2020). Para retornar ao estado
inicial, ou seja, desativacdo da homogeneidade, os principais componentes
utilizados s&o: hidroxido de sodio (NaOH) (LASARTE-ARAGONES et al., 2015;
XU et al., 2018; OENNING et al., 2020; SCHEID et al., 2022) e &cido sulfarico
(H2S04) (ABDI et al., 2022).

A ativacdo da homogeneidade permite que o solvente se torne miscivel
na fase aquosa, resultando na interacéo e extracdo do analito pelo SHS. Com a
adicdo do desativador de homogeneidade, o solvente volta a ser imiscivel, mas

agora enriquecido com os analitos (ALSHANA et al., 2020).
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Frequentemente, os artigos descrevem o emprego de solventes a base
de amina, como a dipropilamina (DPA) e N,N-dimetilciclohexilamina (DMCHA).
Observa-se que eles tém sido amplamente utilizados como solventes extratores
em amostras de urina (BAZEL; RECLO; CHUBIRKA, 2020), podendo ser
empregado para a extracdo de metanfetamina (SHAHVANDI; BANITABA,;
AHMAR, 2018), antidepressivos (OENNING et al., 2020) e drogas de abuso (XU
etal., 2018). Acidos graxos de cadeia média também tém sido empregados como
SHS em alguns estudos. O &cido hexandico pode ser empregado para a
extracdo de tetraciclinas (LEBEDINETS et al., 2020), assim como o &cido
octandico para extracdo de metabdlitos de monohidroxi hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos (WANG et al., 2020). Observa-se um namero limitado de
artigos publicados acerca da utilizacdo de SHS como solvente extrator em
amostras de fluido oral. Com isso, fica evidente a necessidade de mais estudos

a respeito da aplicabilidade dos SHS para extracdo de analitos nestas amostras.

O SHS escolhido para ser utilizado neste trabalho foi 0 acido decandico por ser
um composto acido como as substancias estudadas e por apresentar logP
préximo aos dos analitos, facilitando o processo de extracdo. As estruturas
quimicas, valores de pKa, logP e ponto de fusdo do acido decandico estao
dispostos na Tabela 2.

Tabela 2 - Caracteristicas fisico-quimicas do Acido Decanoico

Ponto de

Solvente Estrutura Quimica pKa LogP fusdo (°C)

. . 40,
Acu;lo_Deca,nOI_co \H/\/W\/ 490 4,09 31,5
ou Acido Caprico

o

Fonte: Pubchem, 2023

1.5 Técnicas de determinagao

Diversos métodos analiticos para analise de cortisol e testosterona em
fluido oral sdo descritos na literatura. Estes métodos incluem radioimunoensaio
(RIA) (DLUGASH; SCHULTHEISS, 2021), imunoensaio enzimatico (EIA)
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(CREWTHER et al., 2013; WELKER et al., 2016), ensaio de imunoabsorcao
enzimatica (ELISA) (HAYES et al, 2014; CREWTHER et al., 2023),
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada ao detector por arranjo de
diodos (HPLC-DAD) (SARACINO et al., 2014) e cromatografia liquida acoplada
a espectrometria de massas (HPLC-MS) (JENSEN et al., 2011; WELKER et al.,
2016).

Imunoensaios como RIA, EIA e ELISA sao frequentemente utilizados por
serem métodos simples, rapidos e sensiveis. Entretanto, os resultados podem
ser afetados por efeito matriz e/ou reagcdes cruzadas com metabdlitos do cortisol,
moléculas sintéticas de glicocorticoides e outros esteroides, podendo interferir
na andlise e na interpretacdo dos resultados (NIEMAN et al., 2008; INDER;
DIMESKI; RUSSELL, 2012; BURTIS; BRUNS; ASHWOOD, 2016;
GIACOMELLO; SCHOLTEN; PARR, 2020).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) € uma técnica utilizada
para separacdao, identificacdo e quantificacdo de compostos de misturas liquidas.
A técnica se baseia na separacdo dos componentes através da interacdo da
amostra tanto com a fase mével quanto com a fase estacionaria presente na
coluna cromatografica. Com isso, idealmente, cada analito ira apresentar uma
afinidade diferente com estas fases, sendo posteriormente identificados por um
detector em diferentes tempos de retencao (SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2002).
Um dos detectores que pode ser acoplado ao HPLC é o detector por arranjo de
diodos (DAD), que opera com base na medicdo da absorcdo da radiacdo
eletromagnética em diversos comprimentos de onda na regido do UV-Vis de
forma simultanea. A analise resulta em espectros de absorcao, que permitem a
obtencéo de informacdes acerca dos componentes presentes na amostra, além
da possibilidade de quantificacdo dos analitos com a anélise da area sob o pico
(PRAGST; HERZLER; ERXLEBEN, 2004). Tanto o HPLC-DAD quanto o HPLC-
UV sao técnicas robustas e adequadas para analise de amostras bioldgicas,
como fluido oral. Com a devida preparacdo de amostra, € possivel obter
resultados precisos e confiaveis para a determinagéo de cortisol e testosterona
nesse tipo de técnica (SARACINO et al., 2014; ABUJABER et al., 2019; NISHIJO
et al., 2021).
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Com isso, torna-se relevante o desenvolvimento de uma metodologia
rapida, eficiente, facil, de baixo custo e com pouca geracdo de residuos para o
meio ambiente, capaz de detectar cortisol e testosterona em amostras de fluido
oral com determinacao por HPLC-DAD. Cabe ressaltar que, até o momento, ndo
h& trabalhos publicados utilizando esta técnica de extragdo para a determinagéo

desses analitos em fluido oral.

1.6 AgreePREP

A quimica analitica verde se inicia em 2000, orientando os analistas a
tornarem as préticas laboratoriais mais ecolégicas. A aplicacédo dos principios da
Quimica Analitica Verde nos ambientes laboratoriais tem como objetivo a
mitigacdo dos impactos negativos das analises quimicas no meio ambiente. No
entanto, um dos desafios da implementacéo reside no equilibrio entre 0 aumento
da qualidade dos resultados analiticos e a garantia de uma maior compatibilidade
ambiental. (GALUSZKA; MIGASZEWSKI; NAMIESNIK, 2013)

Dentre os principios da Quimica Analitica Verde, é proposta a eliminacao
da etapa de preparo de amostra. Apesar do propésito de desenvolver
metodologias com maior sustentabilidade ambiental, esses principios nédo
abordam o impacto ambiental associado ao preparo de amostras. (LOPEZ-
LORENTE et al., 2022). Como mencionado anteriormente, a auséncia dessa
etapa pode afetar a qualidade dos resultados e nem sempre ha compatibilidade
entre a amostra e a técnica de determinacéo (KANU, 2021) (PENA-PEREIRA et
al., 2022).

Com esta lacuna, emergem os principios do Preparo de Amostras Verde,
0S quais seguem com o objetivo da preservacao ambiental. A Figura 3 apresenta
os dez principios do Preparo de Amostras Verde (LOPEZ-LORENTE et al.,
2022). O AGREEprep é uma ferramenta métrica fundamentada nos principios do
Preparo de Amostras Verde e permite a avaliacdo do impacto ambiental
relacionado aos métodos de preparo de amostras. A métrica permite a avaliacdo
ponderada dos principios, podendo ser adaptada as particularidades da analise
a ser realizada. Ademais, essa ferramenta possibilita a identificacdo dos pontos
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fortes e fracos do método, contribuindo para a identificacdo dos principios que
demandam aprimoramento, visando garantir uma abordagem mais ecoldgica a
técnica. (PENA-PEREIRA et al., 2022).

Figura 3 - Os dez principios do preparo de amostra verde

Os dez principios do preparo de amostra verde

. 1. Favorecer o preparo de amostra in situ
. 2. Utilizar solventes e reagentes seguros
. 3. Utilizar materiais sustentaveis, reutilizaveis e renavaveis

. 4 Minimizar o residuo

. 5. Minimizar volume de amaostras, quimicos e quantidade de materiais

. 6. Maximizar o rendimento da amostra
. 7 Integrar etapas e promover automacio

. 8. Minimizar o consumo de energia

. 9. Escolher a técnica mais verde possivel para a andlise apds o preparo

. 10. Garantir procedimentos seguros para o operadaor

Fonte: Adaptado de LOPEZ-LORENTE et al., 2022
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O

Desenvolver uma metodologia analitica utilizando a extracdo em fase
homogénea com solvente de hidrofilicidade comutavel (SHS) para a
determinacdo de cortisol e testosterona em amostras de fluido oral por
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada ao detector por arranjo

de diodos

2.2 Objetivos especificos

O

Desenvolver e otimizar a separacdo cromatografica dos compostos

cortisol e testosterona por HPLC-DAD.

Otimizar, mediante ferramentas quimiométricas, um método de extracdo
em fase homogénea utilizando solventes de hidrofilicidade comutavel
para a extracdo de cortisol e testosterona de amostras de fluido oral

simulado.

Validar o método desenvolvido, avaliando parametros como linearidade,
limite de deteccéo, limite de quantificacéo, preciséao e exatidao.

Avaliar a sustentabilidade do método de extracdo desenvolvido por meio
da ferramenta AGREEprep.

Aplicar o método desenvolvido na analise de amostras reais de fluido oral.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Reagentes

O &cido decandico foi obtido da marca Neon (S&o Paulo, Brasil) e foi
preparada uma solucdo de 65 mg mL™* em acetonitrila. O carbonato de sédio
(Na2COs3) e o acido sulfarico (H2SOa4) PA foram obtidos da Alphatec (Sao Paulo,
Brasil), e foram preparadas solucdes aquosas na concentracéo de 2 mol L e 3
mol L1, respectivamente. A acetonitrila (MeCN) utilizada em todos os
experimentos apresenta grau HPLC e foi obtida da Merck (Darmstadt, Germany).

3.2 Padrdes analiticos

O padréo analitico de hidrocortisona (cortisol) foi obtido da Sigma-Aldrich
(Missouri, United States) e o 17-alfa-metiltestosterona (testosterona) foi obtido
da DR Ehrenstorfer (Augsburg, Germany) ambos com pureza acima de 99,5%.
Os padrbes encontravam-se em estado soélido e foram preparados na
concentracdo de 1 mg mL* em MeCN. Solucdes estoque dos analitos foram
preparados com a diluicdo apropriada no mesmo solvente dos padrdes. Todas
as solucoes foram armazenadas a -20°C.

3.3 Amostras de fluido oral

Considerando que o cortisol e a testosterona sdo compostos enddgenos,
para obtermos uma amostra branco foi necessario o preparo de uma saliva
artificial. A amostra foi preparada de acordo com o método descrito pela
European Commission Joint Research Centre (JRC) (SIMONEAU et al., 2001).
Os dados referentes aos sais e as concentracgoes utilizadas para o preparo estao
descritos na Tabela 3. Todos os sais foram diluidos em &gua tipo |, ultra
purificada em sistema Milli-Q® (com resistividade de 18,2 MQ cm a 25 °C), da
marca Millipore. A saliva artificial foi utilizada para a otimizacéo e validacao dos

experimentos.
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Tabela 3 - Composicao da saliva artificial utilizada neste estudo

Composto Formula mg L1 Marca

Cloreto de magnésio MgCl2 166,7 Merck
Cloreto de caélcio CacCl2 147,0 Merck
Fosfato de potassio dibasico K2HPO4 753,1 Merck
Carbonato de potassio K2COs 525,2 Sigma
Cloreto de sédio NaCl 327,3 Neon
Cloreto de potassio KCI 745,5 CRQ

Fonte: Adaptado de Simoneau (2001)

Para os demais experimentos, amostras reais de fluido oral foram
utilizadas. As amostras foram fornecidas voluntariamente pelos membros do
nosso grupo de pesquisa - Grupo de Estudos em Preparo de Amostras e
Cromatografia (GEPAC). O protocolo de pesquisa foi previamente aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa da UFCSPA (CAAE 09022919.2.0000.5345), sob

o parecer numero 3.319.035.

Para garantir a integridade das amostras, os voluntarios foram instruidos
a ndo comer, beber ou escovar os dentes pelo menos 30 minutos antes da
coleta. As orientagcdes sao fundamentais para evitar a contaminacdo. As
amostras foram obtidas através da salivagéo direta em um tubo de polipropileno
de 5 mL, durante a manha. Em seguida, as amostras foram armazenadas por

um dia a 4°C em geladeira até a analise.

3.4 Equipamento e condi¢des analiticas

As analises foram realizadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC), marca Shimadzu modelo Prominence, equipado com uma bomba
quaternaria de mistura de baixa pressédo e desgaseificacdo a vacuo em linha,

controlada por um modulo de interface CBM-20A, um injetor automatico (SIL-
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20A), forno (CTO-20A) e detector por arranjo de diodos (DAD) modelo
SPDM20A.

O desenvolvimento do método foi realizado através da investigacao da
separacdo cromatografica do cortisol e da testosterona a partir de solucdes
individuais dos analitos com concentracdo de 1 ug mL?, preparada em MeCN.
Apds, analisou-se uma solugdo contendo ambos os analitos. O método
cromatografico foi estabelecido com base nas condicfes que possibilitaram a

separacao eficiente dos picos dos compostos de interesse.

A separacdo cromatografica dos analitos foi realizada utilizando uma
coluna C18 da marca Promosil (4,6 x 250 mm; 5 um) com a temperatura do forno
mantida a 40°C. A fase movel foi constituida de 4gua ultra pura (A) e MeCN (B),
com a aplicacao de gradiente variando de 60 a 65% v/v de fase B (0 - 12 min) e
de 65 a 60% v/v (12,1 - 18 min). O Fluxo da fase mével foi mantido em 0,8 mL/min
e o0 volume de injecédo foi de 20 pL. O tempo de corrida total foi de 18 minutos e
os analitos foram detectados no comprimento de onda de 245 nm. A analise de
dados foi realizada utilizando o software LabSolutions da marca Shimadzu.

3.5 Otimizacao do preparo de amostra

A otimizacdo das melhores condigbes experimentais foi conduzida por
meio da aplicacdo de técnicas multivariadas, com a andlise do Cortisol e da
Testosterona simultaneamente. Durante essas andlises, foram exploradas as
variaveis que poderiam impactar na eficiéncia de extracédo dos analitos. Em todas
as etapas, os dados analiticos foram submetidos a analise estatistica utilizando
Statsoft Statistica 10 (Statsoft, USA) e o Microsoft Excel 2016 (Microsoft, USA).
A avaliagéo foi realizada através da extragdo dos analitos a partir de amostras
de saliva simulada, previamente fortificadas com 500 ng mL* de cada analito. A
otimizacao foi conduzida utilizando o Planejamento Fatorial Fracionario, seguido
do Planejamento Composto Central.
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3.5.1 Triagem das variaveis na etapa de extragao

Na primeira etapa, realizou-se uma anélise de triagem para verificar as
variaveis que afetam a eficiéncia da extracdo de cortisol e testosterona na
amostra de fluido oral. As variaveis que se mostraram significativas,
posteriormente foram estudadas mais detalhadamente. Para isso, foi realizado
um planejamento fatorial fracionario do tipo 251, ou seja, com cinco variaveis e
em dois niveis, resultando em 16 experimentos. As variaveis foram volume de
Na2COs, volume de acido decandico, volume de H2SOa4, volume de amostra e
tempo de extracdo. Os niveis minimos (-1) e maximos (+1) foram os seguintes:
0 volume de Na2COs3 de 200 e 600 uL, volume de acido decandico de 100 e 200
ML, volume de H2S0O4 de 400 e 800 pL e o tempo de extragdo de 1 e 4 minutos.

As amostras do Planejamento Fatorial Fracionario foram preparadas de
acordo com o esquema apresentado na Figura 4. Os valores codificados e reais

dos niveis e das variaveis analisadas estdo apresentados na Tabela 4.

Figura 4 - Esquema genérico do procedimento de preparo de amostra utilizado
no Planejamento Fatorial Fracionario e no Planejamento do Composto Central
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Fonte: Autoria propria (2023)
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Tabela 4 - Planejamento Fatorial Fracionario 2°! com os niveis estabelecidos e
variaveis estudadas para a da eficiéncia de extracdo dos analitos de amostras
fluido oral com a utilizacdo de SHS

Analise Volume de Volume de Acido d\éoll—tg& Volume de Tempo de
Na2COsz (uL) Decandico (uL) (uL) amostra (uL) extracao (min)
1 200 () 100 () 400 (-) 500 (-) 4 (+)
2 600 (+) 100 () 400 (-) 500 (-) 1(-)
3 200 () 200 (+) 400 (-) 500 (-) 1()
4 600 (+) 200 (+) 400 (-) 500 (-) 4 (+)
5 200 () 100 () 800 (+) 500 (-) 1()
6 600 (+) 100 (-) 800 (+) 500 (-) 4 (+)
7 200 () 200 (+) 800 (+) 500 (-) 4 (+)
8 600 (+) 200 (+) 800 (+) 500 (-) 1(-)
9 200 (-) 100 (-) 400 (-) 1000 (+) 1()
10 600 (+) 100 () 400 (-) 1000 (+) 4 (+)
11 200 () 200 (+) 400 (-) 1000 (+) 4 (+)
12 600 (+) 200 (+) 400 (-) 1000 (+) 1(-)
13 200 () 100 () 800 (+) 1000 (+) 4 (+)
14 600 (+) 100 (-) 800 (+) 1000 (+) 1()
15 200 (-) 200 (+) 800 (+) 1000 (+) 1()
16 600 (+) 200 (+) 800 (+) 1000 (+) 4 (+)

Observacdao: As extracdes foram realizadas em amostra simulada contendo

500 ng mL™! de cada analito. Fonte: Autoria propria (2023)

3.5.2 Otimizac¢ao dos volumes de Na2COs, amostra e H2SO4

Apoés a definicdo das variaveis significativas através do Planejamento

Fatorial Fracionario, o Planejamento Composto Central foi aplicado. Para este
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planejamento, trés variaveis significativas foram avaliadas em 5 niveis cada, com

um total de 17 experimentos.

As variaveis do Planejamento do Composto Central foram preparadas de
acordo com o esquema apresentado na Figura 4. Os valores codificados e reais

dos niveis e das variaveis analisadas estéo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5 - Planejamento do Composto Central com os niveis estabelecidos e
variaveis estudadas para a da eficiéncia de extracdo dos analitos de amostras
fluido oral com a utilizacdo de SHS

Volume de Volume de Volume de

Analise  Bloco . ~0, (UL)  amostra (uL) H2S04 (uL)

1 1 200 (-1) 950 (-1) 700 (-1)
2 1 200 (-1) 1050 (+1) 900 (+1)
3 1 300 (+1) 950 (-1) 900 (+1)
4 1 300 (+1) 1050 (+1) 700 (-1)
5 1 250 (0) 1000 (0) 800 (0)
6 2 200 (-1) 950 (-1) 900 (+1)
7 2 200 (-1) 1050 (+1) 700 (-1)
8 2 300 (+1) 950 (-1) 700 (-1)
9 2 300 (+1) 1050 (+1) 900 (+1)
10 2 250 (0) 1000 (0) 800 (0)
11 3 166 (-1,67) 1000 (0) 800 (0)
12 3 334 (+1,67) 1000 (0) 800 (0)
13 3 250 (0) 916 (-1,67) 800 (0)
14 3 250 (0) 1084 (+1,67) 800 (0)
15 3 250 (0) 1000 (0) 636 (-1,67)
16 3 250 (0) 1000 (0) 968 (+1,67)
17 3 250 (0) 1000 (0) 800 (0)

Fonte: Autoria propria (2023)



35

3.5.6 Validacéo e aplicacdo do método desenvolvido

Apos a determinagdo da condi¢do otimizada da metodologia analitica,
seguiu-se para a determinacédo dos parametros analiticos de mérito. O limite de
quantificacdo (LOQ) do método foi estabelecido como a primeira concentracéo
da faixa linear da curva de calibragdo que atende aos critérios de precisdo e
exatiddo. Ja o limite de detecc¢do (LOD) foi calculado mediante a divisédo do LOQ
por 3,3, representando o menor valor diferente de zero. A linearidade foi
determinada através da curva de calibracdo, constituida pela analise de trés
medidas em 6 concentracdes diferentes, em amostras fortificadas de saliva
simulada. As concentragdes utilizadas para a elaboragéo da curva de calibracéo
do cortisol foi de 15, 100, 200, 350, 500 e 750 ng mLt. J4 para a curva de
calibracdo da testosterona, as concentra¢gfes foram de 15, 30, 100, 200, 350 e
750 ng mL1,

A homoscedasticidade foi avaliada através da aplicacao do teste F para
cada um dos analitos. Para as curvas que apresentaram heterocedasticidade,
um fator de ponderacgéo foi aplicado para correcéo da linearidade. O coeficiente
de determinacéo (R?) foi calculado com base na curva de calibracdo com o ajuste
da linearidade, quando aplicavel.

A exatidao do método e a precisao intradia e interdia foram avaliados em
trés concentracgdes: baixa (15 ng mL?), média (100 ng mL™t) e alta (750 ng mL-
1). Trés replicatas foram analisadas em trés corridas diferentes. A preciséo foi
aceita com desvio padrao < 20% e recuperacao foi aceita dentro de = 20% da
concentracdo esperada. Efeito de memdéria (carryover effect) foi avaliado
através da injecdo de cinco amostras branco extraidas, logo apés a analise do
ponto mais concentrado da curva de calibracdo. A aplicabilidade do método foi
avaliada através da extragdo de amostras de saliva obtidas de voluntarios do

NOSso grupo de pesquisa.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Separacdo Cromatogréafica dos analitos por HPLC-DAD

As condig¢Bes cromatograficas foram otimizadas para garantir a eficiente
separacdo dos picos dos analitos no método estabelecido. A separagao
cromatografica dos compostos esta apresentada na Figura 5. O cortisol (A)
apresentou tempo de retencédo (TR) de 3,5 min, enquanto a testosterona (B)
apresentou TR de 7,1 min. A andlise simultanea dos analitos (C), demonstra que
houve uma separacao satisfatoria dos analitos. Também é possivel observar que
nao houve outros picos nos tempos de retencdo dos analitos nas analises
individuais. Nenhuma interferéncia foi detectada, o que possibilitou prosseguir

com as otimiza¢des do método.

Figura 5 - Resultado dos cromatogramas obtidos a partir da analise dos
padrbes dos analitos obtidos com o0 método analitico desenvolvido no
comprimento de onda de 245 nm
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Legenda: (A) Cortisol com TR = 3,5 min; (B) Testosterona com TR = 7,1 min;
(C) Analise simultanea dos dois analitos. Fonte: Autoria propria (2023)

4.2 Otimizacao da etapa de preparo de amostras
4.2.1 Triagem das variaveis de extracéo

Na primeira etapa do processo de otimizagdo, foi realizado o
Planejamento Fatorial Fracionario para identificar as variaveis significativas no
processo de extracdo. As extracbes foram conduzidas de acordo com o
planejamento descrito anteriormente e a resposta instrumental (area
cromatografica) foi utilizada para gerar o gréafico de Pareto, baseado na média
geométrica das areas dos picos cromatograficos dos analitos em cada
experimento. Apds o tratamento dos dados, obteve-se o gréafico de Pareto, que
é apresentado na Figura 6. A andlise apresentou R? de 0,9250, demonstrando
que os resultados do experimento se encontram adequados com o modelo

estatistico selecionado.

Com base nos dados apresentados, considerando o nivel de confianca de
95%, podemos concluir que as variaveis significativas na eficiéncia de extracéo
foram: volume de Na2COs, volume de amostra e volume de H2SOa. A variavel
volume de Na2COs apresentou efeito negativo, indicando que um menor volume
(200 pL) resulta em uma melhor resposta cromatografica. Por outro lado, as
variaveis volume de H2SO4 e volume de amostra apresentam efeito positivo, com

melhores respostas cromatograficas em maiores volumes. Com isso, optou-se
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por uma analise mais detalhada destas variaveis a fim de definir mais
adequadamente a condicdo otimizada. As demais variaveis ndo apresentaram
resultados significativos na eficiéncia de extracdo. As variaveis significativas
foram estudadas posteriormente com a aplicacdo do Planejamento do Composto
Central.

Figura 6 - Gréfico de Pareto para otimizacdo das condi¢Bes de extracao
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Fonte: Autoria prépria (2023)

4.2.2 Otimizacao dos volumes de Na2COs, amostra e H2SO4

Nesta ultima etapa de otimizagdo, foi empregado o Planejamento
Composto Central para uma avaliagdo mais detalhada das variaveis
consideradas previamente significativas pelo Grafico de Pareto. Neste
planejamento, sdo obtidas superficies de resposta a partir de um modelo
estatistico geralmente quadratico no qual a regido que exibe a maior intensidade

de coloracéo vermelha indica uma melhor resposta analitica.
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Através desta analise, € possivel avaliar a relacédo entre duas variaveis e
como elas afetam a intensidade da resposta instrumental em diversos niveis
(NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2010). As superficies de resposta obtidas na

otimizacao estao apresentadas na Figura 7.

Figura 7 - Superficie de resposta gerada para a otimizacdo da extracdo dos
analitos a partir do resultado das analises do Planejamento Composto Central
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Bl > 60000
Bl < 60000
Bl < 50000
[ < 40000
[ < 30000
[ < 20000
Bl < 10000

Legenda: (A) otimizagdo do volume de H2SO4 e volume de amostra; (B)
otimizagdo do volume de H2SO4 e Na2COs; (C) otimizagao do volume de amostra
e volume de Na2COs. Fonte: autoria propria (2023)

Avaliando o item (A) da Figura 7, € possivel verificar que a combinacao
de 900 pL de H2SOs e 940 pL de amostra gerou uma intensa resposta
cromatografica. Com base no item (B), a condicao 6tima estabelecida foi de 900
pL de H2SO4 e 166 pL de Na2COs. No item (C), o resultado encontrado vai de
acordo com as conclusdes descritas anteriormente, onde a maior intensidade de
resposta ocorre com a utilizacdo de aproximadamente 960 uL de amostra e 140
pL de Na2COs. Ao final da analise, conclui-se que os volumes que apresentaram
uma melhor superficie de resposta foi de166 uL de Na2COs, 960 uL de amostra
e 900 pL de H2SO4. Como a primeira etapa do preparo de amostra envolve a
centrifugacéo, optou-se por utilizar o volume inicial de 1000 pL e posteriormente

realizar a transferéncia de 940 uL para ser utilizado na analise.

Através da aplicacao da analise multivariada foi possivel otimizar a etapa
de preparo de amostras através da realizagdo de um numero pequeno de
experimentos. Os resultados obtidos por meio dessas analises permitiram a
obtencdo de uma quantidade significativa de informacdes sobre as melhores
condi¢bes experimentais (FERREIRA et al., 2018; NETO; SCARMINIO; BRUNS,
2010).
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4.3 Procedimento otimizado para a determinacéao de cortisol e testosterona

na saliva usando SHS

O fluxograma do preparo de amostra otimizado esta apresentado na
Figura 8. Para realizar o procedimento, deve-se primeiramente transferir 1000
pL da amostra de fluido oral coletada previamente para um tubo de polipropileno
de 1,5 mL. Em seguida, a amostra deve ser centrifugada a 8.000 rpm por 5
minutos. Depois, € necessario transferir 940 puL do sobrenadante para um tubo
de polipropileno de 5 mL Neste tubo, adiciona-se 100 pL da solucdo de &cido
decandico (65 mg mL1'). Em seguida, acrescenta-se 170 uL de Na2COs,
resultando em uma solucdo homogénea. Posteriormente, adiciona-se 900 L de
H2SO4 para promover a separacao de fase. Nessa etapa, observa-se a formacéo
de uma solucdo turva e efervescente. A mistura é deixada por 1 minuto em

temperatura ambiente e, em seguida, durante 3 minutos em banho de gelo.

Figura 8 - Esquema do procedimento de preparo de amostra otimizado no

estudo
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Fonte: Autoria propria (2023)
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Apés transcorrido esse tempo, torna-se visivel a separacdo da solucao
em duas fases, sendo uma sélida e outra liquida. A fase liquida deve ser aspirada
e descartada com o auxilio de uma seringa acoplada a uma agulha. A fase soélida,
contendo os analitos, é ressuspensa em 150 pL de acetonitrila. O extrato
resultante é transferido para um vial, e 20 pL sado injetados no HPLC-DAD para

a analise.

Devido a sua viscosidade, o uso de SHS como solvente extrator pode
resultar em um aumento da pressédo no sistema HPLC. Para contornar esse
problema, uma alternativa encontrada foi a ressuspensédo do SHS em MeCN,
uma abordagem ja descrita anteriormente na literatura (PALASAK et al., 2022).
Essa estratégia visa reduzir a viscosidade do solvente, ajudando a evitar o
aumento excessivo da pressao durante a analise. Essa metodologia tem se

mostrado eficaz para manter o desempenho adequado do sistema HPLC.

A aplicacdo de SHS no preparo de amostras tem se demonstrado como
umatécnica valiosa para a aplicacao em diferentes tipos de amostras (ALSHANA
et al.,, 2020). No entanto, acidos graxos de cadeia média, como o &cido
decandico, ainda tém sido pouco utilizados como solvente de extracdo para
aplicacdo em amostras bioldgicas. A auséncia de dados da literatura demonstra
que esta area ainda é pouco explorada, mas apresenta uma grande possibilidade
de expanséo.

4.4 Determinacdo dos parametros analiticos de mérito e analise de

amostras reais

Apoés as otimizagBes, as condicbes experimentais foram definidas e a
validacdo foi realizada. Parametros analiticos de mérito foram estabelecidos

para a determinacéo de cortisol e testosterona em amostras de fluido oral.

4.4.1 Limites de Deteccéo e Quantificagéo

Os valores de LOQ e LOD do método estéo apresentados na Tabela 6. O
LOQ foi determinado como sendo a primeira concentracdo da faixa linear da
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curva de calibragdo, sendo a concentragédo de 15 ng mL. O LOD foi calculado
através da divisdo do LOD por 3,3 resultando na concentracdo de 4,55 ng mL™.

Os valores de LOD e LOQ foram iguais para ambos os analitos.

4.4.2 Linearidade

Os dados da equacédo linear, fator de ponderacdo, faixa linear, e R?
também podem ser encontrados na Tabela 6. A linearidade foi determinada
atraveés da curva de calibragéo, variando a faixa linear de entre 15 e 750 ng mL"
! para ambos os analitos. As curvas de calibracdo apresentaram valores de R?
superiores a 0,99. A partir da obtencdo das curvas analiticas, observou-se o
fenbmeno de heterocedasticidade para ambos os analitos, sendo 0 mesmo
ajustado e corrigido com a aplicacdo de fatores de peso por minimos quadrados
ponderados de regresséo linear. O fator de ponderacéo de 1/X? foi aplicado para
o cortisol e de 1/YY2 para a testosterona. A Figura 9 apresenta um cromatograma
obtido por HPLC-DAD de uma amostra saliva artificial fortificada com 750 ng mL-

1dos analitos.

Figura 9 - Cromatograma obtido por HPLC-DAD de uma amostra de saliva

artificial fortificada com 750 ng mL! dos analitos
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Fonte: Autoria propria (2023)

Tabela 6 - Valores analiticos de mérito obtidos através da metodologia proposta
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Analito Equacéo Fator de Faixa linear R2 LOD LOQ
linear ponderacéo (ng mL1) (ng mL?Y)  (ng mL7?)
. y =8.2074x + 9 i
Cortisol 167,2573 1/X 15-750 0,9926 4,55 15
y = 13.8505x + U ]
Testosterona 365,8446 1Y 15-750 0,9942 4,55 15

Fonte: Autoria propria (2023)

4.4.3 Precisao e Exatidao

Os dados de precisdo intradia (repetibilidade), precisdo interdia
(reprodutibilidade) e de recuperacdo (exatiddo) estdo apresentados na Tabela

7.

Tabela 7 - Resultados obtidos através das analises para a avaliagdo da exatidao
e precisao intra e interdia do método desenvolvido

Analito Preciséo Intradia Preciséo Interdia Recuperacéao
Baixa?® Média®? Alta® Baixa® Média® Alta® Baixa® Média® Alta®
(%, n = 3) (%, n = 15) (%, n = 15)

Cortisol 11,37 7,66 975 12,73 7,98 11,60 98,89 104,62 100,49

Testosterona 5,56 11,88 7,26 6,13 13,51 10,05 89,07 100,63 103,95

215 ng mL%; 100 ng mL1; ¢ 750 ng mL™1; Fonte: Autoria prépria (2023).

A exatiddo baseada nas recuperacdes relativas variou de 98,89% a
104,62% para o cortisol e de 89,07% a 103,95% para a testosterona. A precisao
intradia variou de 5,65% a 11,88% e a preciséo interdia variou de 6,13% a
13,51%. Os resultados foram considerados satisfatorios para ambos os analitos,
com um desvio padrao relativo (RSD) < 20% e uma precisao dentro da faixa de
+ 20,0%.
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4.4.4 Carryover

N&o foi detectado nenhum efeito de carryover em seis cromatogramas
obtidos apds a injecdo da amostra de extragdo do ponto de maior concentragao

de analitos da faixa linear.

4.45 Amostrareal

A aplicabilidade do método de microextragcdo HLLME foi investigada para
determinar cortisol e testosterona em cinco amostras de fluido oral. Uma amostra
apresentou resultado superior ao LOQ para testosterona (152,1 ng mL?). O
cortisol foi detectado em todas as amostras, variando de 63,6 ng mL*a 182,4 ng

mL1,

A Figura 10 apresenta o cromatograma da analise de uma amostra de
saliva real, com a deteccdo do cortisol. Os resultados demonstraram esse
método como uma possivel alternativa para o preparo de amostras de fluidos
orais, auxiliando no diagndstico de disturbios hormonais associados aos niveis

de cortisol e testosterona, como a SC e a SOP.

Figura 10 - Cromatograma obtido por HPLC-DAD de uma amostra real de

saliva
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A Figura 11 apresenta um cromatograma da aplicacdo da extracao em
uma amostra branca (amostra de agua). A amostra branca foi preparada
seguindo o0 mesmo procedimento otimizado para as amostras de fluido oral. O
resultado obtido com essa analise contribui com a validade do método, ja que
nenhum outro analito foi detectado no tempo de retengdo dos analitos de

interesse.

Figura 11 - Cromatograma da extracdo de uma amostra branca por HPLC-

DAD
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Fonte: Autoria prépria (2023)

Os imunoensaios permanecem sendo uma das analises mais comuns
para a deteccdo de biomarcadores esteroides, devido a facilidade de técnica e
pelo baixo custo. No entanto, esta andlise apresenta uma seletividade limitada,

devido a reatividade cruzada de anticorpos com compostos estruturalmente
semelhantes (GIACOMELLO; SCHOLTEN; PARR, 2020).

E fundamental ressaltar a relevancia da técnica proposta, que utiliza
HPLC-DAD, como uma alternativa viavel para a realizacdo da determinacéo de
biomarcadores esteroides. Essa técnica pode se apresentar mais seletiva em
comparacao com os imunoensaios, oferecendo resultados mais confiaveis. Além
disso, a abordagem com HPLC-DAD é economicamente vantajosa em relacéo a

outras metodologias mais sofisticadas, como o LC-MS/MS.
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4.5 Resultados do AGREEprep para o método proposto

O software AGREEprep permite a avaliagdo de sustentabilidade do
método proposto, de acordo com os principios do Preparo de Amostras Verde,
gerando uma métrica que considera dez aspectos envolvidos no preparo de
amostras (apresentados na Figura 3). O valor resultante da métrica varia o
resultado de 0 a 1, onde 1 representa o valor 6timo (PENA-PEREIRA et al.,
2022). Cada aspecto tem um peso diferente, variando de 1 a 5, podendo ser
determinado pelo analista. Para estabelecer o peso, é fundamental levar em
consideracéo a importancia de cada aspecto do método proposto, comparando

com outras metodologias propostas na literatura.

O pictograma obtido pela analise AGREEprep para o método proposto é
apresentado na Figura 12, assim como a pontuacéo resultante da analise (0,53).
Para o método proposto, foram considerados de maior peso (5) os seguintes
aspectos: geracdo de residuos (zona 4) e o rendimento da andlise (zona 6).
Outros aspectos considerados relevantes sdo: sustentabilidade, renovabilidade
e reutilizacdo de materiais (zona 3), volume de amostra (zona 5) e consumo de

energia por amostra (zona 8).

Figura 12 - Pictograma obtido a partir da analise do software AGREEprep para
0 método proposto

Fonte: Autoria propria (2023)
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Este método pode ser considerado sustentavel de acordo com a
ferramenta AGREEprep. A principal limitacdo do método proposto € o preparo
da amostra (zona 1), pois esta etapa € realizada ap0s a coleta e transporte da
amostra. Em contrapartida, o método proposto caracteriza-se pelo baixo
consumo de reagentes, pequeno numero de etapas de preparacado da amostra

e simplicidade da técnica de microextracao utilizada.

4.6 Comparacao com outros estudos da literatura

A Tabela 8 apresenta alguns trabalhos selecionados na revisao da
literatura acerca de publicacbes que contemplassem o tema da andlise de
cortisol e/ou testosterona em amostras de fluido oral. Os estudos selecionados
apresentam diferentes métodos de preparo de amostra, assim como diferentes
técnicas de separacgdo e deteccao dos analitos.

O limite de detecc¢édo variou entre 0,098 — 4,55 ng mL™* para o cortisol e
de 0,0031 — 4,55 ng mL! para a testosterona. J& o limite de detecgéo variou
entre 0,03 — 15 ng mL* para ambos os analitos. Diferentes técnicas de preparo
de amostra foram encontradas, como a microextracao liquido-liquido dispersiva,
microextracdo com sorvente compactado, extracdo liquido-liquido e
microextracdo liquido-liquido em fase homogénea. As principais técnicas de
detecéao utilizadas foram LC-UV, HPLC-DAD e LC-MS/MS. Diferentes fases
extratoras foram utilizadas como solventes eutéticos profundos, liquidos idénicos,
sorventes e solventes organicos. O volume de amostra variou entre 50 — 1500
HL tempo de preparo de amostra variou entre 9 -170 minutos. O tempo de corrida

das analises variou entre 5 - 36 minutos.

Técnicas de detec¢do mais robustas e sensiveis, como o LC-MS/MS e
LC-ESI-MS/MS, permitem alcancar menores limites de deteccdo e de
gquantificacdo, assim como costumam apresentar um menor tempo de corrida.
Por outro lado, estas técnicas sdo mais caras, e costumam envolver um maior
tempo de preparo de amostras, sendo comum a necessidade de secagem e
ressuspensdo da amostra. A secagem permite uma maior concentracdo da

amostra, auxiliando a alcancar menores limites de quantificacdo e deteccéo.
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Dentre os estudos selecionados, a técnica de preparo de amostra encontrada foi

a extracao liquido-liquido, que apresentou entre 1 — 2 mL de fase extratora.

Dentre as outras técnicas de deteccdo frequentemente encontradas,
temos a LC-UV e a HPLC-DAD. Estas técnicas costumam ser mais baratas que
as descritas anteriormente. A faixa linear trabalhada costuma ser de maiores
concentracdes do que a técnica de LC-MS/MS assim como o tempo de corrida
costuma ser maior. A etapa de secagem da amostra nao costuma ser
necesséria, reduzindo o tempo de preparo, mas consequentemente torna mais
dificil atingir baixos limites de deteccao e quantificacdo. O tempo de preparo e

tempo de corrida costumam variar de acordo com o método escolhido.

Observa-se um aumento no numero de estudos que buscam a
miniaturizacdo das técnicas de extracdo. Com isso, identifica-se a busca por
técnicas que permitam o uso de um menor volume de solventes e de amostra,
mas que garantam a obtencéo de resultados concisos. A técnica escolhida tanto
para o preparo de amostra quanto de detecc¢édo varia de acordo com fatores como
a disponibilidade de equipamentos e reagentes do laboratdrio, objetivo de

analise e tempo disponivel para realizacao da técnica.

O método proposto, apresenta um tempo de corrida semelhante a outros
trabalhos que utilizam a técnica de deteccdo por HPLC-DAD. O tempo de
extracdo foi inferior a 10 minutos e o volume de 100 pL de &cido decandico
demonstrou-se suficiente para a extracado dos analitos na amostra. Os valores
obtidos na faixa linear estdo de acordo com a concentragdo encontrada na
analise das amostras de saliva, demonstrando estar de acordo com a

necessidade do método.
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Tabela 8 - Comparacéo entre metodologias propostas na literatura para analises de cortisol e/ou testosterona em amostras de saliva

Faixa Técnica de Técnica de Volume de Tempo de Tempo de
. LOD LOQ . ~ Etapa de .
Analito (ng mLY)  (ng mLY) linear preparo separacéo/ amostra  Fase extratora preparo de secagem corrida Ref.
9 9 (ng/mL) de amostra deteccdao (V)] amostra (min)? 9 (min)
Cortisol 0,76 2,5 36-725
Cortisona 0.65 22 36-72.1 DES LC-UV 500 10 uL DES 170 - 36 1
Cortisol 0,16 0,54 i
Cortisona 011 037 5-500 IL-DLLME LC-UV/Vis 1000 - 1500 90 mg IL 19 - 6 2
Cortisol
. 4 mg C8 .
Cortisona 1,5 5 5-100 MEPS HPLC-DAD 400 <10 sim 20 3
Corti (sorvente)
orticosterona
Cortisol ; 0,039  0,00019 - 40 LLE LC-MS/MS 50 _2mL 27 sim 7,5 4
Cortisona diclorometano
DHEA 0,03-1,6 1 mL hexano/
Progesterona 0,013 0,03 0,03-1-6 LLE LC-MS/MS 1000 acetato de etila 93 sim 5 5
testosterona 0,03-0,5 (2:1)
. 0,0035 -
Melatonina 0,00095 ’
Cortisol 0,098 0,135 LLE LC-ESI-MS/MS 250 1 mL acetato 90 sim 6,5 6
Testosterona  0,0031 0,18 - 32,6 de etila
' 3,06 - 179,6
Cortisol 4555 15 15 - 750 HLLME HPLC-DAD 1000 100 L acido 9 . 18 Este
Testosterona decandico trabalho

atempo de secagem nédo considerado no tempo do preparo de amostra
1 - NISHIJO et al., 2021; 2 - ABUJABER et al., 2019; 3 - SARACINO et al., 2014; 4 - MEZZULLO et al., 2016;5 - HAN et al., 2021; 6 - JENSEN et al., 2011;

DHEA - Dehidroepiandrosterona; DES - Solvente eutético profundo; IL-DLLME - Microextracéo liquido-liquido dispersiva com liquidos ibnicos; MEPS - Microextragao por
sorvente compatado; LLE - Extracéo liquido-liquido; HLLME - Microextracéo liquido-liquido em fase homogénea,;
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5 CONCLUSAO

Neste trabalho foi proposto um método empregando SHS como solvente
extrator na técnica de HLLME para a determinacao de testosterona e cortisol em
amostras de fluido oral. O método desenvolvido é uma alternativa aos métodos
tradicionais que sao laboriosos, caros e que empregam grandes volumes de
solventes organicos téxicos, 0s quais geralmente sdo empregados neste tipo de
analise. Podemos também destacar a simplicidade e seguranca do

procedimento de extracdo proposto.

Os principais parametros que podem influenciar no procedimento de
HLLME foram otimizados de forma multivariada, permitindo a obtencédo da

maxima eficiéncia de extragdo com um numero reduzido de experimentos.

Os parametros analiticos de mérito foram determinados, e apds, foram
analisadas cinco amostras de fluido oral provenientes de voluntarios do Grupo
de Estudos em Preparo de Amostras e Cromatografia (GEPAC). Cabe ressaltar
que, até o momento, ndo ha trabalhos publicados utilizando esta técnica de

extracao para a determinacao destas substancias em fluido oral.

Sendo assim, 0 método proposto representa uma abordagem promissora
e pioneira na area, apresentando potencial para ser amplamente utilizado em
estudos relacionados ao diagnéstico de distlrbios hormonais e na pesquisa de
biomarcadores em fluido oral. A utilizacdo do HLLME representa um avanco
significativo na analise de testosterona e cortisol, oferecendo uma alternativa

eficiente e sustentavel em comparacdo aos métodos convencionais.
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