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Resumo: Cortisol € um hormonio esteroide secretado pelo eixo Hipotdlamo-Hipdfise-Adrenal (HHA),
relacionado ao funcionamento adrenal e responde diretamente aos estimulos estressores. Objetiva-se,
com este estudo, quantificar o cortisol em sua forma hidrocortisona utilizando a técnica de
Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (ATR-FTIR). O p6 da hidrocortisona foi
diluido em formol e etanol na proporgédo de 1:1 e diluidos com agua deionizada em seis pontos com
range de 1 a 8ng/mL. As leituras foram realizadas com o espectrdmetro Agilent Cary 630 para cada
curva de diluicdo. Para analise estatistica foram utilizados os pré-processamentos de suavizacdo de
Savitsky-Golay 21 pontos e 22 ordem polinomial, e a corregéo de linha utilizada de Rubberband e PLSR
para realizagdo da curva de calibragdo. Como resultado, observou-se que a melhor regido para analise
de concentracgdo da hidrocortisona foi entre 2800-3000cm-t, responsavel pelas ligagdes quimicas entre
CHa, CHs e C-H em cadeias ciclicas. Através do PLSR foram obtidos resultados de predigdo de RMSE:
0,367 e R2: 0,96%. Os resultados deste estudo sugerem que é possivel pela técnica de FTIR-ATR
juntamente com a utilizagdo do algoritmo de PLSR, fazer uma curva de calibra¢do para a compreensado
dos niveis de hidrocortisona em agua.
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O cortisol é um esteroide produzido pelas
glandulas adrenais, e controlado pela
cascata metabolica do eixo Hipotalamo-
Hipofise-Adrenal (JUNIOR et al., 2017). O
cortisol tem alta taxa de ligacédo as proteinas
transcortinas (globulinas de ligacdo de
cortisol- CBG) no plasma sanguineo,
servindo como reservatorio, e esse
mecanismo diminui as flutuagbes da
concentracdo de horm6nios no meio
(ARAUJO et al., 2016). Outras funcdes
estdo relacionadas ao sistema imunoldgico,
prevencdo de processos inflamatorios e
manutencdo dos niveis de glicose no
sangue, juntamente com o controle da
pressdo arterial (SILVA et al., 2021). O
nivel de cortisol nos fluidos corporais segue
o ciclo circadiano, apresentando um pico
maximo pela manh&, com um decréscimo
durante o dia e aumento novamente durante
0 sono REM (Rapid Eye Movement)
(GATTI et al. 2009)

Os desequilibrios dos niveis de cortisol
podem ocorrer em doengas como a
Sindrome de Addison ou Sindrome de
Cushing (CAZON et al, 2016) O
tratamento dessas sindromes é realizado
através da prescricdo de cortisol na forma
sintética, a hidrocortisona (SILVA, 2015 e
CAZON et al., 2016). Os desequilibrios
deste esteroide na corrente sanguinea
podem ocorrer também quando o
organismo entra em contato com algum
agente  estressor  (fisico, emocional
psicolégico ou fisioldgico). O sistema de
resposta ao estresse é ativado, havendo
aumento dos niveis de cortisol (BOOIJ et
al., 2013). O cortisol induzido pelo estresse
causa alerta, aumenta a pressao sanguinea e
interfere em outras funcionalidades, como
cicatrizacdo, crescimento ésseo, digestdo e
outras  caracteristicas relacionadas a
reproducdo (SULTANA et al., 2011).

Os metodos utilizados para deteccdo de
cortisol sdo: cromatografia, ensaios
imunoldgicos, ELISA, ensaios
colorimétricos,  ensaios  enzimaticos,
ensaios cinéticos e espectrometria de massa
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(GATTI et al., 2009 e SULTANA et al.,
2011). A quantificacdo do cortisol toma
como referéncia principal o horario da
coleta, uma vez que 0s niveis tendem a
seguir o ciclo de sono-vigilia, o horario do
exame € especificado pelo médico
responsavel sendo mais comum que seja
feito pela manha (UPASHAM et al., 2018).

A coleta do cortisol salivar, por exemplo,
tem se mostrado promissora,
principalmente por ser menos invasiva, uma
vez que o préprio método da coleta pode
significar um agente estressor para o0
paciente (KHAUSTOVA et al., 2010).

A utilizacdo da espectroscopia vibracional,
(do inglés, Fourier Transform Infrared -
Attenuated total reflection) FTIR-ATR tem
sido estudada atualmente no campo de
diagnostico clinico, e tem indicado a
possibilidade do desenvolvimento de uma
metodologia menos invasiva, com alta
acuracia e replicabilidade, podendo ser
utilizada em qualquer biofluidos, incluindo
a saliva (KHAUSTOVA et al., 2010 e
CAZON et al., 2016). O objetivo deste
estudo foi quantificar o cortisol em sua
forma hidrocortisona utilizando técnica de
Espectroscopia de Infravermelho por
Transformada de Fourier (ATR-FTIR).

2. METODOS
2.1. Cortisol

Para realizacdo da padronizacdo e
quantificacdo do cortisol foi utilizado o p6
de hidrocortisona, forma sintética do
cortisol e composi¢do quimica idéntica, de
acordo com o fabricante. A hidrocortisona
foi obtida da Sigma-Aldrich (Brasil, codigo
H4001).

O frasco de hidrocortisona, obtido com 1g
do composto foi diluido em 1ml de
cloroférmio com etanol na proporgéo de 1:1
seguindo recomendacdo do fabricante,
resultando em 1g/mL de hidrocortisona
para solugéo estoque.
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Da solucdo estoque foram obtidos seis
pontos de diluicdes. Estas foram realizadas
utilizando &gua deionizada com volume
final de 1mL para cada diluicdo. As
concentracgdes das diluigdes variaram de 1 a
8ng/mL, conforme descrito na Tabela 1. As
bases dos calculos foram realizadas de
acordo com os valores do intervalo de
cortisol salivar utilizado por Vieira, et al.,
(2014) e Laboratério Mayo Clinicals.

Tabela 1. Pontos de diluicdo e modo de
preparo para posterior leitura das amostras
no FTIR

Solugdo Agua Aliquota
Pontos de o )
o estoque deionizada Final
diluicdo
(uL) (uL) (uL)
1-
5 95 100
(1ng/mL)
2 —
13 87 100
(2,5ng/mL)
3-
20 80 100
(4ng/mL)
4 —
28 72 100
(5,5ng/mL)
5—-
30 70 100
(7ng/mL)
6 —
40 60 100
(8ng/mL)

Ap6s o preparo, as amostras foram
mantidas em geladeira (4°C) durante as
leituras, e armazenadas no freezer (-20°C)
apos a finalizacéo.

22. FT-IR

O FTIR é uma técnica que utiliza o range da
luz infravermelha média (650-4000cm™)
para identificacdo da diferenca de vibracéo
entre cada grupo funcional de moléculas,
diferenciando assim lipideos, carboidratos,
glicose, ac. Graxos, entre outros.

O equipamento utilizado foi o0 Agilent (Cary
630 FTIR Spectrometer, Agilent, Santa
Clara, California, United States), equipado
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com complemento de ATR e cristal de
diamante  cedido  gentilmente  pela
LapPetro-UFES. A faixa espectral obtida
foi de 650 e 4000 cm-! com resolucéo de
4cm™, 32 scans de varredura e 32 scans de
background.

O p6 puro de hidrocortisona foi colocado no
cristal para registro do espectro utilizado
coOmo comparacao para 0s demais espectros
que foram registrados posteriormente. Para
a obtencdo do registro dos espectros de cada
ponto de diluicdo foram pipetados 10uL
diretamente no cristal do equipamento e
registrados em quintuplicata, apds 50
minutos de secagem em temperatura
ambiente. Apés cada analise, a amostra era
removida do cristal com agua MiliQ, o
equipamento seco com papel absorvente e,
logo em seguida, o cristal era limpo com
alcool a 70% para remocdo total de
interferentes, evitando assim a
contaminag&o entre as amostras.

2.3.  Pré-processamento e anélise de
dados

Os softwares utilizados para o pré-
processamento de dados foram o
OriginLab8.5 e 0 Orange Data Mining. Os
ruidos foram retirados através da
suavizagao de Satitsky-Golay 21 pontos e 22
ordem polinomial, e a corre¢do de linha
utilizada de Rubberband.

O modelo PLSR foi realizado para analise
da quantificacdo e curva de calibracdo dos
espectros. Esta técnica também é conhecida
como Partial Least Square Regression,
traduzindo para Regressdao dos Quadrados
Minimos Parciais. Este modelo realiza uma
regressdo, comparando os dados obtidos
com um modelo linear, fornecendo assim
parametros estatisticos para prever o erro do
modelo criado (RMSE) e calcular o quanto
este modelo se encaixa no modelo linear
(MEVIK, 2004).

Os dados foram pré-processados e divididos
em calibragdo e predicdo (proporgéo de
70%:30% de forma randdmica). AS
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amostras de calibracdo ainda foram testadas
com validacdo cruzada pelo meétodo de
LOOPCV (Leave One Out Patient Cross
Validation).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Dados de temperatura e umidade foram
registrados para melhor compreensdo das
condi¢cdes ambientais dos resultados, com
temperatura de 22,44 £ 0,19 °C e umidade
61,08 + 1,62%.

A figura 1 representa a média das replicatas
do p6 da hidrocortisona, utilizada neste
estudo como comparativo padrdo para
deteccdo dos niveis de cortisol pela
espectroscopia vibracional de FT-IR.

0,0020 -

0,0015 -|

Hidrocortisona

[ee] [e=0) Mgy [ew] [on]

0,0010 A

Absorbancia (a.u.)

0,0005 - )
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Figura 1: Média dos espectros do pd de
hidrocortisona com descri¢éo das suas moléculas

Segundo Khaustova et al., (2010), as
regides espectrais 2800-3200 e 1900-900
sdo altamente indicativas para a
determinacdo da concentracdo de cortisol,
devido a composicdo da molécula descrita
na figura 1. A hidrocortisona é composta
por ciclohexanos, um ciclopentano ligado a
duas cetonas, além de possuir ligacao dupla
entre os carbonos 4 e 5, e agrupamentos
hidroxila e metil. Este composto puro
possui bandas caracteristicas nas regides
3411 e 2918cm-1! para ligacGes O-H e C-H,
enquanto ligagdes C=0O geram bandas
proeminentes em 1709 e 1638cm-!
(ALTAMIMI, 2019).
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Na figura 2 estd demonstrado todos os
espectros obtidos em suas respectivas
concentragcbes. A figura 2A ¢é a
representacdo da média dos espectros
brutos de todos os pontos de diluicdo,
juntamente com o desvio padrdo. Na figura
2B podemos observar a mudanca do perfil
da média espectral e desvio padrédo quando
se realiza o pré-processamento dos dados. A
figura 2C representa a regido de escolha
para quantificacdo, representada pela média
e desvio padrdo de cada concentracdo onde:
I: Ponto 1 (C=1ng/mL), II: Ponto 2
(C=2,5ng/mL), IlI: Ponto 3 (C=4ng/mL),
IV: Ponto 4 (C=5,5ng/mL), V: Ponto 5
(C=7ng/mL) e VI: Ponto 6 (C=8ng/mL).
Para deteccdo e quantificacdo da
hidrocortisona, esta regido demonstrou ser
de maior interesse, pois ha duas bandas,
2840-2870 e 2910-2940cm™, formando um
acréscimo em sua absorbancia espectral de
acordo com que a concentracdo era
aumentada.
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Figura 2: Etapas do pré-processamento dos espectros
e selecdo de bandas. A: Linha preta representa os
espectros brutos e sombreado cinza o desvio padréo.
B: Linha preta representa 0s espectros pré-
processados com linha de base de Rubberband e
suavizacdo de 21 pontos. Sombreado cinza
representa o desvio padrdo entre os espectros. C:
Média e desvio padrdo representado pela é&rea
hachurada do espectro dos pontos de dilui¢do onde I:
Ponto 1 (C=1ng/mL), II: Ponto 2 (C=2,5ng/mL), IlI:
Ponto 3 (C=4ng/mL), IV: Ponto 4 (C=5,5ng/mL), V:
Ponto 5 (C=7ng/mL) e VI: Ponto 6 (C=8ng/mL)

Neste sentido, 0s espectros mostraram-se
fiéis para os dados da literatura
supracitados, principalmente em relacéo ao
trabalho de Altamini, 2019. A regido
observada com bom diagnostico dos niveis
de hidrocortisona em solugéo corresponde
as ligacbes de O-H e C-H dos intervalos
3400 a 2900 cm™.

Lemes et al. (2016), provaram que com
analise de correlacdo atraves de analises
univariadas que a concentracdo e cortisol
pode ser avaliada no sangue de atletas de
acordo com momentos pré e pos exercicio.
Resultados mostram R2 superiores a 0,70,
enquanto no presente estudo foi utilizado o
método multivariado de PLSR que permitiu
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analisar as concentragdes de hidrocortisona.
Foi possivel estimar e quantificar o
composto com correlagdo de R2 de 0.96
com erro de predicdo de 0.36ng/mL. Tal
metodologia teve o intuito de construir um
modelo preditivo para o intervalo de
concentracdo, além de avaliar a capacidade
preditiva da curva de concentracdo de
hidrocortisona.

Para quantificacio do nivel de
hidrocortisona foram utilizadas a regido das
bandas representadas na figura 2.

A figura 3 representa a correlagdo entre os
dados de todos os espectros de acordo com
suas concentrac@es ja conhecidas e preditas
pelo modelo de PLSR construido.

~ 2]

3} o

IS

Concentracéo predita (ng/mL)
w

N

1 2 3 4 5 6 7
Concentragéao de hidrocortisona (ng/mL)

Figura 3: Modelo de PLSR. Correlacdo entre os
dados demonstrada pela linha central. Circulos em
azul mostram as amostras de calibragdo e “X” em
vermelho mostram as amostras de validacdo

Na tabela 2 estéo as figuras de mérito (FM)
do modelo de PLSR, no qual foram
utilizadas 2 varidveis latentes. Foi obtido
um erro de predicdo de 0.36ng/mL e R2 de
0.96.

Tabela 2. Figuras de mérito do modelo
PLSR para quantificacdo da hidrocortisona

Modelo PLSR FM (ng/mL)

Variaveis 2
latentes

RMSEC 0,408

R? (calibracgéo) 0,975
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RMSEP 0,367

R2 (predicéao) 0,967

Os resultados deste estudo sugerem que é
possivel pela técnica de FTIR-ATR
juntamente com a utilizagdo do algoritmo
de PLSR, fazer uma curva de calibracédo
para a compreensdo dos niveis de
hidrocortisona em agua.

0.08|
0.06
0.04|

0.02|

Coeficiente PLSR

0.04

2096.50300  2073.77747  2911.06088 2948.32423 208559761
Comprimento de onda (cm-')

Figura 4. Coeficientes do modelo de PLSR
mostrando as bandas relacionadas aos resultados
obtidos.

Tal resultado esta relacionado as bandas de
2840-2870 e 2910-2940cm-1, as quais
envolvem ligacGes quimicas de O-H, C-H e
C=0, predominantes na hidrocortisona
(ALTAMIMI, 2019). O limite de
quantificacdo (LOQ) obtido foi de
0,77ng/mL e o limite de detec¢do (LOD) do
modelo foi de 0,48ng/mL

Os préximos passos neste estudo envolvem
a necessidade de ser repetida a mesma
metodologia em amostras bioldgicas, como
saliva ou sangue, para que a técnica possa
ser transportada para a clinica e realmente
diagnosticar os niveis de cortisol ou
hidrocortisona  nos  pacientes  que
necessitam deste tipo de exame.

4. CONCLUSAO

A melhor regido de identificagéo e
para realizacdo da curva de calibragcdo para
concentracdes da hidrocortisona encontrado
neste estudo foi a de 2800-3000cm™. Sendo
este estudo de importancia médica,
profissional e social, visto que sugere uma
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nova metodologia, menos invasiva, mais
rapida e econdmica para 0s exames de
quantificacdo de cortisol no organismo. Os
resultados deste estudo sugerem que €
possivel pela técnica de FTIR-ATR
juntamente com a utilizacdo do algoritmo
de PLSR, fazer uma curva de calibracdo
para a compreensdo dos niveis de
hidrocortisona em agua. Adicionalmente,
sabendo da importancia do cortisol e as
aplicagdbes da  hidrocortisona,  séo
necessarias as realizacbes de estudos e a
elaboragdo de melhorias em respeito do
monitoramento dos niveis de cortisol no
organismo.

AGRADECIMENTOS
Todos os autores agradecem ao LabPetro

(UFES) pela utilizacdo do espectrometro de
FTIR, (Técnico Acordos de Cooperagdo n°

0050.0022844.06.4). Este estudo foi
apoiado pela FAPES  (#300/2021,
#113/2021), CNPq (#401870/2020-0;

#315340/2021-5) e CAPES.

REFERENCIAS

ARAUJO, M. F. M. et al. Niveis plasmaticos
de cortisol em universitarios com ma
qualidade de sono. Cad. Saude Colet, v 24,
p. 105-110, 2016.

BOOIJ, S. H. et al. Chronicity of depressive
problems and the cortisol response to
psychosocial stress in adolescents: The
TRAILS study.
Psychoneuroendocrinology. v. 38, p. 659-
666, 2013.

CAZON, K. M. J. et al. Doenca de Addison
e esclerose mdltipla: relato de caso. Revista
da Sociedade Brasileira de Clinica
Médica, v. 17, p. 35-37, 2016.

Gatti, R. et al. Cortisol assays and diagnostic
laboratory procedures in human biological
fluids. Clinical biochemistry, v. 42, p.
1205-1217, 2009.

JUNIOR, P. C. C. et al. Isokinetic muscle
performance and salivary immune-
endocrine responses in handball players by



von1 2023

Fourier transform infrared spectroscopy.
Revista Andaluza de Medicina del
Deporte, v.10, p. 125-131, 2017.

KHAUSTOVA, S. et al. Noninvasive
biochemical monitoring of physiological
stress by Fourier transform infrared saliva
spectroscopy. Analyst, v. 135, p. 3183-
3192, 2010.

SILVA, C. Q. et al. Evaluation of the
psychopathological profile of medical
students and its correlation with cortisol
levels. Brazilian Journal of Development,
V. 7, p. 43490-43510, 2021.

SILVA, E. Efeitos do estresse cronico em
areas do cérebro. Revista Eletronica da
Estacio Recife, 2015.

SULTANA, R. R. et al. A comparative study
of spectral exploration of saliva of
nonalcoholic and alcoholic men at diferente
time using FTIR Analysis. International
Research Journal of Management Science
& Technology, v. 2, p. 38-55, 2011.

UPASHAM, S. et al. Development of ultra-
low volume, multi-bio fluid, cortisol
sensing platform. Scientific reports, v 8, p
1-12, 2018.

VIEIRA, J. G. H. et al. Determination of
cortisol and cortisone in human saliva by a
liguid  chromatography-tandem  mass
spectrometry ~ method. Arg  Bras
Endocrinol Metab, v. 58, p. 844-50, 2014.

MEVIK, B. H. Mean squared error of
prediction (MSEP) estimates for principal
component regression (PCR) and partial
least squares regression (PLSR). Journal of
Chemometrics v 18 p 422-429, 2004.

ALTAMIMI, M. A. et al. Evaluation of the
bioavailability of hydrocortisone when
prepared as solid dispersion. Saudi
Pharmaceutical Journal. v 27, p 629-636,
2019.

LEMES, L. C. et al. Analysis of serum
cortisol levels Dby Fourier Transform
Infrared Spectroscopy for diagnosis of
stress in athletes. Research on Biomedical
Engineering v 32. p. 293-300, 2016.

e

REVISTA [

Glencia



