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Resumo

GUIAO-LEITE, F. L. Avaliacio da eficiéncia da eletroforese capilar como técnica
analitica na prospecciao de metabolitos de esteroides em extratos fecais de on¢a-pintada
(Panthera onca). [Evaluation of the efficiency of the capillary electrophoresis as analytical
technique in the research of steroids metabolites in jaguar fecal extracts (Panthera onca)].
2006. 124 f. Tese (Doutorado em Medicina Veterinaria) — Faculdade de Medicina Veterinaria
e Zootecnia, Universidade de Sdo Paulo, 2006.

O objetivo deste trabalho foi desenvolver um protocolo de extragdo hormonal a partir de fezes
de onga-pintada (Panthera onca) e validar uma metodologia de andlise destes extratos por
eletroforese capilar, verificando a eficiéncia analitica desta técnica no estudo dos metabolitos
de esterdides sexuais em fezes, com o intuito de utilizacdo futura desta metodologia na rotina
dos laboratodrios de endocrinologia. Foram testados sete tratamentos para as amostras de fezes
liofilizadas: quatro protocolos de extragcdo em diferentes solventes, um de hidrdlise acida e
dois protocolos de extragdo em fase solida (SPE). O protocolo de extracdo em acetonitrila foi
satisfatorio como pré-tratamento da amostra e aliado a SPE C-18 apresentou bons resultados
no que diz respeito a sensibilidade, precisdo, recuperagdo e tempo de andlise. Com base nos
resultados obtidos, a eletroforese capilar pode ser considerada uma 6tima alternativa para a
prospeccdo de metabolitos de hormdnios, podendo ser utilizada em andlises de rotina nos
laboratérios de endocrinologia animal, sobretudo naqueles que se dedicam as metodologias

ndo-invasivas de avaliacdo da fun¢do reprodutiva em animais selvagens.

Palavras-chave: Animais selvagens, Eletroforese capilar de zona, Endocrinologia veterinaria,
Esterodides.



Abstract

GUIAO-LEITE, F. L. Evaluation of the efficiency of the capillary electrophoresis as
analytical technique in the research of steroids metabolites in jaguar fecal extracts
(Panthera onca). [Avaliagao da eficiéncia da eletroforese capilar como técnica analitica na
prospeccao de metabolitos de esterdides em extratos fecais de onga-pintada (Panthera onca)].
20006. 124 f. Tese (Doutorado em Medicina Veterinaria) — Faculdade de Medicina Veterinaria
e Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, 2006.

The objective of this work was to develop a protocol of hormonal extraction from jaguar feces
(Panthera onca) and validate a methodology of analysis of these extracts with capillary
electrophoresis, verifying the analytical efficiency of this technique in the study of the
steroids metabolites in feces, with the objective of future use of this methodology in the
routine of the endocrinology laboratories. Seven treatments were tested for the samples: four
extraction protocols in different solvents, one of acid hydrolysis and two extraction protocols
in solid phase (SPE). The extraction protocol in acetonitrila was satisfactory as pre-treatment
of the samples and ally to SPE C-18, it presented good results with respect to the sensibility,
precision, recovery and time of analysis. Based on the obtained results, the capillary
electrophoresis can be considered a great alternative for the research of metabolites of
hormones, it could also be used in routine analyses in the endocrinology laboratories, mainly

in those that are devoted to the non-invasive evaluation methodologies of the reproductive

function in wild animals.

Key words: Steroids, Veterinary endocrinology, Wild animals, Zone capillary electrophoresis.
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1 INTRODUCAO

O processo de extingdo de uma espécie pode ser um evento natural, decorrente da
propria evolucdo. Porém, sabe-se que este processo ¢ predominantemente causado por
atividades humanas. Segundo Corson (1996), até o inicio deste século, poderemos ter perdido
um milhdo ou mais de espécies de vegetais, animais e outros organismos - mais do que a
extingdo macica na historia geologica, incluindo o desaparecimento dos dinossauros.

O numero total de espécies de vertebrados ameagados de extingdo chega a mais de
10.000, destas, aproximadamente um quarto sdo espécies de mamiferos, um oitavo sdo
espécies de aves e um terco sdo espécies de anfibios. A velocidade da perda de biodiversidade
estd aumentando e pode tornar-se maior a medida que os ecossistemas tornam-se afetados
pelas mudangas climaticas devido ao aquecimento global. (COCKREM, 2005)

Como enumerado por Soulé (1986), as seis principais classes de interferéncia humana
que contribuem para a degradacdo da diversidade biolodgica sdo 1) a perda de habitat, 2) a
fragmentacdo dos habitats, 3) a super exploragdo dos recursos naturais, 4) a introdugdo de
espécies exoticas e doengas, 5) a poluicdo do ar, do solo e da dgua e 6) as mudancas
climaticas.

Atualmente, existe difundida por todo o mundo a compreensao de que algo precisa ser
feito para se evitar o desaparecimento de qualquer espécie. Naturalmente, que o primeiro
passo seria a desacelera¢ao da degradacdo do ambiente. Sabemos que este aspecto ¢ de dificil
execu¢do devido aos interesses politicos, estratégicos e econdmicos envolvidos.
Simultaneamente as gestdes neste sentido, torna-se necessario que o desempenho reprodutivo
de algumas espécies em cativeiro seja otimizado. Para tanto, estudos devem ser
implementados em areas como: nutri¢ao, comportamento, fisiologia reprodutiva e reprodugao
artificial (GUIMARAES, 2001).

Entre as mais de 4000 espécies de mamiferos, em menos de 100 se tém estudos sobre
qualquer detalhe de sua reprodu¢do, quanto ao comportamento ou fisiologia reprodutiva. Isto
significa que ndo se sabe quais os requerimentos para que haja reproducao bem sucedida para
a maioria das espécies que precisam ser manejadas (LASLEY et al., 1994).

Os predadores da ordem Carnivora podem ser utilizados como alicerce para a
identificacdo dos problemas relativos a diminui¢do da biodiversidade, pois ocupam o topo da
cadeia alimentar sendo co-responsaveis pelo equilibrio dos ecossistemas onde ocorrem.

Alimentando-se de animais mais fracos, evitam que a superpopulacao cause danos ao
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ambiente ou leve a disseminag¢dao de doengas. Assim, quando se trabalha para a preservagao
destes animais, outras espécies indiretamente sdo preservadas (GUIAO-LEITE, 2002).

Os felideos sao importantes representantes da Ordem Carnivora, constituem 37
espécies, todas, em graus variados, ameagadas de extingdo (CITES, 1997) no Brasil temos
oito espécies: Herpailurus yagouaroundi (Gato mourisco), Leopardus wiedii (Gato maracaja),
Leopardus pardalis (Jaguatirica), Leopardus tigrinus (Gato-do-mato-pequeno), Oncifelis
colocolo (Gato palheiro), Oncifelis geoffroyi (Gato-do-mato-grande), Panthera onca (Onga
pintada) e Puma concolor (Onga parda) (OLIVEIRA, 1994).

A onga pintada ¢ o maior felino das Américas, e Unico representante atual do género
Panthera no Novo Mundo (GONYEA, 1976). A distribuicao historica desta espécie se
estendia do Arizona, Novo México ¢ Texas no sul dos Estados Unidos da América ao Rio
Negro (40°S) ou Rio Santa Cruz (50°S) na Argentina (ARRA, 1974; CARMAN, 1984).
Atualmente ela esta oficialmente extinta nos Estados Unidos, ¢ muito rara no México, mas
ainda pode ser encontrada na América do Sul (HILTON-TAYLOR, 2000). A destrui¢dao de
habitats aliada a persegui¢do, devido principalmente ao alegado prejuizo econdmico causado
as criagdes de animais domésticos, faz com que as populagdes venham sendo severamente
reduzidas, estando entdo classificada pela IUCN (Unido Internacional para Conservagdo da
Natureza) como espécie vulneravel a extingao e inclusa na Lista Oficial da Fauna Ameagada
de Extincdo do IBAMA.

Visto a importancia dos felinos neotropicais no ecossistema e a caréncia de
informagdes em sua morfofisiologia reprodutiva, o estudo das caracteristicas hormonais
destas espécies, torna-se extremamente relevante, principalmente como base para o
desenvolvimento e sedimentagdo das técnicas em reproducdo assistida.

Segundo Brown (1994), a caracterizacdo da normalidade endocrina € essencial para
que se tenha sucesso reprodutivo, identificando-se quais individuos apresentam problemas
relativos a fertilidade, e determinando-se o tipo de técnica em reproducdo assistida necessaria
(inseminagao artificial, fecundacao in vitro, transferéncia de embrides).

Os métodos convencionais para obtengdo de dados sobre a normalidade enddcrina em
animais domésticos baseiam-se na analise de amostras de sangue coletadas seqiliencialmente.
Esta abordagem ¢ impossivel para a maioria das espécies selvagens, muito susceptiveis ao
estresse. Métodos ndo-invasivos como as dosagens hormonais de metabdlitos excretados em
urina e fezes sdo alternativas potencialmente atrativas (BROWN, 1994).

Durante a ultima década, a monitoracdo dos metabolitos de esterdides sexuais

excretado nas fezes proveu caracterizagdo efetiva do ciclo estral, prenhez e padrdes sazonais
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da reproducao de varias espécies de primatas, ungulados e equideos (BAMBERG et al., 1991;
HEISTERMANN et al., 1993; HINDLE, 1990; HOPPEN et al., 1992; KIRKPATRIC et
al.,1992; LASLEY; KIRKPATRICK, 1991; RISLER et al., 1987, SCHWARZENBERGER et
al., 1993; SHIDELER et al., 1993; WASSER et al., 1991, 1988).

As técnicas ndo-invasivas para extragdo e dosagem de esterdides sexuais apresentam
varias vantagens, principalmente por se eliminar a necessidade de contencdo fisica ou
quimica. Procedimentos anestésicos esporadicos para coleta de amostras de sangue podem
ndo afetar o potencial reprodutivo, mas causam disturbios temporarios na dindmica de
secrecao hormonal (amplitude do pulso e freqiiéncia) dependendo da droga utilizada
(JOHNSON; GAY, 1981; CLARKE; DOUGHTON, 1983; FULLER et al., 1984), além disso,
a anestesia pode interferir ou bloquear a ovulacdo em gatos domésticos, por exemplo
(HOWARD, 1992), contra-indicando a utilizagdo de anestésicos no periodo peri-ovulatorio
em felinos nao-domésticos.

Os métodos analiticos freqiientemente utilizados para a analise de esteroides incluem
as técnicas colorimétricas, fluorimétricas, cromatograficas (cromatografia em camada
delgada, TLC; cromatografia liquida de alta performance, HPLC; cromatografia gasosa e
gasosa acoplada a espectrometria de massas GC ¢ GC-MS) e os imunoensaios (SAWAYA et
al., 1998, DRAISCI et al., 1998, VALBUENA et al.,, 1997). De todos os métodos
mencionados, 0s imunoensaios sdo o0 mais sensiveis e usados rotineiramente nos laboratorios,
mas apesar da sensibilidade, permite a determinacdo de somente um esteroide a cada analise,
aumentando o custo e o tempo de analise (DRAISCI et al., 1998). O radioimunoensaio (RIA)
permite uma andlise sensivel e rapida de um grande nimero de amostras, entretanto, a maior
desvantagem desta técnica ¢ a necessidade de radioisotopos e a producdo de lixo radioativo
(SU et al., 2003).

A cromatografia liquida de alta performance (HPLC) vem sendo utilizada como
técnica de apoio as técnicas imunométricas, permitindo a separagdo dos principais compostos
para direcionar a escolha dos anticorpos para posterior quantificacdo por radioimunoensaio
(RIA), enzimaimunoensaio (EIA) ou imunoadsorcdo enzimatica (ELISA) (ZIEGLER;
WITTWER, 2005; BUSSO et al., 2005; DLONIAK et al., 2004; DEHNHARD et al., 2003;
HUBER et al, 2003; GOYMANN et al, 2002; WASSER et al, 2000;
SCHWARZENBERGER et al., 1998; SPANNER et al., 1997; GRAHAM; BROWN, 1997,
GRAHAM; BROWN, 1996; GRAHAN et al., 1995; BROWN et al., 1994; SHIDELER et al.,
1993; BROWN et al., 1993; LASLEY et al., 1994; SHILLE et al., 1990; ZIEGLER et al.,
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1989). No entanto, principalmente por motivos econdmicos, esta técnica nao se estabeleceu
como técnica de rotina na area de investigagdes por métodos ndo-invasivos.

Durante a década passada, a eletroforese capilar (CE) emergiu como uma técnica
promissora, efetiva e econdmica para a separagdo de uma grande variedade de substancias,
incluindo os esterdides. A atracdo para o uso da CE em analises farmacéuticas recai na
velocidade e baixo custo das analises, redu¢ao no consumo e descarte de solventes tendo
ainda a possibilidade de oferecer um rapido desenvolvimento do método (ALTRIA, 1999).

O objetivo deste trabalho foi desenvolver um protocolo de extragdo hormonal a partir
de fezes de onga-pintada e validar uma metodologia de analise destes extratos por eletroforese
capilar, verificando a eficiéncia analitica desta técnica no estudo dos metabolitos de esteroides
sexuais em fezes, com o intuito de utilizacdo futura desta metodologia na rotina dos
laboratérios de endocrinologia animal, sobretudo naqueles que se dedicam as metodologias
ndo-invasivas de avaliacdo da fung¢do reprodutiva em animais selvagens.

Este estudo foi executado em cooperacdo entre os Departamentos de Reprodugao
Animal da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, ¢ Quimica Fundamental do
Instituto de Quimica, pertencentes a Universidade de Sdo Paulo e recebemos ainda importante

apoio do Instituto de Quimica da Universidade Estadual de Sao Paulo, Campus Araraquara.
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2 REVISAO DE LITERATURA

A revisdo de literatura foi redigida em quatro tdpicos, (1) compreendendo aspectos
fisiolégicos e estruturais dos hormonios esteroides, (2) métodos ndo-invasivos de estudo da

func¢do endocrina, (3) metodologias analiticas e (4)dados bioldgicos sobre a onga-pintada.

2.1 OS HORMONIOS ESTEROIDES

No decorrer de sua evolucao, o metazoario desenvolveu sistemas neurais ¢ hormonais
capazes de enfrentar as complexidades de seu ambiente. O sistema neural contém elementos
receptores que detectam mudangas no meio externo e interno, e transmitem informacgao sobre
essas mudangas a efetores que se encarregam das reagdes organicas necessarias. O sistema
hormonal ¢ constituido por células que descarregam seu contetido no meio fluido interno do
organismo, dessa forma afetando o comportamento celular. Em organismos em estado de
desenvolvimento, a atividade hormonal se manifesta na regulacio da metamorfose e, em
estagios posteriores, na regulagdo do crescimento. Em animais adultos, os hormoénios sdo
responsaveis pela integracdo da atividade de sistemas e subsistemas organicos. Alteram a
funcdo celular em resposta a variagdo no meio externo, induzem a manutencdo do trabalho
celular, e alteram o nivel de atividade de tecidos e oOrgdos, mantendo a constidncia de
composicdo do meio interno. Porém, sendo as atividades celulares estereotipadas, nem
estimulos neurais nem estimulos hormonais podem induzir atividades novas; apenas sdo
capazes de estimular ou modular as fungdes celulares (FRIEDEN; LIPNER, 1975).

A disciplina conhecida como endocrinologia evoluiu inicialmente do estabelecimento
de ligacdes entre a patologia de certos orgdos e determinadas doencas. Em 1855, Addison
reconheceu uma relagdo entre reducdo de pressdo sangiiinea, fraqueza muscular, perda de
peso, escurecimento da pele e patologia da glandula adrenal. Em 1879, Gull relacionou os
sintomas de pele seca, cabelo ralo, intumescéncia da face e das maos e lingua inchada ao
mixedema, deficiéncia patoldgica da tiredide em adultos; em 1871, Hilton e Fagge
estabeleceram a relagdo entre o estado cretindide e um mau funcionamento da tiredide na

primeira infancia (FRIEDEN; LIPNER, 1975).



19

Um conjunto de técnicas gerais de experimentacdo foi sendo desenvolvido
simultaneamente com esses estudos clinicos. A analise da agao de hormdnios nos laboratérios
levou a identificagdo de estados patologicos antes desconhecidos, e a uma melhor
compreensdo do sistema endocrino e de sua patologia. A endocrinologia também contribuiu
para o tratamento racional das desordens das glandulas enddcrinas e para um entendimento
mais amplo da bioquimica e fisiologia geral dos seres vivos (FRIEDEN; LIPNER, 1975).

O estudo experimental da endocrinologia exigiu que muitas condi¢des patologicas
encontradas no homem fossem reproduzidas em animais. Algumas dessas condi¢des foram
induzidas no laboratério através da remocgdo cirurgica de 6rgdos especificos, indicando-se a
relagdo do orgdo extirpado com o estado patoldgico. O primeiro experimento desse tipo foi
realizado por Berthold, que demonstrou o papel dos testiculos no comportamento masculino
(FRIEDEN; LIPNER, 1975).

Historicamente, a aquisi¢do de conhecimentos sobre cada um dos hormonios dos
vertebrados se desenvolveu de forma paralela, indo da identificagdo e descricdo do estado
patoldgico a descoberta do hormonio. A essas observagdes, seguiram-se o desenvolvimento
de técnicas de dosagem, o isolamento dos principios ativos e sua subseqiiente purificacdo,
identificacao e sintese (FRIEDEN; LIPNER, 1975).

Os hormonios podem ser classificados em trés grupos quimicos principais: (1)
proteinas e peptideos; (2) esterdides; e (3) um grupo misto, menos homogéneo, em geral
estreitamente ligado ou derivado de aminoacidos (FRIEDEN; LIPNER, 1975).

O primeiro hormonio esterdide, estrona, foi isolado em 1929 pouco antes da estrutura
caracteristica em anel do nucleo do esteroide ter sido elucidada. Atualmente mais de 225
esteroides de ocorréncia natural foram isolados e quimicamente caracterizados.
Adicionalmente um incontavel nimero de esterdides e andlogos vém sendo sintetizados
quimicamente (NORMAN; LITWACK, 1997).

Os esteroides derivam de um nucleo fenantrénico ao qual se liga o grupo ciclopentano,
isto ¢, a estrutura da 1,2-ciclopentanoperidrofenantreno, um esterano. O esterdide (ou esterol)
animal mais comum ¢ o colesterol, derivado do complexo esterano com um grupo hidroxilico
no C-3, uma dupla ligagdo entre C-5 ¢ C-6, um grupo metilico no C-10 e no C-13, e uma
cadeia lateral iso-heptanica metilada no C-17; seu nome advém do fato de ser um constituinte
das pedras biliares humanas e de depositar-se no canal biliar. Na verdade, o colesterol ¢ um
componente fundamental de todos os tecidos normais e principal constituinte de lipideos
esterificados, da bainha de mielina, e da maior parte das membranas celulares, além de ser o

precursor metabdlico de quase todos os hormoénios esteroides (Figura 1). Comparativamente,
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os hormonios esterdides comuns tém menos atomos de carbono na cadeia lateral, mas com
freqiiéncia t€ém mais substituicdes que o colesterol (FRIEDEN; LIPNER, 1975).

As estruturas e a nomenclatura dos esterdides foi bem descrita por Kirk e Marples
(1995) e esterdides com 21 atomos de carbono sdo conhecidos como pregnanos, enquanto
aqueles que possuem 18 e 19 atomos de carbono s3o conhecidos como estranos ¢ androstanos

respectivamente.

COLESTEROL

v

PREGNENOLONA »  17-0. HIDROXIPREGNENOLONA > DHEA

PROGESTERONA »  17-a HIDROXIPROGESTERONA » ANDROSTENEDIONA

v v v

DESOXICORTICOSTERONA 11-DEOXICORTISOL TESTOSTERONA
CORTICOSTERONA CORTISOL ESTRADIOL

v

18-HIDROXICORTICOSTERONA

v

ALDOSTERONA

Figura 1- Biossintese de esterdides a partir do colesterol

Nos mamiferos, existem seis familias de hormodnios esteréides que podem ser
classificadas tanto por suas estruturas quanto por suas fungdes bioldgicas (hormonais). Sao os
(1) estroégenos (esterdides sexuais femininos), (2) androgenos (esteroides sexuais masculinos),
(3) progestinas, (4) mineralocorticoides, (5) glucocorticdides, (6) vitamina D e seus
metabolitos. Os acidos biliares sdo estruturalmente relacionados ao colesterol e assim

constituem o sétimo membro da familia dos esteroides (NORMAN; LITWACK, 1997).
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Os principais tecidos que sintetizam as cinco familias classicas de hormonios
esterdides (estrégenos, androgenos, progestagenos, glucocorticéides e mineralocorticoides)
sdo o cortex da adrenal, os ovérios e os testiculos. Durante a gestagdo, a unidade feto-
placentaria também atua como fonte de estrogenos e alguns outros hormonios. Os locais de
sintese da sexta familia de esterdides, o pro-hormonio vitamina D3 e seus metabolitos sdo a
pele, figado e rins. Os acidos biliares, os quais constituem a sétima familia estrutural de
esteroides nos mamiferos nao t€ém sua fun¢ao hormonal bem conhecida e sido sintetizados

principalmente no figado (NORMAN; LITWACK, 1997).

2.1.1 Estrogénios

Os estrogénios sao esteroides com 18 carbonos (Figura 2). Sdo produzidos nas fémeas
pelos ovérios, tanto pelo foliculo quanto pelo corpo-luteo e no caso de prenhez pela unidade
feto-placentaria. Nos machos, os testiculos em determinadas circunstancias podem produzir
quantidades fisiologicamente significativas de estradiol. Tanto em machos como em fémeas, o
cortex da adrenal pode produzir pequenas quantidades de estrona a partir de androst-4-ene-
3,17-dione (NORMAN; LITWACK, 1997).

Sua estrutura ¢ singular no que se refere ao anel A, que ¢ benzénico, exigindo a
eliminagdo do grupo metil no C-10. Para atividade maxima ¢ indispensavel a presenca de um
grupo alcoolico no C-3 e C-17B. Uma 160-OH, como no estriol, reduz a atividade. O alcool
no C-3 ¢ fendlico e sua caracteristica de acido fraco torna os estrogénios soliiveis em base
diluida sendo responsavel por algumas outras reagdes caracteristica (FRIEDEN; LIPNER,

1975).

OH oH

o CH

HO A HO B

Figura 2 - Estruturas do estradiol (A) e do estriol (B)
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2.1.2 Androgenos

Sao esterdides com 19 carbonos produzidos nos machos nos testiculo e nas fémeas
pelos ovarios e placenta, e em ambos os sexos, em determinadas circunstancias, pelo cortex
da adrenal que produz esterdides fracos, mas com atividade androgénica fisiologicamente
significativa (Figura 3) (NORMAN; LITWACK, 1997).

Estdo entre os esterdides mais simples, com grupos metilicos no C-10 e C-3, uma
dupla ligagdo entre C-4 e C-5, um grupo cetonico no C-3, e um grupo hidroxilico no C-17.
Um derivado bastante proximo, a androsterona, pode ser produzido por oxidagao direta do

colesterol (FRIEDEN; LIPNER, 1975).

oH ]

Testosterona HO" ¥
H Androsterona

Figura 3 - Estruturas da testosterona (A) e da androsterona(B)

2.1.3 Progestagenos

A série do pregnano, cujo representante principal ¢ a progesterona, ¢ um grupo de
esterdides um pouco complicado. Note-se que o esqueleto C,; da série do pregnano ¢
caracteristico nao s6 dos esterdides com atividade progestagénica, mas também dos dois
grupos principais de esterdides da adrenal: (1) mineralocorticdides e (2) glucocorticoides
(Figura 4). A progesterona estd, portanto, entre os mais simples dos esterdides Cs
biologicamente ativos, com grupos cetdnicos nos C-3 e C-20 e uma dupla ligagao entre C-4 e

C-5 (FRIEDEN; LIPNER, 1975).



23

i
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Figura 4 - Estrutura da progesterona

2.1.4 Esteroides da Adrenal

Mais de 45 esteroides foram isolados e quimicamente caracterizados 4 partir de
extratos de glandula adrenal. Os corticosteréides possuem 21 carbonos, incluem os
glucocorticoides e mineralocorticdides, ambos produzidos pelo cortex da adrenal (Figura 5).
Sdo caracterizados por (i) um grupo oxo no C-3 e uma dupla ligacdo no C-4; (ii) uma cadeia
de dois carbonos no C-17 e (iii) um grupo oxo no C-20 e uma hidroxila no C-21. Os
glucocorticoides sdo caracterizados pela presenga ou auséncia de hidroxilas nos C-11 e C-17.
O principal glucocorticéide € o cortisol. Os mineralocorticdides sao caracterizados por uma
hidroxila no C-11 e o C-18 ¢ oxidado com um aldeido e o principal mineralocorticoide ¢ a
aldosterona (NORMAN; LITWACK, 1997).

A atividade glucocorticoide parece depender totalmente do grupo 11-hidréxi ou 11-
oxi, sendo incrementada pela presenca de uma 17-hidroxila e melhor ilustrada pelo cortisol,
glucocorticoide natural geralmente predominante. Além do cortisol, cortisona, corticosterona,
desoxicorticosterona e aldosterona, muitos outros compostos existem em quantidade
significativa, inclusive a 11-desidrocorticosterona, ¢ a 170 — hidroxidesoxicorticosterona.
Enquanto que virtualmente todos estes esteroides t€ém algum grau de atividade glucocorticoide
e mineralocorticoide, encontram-se outros esterdides com leve acdo androgénica, em
particular a adrenosterona, a 4-androstene-3,17-diona, e a androstene-3f3,11p-diol-17-ona.
Salientando ainda a sobreposicdo na biossintese de esterdides pela adrenal, acrescente-se que
também a estrona, a progesterona e¢ a 17a-diidroprogesterona foram localizadas entre os

inimeros esterdides da adrenal (FRIEDEN; LIPNER, 1975).



24
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Figura 5 - Estrutura de alguns esterdides da adrenal

2.1.5 Transporte, Catabolismo e Excreciao

A forma hormonialmente ativa da maioria dos esterdides ¢ geralmente liberada da
glandula endocrina e transportada sistemicamente a varios tecidos alvo. Um tecido alvo ¢
definido como aquele que possui receptores especificos permitindo a acumulagdo do esterdide
contra o gradiente de concentragcdo, o que permite a geragdo de um resposta bioldgica
apropriada no tecido alvo para um esterdide especifico em questdo. Assim, um fator
determinante da habilidade de um tecido alvo para se ligar ao esterdide ¢ a concentragdao do
hormdnio no sangue. A concentracdo de um esterdide no plasma depende de trés fatores: (1) a
velocidade de biossintese; (2) a velocidade de catabolismo e (3) a for¢a de ligacdo do
esteroide a sua proteina de ligagdo carreadora (NORMAN; LITWACK, 1997).

Os hormonios esterdides sdao transportados dos seus locais de biossintese aos seus
orgaos alvo pelo sangue. Devido a sua intrinseca baixa solubilidade em agua, seu transporte ¢
feito por uma familia de proteinas transportadoras especificas para cada grupo de esteroides.
No plasma, movimentam-se no sistema circulatorio ligados as suas proteinas transportadoras.
Acredita-se que ¢ a forma livre do esterdide que passa pela membrana celular da célula alvo,

assim, tem sido postulado que o esterdide se desliga da proteina carreadora e se difunde
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primeiro pela parede endotelial dos capilares que contém fenestracdes (NORMAN;
LITWACK, 1997).

Como sdao compostos hidrofobicos, varios mecanismos catabdlicos ndo somente
inativam os esterdides (reduzindo a afinidade pelo receptor) como também tornam a molécula
mais hidrofilica, ou seja, aumentam a solubilidade em agua. As reagdes catabdlicas ocorrem
principalmente, mas nao exclusivamente, no figado e t€ém natureza oxidativa. Um aumento
significativo na solubilidade em 4gua ¢ efetuado pela conjugacdo do esterdide com sulfato ou
glucuronideos, estes esterdide conjugados sdo excretados em grandes quantidades na urina
(NORMAN; LITWACK, 1997).

Nas fezes, a maioria dos esteroides apresentam-se nao-conjugados, ou livres, devido a
acdo bacteriana da microflora intestinal que atuam na desconjugagdo dos metabolitos
hormonais (ADLERCREUTZ, 1976).

O quadro 1 resume algumas das principais formas de excre¢ao desses hormonios.



26

Classe do | Esterodide Passos da Inativacio Estrutura do Produto | Principal
Esterdide Precursor Excretado Conjugado
Progestinas Progesterona | 1. Redugdo do C-20 Glucuronideo
2a. Redugdo do 4-ene-3- FHa
one ou 2b. 3B-esterdide HCOH
dehidrogenase
HO™ ]
Pregnanediol
(5B-pregnane-3a,20-diol)
Estrogenos Estradiol 1. Oxidacdo do 178-OH Glucuronideos
2. Hidroxilagdo no C-2
com subsequente metilagdo
3. Outras hidroxilagdes ou i
formac¢do de cetonas em o OO
varias  posicdes, por | oo,
exemplo: C-6, C-7, C-14,
C-15, C-16, C-18 HO
Um dos varios compostos
possiveis
Androgenos Testosterona | 1. Reducdo do 4-ene-3-one o Glucuronideo e
2. Oxidagdio do C-17 0xo Oi?ﬁ Sulfato
Ho™ H
Androsterona
o}
Ho"CHgﬁ
Etiocholanolone
Glucocorticoides | Cortisol 1. Redugdo do 4-ene-3-one Glucuronideo

2. Redugdo do grupo 20-
0X0

3. Clivagem da cadeia
lateral

HO

HO™

11B-OH-androsterone

H,COH

cO
i

HO H

Allo tetrahydocortisone

Quadro 1 - Formas de excregdo para alguns esterdoides. NORMAN; LITWACK, 1997
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2.2 METODOS NAO-INVASIVOS DE ESTUDO DA FUNCAO ENDOCRINA

Entender como os animais se reproduzem ¢ fundamental no manejo e conservagao da
vida selvagem. Historicamente, tais informag¢des para animais domésticos recaiam na
observagao sistematica dos comportamentos social e reprodutivo. Com a habilidade de
desenvolvimento de anticorpos especificos contra hormdnios esterdides e protéicos surge o
radioimunoensaio. A possibilidade de coletas seriais de sangue dos animais domesticados
permitiu o estabelecimento dos padroes de secrecdo destes hormonios ao longo do tempo.
Informagdes substanciais sobre o eixo hipotalamo-hipdfise-gonadas em machos e fémeas
permitiu o delineamento: (1) da funcdo gonadal baseada no sexo, idade e sazonalidade; (2) do
timing da espermatogénese e ovulagdo; (3) do tipo de ovulacdo (espontanea ou induzida); (4)
de metodologias para superar a infertilidade; e (5) de protocolos para reprodugdo assistida
consistentes por meio de inseminagao artificial ou transferéncia de embrides. Estes marcos
nos animais domésticos foram possiveis pois 0os hormonios puderam ser medidos em amostras
de sangue facilmente coletadas, em conseqiiéncia proveram as pistas sobre como a reprodu¢ao
funciona (PUKAZHENTI; WILDT, 2004).

Em contraste, ¢ impossivel e perigoso conseguir amostras seqiienciais de sangue na
maioria das espécies selvagens. Iniciou-se por volta dos anos 70 o desenvolvimento das
técnicas anestésicas em animais selvagens que permitiram a amostragem esporadica de
sangue que produziu dados suficientes que sugeriram que os padrdes hormonais nos animais
selvagens era notavelmente diferente das espécies domésticas. Contudo, o problema recaia no
fato de que muito poucas amostras de sangue foram colhidas de animais selvagens para plotar
um perfil hormonal longitudinal. Além disso, hd evidéncias de que o estresse da anestesia
pode alterar o padrao normal de secre¢do hormonal no sangue do doador. Uma ferramenta
alternativa era necessaria (PUKAZHENTI; WILDT, 2004).

Por mais de 25 anos, laboratdrios independentes desenvolveram técnicas pioneiras
para avaliacdo de padrdes hormonais em fezes e urina ( HODGES et al., 1979; BAMBERG et
al., 1984; MONFORT et al., 1990; LASLEY; KIRKPATRICK 1991; GARNIERA et al.,
1998; SCHWARZENBERGER et al., 1998) ou mesmo em saliva (CZEKALA; CALLISON
1996). Metabolitos hormonais excretados nas fezes e urina refletem acuradamente os padrdes
hormonais no sangue, com, ¢ claro, a demora apropriada na passagem do sangue para a
excreta. Se o hormonio € primariamente excretado nas fezes ou na urina ¢ espécie dependente.

Por exemplo, a maioria dos esterdides em felideos (Brown et al., 2001%) sao excretados nas
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fezes, enquanto os mesmos metabolitos de hormdnios sdo excretados pelos rins, na urina dos
cervideos (MONFORT et al., 1990). As fezes dos elefantes contém a maioria dos
progestagenos, mas somente 10% dos estrogenos (BROWN, 2000). Portanto, o primeiro
passo crucial para aplicacdo desta tecnologia ¢ determinar a razdo dos metabolitos de
esteroides entre urina e fezes. O estudo do metabolismo do estradiol em gatos domésticos
(Felis catus) demonstrou que mais de 95% deste esterdide ¢ excretado nas fezes (SHILLE et
al., 1990, 1984). Além do mais, muitos estudos t€ém sugerido que os metabdlitos de estradiol
e/ou a progesterona sdo quantificiveis em fezes de felideos ndo-domésticos, guepardo,
Acinonyx jubatus (CZEKALA et al., 1994, GRAHAM et al., 1993; GROSS, 1992); tigre,
Panthera tigris (GRAHAM et al., 1993); ledo, P. leo (GRAHAM et al., 1993); caracal, F.
caracal (GRAHAM et al., 1993); serval, F. serval (SHILLE et al., 1991); lince, F. rufus
(SHILLE et al., 1991).

A vantagem Obvia da utilizagdo desta técnica ¢ o acesso a fun¢do gonadal sem a
necessidade de tocar no animal: a amostra ¢ simplesmente coletada no chao ou piso do recinto
e analisada no laboratdrio. Resultando em perfis hormonais com menos “ruido” que aqueles
apos andlise de sangue pois os padrdes excretorios representam um pool de metabdlitos que
reflete a flutuagdo por varias horas e ndo pontual como é o sangue. No entanto esta
metodologia ndo pode ser utilizada na andlise dos hormonios hipofisarios que por serem
protéicos sdo degradados rapidamente pelo metabolismo. Contudo, existem exce¢des onde €
possivel a deteccdo do pico de LH no panda gigante (4iuluropoda melanoleuca) e na orca
(Orcinus orca) por analise da urina por RIA ou EIA (MONFORT; BROWN, observacdes niao
publicadas apud PUKAZHENTI; WILDT, 2004). Ademais, estd havendo consideravel
interesse em mensurar metabolitos de corticoides adrenais na urina e fezes para correlacionar
0 estresse € 0 sucesso reprodutivo tanto em zooldgicos como em vida livie (MONFORT,
2003; PICKARD, 2003).

A monitoragdo hormonal ndo-invasiva tem sido extensivamente usada desde o inicio
dos anos 80 para caracterizar a biologia reprodutiva de varias espécies de primatas nao-
humanos, antilopes, equideos, felideos, canideos, marsupiais e aves (LASLEY;
KIRKPATRICK, 1991; HIRSCHENHAUSER et al., 1999; BROWN et al., 2001 a, 2001 b;
Paris et al., 2002; MONFORT, 2003; PICKARD, 2003). Como perspectiva de manejo, esta
tecnologia tem sido utilizada na identificacdo de aciclicidade, prenhez e proximidade do
parto. Novos fendomenos também tém sido descobertos. Por exemplo, a monitoracdo de
metabolitos urinarios no ameagado cervo de Eld (Cervus eldi thamin) asiatico revelou que

quanto ao fotoperiodo, o dia longo estimula o inicio do ciclo ovariano, em contraste, o dia
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curto estimula o ciclo no veado da cauda branca (Odocoileus virginianus) na América do
Norte (MONFORT et al., 1990). Estudos longitudinais no guepardo (Acinonyx jubatus)
indicaram que mais de 25% da populagdo cativa ndo demonstra atividade ovariana (BROWN
et al., 2001.a). Estudos mais recentes demonstraram que esta falha ¢ devida a supressao pela
presenga de conspecificos no mesmo recinto (WIELEBNOWISKI et al., 2002 a). Os achados
fazem sentido, nas planicies da Africa, os guepardos sdo geralmente solitarios. Quando
colocados nos zoolodgicos, a atividade ovariana cessa e sé retorna sob condi¢des solitérias,
sem a presenca de outras fémeas no mesmo recinto. A monitoracdo fecal de felideos tem
também revelado que algumas espécies sao muito diferentes do gato doméstico sob o aspecto
da ovulagdo. No gato doméstico, tigre e ledo, a ovulagao ocorre tipicamente apds estimulo
vaginal/cervical durante a copula (ovulagdo induzida). Contudo, ha algumas espécies de
gatos, tais como a rara pantera nebulosa (Neofelis nebulosa) da Asia, que tem relativamente
alta incidéncia de ovulacdo espontanea por razdes que permanecem desconhecidas (BROWN
et al., 1995, 2001 a).

Talvez a maior utilidade desta técnica seja para elucidar o motivo pelo qual uma
espécie falha em se reproduzir no cativeiro. A monitoracdo fecal ndo-invasiva tem revelado
grandes diferencas de padroes hormonais entre as espécies de rinocerontes (HEISTERMAN et
al.,, 1998; SCHWARZENBERGER et al., 1998; BROWN et al., 2001 b) tanto quanto em
raptores (STALEY et al., 2003). Serdo discerniveis variagdes nos padrdes hormonais entre
animais que tém sucesso reprodutivo comparados com os que ndo t€ém? Os achados podem ser
mediados por respostas ao estresse? Estudos tém correlacionado a excregdo de
glucocorticoides nas fezes com potencial estresse face a condi¢cdes ndo ideais de manejo e
reproducdo. Por exemplo, corticoides fecais sdo maiores em panteras nebulosas mantidas em
recintos adjacentes a espécies predadoras ou perto do publico em contraste aquelas mantidas
em recintos remotos e maiores verticalmente (WIELEBNOWISKI et al., 2002 b). Assim, tais
tecnologias sdo importantes no direcionamento do bem estar animal, direcionando o
enriquecimento dos cativeiros, melhorando potencialmente o sucesso reprodutivo e o bem
estar.

Ha também um potencial significativo das técnicas nao-invasivas para utilizagdo em
vida-livre (LASLEY, KIRKPATRICK, 1991; KIRKPATRIC et al., 1992; GARROTT et al.,
1998; MONFORT, 2003), eliminando os problemas associados ao estresse da captura e
contencdo quimica, que podem levar o animal a morte (VALKENBURG et al., 1983; SEAL
et al., 1985), ao bloqueio dos fendmenos reprodutivos (BALLARD; TOBEY 1981; LARSEN;

GAUTHIER, 1989) e/ou a resultados confusos quanto ao status endocrino do individuo
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(KIRKPATRICK et al., 1979). A identificagdo das fezes pode ser feita associando-se dados
sobre os rastros deixados pelo animal, tamanho das fezes e no caso de felideos, confirmada
pela andlise dos pelos ingeridos quando da higieniza¢do propria da familia (Olmos, 1993;
CHAKRABORTY; CHAKRABORTY, 1996; ARANDA; SANCHEZ-CORDERO, 1996;
FACURE; GIARETTA, 1996). Esta ¢ uma area especialmente rica para novas descobertas
combinando interesses em ecologia comportamental e fisiologia reprodutiva. Por exemplo,
anos de estudos com os cdes selvagens africanos (Lycaon pictus) na natureza questionavam a
significancia do sistema de acasalamento onde somente uma fémea dominante se reproduz.
As subordinadas falham em ficar prenhe pelo estresse imposto pela fémea alfa? Nao, ao
contrario, pesquisadores estudando estes animais conseguiram coletar cuidadosamente
amostras de fezes para analise subsequente. Seus achados revelaram que a fémea dominante
progenitora excreta as maiores concentracdes de glucocorticoides, indicando que hd um
esfor¢o adrenérgico em ser a fémea reprodutora (CREEL et al., 1997). Estudos similares
foram feitos em outras espécies, incluindo mangusto (Helogale parvula; CREEL et al., 1992),
bisao (Bison bison; KIRKPATRICK et al., 1996), alce (4dlces alces; BERGER et al., 1999) e
ganso (Anser anser; HIRSCHENHAUSER et al., 1999), dentre outros.

Apesar da monitoracdo de hormoénios fecais e urinarios serem tdo populares para
estudos com animais selvagens, nada ¢ tdo valioso quanto o sangue, quando disponivel, pois
oferece mais rapidez na aquisicdo de dados no laboratdrio. Algumas espécies em cativeiro,
notavelmente baleias, golfinhos, pandas gigantes e elefantes podem ser condicionados para
coletas de sangue (PUKAZHENTI; WILDT, 2004). Em casos onde a producao de urina e
fezes ¢ grande (elefante) a coleta de sangue ¢ muito mais pratica e a analise hormonal
tradicional tem revelado que pouco menos de 25% as fémeas falham em demonstrar atividade
ovariana (um fenomeno conhecido como ‘flatlining’; BROWN 2000). Coletas repetidas de
sangue ¢ analises hormonais também tém sido utilizadas para inseminagdo artificial guiada
por ultra-som. Em um dado ciclo, a elefanta produz dois picos de LH com trés semanas de
intervalo (BROWN et al., 1999). Sabendo o tempo do primeiro pico pode-se predizer o
segundo e preparar a inseminacdo (BROWN, 2000). Até hoje, oito elefantas tiveram filhotes
(de 12 gestagdes) quando a monitoracdo hormonal foi utilizada para coordenar a ia com o
preciso dia da ovulagdo (PUKAZHENTTI; WILDT, 2004).

As limitacdes dessa tecnologia sdo espantosamente poucas. Por exemplo, estudos
recentes demonstraram que € possivel gerar perfis de metabdlitos de esteroides acurados pela
analise de fezes do panda gigante (Aiuluropoda melanoleuca), que alimenta-se basicamente

de bambu (KERSEY et al., 2003). O fato dos perfis hormonais serem produzidos por este
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material fibroso (as fezes freqiientemente contém folhas e caules) prova o crescente poder
desta tecnologia. Todavia, melhorias sdo necessarias na extracao dos metabolitos das fezes, as
quais podem ser muito trabalhosas e com grande consumo de tempo e de reagentes. Pesquisas
sdo também necessarias no desenvolvimento de técnicas que permitam acesso rapido as
concentragdes de hormdnios gonadais e hipofisarios que permitirdo uma monitora¢ao rapida e
positiva (para periodo de acasalamento, reproducdo assistida ou predicdo de parto); uma
técnica que permita um acesso instantaneo do animal na natureza pode oferecer oportunidades

excitantes para correlacionar a fisiologia de um animal com seu ambiente natural.
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2.3 TECNICAS ANALITICAS

2.3.1 Eletroforese Capilar (CE)

Eletroforese pode ser definida como o transporte de particulas eletricamente
carregadas, em meio liquido, sob a influéncia de um campo elétrico (WEINBERGER, 1993).
Na eletroforese classica solutos carregados sdo separados através do uso de um meio liquido
condutivo sobre uma superficie que permita o deslocamento das solugdes de eletrolitos e dos
solutos; caracteriza-se pelo uso do papel ou gel como superficie de separagdo, com
necessidade de manipulacdo intensiva e longos tempos de andlise. A maior limitagdo para a
rapidez, eficiéncia e aumento da escala de separagdes eletroforéticas é a incapacidade do
papel ou do gel em dissipar o calor causado pela passagem de corrente através do meio
condutor, o chamado efeito Joule. Em tais condi¢des, surgem gradientes de temperatura que
induzem a gradientes de densidade, que por sua vez podem causar convec¢do e os fluxos

convectivos misturam as bandas ja separadas (Lima, 2003). Uma comparagdo entre o0s

resultados da eletroforese capilar e a eletroforese em gel ¢ apresentada na figura 6.

Figura 6 - Analise de DNA por eletroforese capilar (A) e eletroforese em gel (B)
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Em eletroforese capilar, a separagdao ¢ conduzida em tubos de dimensdes capilares,
com 25 a 75 um de diametro interno, ¢ 50 a 100 cm de comprimento, usualmente preenchidos
com solugdo tampao (JONES; JANDIK, 1991). O uso de tubos com dimensdes capilares
minimiza as limitagdes relativas ao efeito Joule, uma vez que a geometria do capilar (elevada
area superficial interna relativa ao volume) favorece a dissipagdo do calor. Com isso a
convecgdo ¢ praticamente eliminada, consequentemente, aumenta-se a eficiéncia da coluna
por permitir a aplicagdo de campos elétricos mais elevados, o que resulta em uma
consideravel reducdo do tempo de andlise, sendo que o consumo de amostras e solventes
também e reduzido (LIMA, 2003).

A separagdo e analise de misturas complexas podem ser feitas usando pequenos
volumes de amostra (10 nL) com alta resolucdo e eficiéncia. A capacidade de separacdo, ou
seja, o nimero maximo de bandas separadas num determinado intervalo de tempo ¢ alto
(JONES; JANDIK, 1991), tornando a eletroforese capilar uma técnica analitica

particularmente atrativa para separacdo de amostras complexas.

2.3.1.1 Instrumentacao

Um dos aspectos mais importantes da CE ¢ a simplicidade de sua instrumentagdo
(Figura 7). O sistema consiste de uma fonte de alta tensdo, capilares (silica fundida ¢ o
material mais comumente empregado), eletrodos (geralmente platina), e um detector
apropriado. Uma fonte cc regulada, de alta tensdo, ¢ usada para estabelecer um campo elétrico
ao longo do capilar. Tais fontes podem, em geral, ser operadas a voltagem no intervalo de 0 —
50 kV e corrente de 0 — 200 pA. O operador € protegido contra um contato acidental com a
alta voltagem pela inclusdo do sistema inteiro, ou pelo menos o terminal de alta voltagem,
numa caixa de acrilico, equipada com chaves de seguranga. A fonte de alta tensdo ¢
conectada, através de eletrodos de platina, a dois reservatorios contendo uma solu¢do de um
eletrolito conveniente. Tubos capilares de silica fundida sdo entdo preenchidos com a solugao,
e servem como canal de migracdo. As extremidades do capilar sdo imersas nos reservatorios
da solucdo para completar o contato elétrico. Para minimizar efeitos térmicos, o capilar deve
ser mantido a temperatura constante. Ha varias possibilidades para termostatizacdo do
sistema, incluindo circulagdo de um liquido ou ar através de um cartucho contendo o capilar,

além do uso de ventiladores e fornos (TAVARES, 1996).
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Figura 7 - Instrumentac@o para eletroforese capilar

2.3.1.2 Modos de Injecao da Amostra

A maneira pela qual a amostra ¢ introduzida no capilar tem implicagdo direta em
analises quantitativas. A reprodutibilidade da area do pico, ou altura, reflete a precisdo da
técnica de injecdo. Em CE, amostras podem ser introduzidas no capilar por métodos
eletrocinéticos ou hidrodindmicos. Na inje¢do eletrocinética, um gradiente de potencial ¢
estabelecido ao longo do comprimento do capilar por um periodo de tempo conhecido,
enquanto que na inje¢do hidrodinadmica utiliza-se um gradiente de pressdo. O gradiente de
pressdo pode ser estabelecido por diferentes mecanismos: pressuriza¢do ou vacuo em um dos
reservatorios de solugdo, ou por gravidade, onde um dos reservatérios ¢ elevados em relacao
ao outro ¢ a amostra ¢ introduzida por sifonagem. A inje¢do hidrodinamica introduz no capilar
uma aliquota representativa da composi¢cao do soluto na amostra. O volume de inje¢ao (nL)
depende do tempo de injecdo, dimensdes do capilar, viscosidade da solucdo tampdo e da
diferenca de pressdo estabelecida. Este tipo de inje¢do ¢ mais precisa que a eletrocinética pois
¢ baseada estritamente na transferéncia de volume. Entretanto, pode ocorrer um alargamento
significativo da zona, como resultado do perfil de velocidade parabolico, caracteristico do
fluxo induzido por pressdao (TAVARES, 1996).

Na inje¢do eletrocinética, a amostra ¢ introduzida no capilar como resultado da
combinagdo entre as velocidades -eletroforética e eletrosmotica (serdo explicadas

posteriormente). Assim sendo, a quantidade de material injetado ¢ uma func¢ao da mobilidade
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eletroforética do soluto, das condutividades da amostra ¢ meio condutor, assim como da
magnitude do fluxo eletrosmoético. Uma importante conseqiiéncia deste modo de injecao ¢ a
amostragem ndo representativa, que resulta da discriminagdo entre os componentes da
amostra com diferentes mobilidades. Este ¢ particularmente um problema, quando a amostra ¢
composta de solutos de baixa mobilidade, que podem estar presentes em concentragdes

proximas ao limite de detec¢ao (TAVARES, 1996).

2.3.1.3 Deteccao

Os detectores sdo na realidade transdutores, transformam as moléculas que chegam a
camara de detec¢ao em um sinal elétrico (AQUINO NETO; NUNES, 2003).

Um detector ideal deve ser versatil; apresentar alta sensibilidade, monitoragdo
continua dos efluentes, baixo nivel de ruidos, vasta linearidade de respostas, linha de base
estavel, insensibilidade ao fluxo e mudangas de temperatura e resposta a todos os tipos de
compostos, mensurando acuradamente um pequeno volume de amostra. De todos os
parametros ideais descritos, ruido, sensibilidade e linearidade sdo os requisitos utilizados na
descri¢do da performance do detector (WESTON; BROWN, 1997).

Os detectores podem ser classificados em dois tipos: os universais e os especificos. Os
detectores universais medem a diferenga entre alguma propriedade do soluto em relagdo a
solucdo. Assim, o sinal nao depende das propriedades do soluto, mas da diferenca entre as
propriedades do soluto e solugdo. Nesta classe estdo incluidos os detectores de indice de
refracdo e condutividade, entre outros que empregam métodos indiretos. Apesar de universais,
estes detectores apresentam menor sensibilidade e intervalo dindmico. Os detectores
especificos medem uma propriedade especifica do soluto. A deteccao ¢, portanto, limitada aos
solutos que possuem a referida propriedade. Nesta classe estdo incluidos os fotodetectores
(baseados na absor¢do do UV/VIS, na fluorescéncia etc.), os espectrometros de massas, os
detectores amperométricos ¢ os radiométricos. O uso dos detectores especificos € bastante
vantajoso quando a matriz da amostra ¢ complexa, € em situagdes onde ¢ desejavel minimizar
interferéncias do background. Este tipo de detector ¢ geralmente mais sensivel que os
detectores universais e fornece intervalos mais amplos de resposta linear. Além disso, a
relacdo sinal/ruido ¢ melhor. Conseqiientemente, os detectores especificos encontram maior

uso que os universais (TAVARES, 1996).
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2.3.1.4 Conceitos Basicos

A eletroforese capilar ¢ similar a cromatografia em varios aspectos (Quadro 2) e a
maioria das palavras usadas na cromatografia sdo também empregadas na CE. Por exemplo,
eficiéncia e resolucao sao definidas de maneira similar, contudo, algumas terminologias sao
diferentes, em cromatografia a coluna ¢ usada para separar ao analitos, na eletroforese ¢
utilizado um capilar. Na cromatografia uma bomba ¢ usada para propelir a amostra através da
coluna, na eletroforese capilar ndo ha sistema de bomba externa, os constituintes da amostra
movem-se como resultado de suas mobilidades no campo elétrico e pelo fluxo eletrosmético,

se presente (WESTON; BROWN, 1997).

Eletroforese Capilar

Cromatografia

Eletroferograma

Cromatograma

Potencial aplicado

Velocidade do fluxo

Eletrolito carreador ou

Eluente ou fase movel

tampao
Modo de injeg¢do: Modo de injegao:
Hidrodinamica ou Injetor
eletrocinética

Tempo de migragdo

Tempo de retencao

Mobilidade eletroforética

Fator de capacidade da coluna

Velocidade

Fluxo eletrosmotico

Fonte de alta-voltagem

Bomba

Capilar

Coluna

Quadro 2 - Comparativo entre eletroforese capilar e cromatografia.

2.3.1.4.1 Mobilidade Eletroforética

Sob a agdo de um campo elétrico, um soluto carregado migra através do tampao com
uma velocidade eletroforética, em cm/s (WEINBERGER, 1993).

A mobilidade ndo depende somente da densidade de carga do soluto (a valéncia e
tamanho da molécula de soluto), mas também da constante dielétrica e viscosidade do

eletrélito sendo também dependente da temperatura (WESTON; BROWN, 1997).
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2.3.1.4.2 Velocidade da Separagdo

Em CE, a separacdo ¢ baseada nas diferentes velocidades dos solutos num campo
elétrico. A velocidade de migracdo de uma espécie quimica em particular ¢ produto de sua

mobilidade eletroforética e do campo elétrico (WESTON; BROWN, 1997).

2.3.1.4.3 Fluxo Eletrosmotico

Fluxo eletrosmotico (EOF) € o termo utilizado para descrever o movimento de um
liquido em contato com uma superficie sélida quando um campo elétrico tangencial ¢
aplicado. Este movimento ¢ também conhecido como eletrosmose ou eletroendosmose. O
EOF pode ser eliminado se necessario. Contudo o EOF ¢ freqiientemente utilizado, quando
ocorre na mesma dire¢ao que os analitos para aumentar a velocidade com a qual os analitos
alcangam o detector, ou, quando flui em direcdo oposta aos analitos, para melhorar a
resolugdo (WESTON; BROWN, 1997).

O EOF ocorre nos capilares de silica fundida porque os grupos silandis acidos da
superficie do capilar dissociam quando em contato com a solu¢do de eletrdlito (tampao)

conforme a equacdo (WESTON; BROWN, 1997) :

SiOH(S) — SiO_(S) + H+(aq)

Cations hidratados na solugdo eletrolitica sdo atraidos pelos grupos silanois negativos
e comecam a organizarem-se em duas camadas. Uma das camadas ¢ compacta (ligada por
forcas eletrostaticas) e a outra ¢ mais frouxa ou difusa. Quando um campo elétrico ¢ aplicado,
a camada difusa se parte ¢ move-se em direcao ao catodo, arrastando com ela um volume de
solugdo do eletrélito, como resultado ha formag¢do de um fluxo viscoso, que ¢ o chamado

fluxo eletrosmédtico (WESTON; BROWN, 1997). A figura 8 ilustra o processo.
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Figura 8 - Modelo para a interface capilar/solugdo (cortesia Profa. MarinaTavares)
2.3.1.4.4 Eficiéncia da Separacgdo

Como o EOF afeta o periodo de tempo em que um soluto permanece no capilar, tanto
a eficiéncia e a resolucdo sdo relacionadas a dire¢do e fluxo do EOF. O perfil do EOF ¢
comparativamente semelhante a uma tampa (Figura 9). Diferente do fluxo laminar
caracteristico dos fluidos sob pressao, o EOF tem minima resisténcia a transferéncia de massa.
Como resultado a contagem de pratos tedricos em capilar é muito maior que na cromatografia

em coluna de comprimento semelhante ( WESTON; BROWN, 1997).

) 2

FLUXO FLUXO
ELETROOSMOTICO LAMINAR

Figura 9 - Perfil do tipo de deslocamento para um fluxo induzido por um campo elétrico (eletrosmoético) e um
fluxo induzido por pressdo (laminar) e o correspondente efeito no registro (Cortesia Profa. Marina
Tavares)
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2.3.1.4.5 Conceito de Pratos Teoricos

A dispersdo do pico ¢ o processo fundamental que delineia a eficiéncia da separagdo.
O uso do conceito de pratos teoricos para descrever a distribuigdo dos picos em cromatografia
tem sido criticado, mas ¢ justificado por razdes praticas, fornecendo um parametro que
caracteriza a performance da coluna. Assim foi introduzido na eletroforese capilar com o
intuito de comparar o poder de separagdao da cromatografia coma a CE, embora nio haja nada
na coluna que sugira estagios discretos (VINDEVOGEL,; SANDRA, 1992).

O modelo de pratos ¢ aplicado a todos os tipos de coluna cromatograficas. Apesar da
relagdo ser valida para picos gaussianos, por conveniéncia ¢ utilizado em picos assimétricos
também. No modelo cromatografico proposto na teoria dos pratos, a coluna cromatografica ¢
considerada contendo um numero de finas sec¢des ou pratos, nas quais ocorre o equilibrio do
soluto entre a fase movel e a fase estacionaria (Figura 10). O movimento de um soluto através
da coluna ¢ visto como um passo transferido de um prato tedrico ao préximo. Quanto maior o
numero de pratos tedricos, mais eficiente ¢ considerada a coluna. Quanto menor a altura do
prato maior sera o nimero de pratos e mais eficiente serd a coluna (WESTON; BROWN,
1997). E importante salientar que os pratos ndo existem, sdo apenas utilizados didaticamente

para ajudar a entender o processo.

coluna

A
v

prato tedrico

Figura 10. Desenho esquematico mostrando a divisdo de uma coluna em pratos teoricos

2.3.1.4.6 Modos de Separacdo em Eletroforese Capilar

Varios modos de separa¢do, com mecanismos singulares e seletividade caracteristica
sdo possiveis em eletroforese capilar: fronteira modvel, zona, isotacoforese e focalizagdao

isoelétrica (TAVARES, 1996).
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2.3.1.4.6.1 Eletroforese por Fronteira Movel

Nesta modalidade, uma quantidade apreciavel da amostra é colocada em um tubo,
preenchido com solugdo tampao. Apos o estabelecimento do campo elétrico, os componentes
da amostra migram em uma dada dire¢do, e com uma velocidade caracteristica, dependente da
mobilidade do componente. A separagdo completa de todos os componentes da amostra nunca
¢ atingida. Apenas os componentes de maior mobilidade podem ser parcialmente purificados,

enquanto que as outras bandas sofrem diversos graus de sobreposicao (TAVARES, 1996).

2.3.1.4.6.2 Eletroforese de Zona

Em principio, ¢ também uma técnica de fronteira mével, em que a amostra ¢
introduzida no meio tamponado, como uma banda de pequena espessura. Quando o potencial
¢ aplicado, cada zona migra independentemente, com velocidade constante, mas diferenciada,
caracteristica de sua propria mobilidade. As modalidades de eletroforese em solucao livre, gel

e micelar pertencem a esta categoria (Tavares, 1996).

2.3.1.4.6.2.1 Cromatografia Eletrocinética Micelar (MEKC)

Enquanto os solutos i6nicos podem ser separados simplesmente com base em suas
diferentes mobilidades eletroforéticas, os solutos neutros, como os esterdides, somente podem
ser separados por particao entre duas fases. Dentre os métodos de separagcdo que vém sendo
desenvolvidos para misturas contendo solutos neutros, a cromatografia eletrocinética micelar
(MEKC) tem recebido cada vez mais atencdo por parte dos pesquisadores (Figura 11)
(BAKER, 1995).

Desenvolvida em 1984 por S. Terabe e colaboradores, a MECK ¢ uma versdo
modificada de eletroforese capilar de zona, onde um surfactante ndo idnico ¢é utilizado como

parte da composicao do eletrdlito de separagdo. As moléculas de surfactante tendem a formar
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micelas ou agregados acima de uma concentragdo critica micelar, na qual a cauda hidrofébica
¢ orientada para o centro e a cabeg¢a hidrofilica e carregada eletricamente fica para fora.
Quando uma alta voltagem ¢ aplicada, a micela anidnica migra em dire¢do ao eletrodo
positivo pela sua mobilidade eletroforética. Contudo o forte fluxo eletrosmotico transporta o
tampao para o eletrodo negativo. A velocidade do fluxo eletrosmético ¢ maior que a
velocidade eletroforética da micela em diregdo contréria, resultando num fluxo rapido da fase
aquosa e lento da fase micelar. Quando analitos neutros sdo injetados no pdlo positivo, uma
fracdo ¢ incorporada dentro da micela e migra na mesma velocidade desta. A fracdo
remanescente migra na velocidade do fluxo eletrosmético. O equilibrio ¢ rapidamente
estabelecido e entdo os analitos neutros sdo separados pela diferenca nos coeficientes de
distribuicdo entre a fase micelar e a fase aquosa. A ordem de migragdo para analitos neutros
na MECK geralmente ¢ relacionada a hidrofobicidade do analito. Analitos mais hidrofébicos
interagem mais fortemente com as micelas ¢ migram mais lentos que os analitos hidrofilicos.

Além da separagdao de analitos eletricamente neutros ou nao idnicos, a MECK pode
aumentar a seletividade para separacao de analitos idnicos pela interagdo idnica entre o analito
e a micela (NISHI; TERABE, 1996), assim, a versatilidade da técnica em manipular materiais
de diversas classes quimicas em matrizes de amostras complexas sdo ilustradas pelas
representativas  aplicagdes nas dareas clinica, forense, ambiental, e farmacéutica
(KHALEDI,1997; GUBITZ; SCHMID, 2000; TAGLIARO; BORTOLOTTI, 2002).

Visando o aumento da seletividade das separacdes foram desenvolvidos métodos
adicionando ciclodextrinas ao meio micelar. Este método foi denominado de Cromatografia
Eletrocinética Micelar com Ciclodextrinas (MEKC-CD). Sendo neutras as ciclodextrinas
migram com a velocidade eletrosmdtica. A particdo diferenciada de solutos entre a micela e a
cavidade da ciclodextrina produz a seletividade extra requerida (TAVARES, 1997).

Solventes organicos também s3o freqiientemente usados em MEKC para reduzir a
afinidade de solutos hidrofobicos com a fase micelar. Em adi¢ao, tais solventes reduzem o

fluxo eletroosmotico e conseqiientemente expandem a janela de migragao (BAKER, 1995).
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Figura 11 - Representagdo esquematica da migragdo de solutos neutros por MECK-CD em fase micelar anidnica
(A) e na presenga de uma fase auxiliar (B). Detalhe mostrando mondmeros e micelas de SDS,
ciclodextrinas e a interacdo de diversos solutos neutros com ambas as fases. Um soluto nio retido
pela micela migra com a velocidade do fluxo eletrosmotico, Vosy. A velocidade eletroforética da
micela ¢ V. enquanto que sua velocidade aparente final é V;.(Cortesia Profa. Marina Tavares)

2.3.1.4.6.3 Isotacoforese

Neste modo, a amostra ¢ inserida entre duas solugoes diferentes, o eletrolito “lider” e o
eletrolito “terminador”. Ambos, cations e anions, podem ser analisados por esta modalidade,
entretanto em misturas distintas. Por exemplo, numa separagao isotacoforética de uma mistura
de cations, o eletrolito lider deve conter um cation cuja mobilidade seja maior que a
mobilidade de qualquer componente catidnico da amostra. Por outro lado, o eletrélito
terminador deve conter o cation de menor mobilidade. Quando o campo elétrico ¢
estabelecido, diferentes gradientes de potencial evolvem em cada banda, de tal forma que
todos os cations eventualmente migrem com velocidade constante e inica. Em regides onde
cations de menor mobilidade estdo presentes, o campo elétrico ¢ mais intenso. Estes solutos,
entretanto, movem-se com a mesma velocidade que os solutos de maior mobilidade, estes
ultimos submentidos a campos elétricos mais fracos. Portanto, as velocidade das bandas

individuais sdo auto-normalizadas (TAVARES, 1996).
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2.3.1.4.6.4 Eletroforese por Focalizacao Isoelétrica

A focalizagdo isoelétrica envolve a separa¢ao de solutos anfotéricos em um gradiente
de pH. Sob a influéncia do campo elétrico, um soluto negativamente carregado migra em
direcio ao anodo. Durante sua migracdo, o soluto experimenta regidoes de pH
progressivamente menor. Assim, uma fracdo cada vez maior do soluto torna-se protonada, e
desta forma, a carga efetiva ¢ alterada durante a migra¢do. Eventualmente, a carga total do
soluto torna-se zero, e sua migragdo ¢ interrompida. Cada componente da amostra migra para
uma regido de pH igual ao seu ponto isoelétrico, € permanecerd nesta posi¢do enquanto o

campo elétrico for operante (TAVARES, 1996).

2.3.2 Cromatografia a Gas (GC)

O termo cromatografia abriga técnicas de separacdo nas quais compostos sao
separados com base na parti¢cao ou distribuicao dos analitos entre duas fases em um sistema
dindmico. Na cromatografia gasosa (GC) temos um gas como fase mével e um liquido ou
solido como fase estaciondria. Quando a fase movel ¢ um liquido temos a cromatografia
liquida (cromatografia liquida de alta performance [HPLC], por exemplo) (FOWLIS, 1999).

A GC constitui um sistema no qual os analitos sdo particionados ou distribuidos entre
uma fase estacionaria (liquida ou so6lida) e uma fase mével gasosa, portanto, os compostos a
serem analisados tém que ser suficientemente volateis para que estejam sob forma de gas em
condi¢des experimentais para que possam ser transportados pela coluna. A volatilidade do
analito ¢ um dos fatores limitantes para a aplicacao da técnica (FOWLIS, 1999).

Um esquema da instrumentagdo para GC ¢ apresentado na figura 12.
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3

Figura 12 - Diagrama esquematico de um cromatografo a gas. Reservatorio de gés e controladores de pressdo
(1); injetor da amostra (2); coluna cromatografica e forno da coluna (3); detector (4); sistema
eletronico de tratamento do sinal (5) e registrador ou computador para registro do sinal (5)(Cortesia
Profa. Marina Tavares)

Algumas amostras precisam passar por uma etapa de derivatizacdo antes de serem
analisadas por GC. O objetivo da derivatizagdo ¢ aumentar a volatilidade do analito.
Compostos que possuem ligacdes do tipo pontes de hidrogénio usualmente tém elevados
pontos de ebulicdo, a eliminacdo das pontes de hidrogénio aumenta a volatilidade do
composto. Por outro lado, se a derivatizagdo constitui a unica alternativa para analise por GC,
talvez seja melhor a utilizacdo de outro método analitico. A derivatizacdo ¢ um modo
excelente de tornar um composto suficientemente volatil para andlise, mas para andlises
quantitativas precisas, a derivatizagdo introduz niveis adicionais de performance no método
que precisam ser validados, sendo factivel para uma amostra, mas para repetidas analises
torna-se prudente a investigacao de alternativas (FOWLIS, 1999).

Na GC, a amostra ¢ vaporizada e introduzida em um fluxo de um gas adequado
denominado de fase mdvel ou gas de arraste. Esse fluxo de gds com a amostra vaporizada
passa por um tubo contendo a fase estaciondria (coluna cromatografica), onde ocorre a
separacdo da mistura. A fase estacionaria pode ser um solido adsorvente (Cromatografia Gés-
S6lido) ou, mais comumente, um filme de um liquido pouco volatil, suportado sobre um
solido inerte (Cromatografia Gas-Liquido com Coluna Recheada) ou sobre a propria parede
do tubo (Cromatografia Gasosa de Alta Resolucao). Na cromatografia géas-liquido, os dois
fatores que governam a separacdo dos constituintes de uma amostra sdo governados pela

solubilidade do composto na fase estacionaria (quanto maior a solubilidade ,mais lentamente
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ele caminha pela coluna) e pela volatilidade (quanto mais volatil a substancia, ou seja, quanto
maior a pressao de vapor), maior a sua tendéncia de permanecer vaporizada e mais
rapidamente caminha pelo sistema. As substincias separadas saem da coluna dissolvidas no
gas de arraste e passam por um detector; dispositivo que gera um sinal elétrico proporcional a
quantidade de material eluido. O registro deste sinal em fun¢@o do tempo ¢ o cromatograma,
sendo que as substancias aparecem nele como picos com area proporcional a sua massa, o que

possibilita a analise quantitativa (FOWLIS, 1999).

2.3.2.1 Detectores

O detector por ionizagdo em chama (FID) ¢ dos mais comumente utilizados. Fornece
respostas como um detector universal para compostos organicos. Possuem boa linearidade
permitindo analises quantitativas acuradas e alta sensibilidade, o que favorece andlise de
tragos em misturas complexas. No entanto apresenta limitagdes por ndo responder a agua,
gases nobres, mondxido de carbono, dioxido de carbono, formaldeido e acido formico
(Fowlis, 1999).

Neste modo de detec¢do o efluente da coluna ¢ misturado com hidrogénio e oxigénio e
queimado. Como numa chama de hidrogénio e oxigénio ndo existem ions, ndo ha passagem
de corrente elétrica. Quando um composto organico elui, ele também ¢ queimado e ocorre
formagdo de ions e a chama passa a conduzir corrente elétrica. O ar e o hidrogénio sao
difundidos para o interior do coletor, onde se misturam ao efluente da coluna e queimam, ha
aplicacdo de uma diferenca de potencial entre o flame-tip € o coletor, pela formagdo de ions
na chama flui uma corrente elétrica que € registrada como um sinal.

A deteccao por espectrometria de massas (MS) ¢ baseada na ionizacao das moléculas
do soluto em uma fonte de ions e a separacdo dos ions ¢ gerada conforme sua relagdo
massa/carga por uma unidade analisadora, que pode ser um analisador magnético, um filtro
quadrupolo ou um sistema de ion-trap (FOWLIS, 1999).

A amostra ¢ fragmentada e ionizada em um padrdo caracteristico da espécie quimica.
Moléculas sao bombardeadas por elétrons (electron impact, EI) ou ions (chemical ionization,
CI). O ion formado se fragmenta em padrdes informativos de sua estrutura. Os fragmentos

resultantes sdo separados magneticamente de acordo com suas massas moleculares e
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contados. O grafico do numero de ions formados em func¢ao da razdo massa/carga dos ions €
o espectro de massas do analito.

A MS pode produzir o espectro de massa de cada componente que elui da coluna em
adicdo a dados quantitativos. Isto fornece rapida identificagdo dos componentes em misturas.
O espectrometro de massa ¢ universal na resposta ¢ pode ser seletivo conforme a demanda

(FOWLIS, 1999).

2.3.3 Cromatografia Liquida de Alta Performance (HPLC)

A cromatografia liquida (LC) ¢ uma técnica analitica utilizada na separagdo de
misturas em solugdo em seus componentes individuais. A separagdo repousa no uso de duas
fases diferentes ou camadas misciveis, uma das quais ¢ mantida estacionaria € a outra
movimenta-se sobre a primeira. LC é o nome genérico da cromatografia aonde a fase movel é
um liquido. A separagdo ocorre porque, sob um estado 6timo de varias condi¢des, cada
componente numa amostra vai interagir com as duas fases de formas diferentes e diferentes
também em relagdo a outros componentes da mistura. HPLC designa a cromatografia liquida
na qual a fase mével ¢ mecanicamente bombeada através de uma coluna que contém a fase
estacionaria. Um equipamento de HPLC consiste de um injetor, de uma bomba, de uma

coluna e um detector (Figura 13) (WESTON; BROWN, 1997).
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Figura 13. Instrumentagdo para cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Os métodos utilizados em cromatografia liquida podem ser classificados conforme o
mecanismo de retengdo, ou seja, pelo modo que o analito interage com a fase estacionaria. Na
cromatografia por adsor¢dao os analitos interagem com a fase estaciondria conforme a
premissa de que semelhante atrai semelhante, assim solutos polares serdo mais retidos por
fases estaciondrias mais polares. Nesta modalidade as moléculas do soluto estdo em contato
tanto com a fase estaciondria como com a fase movel. J4 no modo de particdo ocorre
competi¢ao entre as fases movel e estacionaria, ambas sdo liquidos. Na troca idnica o que rege
a separacdo ¢ a atracdo entre opostos; pode ser aplicada a qualquer soluto que adquira carga
em solugdo, a alteragdo do pH da solu¢do pode carregar eletricamente os solutos. Na
modalidade por exclusdo as particulas da fase estacionaria sdo manufaturadas com vérios
tamanhos de poros o que a faz se comportar como uma peneira, assim os solutos sdo
separados conforme seus tamanhos, sendo os maiores primeiro eluidos. Por fim, na
cromatografia por afinidade a separagdo ¢ regida pelo mecanismo de chave-fechadura,
prevalente em sistemas bioldgicos. O mecanismo de retengdo ¢ mais especifico, por outro
lado a técnica ¢ mais demorada e também tem elevado custo econdmico (WESTON;
BROWN, 1997).

Na cromatografia liquida existem ainda outros mecanismos de sor¢do que causam

separa¢do, dependendo da escolha de um liquido ou de um sélido como fase estacionaria, ou
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do tipo de solido utilizado. A cromatografia liquido-liquido utiliza uma fase estacionaria
liquida revestindo um suporte s6lido inerte. A separacao neste caso € devida as diferencas nos
coeficientes de particdo dos solutos entre as fases estaciondria e movel liquidas. Na
cromatografia liquido-liquido de fase normal, a fase estacionaria € relativamente polar e a fase
movel € relativamente apolar, enquanto que na cromatografia liquido-liquido de fase reversa a
fase estacionaria ¢ apolar e a fase movel € polar (LINDSAY, 1992). Na cromatografia de fase
reversa os componentes mais polares eluem primeiro pela sua maior solubilidade na fase
movel, aumentando-se a polaridade da fase movel aumenta-se o tempo de eluigdo; ¢ utilizada
para compostos organicos ionizaveis. Na cromatografia de fase normal o componente menos
polar elui primeiro, pela sua maior solubilidade na fase movel, aumentando-se a polaridade da

fase movel, o tempo de eluicdo diminui, utilizada para solutos nao i6nicos.
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2.4 PANTHERA ONCA: DADOS BIOLOGICOS

A onga pintada ¢ o maior felino das Américas, e Unico representante atual do género
Panthera no Novo Mundo (GONYEA, 1976). Pertence a subfamilia Pantherinae e a linhagem
Panther, juntamente com outros grandes felideos (JOHNSON; O’BRIEN, 1997). A
distribuicdo historica desta espécie se estendia do Arizona, Novo México e Texas no sul dos
Estados Unidos da América ao Rio Negro (40°S) ou Rio Santa Cruz (50°S) na Argentina
(ARRA, 1974; CARMAN, 1984). Atualmente ela esta oficialmente extinta nos Estados
Unidos, ¢ muito rara no M¢éxico, mas ainda pode ser encontrada na América do Sul
(HILTON-TAYLOR, 2000) (Figura 14) A destruicdao de habitats aliada a persegui¢do, devido
principalmente ao alegado prejuizo econdmico causado as criagdes de animais domésticos,
faz com que as populagdes venham sendo severamente reduzidas, estando entdo classificada
pela IUCN (Unido Internacional para Conservagao da Natureza) como espécie vulneravel a

exting¢ao e inclusa na Lista Oficial da Fauna Ameagada de Extingdo do IBAMA.

Y Alta probabilidade de x\\ :

sobrevivéncia a longo prazo

- Meédia probabilidade de
sobrevivéncia a longo prazo

| Baixa probabilidade de
L sobrevivéncia a longo prazo

Fonte: Angelo, Claudio. Biotecnologia pode salvar ongas-pintadas. Folha de S. Paulo, Sao Paulo, 6 fev. 2002.
Folha Ciéncia, p. A 16.

Figura 14 - Distribuicao geografica de Panthera onca

Os nomes comuns da espécie sdo onga-pintada, onca, onca-preta, jaguar, jaguar-

cangueu, jaguareté, cangugu (ROSSI, 2002)
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Seus habitos sdo solitarios e territorialistas, podendo formar casais durante o periodo
reprodutivo (OLIVEIRA, 1994). Suas atividades de deslocamento e caga ocorrem
principalmente a noite, sendo que nas demais horas do dia apresentam atividade local
(RABINOWITZ; NOTTIGHAM, 1986).

Possuem membros curtos e musculosos adaptados para escalar, nadar, rastejar e
capturar presas como queixadas (Tayassu pecari), jacarés (Caiman spp), e cervideos (géneros
Mazama, Blastocerus e Ozotocerus) (Wildlife Conservation Society 2002).

Predam também antas (Tapyrus terrestris), catetos (Tayassu tajacu) e capivaras
(Hidrochoerus hidrochaeris) (EMMONS, 1990; LEITE, 2002). Foi observado que em areas
limitrofes de parques e reservas com regides de intensa atividade agropecudria ocorre
utilizagcdo de animais domésticos como fonte de alimento, principalmente quando o acesso a
esse ¢ facilitado pela auséncia de barreiras, como cercas (LEITEI, 2002 apud VIAU, 2003)

O corpo ¢ robusto, compacto e musculoso, tendo tamanho médio de 132,7 cm (110,5 a
175,4 cm). As pernas também sao fortes e musculosas, as patas sdo bem grandes. A cauda ¢
relativamente curta, com 57,6 cm (40 a 68 cm), o peso ¢ em média 61,4 kg (35 a 130,5 kg)
(OLIVEIRA; CASSARO, 1999) e pode variar em funcdo do habitat, sexo e presas
disponiveis. O comprimento do corpo das fémeas ¢ em média 10 a 20% menor que dos
machos (Wildlife Conservation Society 2002).

A coloracdo varia entre amarelo bem claro e castanho-ocraceo, tendendo mais a
amarelo-acastanhado. O corpo é completamente revestido por pintas negras, que chegam a
formar rosetas dos mais diversos tamanhos, mas geralmente grandes e com um ou mais
pontos negros no seu interior. Segundo Dittrich (1979) individuos melanicos nao sdo raros,
ocorrem por heranca dominante. Por seu tamanho e padrdo de coloracdo difere de todas as

outras espécies de felinos neotropicais (ROSSI, 2002) (Figura 14).

1: LEITE, M. R. P.; OLIVEIRA, T. C.; PAULA, R. C.; INDRUSIAK, C. Por que promover a conservagdo de
carnivoros? In: (Ed.). Manual de identificacfo, preservacio e controle de predacio por carnivoros. Brasilia,
IBAMA: 2002. Por que promover a conservacao de carnivoros?, p.83
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Figura 15 - Onga-pintada (Panthera onca). Fonte: http:/lynx.uio.no/lynx/catsgportal/cat-website/20_cat-
website/home/index_en.htm

As oncas que habitam florestas sdo, em geral, mais escuras e consideravelmente
menores do que os animais que habitam areas abertas; a diferenca de tamanho pode ser devido
a grande abundancia de espécies de presas de grande porte existente na maioria dos ambientes
abertos (NOWELL; JACKSON, 1996).

Com base em observacdes comportamentais alguns autores sugerem que a maturidade
sexual ocorra entre 24 e 30 meses para fémeas e entre 36 e 40 meses para machos (WILDT et
al., 1979; RABINOWITZ; NOTTINGHAM, 1986), no entanto, em estudo da fun¢do ovariana
por meio de métodos ndo invasivos, Viau (2003) constatou que a puberdade comega por volta
dos 20 meses (18-20 meses de idade) e pode estar relacionada a parametros sazonais,
indicando uma possivel concentragdo da atividade reprodutiva durante a primavera. Esta
diferenca em relacdo aos dados de observacdes comportamentais estd provavelmente
relacionada com a ndo manifestacao do estro no inicio da atividade ovariana.

Ainda segundo Viau (2003), o estro de fémeas mantidas em cativeiro pode ocorrer
durante 7 a 15 dias e o inter-estro de 28 a 31 dias.

Durante a fase de estro, a fémea atrai um ou mais machos por sinais olfatorios e

auditivos e em poucos dias ocorrem muitas copulas que, segundo Eaton (1978), chegam a
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mais de 100 vezes por dia. O comportamento de copula para essa espécie ainda nao foi
descrito, porém muito provavelmente deva ser semelhante ao descrito para outras espécies de
felideos selvagens (MELLEN, 1993) e domésticos (FELDMAN; NELSON, 1996). O macho
imobiliza a fémea receptiva por trads, mordendo primeiramente a regido da nuca para em
seguida realizar a monta, primeiro com o auxilio dos membros tordcicos e depois com 0s
membros pélvicos. A fémea assume posicdo de lordose e desvia a cauda lateralmente. O
macho inicia movimentos copulatorios rapidos que duram poucos segundos (EATON, 1978).
Em seguida a fémea se desprende do macho e inicia um vigoroso rolamento em decubito
dorsal que dura alguns segundos, seguido, tanto no macho como na fémea, por lambedura da
propria regiao urogenital (FELDMAN; NELSON, 1996)

O periodo de gestagao dura de 90 a 111 dias, com nimero médio de dois filhotes (1 a
4), que param de mamar quando atingem 5-6 meses de idade e permanecem com a mae até
um ano e meio (SEYMOUR, 1989).

A longevidade para a espécie ¢ em média 12 anos em vida livre e 20 em cativeiro

(SEYMOUR, 1989; NOWELL; JACKSON, 1996 apud ADANIA et al., 2005).
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MATERIAL E METODOS
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 ANIMAIS

Neste estudo foram utilizadas amostras de fezes de Panthera onca (adultas)
remanescentes do projeto de pesquisa, nivel mestrado, realizado no Laboratorio de Dosagens
Hormonais — VRA — FMVZ - USP, que avaliou a atividade ovariana em ongas mantidas em
cativeiro pela quantificagdo de estrogenos e progestagenos por meio de radioimunoensaio,
que gerou a dissertagdo: “Estudo da fun¢do ovariana em fémeas de onga-pintada (Panthera
onca Linnaeus, 1758) mantidas em cativeiro, por meio da extracdo e quantificacdo de

esteroides fecais”, Viau (2003).

3.2 COLHEITA, ARMAZENAMENTO, QUANTIFICACAO POR RADIOIMUNOENSAIO
E SELECAO DAS AMOSTRAS FECAIS

As amostras fecais foram colhidas 2 a 7 vezes por semana, normalmente no periodo da
manha, durante 16 a 18 meses. O material fecal recolhido foi devidamente identificado quanto
ao animal e a data, e acondicionado em coletores pléasticos proprios que permaneceram
armazenados em freezer (-20°C) até o processamento.

A primeira etapa do processamento foi a liofilizagdo conforme técnica descrita por
Wasser (1991). Este procedimento garante a auséncia de ag@o bacteriana e permite a
padronizagdo do peso do material a ser utilizado. O processo de liofilizacao foi executado em
aproximadamente 12h com o auxilio do aparelho evaporador giratério Speed Vac (Speed Vac
—Sc110, Savant).

A vpartir da liofilizagio as amostras foram submetidas ao protocolo de extragdo
hormonal desenvolvido por Brown et al. (1994) e analisadas por radioimunoensaio em fase
solida, por meio de conjunto diagnostico comercial (COAT-A-COUNT, Diagnostic Products
Corporation, Los Angeles, CA, USA) desenvolvido para avaliacdo quantitativa de
progesterona (P4) e estradiol (E;) no soro humano, segundo o protocolo do fabricante,

utilizando-se como elemento tracador o 1'%,
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Baseando-se nos resultados obtidos por Viau (2003) foram selecionadas amostras de
uma fémea que recebeu tratamento para superovulacdo, que ndo entraram no experimento
citado anteriormente. Este material foi utilizado nos testes de desenvolvimento dos protocolos

de extragdo e recuperacdo, como também para o desenvolvimento da metodologia analitica.

3.3 PADROES E REAGENTES

Os padrdes de hormonios esterdides foram selecionados conforme revisdo de literatura
abrangendo trabalhos publicados nos ultimos dez anos nos quais foram pesquisados
hormonios encontrados em diversas matrizes biologicas (fezes, urina, soro etc.) por meio de
diferentes técnicas andliticas. Vale ressaltar que a aquisicdo dos padrdes envolve tramites
burocraticos excessivos, o que impediu aquisicdo de mais dezesseis outros padroes pelo
Laboratério de Cromatografia e Eletroforese Capilar —-IQ-USP. As estruturas dos padrdes sao

mostradas na quadro 3.

Estrutura Particularidades
H,GOH CORTISOL
CEOH 4-PREGNEN-118, 17, 21-TRIOL-3, 20-DIONE
HO HYDROCORTISONE
17-HYDROXYCORTICOSTERONE
11B,170,21-TRIHYDROXYPREGN-4-ENE-
© 3,20-DIONE
Ponto de Fusao 215-220°C
Peso Molecular 362.46
Formula Ca1 H30 Os
'C|1H3 4-PREGNEN-110a-OL-3, 20-DIONE
(els] 110-HYDROXY-4-PREGNENE-3,20-DIONE
HOo., 11a-HYDROXYPROGESTERONE
Ponto de Fusao 167-169°C
Peso Molecular 330.46
0 Formula Ca1 H3p O3
?HS 4-PREGNEN-17-0OL-3, 20-DIONE
(au] 170-HYDROXY -4-PREGNENE-3,20-DIONE
OH 170-HYDROXYPROGESTERONE
17-HYDROXYPROGESTERONE
4-PREGNEN-170-0OL-3,20-DIONE
0 Ponto de Fusao 216-218°C
Peso Molecular 330.46




Formula Ca1 H30 O3
Hzt?OH 4-PREGNEN-21-0OL-3, 20-DIONE
0 CORTEXONE
DESOXYCORTICOSTERONE
DOC
21-HYDROXYPROGESTERONE
o]
Ponto de Fusao 138-142°C
Peso Molecular 330.46
Formula C21 H30 O3
oH 1, 3, 5(10)-ESTRATRIEN-3, 173-DIOL
E 2
178-ESTRADIOL
Ponto de Fusao 174-175°C
HO Peso Molecular 272.38
Formula Cis Ha4 Oy
S 1, 3, 5(10)-ESTRATRIEN-3, 16a, 17B-TRIOL
E 3
ESTRIOL

16a-HYDROXY-17B8-ESTRADIOL
160-HYDROXY 178-ESTRADIOL

Ponto de Fusao 186-188°C
Peso Molecular 330.42
Formula Cz() H26 04
o 1, 3, 5(10)-ESTRATRIEN-3-OL-17-ONE
E 1
ESTRONE

3-HYDROXY-1,3,5(10)-ESTRATRIEN-17-
ONE

Ponto de Fusao 260°C
Peso Molecular 270.37
Férmula Cis Hy O
0 1, 3, 5(10)-ESTRATRIEN-3-OL-17-ONE
METHYL ETHER
ESTRONE METHYL ETHER

HCO /Qéjé

3-METHOXY-1,3,5(10)-ESTRATRIEN-17-

ONE
Ponto de Fusdo 171-173°C
284.39

Ci9 Ha4 Oy

Peso Molecular

Formula
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o

1, 3, 5(10)-ESTRATRIEN-17a-ETHYNYL-3,

WO=CH
17B-DIOL
ETHYNYLESTRADIOL
170-ETHYNYL-1,3,5(10)-ESTRATRIENE-
HO 3,17B-DIOL
19-NOR-1,3,5(10),17a-PREGNATRIEN-20-
YNE-3,17-DIOL
Ponto de Fusdo 181-183°C
Peso Molecular 296.4
Formula Cz0 Ha4 Oy
f|3H3 4-PREGNEN-6a-METHYL-17-OL-3, 20-
(o] DIONE ACETATE
0 ar DEPO-PROVERA
170-HYDROXY-60-METHYL-4-
PREGNENE-3,20-DIONE 170-ACETATE
o MEDROXYPROGESTERONE ACETATE

60-METHYL-17-ACETOPROGESTERONE
PROVERA

Ponto de Fusdo 205-207°C
Peso Molecular 386.52
F(’)rmula C24 H34 04

1
o
I

o

4-PREGNEN-3, 20-DIONE
4-PREGNENE-3,20-DIONE
PROGESTERONE

Ponto de Fusdo 128-130°C
Peso Molecular 314.46
Formula Cz1 H30 O3

OH

4-ANDROSTEN-17B-OL-3-ONE
173-HYDROXY-4-ANDROSTEN-3-ONE
178-HYDROXY-3-OX0O-4-ANDROSTENE
TESTOSTERONE

Ponto de Fusao 154-155°C
Peso Molecular 288.42
Formula Ci9 Ha3 O

OH
CHj

%

1, 4-ANDROSTADIEN-170-METHYL-17p-
OL-3-ONE
I-DEHYDROMETHYLTESTOSTERONE
DIANABOL

METANDIENONE
METHANDROSTENOLONE
O1-METHYLTESTOSTERONE
170-METHYL-31-TESTOSTERONE

Ponto de Fusdo 159-161°C
Peso Molecular 300.44
Formula Cy0 Hps O

Quadro 3 - Estruturas dos padrdes dos esteroides utilizados.
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As solugdes estoque de cada horménio (2000 pg mL™), foram preparadas dissolvendo-
se quantidades apropriadas dos padrdes em metanol. Todas as solugdes foram armazenadas a
temperatura de — 20 °C.

Todos os reagentes e solventes utilizados foram de grau analitico,
os padroes, a B-ciclodextrina (f-CD) e o tetraborato de s6dio foram obtidos da Aldrich/Sigma
(St. Louis, MO, USA). Dodecil sulfato de sodio (SDS) foi obtido da Riedel Haen (Seelze,
Germany). Metanol, etanol e acetonitrila, de grau HPLC, foram obtidas da Merck
(Darmstadt,Germany). O agente derivatizante ativado n-metil-n-trimetilsililtrifluoroacetamida
(MSTFA) foi obtido da Fluka (St. Louis, MO, USA).

Quando necessario, os solventes, eletrolitos e amostras foram filtrados em sistema da
Millipore.

Solugdes estoques de SDS e tetraborato foram preparadas na concentragdo de 100
mmol L.

A 4gua foi purificada pelo sistema de deionizacdo (Milli-Q Purification System,
Millipore Corp., Bedford, MA, USA).

Os cartuchos de extragao em fase sélida (SPE) contendo a fase reversa Strata X (60

mg/3mL)e C ;5 (60 mg/3 mL) foram obtidos da Phenomenex (Milford, MA).

3.4 EXTRACOES

Uma das etapas mais criticas envolvidas na andlise de matrizes complexas consiste na
extracdo e no isolamento dos analitos de interesse, de forma que seja efetuada sua
determinagdo qualitativa e quantitativa por intermédio de uma técnica analitica adequada. A
extragdo visa a remog¢ao do(s) analito(s) da matriz, enquanto a etapa de isolamento (clean-up)
focaliza-se na eliminagado de interferentes (LANCAS, 2004).

Foram testados sete tratamentos para as amostras: quatro protocolos de extracdo
liquido-liquido, um de hidrolise acida e dois protocolos de extragdo em fase sélida (SPE).

A extracdo liquido-liquido ¢ um processo de separagdo que se baseia na solubilidade relativa
dos solutos em solventes. O soluto dissolve-se mais prontamente e torna-se mais concentrado

no solvente que tem uma solubilidade mais elevada. Para uma extracdo liquido-liquido ser
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bem sucedida, o analito deve ser extraido quantitativamente da amostra pela fase organica
(LIMA, 2003).

Desde os primordios das analises de esterdides a extragao liquido-liquido € a técnica
predominantemente utilizada no processamento de matrizes biologicas, mas sua
popularidade vem decrescendo em favor de outras tecnologias mais eficientes. Sendo
utilizada como alternativa para o pré-tratamento da amostra, a polaridade dos esterdides e
sua capacidade de ligacdo a proteinas sdo aspectos importantes na selecdo dos solventes
para o procedimento de extragdo. Assim, para extracdo quantitativa do(s) analito(s), o
solvente escolhido deve ndo so dissolver os compostos de interesse completamente, mas
também ser capaz de romper as associacdes com proteinas (APPELBLAD; IRGUM, 2002).

A hidrolise acida ¢ um procedimento de desconjugacao dos hormdnios e eliminagdo de
interferentes da amostra (JI et al., 1995).

O principio da extragdo em fase solida envolve a particdo entre duas fases (um soélido e
um liquido). O composto a ser analisado, deve ter maior afinidade com a fase solida do que
com a matriz liquida (reteng@o ou adsor¢do). O composto retido deve entdo ser removido em
um estagio posterior por elui¢do com um solvente no qual este tenha maior afinidade do que
pela fase solida (eluicdo ou desor¢do). Dentre as técnicas de preparo de amostras, tanto
quando se deseja concentrar um composto ou eliminar interferentes, a SPE ¢ uma das mais
utilizadas quando uma rotina de trabalho ¢ necessaria.

Todos os procedimentos que serdo descritos a seguir foram testados quanto a
recuperagdo hormonal pos-extracdo por adicdo dos padroes dos esterdides as amostras. As
amostras que receberam aliquotas dos padrdes foram denominadas “dopadas” e aquelas sem
adicdo foram denominadas “brancas”. As amostras dopadas receberam 40 pL da solugdo
estoque (2000 pgmL™ em metanol) de cada padrdo e foram secas em banho-maria sob fluxo
de ar comprimido ou de nitrogénio. Para compara¢do, uma solucdo dos mesmos padrdes foi
preparada com os mesmos 40 pL de cada padrdo e 1560 pL de metanol a 10% em agua

deionizada.

3.4.1 Protocolo 01: Extracdo com Etanol/Metanol

Conforme a técnica descrita por Brown et al. (1994), Brown et al. (1995) e Brown et

al. (1996) uma aliquota de 0,2g de fezes (liofilizadas) foi fervida em 5ml de etanol (Etanol,
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P.A. Merck) 90% (90% etanol: 10% agua destilada) por 25 minutos. Durante este tempo o
etanol evaporado foi gradativamente reposto para que nenhuma amostra ressecasse, desta
forma ao final desta etapa o volume inicial foi mantido. O material foi homogeneizado em
aparelho vortex (PHOENIX, MOD AT 56) e em seguida centrifugado por 15 minutos a 500g
(Quimis), o sobrenadante foi recuperado e o pellet resultante ressuspendido em 5ml de etanol
(90%) e homogeneizado em aparelho vortex e recentrifugado. Os dois sobrenadantes foram
combinados e secos completamente em banho-maria com fluxo de ar comprimido (Lactea) e
armazenados até a dilui¢ao mais adequada e posterior inje¢cdo para analise.

Este protocolo foi submetido a analise por cromatografia a gas e eletroforese capilar.

3.4.2 Protocolo 02: Hidrolise Acida

A hidrolise 4cida foi conduzida conforme Ji e colaboradores (1995). Aos tubos
(amostras brancas e dopadas) contendo 0,2 g de fezes foram adicionados 3 mL de metanol e
450 pL de acido acético. A seguir as amostras ficaram lhora em estufa pré-aquecida a 100°C.
ApoOs o tempo na estufa as amostras foram deixadas em temperatura ambiente até que
esfriassem. Foi adicionado entdo 10 mL de diclorometano, tomando-se cuidado com a
formacao de gas, neste momento ¢ importante a utilizagdo de luvas e 6culos de seguranca. As
amostras foram entdo passadas no vortex por 2 minutos ¢ deixadas sob refrigeragdo por 10
minutos antes de serem centrifugadas por 5 minutos. A seguir a fase aquosa foi removida com
a utilizacdo de pipeta e foi adicionado ImL de uma solugdo de hidroxido de sédio/bicarbonato
de sodio (0,1 mol), foi feita uma nova passagem no vortex por 2 minutos seguida pela
centrifugacdo ¢ mais uma vez a fase aquosa foi descartada. Por fim adicionou-se 1 mL de
agua deionizada a fase organica, seguida por uma passagem no vortex e centrifugacdo e a
ultima fase aquosa foi descartada. A fase organica restante foi seca em banho-maria a 45°C
sob fluxo de nitrogénio. O extrato seco foi ressuspendido em 500uL de metanol, passado no
vortex por 1 minuto e foi adicionado entdo 1500 pL de 4gua deionizada (Milli-Q).

Este protocolo foi submetido a analise por eletroforese capilar.
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3.4.3 Protocolo 03: Extracio com Diclorometano/Metanol

Aos tubos (brancas e dopadas) contendo 0,2 g de fezes foram adicionados 4 mL da
solugdo de diclorometano/metanol (volume/volume), a seguir as amostras ficaram 30 minutos
no ultrasom, foram passadas no vortex por 1 minuto e entdo centrifugadas por 5 minutos. O
sobrenadante foi transferido para outro tubo e seco em banho-maria a 45°C sob fluxo de ar
comprimido ou nitrogénio. O extrato seco foi ressuspendido em 500uL de metanol, passado
no voértex por 1 minuto ¢ foi adicionado entdo 1500 pL de 4gua deionizada (Milli-Q).

Este protocolo foi submetido a analise por eletroforese capilar.

3.4.4 Protocolo 04: Extracdo com Acetonitrila/Etanol

Aos tubos (brancas e dopadas) contendo 0,2 g de fezes foram adicionados 4 mL da
solugdo de acetonitrila/etanol (volume/volume), a seguir as amostras ficaram 30 minutos no
ultrasom, foram passadas no vortex por 1 minuto e entdo centrifugadas por 5 minutos. O
sobrenadante foi transferido para outro tubo e seco em banho-maria a 45°C sob fluxo de ar
comprimido ou nitrogénio. O extrato seco foi ressuspendido em 500uL de metanol, passado
no voértex por 1 minuto ¢ foi adicionado entdo 1500 pL de dgua deionizada (Milli-Q).

Este protocolo foi submetido a analise por eletroforese capilar.

3.4.5 Protocolo 05: Extracdo com Acetonitrila

Aos tubos (brancas e dopadas) contendo 0,2 g de fezes foram adicionados 4 mL da
solugdo de acetonitrila (100%), a seguir as amostras ficaram 30 minutos no ultrasom, foram
passadas no vortex por 1 minuto e entdo centrifugadas por 5 minutos. O sobrenadante foi
transferido para outro tubo e seco em banho-maria a 45°C sob fluxo de ar comprimido ou
nitrogénio. O extrato seco foi ressuspendido em 500uL de metanol, passado no voértex por 1
minuto e foi adicionado entdo 1500 puL de dgua deionizada (Milli-Q).

Este protocolo foi submetido a analise por eletroforese capilar.
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3.4.6 Protocolo 06: Extraciao em Fase Sélida (SPE-SX)

A uma aliquota de 0.2g de fezes liofilizadas foram adicionados 4,0mL de acetonitrila
(Acetonitrila, P.A. Merck), a seguir as amostras ficaram 30 minutos no ultra-som, foram
passadas no vortex por 1 minuto e entdo centrifugadas por 5 minutos. O sobrenadante foi
transferido para outro tubo e seco em banho-maria a 45°C sob fluxo de ar comprimido ou
nitrogénio. O extrato seco foi ressuspendido em 500uL de metanol, passado no voértex por 1
minuto ¢ foi adicionado entdo 1500 uL. de agua deionizada. Os cartuchos de SX foram
condicionados com 5 mL de metanol, seguido de 5 mL de agua deionizada. Apds o
condicionamento, o extrato fecal foi introduzido no cartucho. Apds a passagem da amostra o
cartucho foi lavado com 1 mL de uma solu¢ao contendo 5% de metanol em 4gua e o eluato
descartado, na sequéncia o cartucho foi novamente lavado com 1 mL de metanol mas na
concentracdo de 100% e o eluato foi recolhido. Este extrato foi seco em banho-maria com
fluxo de ar comprimido e o residuo foi dissolvido em 500 pL de metanol, homogenizado
durante 2 minutos no vortex, sendo o volume completado para 2 mL com dgua deionizada.

Este protocolo foi submetido a andlise por eletroforese capilar.

3.4.7 Protocolo 07: Extracao em Fase Solida (SPE-C18):

A uma aliquota de 2,0g de fezes liofilizadas foram adicionados 8,0mL de acetonitrila
(Acetonitrila, P.A. Merck), este material foi previamente homogeneizado em aparelho vortex
e em seguida mantido em banho ultra-sdnico por 20 minutos, em seguida foi ajustado em
aparelho homogeneizador (Homogeneizador de Sangue AP 22-Phoenix) por 12 horas. Apds
este tempo os tubos foram colocados no aparelho multi-vértex (Multi-Tube Vortexer VX
2.500 — VNR Scientific Products) por 1 minuto e entdo centrifugados por 15 minutos a 500g.
O sobrenadante foi recolhido e seco em banho-maria com fluxo de ar comprimido. O extrato
foi ressuspendido em 500 pL de metanol, passado no vortex por 1 minuto e foi adicionado
entdo 1500 pL de agua deionizada passando novamente pelo vortex. A seguir o extrato
ressuspendido ¢ passado no extrator em fase solida C18, condicionado com 5 mL de metanol,
seguido de 5 mL de 4dgua deionizada. Apds o condicionamento, o extrato fecal foi introduzido

no cartucho. Apos a passagem da amostra, o cartucho foi lavado com 1 mL de uma solugdo
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contendo 5% de metanol em agua e o eluato descartado, na sequéncia o cartucho foi
novamente lavado com 1 mL de metanol mas na concentragdo de 100% e o eluato foi
recolhido. Apds a passagem no cartucho de C18 o eluido foi seco em banho-maria com fluxo
de ar comprimido e armazenado até a diluicdo mais adequada e injecao para analise.

Este protocolo foi submetido a analise por eletroforese capilar e cromatografia liquida
de alta eficiéncia.

Para analise em CE, as amostras submetidas a este protocolo tiveram seus residuos
dissolvidos em 125 pL de metanol, homogeneizados durante dois minutos (vortex) e os
volumes completados para 0,5 mL com agua deionizada.

Para andlise por HPCL o residuo foi dissolvido em 1 mL de acetonitrila para posterior

injecao.

3.5 METODOLOGIA ANALITICA

3.5.1 Eletroforese Capilar

Os experimentos foram realizados nos equipamentos P/ACE ™ System MDQ da
Beckman Coulter, (Laboratorio de Cromatografia e Eletroforese Capilar [LACE] do Instituto
de Quimica coordenado pela Prof* Marina Franco Maggi Tavares) e Hewlett-Packard (HP)
3D CE — Agilent (Instituto de Quimica — Departamento de Quimica Analitica — Nucleo de
Desenvolvimento de Combustiveis - Unesp-Araraquara coordenado pelo Prof. Arnaldo Alves
Cardoso) ambos equipados com detector arranjo de diodos, com operagdo na faixa de 190-600
nm, controlador de temperatura e programa de aquisi¢ao e tratamento de dados. Os capilares
de silica fundida utilizados foram adquiridos da Polymicro Technologies, Phoenix, AZ, com
dimensdes de 75 um d.i. e comprimento total 48,5 cm (40,5 cm até o detector). A janela de
detec¢do de aproximadamente 0,3 cm foi aberta pela remocao do revestimento de poliimida
do capilar. As amostras foram injetadas pelo modo hidrodindmico com pressao de 50 mBar x
3 s e detectadas em 214 nm e 254 nm.

O condicionamento do capilar foi feito através da passagem de solug¢do de hidroxido

de sodio 1,0 mol L durante 5 min, seguida de 4gua deionizada durante 5 min e solugio de
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eletrolito (40 min), no inicio de cada dia ou quando foi efetuada mudanga de condicdo de

analise. Entre as corridas o capilar foi condicionado com eletrélito durante 3 min.

Na primeira parte dos experimentos, efetuados no equipamento P/ACE ™ System

MDQ, para estabelecimento do eletrélito utilizou-se de um fatorial 2°, ou seja, de dois niveis

(+, -) (Tabela 1) e trés variaveis, que neste caso sdo as concentragdes de acetonitrila (ACN),

SDS e B-CD, para otimizar a separa¢ao dos esterdides.

Tabela 1 - Parametros experimentais investigados.

Fatores -np 1D 0

A B-CD (mmolL™") 5 10 75
B SDS (mmoIL™) 20 30 25
C Acetonitrila (%) 10 15 125

Todos os experimentos foram realizados em duplicata, entretanto, de modo a facilitar a

realizagdo dos trabalhos, as analises nao foram feitas de forma aleatoria. Os ensaios estao

dispostos na tabela 2.

Tabela 2 - Ensaios experimentais em todos os niveis de cada fator com ponto central.

Ensaio Fatores Variaveis (conc.)
A B C B-CD SDS ACN

1 - - - 5 20 10

2 + - - 10 20 10

3 - + - 5 30 10
4 + + - 10 30 10

5 - - + 5 20 15

6 + - + 10 20 15

7 - + + 5 30 15

8 + + + 10 30 15

9 0 0 0 7,5 25 12,5

Como o equipamento P/ACE ™ System MDQ precisou ser enviando para

manuten¢do, os experimentos foram transferidos para o equipamento HP 3D CE — Agilent do

LACE e posteriormente para um equipamento igual a este tltimo, mas pertencente ao Nucleo

de Desenvolvimento de Combustiveis (Unesp-Araraquara). Quando da mudanca de

equipamento, as condi¢des para a separagdo tiveram que ser novamente investigadas e
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procedeu-se a uma série de nove experimentos, nos quais se variou as concentragdes de SDS,
tetraborato de s6dio, acetonitrila, etanol e adi¢ao de B-ciclodextrinas no intuito de se obter o
eletrélito para separagdo dos esterdides mais eficiente.

Para a constru¢do das curvas analiticas foram utilizadas as solucdes padrdo dos
hormdnios. Etinilestradiol ¢ medroxiprogesterona foram empregados como padrio interno (5
ng mL™). Concentragdes no intervalo de 2,5 a 20 pg mL™' para, estriol, estrona, estradiol,
testosterona e progesterona foram obtidas. As curvas de calibracdo foram construidas
utilizando a concentragdo de cada hormdnio versus a razdo das areas dos picos (analito/padrao
interno).

Para determinar a exatiddo do método, ensaios de recuperacdo foram realizados. As
amostras de fezes foram dopadas em trés diferentes niveis de concentragao de estriol, estrona,
estradiol, progesterona e testosterona € uma concentragdo fixa dos padrdes internos. A
porcentagem de recuperagdo foi determinada por intermédio da comparagdo das respostas de
amostras extraidas de matrizes dopadas com concentracdo baixa, média e alta, em triplicata,
com aquelas obtidas para as solugdes padrdo ndo extraidas, as quais representam 100% de

recuperagao.

3.5.2 Cromatografia a Gas

Para analise estrutural dos componentes foram realizados experimentos com GC-FID.

Tais experimentos foram realizados no equipamento HP 6850 — Agilent (Instituto de
Quimica — Departamento de Quimica Analitica Unesp-Araraquara — Nucleo de
Desenvolvimento de Combustiveis coordenado pelo Prof. Arnaldo Alves Cardoso), equipado
com detector de ioniza¢do de chama (FID). A separagdo foi conduzida em uma coluna capilar
HP-5 (5% difenil e 95% dimetilpolisiloxano) com dimensdes de 30m x 0,250 mm x 0,25 m e
hélio usado como gas de arraste com velocidade linear de 25 mL/min. A Programagao de
temperatura do forno foi a seguinte: temperatura inicial de 150 °C por 2 min, aumentando 20
°C /min até 220 °C e mantida por 1 min, aumentando 3 °C /min até 280 °C e mantida por 15
min. As temperaturas do injetor e detector foram mantidas em 270°C e 290 °C,
respectivamente. O modo de inje¢do utilizado foi splitless volume de 1 pL. A aquisicdo e

tratamento dos dados foram feitas utilizando o software da HP Chemstation.
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3.5.2.1 Derivatizagao

Como dito anteriormente, o objetivo da derivatizagdo ¢ aumentar a volatilidade do
analito. Alguns dos esterdides e muitos de seus metabdlitos, devido a grupos hidroxilas ou
cetonicos em sua estrutura, necessitam para a analise por cromatografia a gas, uma prévia
derivatizacdo, diminuindo a estabilidade ao calor apresentada por estes compostos. Pela
derivatizagdo, introduz-se na molécula do esterdide um grupo de alto peso molecular,
propiciando maior seletividade e especificidade a técnica cromatografica. O agente
derivatizante = mais  utilizado, no caso dos esteroides é o n-metil-n-
trimetilsililtrifluoroacetamida (MSTFA). Esse agente possui a vantagem de poder ser utilizado
como solvente e assim ser introduzido diretamente no GC. Entretanto, o uso somente do
MSTFA nio ¢ efetivo na silaniza¢do de esterdides que possuem 17B-hidroxi-grupos. Desta
forma, ¢ necessario o uso de iodeto de amonio (NHyl) na constitui¢do da solucdo o que
permite a formacao efetiva de grupos trimetilsilil (TMS) nesses esterdides. Além disso, a
adicdo de um agente redutor, como o etanotiol evita a formacdo de iodeto sob acdo da luz,
estabilizando a solucdo derivatizante.

Uma aliquota de 25 pL. de cada hormonio, preparado em metanol, foi evaporada e o
residuo foi dissolvido em 200 pL do agente derivatizante MSTFA ativado (NH4I + etanotiol).
Os frascos, devidamente fechados, foram mantidos em estufa (80° C) por duas horas. Apds
este periodo os frascos foram entdo retirados da estufa e mantidos por 5 min a temperatura

ambiente para posterior injecao.

3.5.2.1 Silanizacao dos Tubos de Derivatizagao

Os frascos utilizados para a derivatizagdo devem ser tratados com agente silanizante
antes de serem utilizados. O procedimento de tratamento envolve diversas etapas:
1. Lavagem dos frascos com extran, enxagiie com agua destilada, secagem em estufa.
2. Manutenc¢do dos tubos por 5 min em solucdo potassica alcodlica (10%).

3. Lavagem dos tubos em 4gua corrente e enxagiie com agua destilada.



67

4. Manuten¢ao dos tubos em metanol por 30 min. Retira-se os tubos do metanol deixando-os
escorrendo em papel toalha por 3 min.

5. Secagem dos tubos por 30 min em estufa (60° C).

6. Manter os tubos em temperatura ambiente por 5 min. Adiciona-se o agente silanizante
(solugdo de diclorodimetillsilano a 10 % em tolueno). Deixa-se por uma hora.

7. Retira-se o agente silanizante, escorre-se em papel toalha e adiciona-se metanol (grau
HPLC) por 30 min.

8. Retira-se o metanol, deixa-se escorrer em papel toalha por 3 min.

9. Secagem por 30 min em estufa (60° C).

10. Adiciona-se acetona por 30 min.

11. Retira-se a acetona, deixando que os tubos escorram em papel toalha por 3 min.

12. Secagem por 30 min em estufa (60° C).

13. Os tubos entdo sdo fechados até serem utilizados para a reagao de derivagao.

3.5.3 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

Aproveitamos a oportunidade de proceder andlises no equipamento de HPLC do
Laboratério de Andrologia, do Dep. de Reproduc¢ao Animal (coordenado pela Profa. Valquiria
H. Barnabe) a titulo de comparac¢do com os resultados obtidos pela CE e também com intuito
de desenvolvimento de protocolo de metodologia para analise em cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas (LC-MS).

Os experimentos foram realizados no equipamento HP — Agilent equipado com
detector de arranjo de diodos, sistema de bombeamento e injetor automatico. O volume de
amostra injetado foi de 20 uL e a separagdo foi conduzida em uma coluna zorbax XDB Cg (15
m x 4,6 mm), utilizando como fase movel 1:1 v/v acetonitrila/agua. A aquisi¢do e tratamento

e dados foram feitas utilizando o software da HP Chemstation.



68

RESULTADOS E DISCUSSAO
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 COMPOSICAO DO ELETROLITO

4.1.1 Desenvolvimento do Método do Equipamento P/Ace '™ System Mdq da Beckman

Coulter

A principio estudou-se a separacdo simultdnea de uma mistura-teste constituida pelos
esteroides: 17-a-metiltestosterona, estriol, estrona, estronametileter, etinilestradiol, cortisol,
medroxiprogesterona, progesterona, testosterona; utilizando o método MEKC, uma vez que
os analitos ndo apresentam carga.

Durante experimentos preliminares observou-se que somente a interagdo do
analito/SDS ndo era suficiente para que ocorresse a separagdo (Figura 16), neste caso, a
resolugdo poderia ser melhorada pela adicdo de outras substidncias no tampdo de andlise,
como ¢ o caso dos solventes organicos (ex. metanol, etanol ou acetonitrila) ou seletores

quirais (ciclodextrinas) (SCHIMITT et al, 1997).

— PDA-214nm
0.010 r0.010
0.006 r0.006
2 2
< <
0.000 r0.000
-0.0067 r-0.006
L L L L A R D I I I L I I I
6 8 10 12 14 16 18 20 2

Mnutes

Figura 16 - Separagio da mistura-teste de esteréides utilizando sistema de micelar constituido por 30 mmolL™"
SDS, e tampdo tetraborato 20 mmolL™, pH 9,2 um capilar de silica fundida de 40,2 cm x 75 pm d.i.
(30 cm até o detector), os analitos foram injetados hidrodinamicamente, com pressdo de 0,3 psi/3s. A
tensdo aplicada foi de 20 kV, temperatura 23 °C e detecgdo em 214 nm .
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As ciclodextrinas (CDs) apresentam em sua cavidade interna caracteristicas
hidrofobicas, enquanto que a sua parte externa caracteristicas hidrofilicas, devido aos grupos
hidroxila ali presentes. A melhora na separagdo ocorre devido a interacdo do grupo
hidrofobico do analito no interior de cavidade hidrofobica da CD e também as interagdes
externas com os grupos hidroxila que estdo dispostos na estrutura das CDs, interagdes do tipo
dipolo-dipolo. As ciclodextrinas possuem diferentes graus de afinidade pelo analito, desta
forma, o analito terd seu tempo de migracdo alterado podendo assim, ser diferenciado de seu
par critico.

Como apresentado anteriormente na se¢do de metodologia, para otimizar a separacao
utilizou-se de um fatorial 2°, ou seja, de dois niveis (+, -) e trés variaveis, as concentragdes de
acetonitrila (ACN), SDS e 3-CD.

Para se obter uma separacdo completa das bandas eletroforéticas dos nove padrdes em
questdo, foi realizada previamente uma triagem das varidveis que poderiam influenciar os
experimentos através de “corridas exploratorias” (Figura 17), as quais indicaram que a
concentracdo de aditivo organico (acetonitrila), concentracdo de SDS e de seletor quiral

(ciclodextrinas) influenciavam na separagao.
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Figura 17 - Separacio dos esteroides utilizando sistema de micelar constituido por 25 mmolL™" SDS, 12% ACN,
10 mmolL™" B-Ciclodextrina e tampao tetraborato 20 mmolL™"', pH 9,2 um capilar de silica fundida de
40,2 cm x 75 pm d.i. (30 cm até o detector), os analitos foram injetados hidrodinamicamente, com
pressdo de 0,3 psi/3s. A tensdo aplicada foi de 22 kV, temperatura 22 °C ¢ detec¢do em 200 nm (A) e
254nm (B). 1) Estriol, 2) Cortisol, 3)Estrona, 4)testosterona, 5)Metiltestosterona, 6)Etinilestradiol,
7)Progesterona 8)Estronametileter, 9) Medroxiprogesterona

O tempo do ultimo pico e as resolugdes entre pares criticos foram as respostas
investigadas neste estudo. Estes pardmetros foram escolhidos a fim de se obter um tempo

menor de andlise com a resolucdo completa dos pares criticos, os quais apresentavam
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dificuldade na separagdao durante os experimentos prévios. Observou-se que quando se
aumenta a concentragdo de B-CD no eletrolito de separagdo os pares criticos tornam-se bem
resolvidos, independente da variacao individual da concentracdo de SDS e ACN, no entanto,
podemos observar que a interagdo entre 3-CD/SDS, B-CD/ACN e B-CD/SDS/ACN também
influenciavam a resolug@o dos pares criticos.

Apos a realizagdo dos ensaios observou-se que a separacdo dos esterdides utilizando
sistema micelar constituido por 25 mmolL’ SDS, 12,5% ACN, 7,5 mmolL"’ B-ciclodextrina e
tampao tetraborato 20 mmolL™", pH 9,2, foi o meio no qual se obteve uma melhor resposta em

relacdo resolugdo dos pares criticos (Figura 18).
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Figura 18 - Separagdo dos esterdides utilizando sistema de micelar constituido por 25 mmolL" SDS, 12,5%
ACN, 7,5 mmolL" B-Ciclodextrina e tampdo tetraborato 20 mmolL™", pH 9,2 um capilar de silica
fundida de 40,2 cm x 75 pm d.i. (30 cm até o detector), os analitos foram injetados
hidrodinamicamente, com pressao de 0,3 psi/3s. A tensdo aplicada foi de 22 kV, temperatura 22 °C e
deteccdo em 214 nm (A) e 242nm (B). 1) Estriol, 2) Cortisol, 3)Estrona, 4)Testosterona,
5)Metiltestosterona, 6)Etinilestradiol, 7)Progesterona 8)Estronametileter, 9)Metoxiprogesterona

Infelizmente ndo pudemos continuar a série experimental neste equipamento, que foi

enviado para manutencdo. Assim os experimentos passaram a ser conduzidos no equipamento

HP 3D CE — Agilent.

4.1.2 Desenvolvimento do Método no Equipamento Hewlett-Packard 3d Ce — Agilent.

Estudos preliminares demostraram que as condi¢des pré-otimizadas no MDQ nao
foram satisfatorias quando aplicadas ao equipamento da HP. Assim, uma nova série de
experimentos foi procedida (nove experimentos). Nesta fase utilizou-se os seguintes padroes:
estriol, cortisol, 11-a-hidroxiprogesterona (11-a-HP), estrona, testosterona, estradiol, 17-a-
metiltestosteona (17-a-MT), 17-a-hidréxiprogesterona (17-o-HP), 21-a-hidroxiprogesterona
(21-0-HP) e progesterona. Cada pardmetro analitico foi avaliado separadamente, com o
objetivo de escolher as melhores condigdes para a otimizagdo das etapas seguintes. No
primeiro experimento avaliou-se o efeito da concentragcdo de borato no sistema de separacao,
mantendo-se as concentragdes de SDS e do solvente constantes. Os resultados obtidos estao

ilustrados nas Figuras 19 e 20.
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Figura 19 - Eletroferograma de uma mistura padrdo. Concentragdo de cada horménio: 20 pg mL™. Condigdes de
separacdo: Capilar de 75 pm x 48,5 cm comprimento total (40 cm até o detector). Eletrolito: 30 mmol
L' SDS contendo 10 mmol L™ de tetraborato de sédio 10% acetonitrila, pH 9,2; tensdo: 20 kV;
injegdo: 3 s x 50 mbar; temperatura: 22°C, Identificagdo dos picos: 1. Estriol, 2. Cortisol, 3. 11-o-HP,
4. Estrona, 5. Testosterona, 6. Estradiol, 7. 17-a-MT, 8 17-a-HP, 9. 21-a-HP e 10. progesterona.
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Figura 20 - Eletroferograma de uma mistura padrdo. Concentragio de cada horménio: 20 pg mL™'. Condi¢des de
separacdo: Capilar de 75 pm x 48,5 cm comprimento total (40 cm até o detector). Eletrolito: 30 mmol
L' SDS contendo 20 mmol L de tetraborato de sodio e 10 % acetonitrila, pH 9,2; tensdo: 20 kV;
injec¢do: 3 s x 50 mbar; temperatura: 22°C, Identificag@o dos picos: 1. Estriol, 2. Cortisol, 3. 11-a-HP,
4. Estrona, 5. Testosterona, 6. Estradiol, 7. 17-a-MT, 8. 17-a-HP, 9. 21-a-HP e 10. progesterona.

O sistema de eletrolito selecionado proporcionou uma separagdo parcial dos analitos
investigados. O aumento da concentragdo de borato ndo proporcionou mudangas significativas
na separacdo do par critico 17-a-HP, 17-0-MT, mas proporcionou uma pequena melhora na
resolucdo do par critico 21-a-HP, progesterona.

No segundo experimento avaliou-se a adi¢do de B- ciclodextrina. A adi¢do de 5 mmol
L' B-CD proporcionou melhor resolu¢io entre os pares 17-0-MT, 17-a-HP, 11-a-HP,
estrona e 21-a-HP, progesterona (Figura 21). Mas ocorreram mudangas na ordem de elui¢ao

pela adigdo de ciclodextrina.
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Figura 21 - Efeito da adi¢io de B-CD o sistema de separagdo. Concentragdo de cada horménio: 20 pg mL™.
Condi¢des de separagdo: Capilar de 75 um x 48,5 cm comprimento total (40 cm até o detector).
Eletrolito: 30 mmol L™ SDS contendo 20 mmol L de tetraborato de sodio, 10 % acetonitrila e 5
mmol L de B-CD, pH 9,2; tensdo: 20 kV; injecdo: 3 s x 50 mbar; temperatura: 22°C, Identificacéo
dos picos: 1. Estriol, 2. Cortisol, 3. 11-a-HP, 4. Estrona, 5. Testosterona, 6. Estradiol, 7. 17-a-MT,
8. 17-a-HP, 9. 21-a-HP e 10. progesterona.

No terceiro experimento, para otimizar a resolugdo entre pares criticos uma maior
porcentagem de acetonitrila foi adicionada ao eletrolito. Solventes organicos sao
freqiientemente usados em MEKC para reduzir a afinidade de solutos hidrofébicos com a fase
micelar. Em adicdo, solventes organicos reduzem o fluxo eletroosmético e conseqiientemente
expandem a janela de migracao (Baker, 1995). O aumento da concentragao de acetonitrila
promoveu a separacao completa do par critico progesterona, 21-a-HP, mas proporcionou

coeluicao parcial dos pares estradiol, 11-a-HP e 17-a-MT, 17-a-HP (Figura 22).
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Figura 22 - Efeito da concentragdo de acetonitrila no sistema de separagdo. Concentragdo de cada hormoénio: 20
pg mL™". Capilar de 75 um x 48,5 cm comprimento total (40 cm até o detector). Eletrélito: 30 mmol
L' SDS contendo 20 mmol L™ de tetraborato de sodio, 12 % acetonitrila ¢ 5 mmol L™ de B-CD, pH
9,2; tensdo: 20 kV; injecdo: 3 s x 50 mbar; temperatura: 22°C, Identificacdo dos picos: 1. Estriol, 2.
Cortisol, 3. 11-a-HP, 4. Estrona, 5. Testosterona, 6. Estradiol, 7. 17-a-MT, 8. 17-a-HP, 9. 21-a-HP
e 10. progesterona.

O quarto experimento avaliou o efeito do aumento da concentragdo de B-CD no
sistema de separagdo. Foi observada a separa¢do completa dos pares criticos 17-0-MT, 17-a.-
HP e progesterona, 21-a-HP, mas por outro lado foi observada a perda de resolugdo entre os

picos do estradiol e 11-o-HP (Figura 23).



78

mﬁg_; 4 346 214 nm
.
1
5
4_:
] 10
3] 5?8 4
2 ] 2
1_,J_L.L.—*~‘&—MJ—-L‘—vU
=
mAU 1 3 10 254 nm
5 9
8] 7
8
B_
2
q_
2_
¥ T

0 25 & 75 10 125 15
tempo, min

Figura 23 - Efeito da concentragdo de B-CD no sistema de separagdo. Concentracdo de cada hormonio: 20 pg
mL". Capilar de 75 um x 48,5 cm comprimento total (40 cm até o detector). Eletrélito: 30 mmol L™
SDS contendo 20 mmol L™ de tetraborato de sédio, 12 % acetonitrila e 7,5 mmol L™ de B-CD, pH
9,2; tensdo: 20 kV; injeg¢do: 3 s x 50 mbar; temperatura: 22°C, Identificacdo dos picos: 1. Estriol, 2.
Cortisol, 3. 11-a-HP, 4. Estrona, 5. Testosterona, 6. Estradiol, 7. 17-a-MT, 8. 17-a-HP, 9. 21-a-HP
e 10. progesterona.

Com o objetivo de reduzir o nimero de varidveis no sistema de separag¢ao a otimizacao
passou a ser feita com base na mistura de solventes organicos no quinto experimento. De
acordo com a literatura (PEREIRA, 2005) a seletividade do sistema pode aumentar quando
acetonitrila ¢ usada em combinag@o com pequenas quantidades de etanol. O efeito da adi¢ao
de diferentes proporgdes acetonitrila/etanol ao eletrolito foi investigado, mantendo constantes
a concentragdo do eletrolito, tensdo aplicada e temperatura. O uso de solvente organico reduz
o fluxo e com isso uma melhor resolucdo pode ser obtida, mas a concentracdo do solvente

deve ser selecionada para proporcionar melhor resolugdo em um menor tempo de andlise.
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Para ndo aumentar de forma significativa o tempo de andlise em fung¢do do aumento da
concentragao de acetonitrila/etanol, a concentragao de borato foi reduzida.

Para estes experimentos a 17-a-MT, inicialmente selecionada como padrao interno, foi
substituido por outros dois padrdes internos sintéticos: etinilestradiol (214 nm) e
medroxiprogesterona (254 nm). A separacdao foi conduzida utilizando como eletrolito uma
mistura contendo 30 mmol L SDS, 15 mmol L de tetraborato de sodio, 15 % acetonitrila e

2,5 % de etanol. A figura 24 apresenta os resultados obtidos.
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Figura 24 - Efeito da mistura acetonitrila/etanol no sistema de separag@o. Concentracdo de cada hormonio: 20 pg
mL™". Capilar de 75 pm x 48,5 cm comprimento total (40 cm até o detector). Eletrolito: 30 mmol L™
SDS contendo 15 mmol L de tetraborato de sédio, 15 % acetonitrila e 2,5 % de etanol, pH 9,2;
tensdo: 20 kV; injecdo: 3 s x 50 mbar; temperatura: 22°C, Identificagdo dos picos: 1. Estriol, 2.
Cortisol, 3. 11-a-HP, 4. Estrona, 5. Testosterona, 6. 17-a-HP, 7. Estradiol, 8. etinilestradiol, 9. 21-a.-
HP, 10. progesterona e 11. medroxiprogesterona.

Como mostra a figura 24, foi possivel separar completamente seis dos onze hormonios
estudados. Como o aumento da proporcdo acetonitrila/etanol torna-se inviavel devido ao
grande aumento no tempo de andlise, a etapa seguinte (sexto experimento) foi avaliar
individualmente o efeito do solvente no sistema, mantendo as outras variaveis constantes. A
redu¢do da concentragdo de acetonitrila para 12,5% proporcionou a separagdo dos pares
criticos estriol, cortisol, estrona e testosterona, mas houve coelui¢do do par 17-a-HP, estradiol

(Figura 25).
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Figura 25 - Efeito da concentragdo de acetonitrila no sistema de separacdo. Concentragdo de cada horménio: 20
pg mL™". Capilar de 75 um x 48,5 cm comprimento total (40 cm até o detector). Eletrolito: 30 mmol
L' SDS contendo 15 mmol L™ de tetraborato de sédio, 12,5 % acetonitrila e 2,5 % de etanol, pH 9,2;
tensdo: 20 kV; inje¢do: 3 s x 50 mbar; temperatura: 22°C, Identificacdo dos picos: 1. Estriol, 2.
Cortisol, 3. 11-a-HP, 4. Estrona, 5.Testosterona, 6. 17-a-HP, 7. Estradiol, 8. etinilestradiol, 9. 21-a.-
HP, 10. progesterona e 11. medroxiprogesterona.

No sétimo experimento a concentragdo de acetonitrila foi reduzida para 10%, sendo
observada uma melhora na separa¢do do par 17-a-HP, estradiol, mas perda de resolugdo entre

os picos da 21-a-HP, progesterona e medroxiprogesterona (Figura 26).
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Figura 26 - Efeito da concentragdo de acetonitrila no sistema de separagdo. Concentragdo de cada hormodnio: 20
pg mL™. Capilar de 75 um x 48,5 cm comprimento total (40 cm até o detector). Eletrélito: 30 mmol
L' SDS contendo 15 mmol L™ de tetraborato de sodio, 10 % acetonitrila e 2,5 % de etanol, pH 9,2;
tensdo: 20 kV; inje¢do: 3 s x 50 mbar; temperatura: 22°C, Identificagdo dos picos: 1. Estriol, 2.
Cortisol, 3. 11-a-HP, 4. Estrona, 5. Testosterona, 6. 17-a-HP, 7. Estradiol, 8. etinilestradiol, 9. 21-a-
HP, 10. Progesterona e 11. medroxiprogesterona.

Como nao foram obtidos resultados satisfatorios com relagdo a concentracao de
acetonitrila, o oitavo experimento avaliou o efeito da concentra¢do de etanol no sistema de

separagdo. A figura 27 apresenta os resultados obtidos.
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Figura 27 - Efeito da concentragdo de etanol no sistema de separacdo. Concentracdo de cada hormoénio: 20 pg
mL™". Capilar de 75 pm x 48,5 cm comprimento total (40 cm até o detector). Eletrolito: 30 mmol L™
SDS contendo 15 mmol L™ de tetraborato de sodio, 10 % acetonitrila e 5 % de etanol, pH 9,2; tensdo:
20 kV; injecdo: 3 s x 50 mbar; temperatura: 22°C, Identificacdo dos picos: 1. Estriol, 2. Cortisol, 3.
11-a-HP, 4. Estrona, 5. Testosterona, 6. 17-o-HP, 7. Estradiol, 8. etinilestradiol, 9. 21-a-HP, 10.
progesterona e 11. medroxiprogesterona.

O aumento da concentragdo de etanol proporcionou uma melhor resolucio entre os
picos da 21-a-HP, progesterona e medroxiprogesterona, entretanto foram observados
coelui¢do do par estradiol, 17-a-HP longos tempos de analise (superior a 20 min).

Geralmente, o uso de altas concentragdes de solvente organico ndo ¢ recomendado
porque acima de 20% as estruturas das micelas sdo rompidas (BOWSER, 1998). Com base
neste comportamento, uma concentragdo maxima de 20% de solvente organico foi
estabelecida para o nono experimento. Como o uso individual dos solventes ja tinha sido
testado, foi avaliado o comportamento do sistema de separagdo utilizando uma mistura
contendo 10% acetonitrila/10% etanol. Para otimizar o tempo de andlise a concentragdo do
tetraborato de sodio foi novamente reduzida. A adi¢do de uma mistura contendo 10% de
acetonitrila e 10 % de etanol ao eletrélito promoveu a resolugdo completa dos onze hormdnios

avaliados (Figura 28)
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Figura 28 - Eletroferograma da mistura padrdo sob condi¢cdes otimizadas. Concentragdo de cada hormdnio: 20
pg mL™. Capilar de 75 um x 48,5 cm comprimento total (40 cm até o detector). Eletrolito: 30 mmol
L' SDS contendo 10 mmol L™ de tetraborato de sodio, 10 % acetonitrila e 10 % de etanol, pH 9,2;
tensdo: 20 kV; inje¢do: 3 s x 50 mbar; temperatura: 22°C, Identificacdo dos picos: 1. Estriol, 2.
Cortisol, 3. 11-a-HP, 4. Estrona, 5. Testosterona, 6. 17-o-HP, 7. Estradiol, 8. etinilestradiol, 9. 21-a.-
HP, 10. progesterona e 11. medroxiprogesterona

4.2 PROCEDIMENTOS DE EXTRACAO

4.2.1 Protocolo 01: Extra¢cao com Etanol/Metanol

A partir do estabelecimento da composi¢do do eletrdlito procedeu-se a
andlise por CE de uma amostra submetida ao Protocolo 01 de extragdo (Figura

29).
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Figura 29 - Eletroferograma de uma amostra fecal extraida a partir do protocolo 01. Capilar de 75 um x 48,5 cm
comprimento total (40 cm até o detector). Eletrolito 30 mmol L™ SDS contendo 10 mmol L™ de
tetraborato de sodio, 10 % acetonitrila e 10% de etanol, pH 9,2; tensdo: 20 kV; inje¢do: 3 s x 50
mbar; temperatura: 22°C.

Por se tratar de uma amostra complexa, com grande variagdo na sua composi¢ao, o
protocolo 01 mostrou-se inadequado a este tipo de analise demonstrando a presenga de muitos
interferentes, sendo necessdria a investigacdo de outros protocolos de extracdo para
procedimentos em CE.

A partir do mesmo protocolo de extragio procedeu-se a experimentagio em
cromatografia a gas com detec¢do por ionizagdo em chama como descrito anteriormente.
Infelizmente em nenhuma das amostras avaliadas foi confirmada a presenca dos padrdes

investigados (Figura 30).
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Figura 30 - Cromatograma dos hormonios analisados por CG-FID como descrito na se¢do experimental. A.
padrdo, B. amostra 1 e C. amostra 2. Identificagdo dos picos: 1.estrona, 2. testosterona, 3. estradiol, 4.
estriol, 5. 17 -a- HP, 6. 11 -a- HP, 7. cortisol e # ndo identificado.

A maior dificuldade encontrada em rela¢do aos experimentos conduzidos em GC foi o
processo de derivatizagdo. De 10 amostras derivatizadas somente duas puderam ser
analisadas, uma vez que este procedimento torna o composto muito sensivel a umidade (em 8
amostras ocorreu a formacao de cristais). Além disso, o processo de tratamento do material e

vidraria utilizado na derivatizagdo ¢ moroso € consome muito tempo.
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Com base nestes resultados e nos resultados preliminares obtidos na meck optamos

por abandonar a cromatografia a gas e investir na otimizagdo do método analitico com a CE.

4.2.2 Protocolo 02: Hidroélise Acida

A hidrdlise acida foi procedida a semelhanga do protocolo desenvolvido por Ji (1995)
com intuito de descojungar os esterdides, retirar da amostra residuos de proteinas e outras
substancias que causam ruido no eletroferograma, ou seja, o objetivo da hidrélise foi limpar a
amostra. Ao final do processamento o extrato seco apresentava-se castanho escuro, com
grumos aderidos ao vidro do tubo, a solubilizagdo em metanol foi muito dificil, necessitando
de varias passagens no vortex e ultra-som e ainda assim nao houve dissolugdo completa dos
grumos. Ao ser adicionada a dgua deionizada houve a formagao de um precipitado levando a
necessidade de se filtrar o extrato antes da injecdo. Foi programada uma seqiiéncia de injecao
de uma solugdo com os padrdes, seguida pelas amostras submetidas a hidrolise (dopada e

branca) e entdo obtivemos os eletroferogramas apresentados na figura 31.
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Figura 31 - Efeito da hidrdlise 4cida na extragdo de esterdides a partir de fezes de onga
pintada. Capilar de 75 pm x 48,5 cm comprimento total (40 cm até o detector). Eletrélito 30
mmol L™ SDS contendo 10 mmol L™ de tetraborato de sodio, 10 % acetonitrila e 10% de etanol,
pH 9,2; tensdo: 20 kV; injegdo: 3 s x 50 mbar; temperatura: 22°C

O resultado da hidrdlise ndo foi satisfatério, nos eletroferogramas observa-se que

houve perda de padrdes.

Quanto a avaliacdo da recuperagdo dos padroes adicionados a amostra obteve-se o

resultado apresentado na tabela 3.

Tabela 3 - Recuperacao apresentada pelo protocolo de hidrélise 4acida

Padroes Recuperacio
Estriol nc
11-alfa hp 9,0%
Estrona 13,0%
Testosterona 26,6%
17-alfa hp 46,1%
Estradiol 8,8%
21-alfa hp 9,8%
Progesterona 7,5%

nc: ndo foi possivel calcular

Além da baixa eficiéncia este protocolo apresentou consumo elevado de tempo e
descarte de grande volume de reagentes, formagdo de grande quantidade de grumos e

necessidade de filtragem do extrato.

4.2.3 Protocolo 03 : Diclorometano/Metanol

Neste protocolo o residuo seco obtido, tal qual o da hidroélise apresentava-se escuro e
com grumos, no entanto a coloragdo era mais clara e era menor a quantidade de grumos. A
ressuspensao em metanol foi rapida e completa, mas a solucdo tornou-se turva ao ser
adicionada a 4gua deionizada, fazendo-se necessaria a passagem por um filtro antes da
inje¢do. A figura 32 mostra os eletroferogramas da solucdo de padrdes e da amostra dopada

respectivamente.
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Apesar de apresentar maior eficiéncia que o protocolo anterior, as taxas de
recuperagdo ndo foram satisfatérias. A tabela 4 mostra a recuperagdo obtida por este

protocolo.
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Tabela 4 - Recuperagao apresentada pelo protocolo de extragdo em diclorometano/metanol.

Padroes Recuperaciao
Estriol nc
11-alfa hp 77,4%
Estrona 47.2%
Testosterona 36,6%
17-alfa hp 64,0%
Estradiol 48.1%
21-alfa hp 35,3%
Progesterona 24,4%

nc: ndo foi possivel calcular

Do ponto de vista do processamento laboratorial vale ressaltar que o diclorometano ¢
um liquido muito volatil, irritante paras as mucosas e cancerigeno, tornando o manuseio

perigoso para um numero elevado de amostras no caso de andlises rotineiras.

4.2.4 Protocolo 04: Acetonitrila/Etanol

O residuo apods a etapa de secagem apresentou-se amarelo citrino, sem grumos, no
entanto foi necessdria a permanéncia em banho ultra-sdnico por vinte minutos até a dissolugao
completa. A solugdo ficou turva apds a adicdo da dgua deionizada, mas como nao houve
formacdo de grumos ndo foi necessaria a filtragem do extrato. A figura 33 mostra
respectivamente os eletroferogramas dos padrdes, da amostra branca e da amostra dopada

deste protocolo.
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Figura 33 - Resultado da extragcdo com acetonitrila/etanol. Capilar de 75 pum x 48,5 cm
comprimento total (40 cm até o detector). Eletrolito 30 mmol L™ SDS contendo 10 mmol L™ de
tetraborato de sodio, 10 % acetonitrila e 10% de etanol, pH 9,2; tensdo: 20 kV; injegdo: 3 s x 50

mbar; temperatura: 22°C.

A mistura dos dois solventes promoveu um bom resultado,comprovado pelo
eletroferograma da amostra dopada. O calculo da recuperagao obtida por este protocolo esta

demonstrado na tabela 5.

Tabela 5 - Recuperacao apresentada pelo protocolo de extracdo em acetonitrila/etanol

Padroes Recuperacio
Estriol nc
11-alfa hp 97,1%
Estrona 89,4%
Testosterona 53,4%
17-alfa hp 85.4%
Estradiol 93,4%
21-alfa hp 78,5%
Progesterona 56,6%

nc: ndo foi possivel calcular

4.2.5 Protocolo 05: Acetonitrila

O extrato seco deste protocolo apresentou-se de coloragdo mais clara que a do
protocolo com acetonitrila/etanol, ressuspendendo-se facilmente em metanol formando uma
solugdo transparente que se turvou apos a adicdo da adgua deionizada. A figura 34 mostra os

eletroferogramas dos padroes, do branco e da amostra dopada deste protocolo.
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Figura 34 - Resultado da extragdo em acetonitrila. Capilar de 75 um x 48,5 cm comprimento total
(40 cm até o detector). Eletrolito 30 mmol L™ SDS contendo 10 mmol L™ de tetraborato de sodio,
10 % acetonitrila e 10% de etanol, pH 9,2; tensdo: 20 kV; injecdo: 3 s x 50 mbar; temperatura:

22°C.

Como demonstrado na tabela 6, a extracdo em acetonitrila apresentou a melhor
recuperagdo em relagdo aos outros protocolos testados neste estudo; apresentando também

melhor resolu¢do em um tempo de analise satisfatorio.

Tabela 6 - Recuperacao apresentada pelo protocolo de extracdo em acetonitrila.

Padroes Recuperacio
Estriol nc
11-alfa hp 97,3%
Estrona 94,3%
Testosterona 97,6%
17-alfa hp 99,0%
Estradiol 96,5%
21-alfa hp 97,8%
Progesterona 87,3%

nc: ndo foi possivel calcular

Os melhores resultados dos protocolos com acetonitrila devem-se provavelmente ao
efeito deste solvente na precipita¢ao de proteinas.

No entanto a impossibilidade de célculo da recuperacao do estriol para este protocolo
e para os demais deveu-se a presenca de interferentes, além disso a altura dos picos indica que
as concentragdes dos hormdnios nas amostras sdo muito baixas. Uma alternativa para eliminar

estes interferentes e concentrar os analitos ¢ a utilizagao da extracdo em fase solida (SPE).

4.2.6 Protocolo 06: Extracao em Fase Solida (SPE-SX)

A partir do protocolo de extracdo em acetonitrila, foi feita a passagem das amostras
dopada e branca no cartucho Strata-X e em seguida foi programada uma seqiiéncia de
injecdes da solugdo de padroes, e das duas amostras. Os resultados estdo expressos na figura

35.
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Figura 35 - Resultado da extracdo em fase sélida StrataX. Capilar de 75 um x 48,5 cm
comprimento total (40 cm até o detector). Eletrolito 30 mmol L™ SDS contendo 10 mmol L™ de
tetraborato de sodio, 10 % acetonitrila e 10% de etanol, pH 9,2; tensdo: 20 kV; injecdo: 3 s x 50
mbar; temperatura: 22°C.

Os resultados nao foram satisfatorios, entdo optou-se por testar a eficiéncia da coluna
na concentragdo dos hormdnios em estudo, assim foi feita a passagem da solu¢dao de padroes
pela coluna. Recuperou-se o eluido em metanol a 5%, que por recomendacao do fabricante €
desprezado, para verificarmos se nessa primeira eluicdo ndo teriam saido os esterdides, e
também o eluido com o metanol a 100% também foi injetado. Os resultados sdo apresentados

na figura 36.
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Figura 36 - Resultado do teste de eficéncia da extragdo em fase s6lida SX. Capilar de 75 pm x
48,5 cm comprimento total (40 cm até o detector). Eletrolito 30 mmol L SDS contendo 10 mmol
L de tetraborato de sodio, 10 % acetonitrila e 10% de etanol, pH 9,2; tensdo: 20 kV; injecdo: 3 s x
50 mbar; temperatura: 22°C.

Observa-se por estes resultados que a fase Strata-X ndo foi eficiente na concentracio
destes esteroides, provavelmente devido a uma interagdo muito forte entre estes e a fase

solida, ndo desfeita pela passagem do metanol.

4.2.7 Protocolo 07: Extracao em Fase Solida (SPE — C18)

Antes de testar a C18 com as amostras optou-se por repetir o0 mesmo experimento que
foi feito para a Strata-X, passando a solugdo de padrdes pela coluna e recuperando o eluido
em metanol a 5% e também o eluido com o metanol a 100%. Os resultados sdo apresentados

na figura 37.
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Figura 37 - Resultado do teste de eficéncia da extragdo em fase s6lida C18. Capilar de 75 um
x 48,5 cm comprimento total (40 cm até o detector). Eletrolito 30 mmol L™ SDS contendo 10 mmol
L de tetraborato de sodio, 10 % acetonitrila e 10% de etanol, pH 9,2; tensdo: 20 kV; injecdo: 3 s x
50 mbar; temperatura: 22°C.

Os eletroferogramas evidenciam a eficiéncia da coluna C-18, o eluido com metanol a
5% ndo apresenta sequer tracos dos hormonios e o eluido com metanol a 100% se aproxima
muito do eletroferograma dos padrdes.

A partir destes resultados montou-se a experimentacio com as amostras branca e
dopada, seguindo o protocolo de extragdo em acetonitrila e ressuspensdo em 500ul de

Metanol e 1.500uL de 4gua deionizada. O resultado ¢ apresentado na figura 38.
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Figura 38 - Resultado da extracdao em fase sé6lida C-18, extracdo em acetonitrila e
ressuspensdo em 500pL de metanol e 1.500pL de agua deionizada. Capilar de 75
pm x 48,5 cm comprimento total (40 cm até o detector). Eletrélito 30 mmol L™ SDS contendo 10
mmol L de tetraborato de sodio, 10 % acetonitrila e 10% de etanol, pH 9,2; tensdo: 20 kV;
injecdo: 3 s x 50 mbar; temperatura: 22°C.

Observa-se claramente nos eletroferogramas que houve uma melhora consideravel na
eficiéncia do método, mas optou-se por mais uma experimentagao ressolubilizando um
extrato seco da mesma amostra utilizada anteriormente num volume menor de solvente:
125uL de Metanol e 375uLl. de 4gua deionizada e obtivemos o eletroferograma apresentado na

figura 39.
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Figura 39 - Resultado da extracdao em fase sé6lida C-18, extracdo em acetonitrila e
ressuspensdo em 125ul de metanol e 375ul de agua deionizada. Capilar de 75
pm x 48,5 cm comprimento total (40 cm até o detector). Eletrélito 30 mmol L™ SDS contendo 10
mmol L de tetraborato de sodio, 10 % acetonitrila e 10% de etanol, pH 9,2; tensdo: 20 kV;
injecdo: 3 s x 50 mbar; temperatura: 22°C.

Com base nestes resultados foi desenvolvido o ultimo protocolo apresentado na se¢ao
de material e métodos, o protocolo 7. Devido a melhora na resolucdo do eletroferograma por
diminui¢do da concentracdo de solvente na fase de dissolucdo do extrato seco optamos por
testar se 0 aumento na quantidade de amostra (de 0,2g para 2,0g) influenciaria o resultado

final da separagdo. Os resultados sdo apresentados na figura 40.



103

DAD1 C, Sig=214,10 Ref=off (D:\HORMONIO\HORM0237.D)

3
>
c

- 142
Padroes

5 6 9 11

A

O =2 N W s O N ©

10 12 14 16 min

2 4 6
DAD1 D, Sig=254,30 Ref=off (D:\HORMONIO\HORMO0237.D)
mAU
10

2 4 6 8 10 12 14 16 min

DAD1 C, Sig=214,10 Ref=off (D:\HORMONIO\HORMO0238.D)

3
>
c

> ~
o o
oo b Lol

Amostra 04

a o
o O

3?

w
o

1elou2?

- N
o o o
whon il

| | | | | [ | | !
8

2 4 6 10 12 14 16 min
DAD1 D, Sig=254,30 Ref=off (D:\HORMONIO\HORM0238.D)
mAU

10

1elou2?

(2]
b b b b b |

DAD1 C, Sig=214,10 Ref=off (D:\HORMONIO\HORM0239.D)
mAU

60
50
40
30
20
10

Amostra 11

2 4 6
DAD1 D, Sig=254,30 Ref=off (D:\HORMONIO\HORM0239.D)
mAU

O =2 N W dHh OO N ®

2 4 6 8 10 12 14 16 min




104

Figura 40 - Resultado da extracdao em fase s6lida C-18, extracdo em acetonitrilaa partir de
2,0g de fezes liofilizadas e ressuspensdo em 125puL de metanol e 375uL de agua
deionizada. Capilar de 75 um x 48,5 cm comprimento total (40 cm até o detector). Eletrolito 30
mmol L' SDS contendo 10 mmol L de tetraborato de sédio, 10 % acetonitrila ¢ 10% de etanol,
pH 9,2; tensdo: 20 kV; injecdo: 3 s x 50 mbar; temperatura: 22°C.

O aumento na quantidade de amostra ¢ a ressuspensdao em um volume menor de
solvente contribuiram sobremaneira na eficiéncia do método. As amostras analisadas com este
protocolo tinham um intervalo de um més entre as coletas e o resultado apresentado nos
eletroferogramas demonstram claramente variagdo nas concentragcdes dos hormdnios em
relacdo ao tempo. Nao se pode afirmar com exatiddo quais sdo os hormonios expressos nas
analises, para tal mais padroes de esterdides fazem-se necessdrios ou analise por
espectrometria de massas. No entanto, a variacdo entre as amostras 04 e 11 quando
comparadas aos resultados obtidos por Viau (2003) através de radioimunoensaio (Figura 41)
confirmam a histéria clinica do animal do qual as amostras foram coletadas, um animal vindo
de vida-livre, com idade estimada na época das coletas em torno de 10 anos e que nado
respondeu ao protocolo de inducdo de ovulagdo muito provavelmente por estar entrando em

declinio na vida reprodutiva.
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Figura 41 - Representagdo grafica das concentracdes de estrogenos e progestinas fecais obtidas por
radioimunoensaio.



105

4.3 VALIDACAO DO METODO

O método foi validado para estriol, estrona, testosterona, estradiol e progesterona.

4.3.1 Precisao

A repetibilidade do método proposto em relagdo ao tempo de migragdo e area dos
picos foi determinada quanto ao desvio padrdo relativo (RSD) para dez consecutivas inje¢oes
da mistura padrio contendo 20 pg mL™ de cada horménio e 5 pg mL™ dos padrdes internos.
A tabela 7 apresenta os resultados obtidos. Os desvios padrao relativos foram inferiores a 0,55

% para o tempo de migragdo e 1,79% para a area relativa dos picos.

Tabela 7 - Performance do método analitico em relagdo a precisao.

Hormonio Tempo de migracdo |Tempo de|Area relativa
(min) migracio do pico
RSD (%) RSD (%)
Estriol 6,82 0,51 1,70
Estrona 11,7 0,17 1,77
Testosterona 11,9 0,42 1,79
Estradiol 13,2 0,39 1,79
Progesterona 17,4 0,30 0,94

RSD= desvio padrao relativo (n=10)

Para avaliar a precisdo do método desenvolvido, foram empregadas amostras de fezes
dopadas com as respectivas solugdes padrdo dos hormodnios estudados. A precisdo intra-
ensaios foi determinada em trés niveis de concentracao (baixa, média e alta), trés repeticdes
realizadas no mesmo dia. Os resultados obtidos para os experimentos de precisdo estdo

sumarizados na tabela 8.
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Tabela 8 - Precisdo intraensaios

Hormonio Concentrac¢ao |Intra-ensaios
pg mL™! RSD (%)
Estriol 5,00 2,22
10,0 1,09
20,0 1,78
Estrona 5,00 2,66
10,0 2,10
20,0 1,94
Testosterona 5,00 1,38
10,0 1,98
20,0 1,56
Estradiol 5,00 0,84
10,0 0,95
20,0 1,38
Progesterona 5,00 0,83
10,0 0,88
20,0 1,29

RSD= desvio padrao relativo (n=3)

4.3.2 Linearidade e Sensibilidade

Para a construgdo das curvas de calibragao foram utilizadas solu¢des padrao dos
hormoénios. As curvas analiticas e os limites de detecgdo estdo apresentados na tabela 9. Os
resultados mostraram boa linearidade (r> 0,998) na faixa de concentragdo estudada. Os limites
de detec¢do e quantificacdo foram calculados com base na razdo sinal/ruido 3:1 e 10:1,

respectivamente.

Tabela 9 - Parametros estatisticos das curvas de calibragao-

Hormonio Curva analitica R Limite de|Limite de
Deteccio” | Quantificacio
(pgmL™") | (ugmL™)

Estriol Y =0,849 X - 0,484 |0,9999 0,46 1,53
Estrona Y =1,34X-0,386 0,9988 0,30 1,0

Testosterona Y=1,78X+ 1,48 0,9990 0,21 0,70
Estradiol Y =1,44X + 0,634 0,9998 0,21 0,70
Progesterona Y =2,03X+299 0,9993 0,21 0,70

“faixa de concentragdo 2,5 - 20 ug m L™'; baseado na 4rea relativa dos picos. > S/N=13 °S/N= 10
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4.3.3 Exatidao

A exatiddo do método foi calculada como porcentagem de recuperagdo de uma
quantidade conhecida de analito adicionada a amostra. Na tabela 10 pode ser observado que

os valores da recuperacdo média foram de 81,2 a 96,9%.

Tabela 10 - Ensaios de recuperagao.

Hormonio Adicionado Encontrado |Recuperacio
pg mL! pg mL™! (%)
Estriol 5,00 4,06 81,2
10,0 8,55 85,5
20,0 17,3 86,3
Estrona 5,00 4,81 96,1
10,0 9,64 96,4
20,0 19,4 96,9
Testosterona 5,00 4,32 86,3
10,0 8,81 88,1
20,0 17,7 88.5
Estradiol 5,00 4,66 93,1
10,0 9,55 95,5
20,0 19,3 96,4
Progesterona 5,00 422 84,3
10,0 8,56 85,6
20,0 17,0 85,1

A partir deste mesmo protocolo de extracio foi feita uma analise em HPLC, no qual

obtivemos o cromatograma apresentado na figura 42.
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Figura 42 - Cromatograma dos hormonios analisados por HPLC-DAD, como descrito na se¢do experimental. A.
padrdo, B. amostra. Identificagdo dos picos: 1. estriol, 2. cortisol 3. estrona, 4. 11 -a- HP, 5.
estradiol, 6. testosterona, 7. etinilestradiol, 8. 17 -a- HP , 9. 21 -a- HP, 10. progesterona, 11.
medroxiprogesterona e # nao identificado.

Observa-se claramente um comportamento bastante similar aos experimentos
desenvolvidos utilizando a MECK. O cromatograma indica a possivel presenca de estrona na
amostra, o que sO poderia ser confirmado por espectrometria de massas acoplada a
eletroforese capilar ou cromatografia liquida.

A cromatografia liquida de alta performance ¢ uma técnica bem estabelecida nos
meios cientificos, no ambito de estudos por métodos ndo-invasivos ¢ utilizada como técnica
de apoio as técnicas imunométricas, permitindo a separa¢do dos principais compostos para
direcionar a escolha dos anticorpos para posterior quantificagdo por radioimunoensaio (RIA),
enzimaimunoensaio (EIA) ou imunoadsor¢do enzimatica (ELISA), mas, provavelmente por
motivos econdmicos e de operagdo, esta técnica ndo se estabeleceu como técnica de rotina,
pelo menos no que se diz respeito a realidade da grande maioria das instituicdes de pesquisa

com animais selvagens.
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5 CONCLUSOES

A andlise por cromatografia a gds com detec¢do por ionizagdo em chama mostrou-se
inadequada devido ao moroso processo de tratamento do material a ser utilizado para a

derivatizacao e a sensibilidade da reacao de derivatizacdo a umidade.

O protocolo de extracdo em acetonitrila foi satisfatorio como pré-tratamento da
amostra e aliado a extracdo em fase solida em C-18 apresentou bons resultados no que diz

respeito a sensibilidade, precisdo, recuperagao e tempo de analise.

Com base nos resultados obtidos, a metodologia de andlise por eletrocromatografia
micelar proposta pode ser considerada uma Otima alternativa para a analise de hormonios
esterdides em amostras fecais, comprovando a eficiéncia da eletroforese capilar como técnica
analitica no estudo dos metabolitos de esterdides sexuais em fezes, podendo ser utilizada em
analises de rotina nos laboratérios de endocrinologia, sobretudo naqueles que se dedicam as

metodologias ndo-invasivas de avaliagao da funcdo reprodutiva em animais selvagens.

As andlises por eletroforese capilar refletiram o padrao de excre¢do de metabolitos de

esteroides mensurados por radioimunoensaio.

Mais estudos sdo necessarios, principalmente com relacdo a composicao da amostra,
analises por espectrometria de massas seriam muito interessantes para solucionar tais

questoes.
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