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RESUMO

O estresse em bovinos pode comprometer o desempenho produtivo e a saude dos
animais. A dosagem precisa do cortisol, principal horménio do estresse, é
fundamental para avaliar o bem-estar animal e identificar fatores de risco. Neste
estudo, avaliamos a eficacia da cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
massas em tandem (LC-MS/MS) para a dosagem de cortisol em soro bovino. Os
resultados demonstraram a superioridade da LC-MS/MS em relacdao aos métodos
tradicionais, proporcionando maior confiabilidade.

INTRODUCAO

O cortisol € um horménio esteroide relacionado ao estresse produzido pelas
glandulas adrenais e, em concentracbes altas no sangue prejudica a absorcao de
nutrientes, diminui o nimero e capacidade de células do sistema imune, interfere no
ciclo reprodutivo dentre outros (SANTANA et al., 2009). A dosagem do cortisol
plasmatico é feita pelos métodos de radioimunoensaio ou quimioluminescéncia, no
entanto, estes métodos apresentam limitagdes em termos de precisdo, custo e
geracdao de residuos, justificando a pesquisa por metodologias alternativas de
dosagens como o LC-MS/MS.

MATERIAIS E METODOS

Foram coletadas amostras de sangue de seis animais em tubos especificos, depois
centrifugado a 1200 rpm por 8 minutos. O soro foi recolhido individualmente e uma
amostra de referéncia com soro de todos os animais foi preparada num unico “pool”
de soro. Uma parte das amostras foi envida para laboratério clinico para dosagem
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por quimioluminescéncia. Na preparagdo das amostras para LCMS, foi diluido 100
uL de soro com 300 pL de agua em um microtubo que foi agitado em vortex. As
amostras (400 pL) tiveram os esteroides separados pelo método soélido-liquido
usando coluna isolute®-SPE. A eluicdo dos esteroides ocorreu com a adi¢do de
diclorometano (900 pL x 2) com fluxo por gravidade. Transferiu-se os eluatos para
vials de vidro que foram submetidos a secagem em estufa a 40 °C por 8 horas. Apds
evaporagao, o precipitado sélido foi redissolvido em 100 puL de fase moével (Agua
66% e Metanol 35% v/v). Os vials agitados em vortex por 30 s, e o liquido transferido
para um insert. Foi preparada uma curva de calibragdo de cortisol nas
concentragdes finais de 0.1, 20, 40, 60, 80 e 100 ng/mL, adicionando o horménio ao
pool de soro, extraidas conforme método descrito acima. Os parametros do LC-ES-
MS/MS podem ser vistos na figura 1.

item Value Setting Units
Mode Binary gradient Binary gradient
Total Flow 0.3000 0.3000 |[mL/min
B.Conc 35.0 35.0(%
Pump A Pressure 219 kgf/cm2
Pump B Pressure 220 kgf/cm2
Pump A Degassing Unit -95 kPa
Pump B Degassing Unit | Not Connected kPa
OvenTemperature 40.0 40|C
Temperature Limit(Maxi 90 90|C
Overlap Mode Off Off
Vial No.(Autosampler) 1-2
Injection Volume 10 ul
Nebulizing Gas Flow 3.0 3.0 | L/min
Drying Gas Flow 7.0 7.0 | L/min
Heating Gas Flow 13.0 13.0 [L/min
Interfface ESI
Interface Voltage 40|kV
Interface Cumrent 6.7 uA
Interface Temperature 370 370|C
Desolvation Temperatur 631 631|C
DL Temperature 110 110|C
Heat Block Temperatur 450 450|C
Conversion Dynode Volt 10.0 |kV
Detector Voltage 1.66 [kV
IG Vacuum 2.6e-03 Pa
PG Vacuum 1.4e+02 Pa
CID Gas 270 270 |kPa

Figura 1 — Parametros de ajuste do LC-MS/MS para detecgao de cortisol nas amostras.

As amostras foram injetadas num LCMS-8050 (Shimadzu), volume de 10 L, num
fluxo de 0,3 mL/min, coluna Shimpack (75 mm L, 2 mm I.D., 3 um), temperatura da
coluna de 40 °C. Na fase movel houve a mistura de: A) 5 mM formiato de aménio em
agua, B) 5 mM formiato de aménio em metanol. O gradiente foi feito por: 35%B (0-
2,5 min), 35%B 45%B (2,5-4,0 min), 45%B 80%B (4,0-12,0 min), 95%B (12,01-15,0
min), 35%B (15,01-18,0 min). O ion principal de m/z= +363,2 e 0s ions produto m/z=
121,1; 105,3; e 327,2 foram monitorados nas transicdes MRM e os cromatogramas
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TIC+ foram usados para calcular a area de cada pico no programa LabSolutions
Insight®.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O cromatograma TIC+ do ion principal € mostrado na figura 2.
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Figura 2 — Cromatograma TIC+ do cortisol extraido da amostra de soro, utilizado nas andlises de quantificacao.

A curva de calibracao (Figura 3A), depois de corrigida com o cortisol endégeno
(Figura 3B) apresentou coeficiente de variagdo de 0,60%, sendo aplicada nas
andlises.
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Figura 3 - Curvas de calibragédo para dosagem de cortisol nas amostras. A) Curva de calibragéo feita com
aliquotas de cortisol adicionado na amostra de pool de soro. Esta curva ndo considerou o teor de cortisol
enddgeno. B) Curva de calibragdo com o teor total de cortisol corrigido com o teor de cortisol endégeno.

Devido ao alto custo da analise por quimioluminescéncia, foram dosados o teor de
cortisol de apenas quatro amostras com valores evidenciados na tabela 1. Uma
diferenca nos resultados ja era esperada, porém, observa-se que todas as amostras
variaram na mesma ordem entre 0 minimo e maximo.

A amostra 01 foi a de menor teor e a amostra 36 foi a de maior teor. O animal 36 era
um boi castrado e espera-se que tenha um baixo teor de testosterona, o que poderia
influenciar em seu comportamento agressivo. O nivel elevado de cortisol para este
animal é justificavel, pois é produzido pelo cortex adrenal e ndo pelos testiculos. No
entanto, o valor medido por quimiluminescéncia estd anormalmente alto

Tabela 1 — Resultados das dosagens do teor de cortisol comparando os métodos.

Identificacao do Valor dosado (ng/mL) Diferenca
animal LC-MS/MS Quimioluminescencia (ng/mL)
01 11 10 +1
Pool de soro 12 12 0
12 32 20 +12
36 35 44 -9

Estudos demonstram que o método de LCMS é mais preciso, porém, é menos
usado devido ao alto custo (KARASHIMA & OSAKA, 2022).

CONCLUSOES

A dosagem precisa pelo método de HPLC-ESI-MS/MS permitiu a identificacdo do
cortisol em amostras de soro de bovinos, em concentragbes compativeis com o
método tradicional de quimioluminescéncia, principalmente nas concentracées mais
baixas, porém, esta sujeito a erros aleatérios durante o preparo das amostras.
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