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RESUMO

Este estudo avaliou uma metodologia para quantificacao de cortisol fecal em bovinos
usando HPLC-MS/MS, comparando os resultados com a técnica de
quimiluminescéncia. Para isso, amostras de fezes de nove animais foram coletadas
e o cortisol extraido pelo método liquido-liquido. A dosagem foi realizada por
comparagdo com curva de calibragdo. Os resultados mostraram variagoes
significativas nos niveis de cortisol, de ndao detectavel a 7.799 ng/mL, sugerindo
problemas na homogeneizacao das amostras. A metodologia provou ser viavel, mas
a falta de uniformidade na distribuicdo do cortisol nas fezes indica a necessidade de
uma homogeneizacado mais rigorosa antes de aplicar a técnica rotineiramente.

INTRODUCAO

A quantificacao de glicocorticoides (GC) é frequentemente empregada para avaliar o
bem-estar animal, devido sua funcdo no eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA) e
na regulacao do estresse (AGUIAR et al., 2023). Tradicionalmente, a dosagem é
realizada em amostras de sangue, método que pode induzir estresse e comprometer
a precisao dos resultados. Como alternativa, a andlise de metabdlitos de cortisol em
fezes se destaca como uma abordagem n&o invasiva, ndo estressante, e que nao
altera o comportamento natural dos animais (PALME, 2012). Este trabalho avaliou
uma metodologia para a quantificagéo de cortisol fecal utilizando HPLC-MS/MS.

MATERIAIS E METODOS:
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Foram coletadas amostras de nove animais, de ambos 0s sexos criados de forma
extensiva, com suplementacdo de sal mineral em uma regido de clima subtropical.
Fezes frescas foram coletadas diretamente da ampola retal, no periodo da manha,
armazenadas em sacos plasticos (4°C), homogeneizadas manualmente com
espatula, em menos de 30 minutos o processo para extragao do cortisol foi iniciado.
Para isso, foi adicionado 5 mL de metanol a 80% em 0,5 g de fezes em tubos de
vidro, a mistura foi agitada em vértex, por 2 min e centrifugada a 2.500 G por 15 min.
Os sobrenadantes foram filtrados com filtro de seringa (0,45 um) e transferidos para
vial de LCMS, e permaneceram congelados (-20 °C), até andlise. Para a curva de
calibracdo, foram extraidos 5g de amostras de um pool de fezes, que foram
adicionados com diferentes concentragdes de cortisol. Os pardmetros da analise por
LCMS/MS sao mostrados na figura 01.

tem 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
Temperature Limit(Maxi 90
Overdap Mode Off
Vial No.(Autosampler) 1-2
Injection Volume 10
Nebulizing Gas Flow 3.0
Drying Gas Flow 7.0
Heating Gas Flow 13.0 13.0 | L/min
Interface ESI
Interface Voltage 4.0 |kV
Interface Curmrent 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
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IG Vacuum 2.6e-03 Pa
PG Vacuum 1.4e+02 Pa
CID Gas 270 270 |kPa

Figura 01- Parametros do HPLC e do MS para detecgao do cortisol extraido das fezes.

Foram injetadas 14 amostras (9 animais e 5 para a curva de calibragdo) de 10 pL
cada, totalizando 28 injecdes (duplicata). Além disso, amostras de soro de trés dos
animais tiveram o teor de cortisol mensurado por quimiluminescéncia para
comparagao.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A figura 2 (A e B), mostra o cromatograma TIC+ usado para na deteccao do cortisol,
no tempo de 6,8 min e, a figura 2 (C) mostra a curva de calibragao utilizada na
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dosagem. Nos teores corrigidos com o teor de diluicdo, observou-se uma
discrepancia que varia do nao detectavel a 7.799 ng/mL (Tabela 01).
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Figura 02. A- Cromatograma TIC+ do cortisol extraido da amostra de fezes do animal 01. Verifica-se
que o pico referente ao cortisol ndo aparece nos tempos de retencao 6,80 e 7,05 min. B-
Cromatograma TIC+ do cortisol extraido da amostra do animal 36. Nota-se que o pico referente ao
cortisol € bem evidente nos tempos devidos. C- Curva de calibragdo para dosagem de cortisol nas
amostras.

Tabela 1 Comparacéao entre os teores de cortisol dosado nas fezes (LCMS-MS) com
o teor dosado no soro (quimioluminescéncia).

Valor dosado (ng/mL)

Método Média Desvio Padrao
LCMS/MS 1.166,71 2.429,89
Quimiluminescéncia 24,67 17,47

O cortisol, junto com outros esteroides e sais biliares, ndo é excretado
uniformemente no duodeno, 0 que pode causar concentracdo desigual nas fezes
(MOBIGLIA, 2014), justificando a importancia de uma homogeneizacao rigorosa das
amostras, talvez por falha nesta homogeneizacdo possa ser suposto a grande
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alteracao em alguns dos valores encontrados, chegando a 7.799 ng/mL em uma das
amostras, e com isto ha uma possivel falha na apresentacao dos resultados obtidos.

CONCLUSOES

O método de LCMS/MS permitiu a identificacdo e dosagem do horménio esteroide
cortisol em amostras de fezes de bovinos, indicando a viabilidade da metodologia.
Contudo, a discrepéancia entre os teores dosados nas fezes entre 0s animais e com
0 soro, sugere a necessidade de uma homogeneizagdo mais eficaz das amostras
antes de aplicar a metodologia para as andlises de rotina.
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