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Introducéo

A utilizagdo de agonistas 32-adrenérgicos
(por exemplo, clenbuterol, salbutamol,
ractopamina, etc.) para fins ilegais, de
aceleracéo do crescimento em animais de
talho, é um gravissimo problema da Saude
Publica Veterinaria. Recentemente, uma
fabrica clandestina que produzia clenbuterol
foi descoberta na Holanda, tendo as
autoridades policiais e do Ministério da
Agricultura holandeses agido de imediato (2).
Também no nosso pafs a Diregdo Geral da
Pecuaria, por meio do Instituto Nacional de
eterinaria, tém relatado a presenca de
animais tratados ilegamente com compostos
":2 agonistas, segundo estudos realizados por
amosiragens aleatdrias em matadouros
nacionais (Prof. Dr. A.A. Dias Correia,
comunicacao pessoal).
Varias e sofisticadas tecnologias
atoriais oodem ser empregues para

La'ado entre as mais populares a
gh performance liquid
graphy’), a GC-MS (“gas

aphy-mass spectrometry”), e a
zyme-linked immunosorbant
ias tecnologias sdo muito

pida e exacta, para efectuar a
: :uantifioagéo do salbutamol no-
humanos (1). A técnica recorre
:g afia em camada delgada de alta
(HPTLC ou *high performance thin
=r chromatography”) para separar um
COfpo C":fado gue surge apos uma reacgao
rwauzaoao especmca para o
uanndade de salbutamol que
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por raios laser na regiao
spectro luminoso. No presente
eniamos resultados da

Jua ) de salbutamol em plasma de
bowino oncentracoes variando entre 1 e
20 nanogramas de salbutamol por mililitro.

Materiais e Métodos

Plasma de bovino, obtido com EDTA, foi
adicionado de salbutamol para se obterem
concentracodes finais de 1, 10 e 100 ng/ml. O
plasma foi entdo submetido a um processo de
extraccao por adsorgdo em fase reversa com
mini-colunas de Sep-Pak C18 (Millipore
Waters Associates, E.U.A.), e o composto
adsorvido eluido com metanol (Merck,
LiChrosolv, Alemanha). A reaccéo de
derivatizacdo (figura 3) processou-se com
N,N-dimetil-p-fenilenodiamina, em meio
oxidante e a temperatura ambiente, num
espaco livre de luz. Para contornar o
aparecimento de produtos secundarios, nao
desejaveis, que eventualmente surgissem por
causa do reagente de derivatizacdo, presente
sempre em excesso, 4-(2-dimetilaminoetil)
fenol sulfato foi junto ao meio de reacgdo. A
indoanilina obtida pela reacgéo de
derivatizacao especifica do salbutamol era
entdo extraida com cloroférmio (Merck,
LiChrosolv, Alemanha), e aliquotas de 6
aplicadas em placas de HPTLC (Silica gel 60,
Merck, Alemanha) (figura 1). Um sistema de
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Fig. 1 - Camara cromatografica com a placa de HPTLC em
desenvolvimento, no respectivo suporte metélico
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solventes (fase mével) composto por etil-
acetato:cloroférmio:metanol (todos os
reagentes Merck, LiChrosolv, Alemanha)
(60:40:1 (v/v)) deslocava-se 3,5 cm a partir da
linha de aplicagdo das amostras. Menos de
cinco minutos eram suficientes para a frente
do solvente progredir esta distancia. Apds
secagem das placas numa “hotte” a
temperatura ambiente, a leitura das
absorvancias da luz monocromatica a 633 nm
era efectuada num densitémetro LKB 2202
(LKB Produkter AB, Suécia), com fonte de luz
laser (figura 2). O sinal de saida foi
processado por um registador integrador
HP3390A (Hewlett-Packard Company, E.U.A.)
(figura 2), e as dreas abaixo dos picos
correspondentes ao salbutamol nos
cromatogramas, usadas para construir uma
curva de calibragao.

Fig. 2 - Densitémetro laser LKB 2202 (& esquerda) e registador-
-integrador HP 3390A (& direita)

Resultados

A figura 4 apresenta os picos integrados
correspondentes aos cromatogramas para as
quatro concentragdes de salbutamol
presentes no plasma de bovino.

As observagdes foram feitas em duplicado
(excepto para a concentragao de 1ng/ml), e as
médias tratadas por regresséo linear. Na
sequéncia, uma férmula preliminar para a
nossa curva padréo é:

Y = 850809 + 201013 * X
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com um coeficiente de correlagéo linear
r=0.9963, e probabilidade para a hipotese
nula de HO: P<0,01. Esta regressao ¢ a das
areas absolutas do picos, sobre as varias
concentracdes utilizadas expressas em ng/ml.
Os picos sobre os cromatogramas
apresentam um perfil perfeito, devido a
elevada absorvibilidade molar do composto
cromdforo, e falta de interferéncia de outras
substéncias sobre a absorcdo da luz laser.
Embora o croméforo também absorva luz
ultra-violeta, um grande nivel de interferéncia
de véarios componentes seria entao passivel
de ser notado sobre os cromatogramas (vide
resultados na referéncia 1).

Discusséo

A técnica que foi implementada na Secgéo
de Bioquimica da FMV, UTL, tem uma
sensibilidade de 1 ng/ml, com o plasma de um
animal de talho. A linearidade da resposta
obtida, em funcéo das concentragbes
ensaiadas, é patente. O tempo de
cromatografia & extremamente curto (muito
inferior a cinco minutos), quando comparado
com os tempos para a separagdo analitica em
HPLC ou GC-MS. Por outro lado, uma Unica
placa de HPTLC permite processar até vinte
amostras simultaneamente, naquele breve
intervalo de tempo. As proprias leituras
densitométricas sdo extremamente rapidas,
na medida em que a sonda laser percorre 3,5
cm, ou menos (mas sempre uma disténcia
fixa), sobre cada amostra, e o densitémetro
LKB 2202 memoriza programas ajustados
pelo operador, podendo processar as leituras
e integracdo de dados automaticamente.

Para o processamento dos seus dados de
cromatografia os autores do relatorio inicial,
aplicado ao plasma humano, usaram da
medic&o da altura dos picos, correspondentes
ao salbutamol, sobre os cromatogramas (1).
Porém, no nosso caso trabalhamos com as
areas abaixo dos picos de interesse, sendo
seguramente este um método mais exacto de
efectuar os calculos. O facto de trabalharmos
com radiacéo laser, monocromatica, de
intensa energia, na regido vermelha do
espectro luminoso, permite evitar
interferéncias secundarias sobre os
cromatogramas, e consequentemente estes
apresentam um perfil ideal (figura 4).



SALBUTAMOL

HOH,C
HO@CH(OH)CHZNHC(CH3)3

O'@CH(OH)CHQNHC(CH3)3

HOHzc

N, N-DIMETIL-p-FENILENODIAMINA

HoN —@ N(CH3)2

¢ KsFe(CN)g

HOHQC

INDOANILINA SUBSTITUIDA
(Derivada do Salbutamol)

—} START 0 ng/ml
-
STOP
RUN # 13 DEC/18/91  19:08:53

NO RUN PEAKS STORED

START 10 ng/ml
.39
STOP
RUN #7 DEC/18/91  18:52:05
AREA%
RT  AREA TYPE ARMHT  AREA%

0.39 3998700 PB 0.074 100.000

TOTAL AREA= 3998700
MUL FACTOR= 1.0000E+00

- START 1 ng/ml

S 38

STOP

RUN #9 DEC/18/91  18:58:08
AREA%

RT  AREA TYPE ARMHT  AREA%

0.38 851530 BB 0.056 100.000

TOTAL AREA= 851530
MUL FACTOR= 1.0000E+00

START 100 ng/ml
.39
STOP
RUN #11 DEC/18/91  19:03:45
AREA%
RT AREA TYPE ARMHT  AREA%

0.39 2.1898E+07 SBB 0.080 100.000

TOTAL AREA= 2.1898E+07
MUL FACTOR= 1.0000E+00
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Num estudo comparativo entre a HPTLC e
a GC-MS efectuado quando este tipo de
tecnologia foi primeiramente desenvolvido,
constatou-se que a precisao (coeficientes de
variagdo inter e intra ensaios) dos dois
métodos era sobreponivel (1). Mas com a
concentragdo mais baixa (1 ng/ml) ambos os
coeficientes tém tendéncia a aumentar.
Todavia, é de notar que a amplitude maxima
para a absorvéncia, ajustada no densitémetro,
aparentemente pode influenciar
desfavoravelmente a precisao para valores de
absorvéncia superiores a 2,0 por causa da
natureza logaritmica da escala. Por outro
lado, as recuperagdes de salbutamol obtidas
com a andlise por HPTLC e densitometria
laser, foram numericamente superiores na
maioria das observacdes relatadas no
primeiro desenvolvimento deste tipo de
tecnologia, quando comparadas-com as de
GC-MS. Nao ha duvida que qualquer espectro
de massa, com mudltiplas espécies idnicas
fragmentadas de carga +1, é muito complexo
para ser processado, principalmente se
surgirem espécies de fragmentagéo do
composto derivatizado. Talvez que este Ultimo
aspecto tenha prejudicado de algum modo as
recuperacdes com o método de GC-MS. A
reaccdo de derivatizacao ilustrada na figura 3
é especifica para o salbutamol na forma de
base livre, e qualquer dos seus catabolitos
sulfatados ou glucoronoconjugados nédo
podem interferir nesta reacgdo (1). Por outro
lado, ndo esté ainda definitivamente
esclarecido se reacgBes como esta, ou nela
baseadas, poderado ser usadas com outros
compostos B2-agonistas empregues
ilegalmente. A obtengdo dum croméforo
adequado serd sempre o problema principal.

O processamento inicial das amostras
recorre a adsorcdo em fase reversa. Este é o
processo cromatografico actualmente mais
especifico para separar analitos a partir de
matrizes bioldgicas extremamente complexas
(3). Adicionalmente, € um processo
extremamente simples e pratico. As mini-
colunas estéo disponiveis no mercado preé-
empacotadas, e a sua activagao, e a eluicéo
do analito, sdo obtidas com solventes a baixa
presséo.



Conclusao

Em concluséo, esta técnica de separagéo
por HPTLC associada a quantificagéo por
densitometria laser, é fidedigna, exacta e
precisa. No aspecto de instrumentacéo
apenas requer aparelhagem pouco
dispendiosa e de facil manutencéo. As
caracteristicas de rapidez do processo de
extracgéo dos analitos das amostras,
separacéo cromatogréfica muito célere, e
leitura densitométrica facil, com possibilidade
de integrac@o dos cromatogramas, tornam
toda a técnica extremamente competitiva.
Sublinhamos que é muito desejavel extender
este género de tecnologia para a detecgdo e
quantificac@o de outros agonistas 32-
adrenérgicos.
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