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VALIDACAO DE UM METODO DE ENZIMOIMUNOENSAIO (EIA) PARA
DETERMINACAO DE ESTRADIOL EM FEZES DE PEQUENOS FELIDEOS
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Um procedimento altamente sensivel de enzimoimunoensaio (EIA) para determinacdo de
estradiol (E2) em fezes de pequenos felideos em microplacas foi validado. Para a validagao
do método referido, as mesmas amostras fecais (n=156) foram processadas pelo método
tradicionalmente empregado, o radioimunoensaio (RIA) e também através do EIA. As
amostras fecais foram inicialmente analisadas para metabdlitos de estradiol de acordo com
o método de RIA descrito por Brown et al. (1994, Biol. Reprod. 51:776-786), exceto que as
amostras ndo foram secas antes da andlise. As amostras foram descongeladas e
aproximadamente 0,5 g de fezes, previamente bem misturadas, foram fervidas em 5 ml de
etanol aquoso (90%) durante 20 min. Apés centrifugagdo em 500 X g durante 10 min, o
sobrenadante foi recuperado e o pélete ressuspendido em 5 ml de etanol 90%, turbilhonado
("vortex") por 1 min e recentrifugado. Os dois sobrenadantes de etanol foram combinados,
evaporados completamente, redissolvidos em 1 ml de metanol e diluidos em solug¢ao salina-
fosfato tamponada (0,01 M POy, 0,14 M NaCl, 0,5% BSA, 0,01% NaNj3) antes da anélise.
Os radioimunoensaios foram validados para cada espécie através da demonstracdo: 1)
paralelismo entre as curvas de inibi¢do de ligagcdo das dilui¢des de extrato fecal e o padrao
de esterdide apropriado; e 2) recuperacdo significante (> 90%) do esterdide exdgeno
adicionado aos extratos fecais. A eficiéncia da extracdo de esterdides fecais variou de 90 a
100% como determinado pela recuperacio de “H-estradiol adicionado antes da extragdo.
Metabdlitos de estradiol foram medidos como descrito por Brown et al. (1994). O ensaio de
estradiol utilizou um anti-soro anti-estradiol-17f, um "rétulo” de *H-estradiol-17B e
padrdes de estradiol. A dose minima detectavel baseada em 90% de ligacdo maxima foi 5
pg/tubo. Os coeficientes de variagdo intra- e interensaio para ambos os ensaios foram
<10%. Todas as concentragdes hormonais fecais foram expressas baseadas em grama de
peso fecal umido. O método de EIA foi validado através da demonstragdo do paralelismo
dos resultados com o RIA. Em comparacdo com o RIA, o EIA foi mais sensivel. Em
conclusdo, além de ser ndo radioativo e de baixo custo, o método oferece vérias vantagens
sobre o procedimento convencional de RIA para estradiol; essas sdo: (a) maior
sensibilidade, (b) menos trabalho e economia de tempo, (c) uso mais econdmico do
anticorpo, (d) utilizacdo de equipamento de menor custo, (e) ndo utilizacdo de substancias
radioativas, evitando-se dessa forma riscos para quem processa as amostras, além da ndo
producio de lixo radioativo.
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