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RESUMO

Identificar espécies € uma das tarefas mais primérias em estudos
ambientais. Avancos tecnologicos na area da conservacdo de mamiferos permitem
coletar amostras de modo né&o invasivo - fezes, por exemplo — equivalendo-se a
capturar do animal que as depositou sem lhe causar estresse ou qualquer outro tipo
de perturbacdo ou maleficio. Novas abordagens envolvendo a identificacdo de
espécies atraves de amostras fecais tém sido propostas em estudos ecoldgicos,
como protocolos mais eficientes e praticos de cromatografia em placa (Thin Layer
Chromatography, ou TLC). Quase todas as espécies de felinos do mundo se
encontram em perigo, ou estdo ameacadas. O Rio Grande do Sul é o estado
brasileiro com maior nimero de espécies de felinos sendo que espécies como o
gato-do-mato-grande (Leopardus geoffroyi) e o gato-do-mato-pequeno (Leopardus
guttulus) apresentam sobreposicdo de tamanho, coloracdo e areas de ocorréncia,
dificultando, pois, sua identificagdo. Com isso, o0 objetivo deste trabalho foi o de
estabelecer um protocolo cromatogréfico padrdo e testar a viabilidade de se
distinguir duas espécies de felinos neotropicais (L. guttulus e L. geoffroyi) por meio
de TLC do perfil de sais biliares fecais. Amostras fecais de animais oriundas de
zoologicos foram coletadas entre os meses de Agosto e Setembro de 2015. Estas
foram armazenadas tanto em alcool 96°GL, quanto com esferas de silica gel ,sendo
triadas a fim de fazerem-se as analises cromatogréaficas. Através de nossas andlises
foi possivel estabelecer o protocolo cromatografico ideal para nosso ambiente
laboratorial — no caso, o protocolo estabelecido por Siegfried e Elliot (1968) — bem
como visualizar perfis de sais biliares nas analisadas. Mais estudos, porém, serdo
necessarios para um melhor visualizacdo e quica distincdo entre L. guttulus e L.

geoffroyi.

PALAVRAS-CHAVE: Leopardus guttulus; Leopardus geoffroyi;
cromatografia em camada placa (TLC); sais biliares fecais.



l. INTRODUCAO

A identificacdo de espécies é uma das tarefas mais béasicas em
estudos ambientais. Saber quais espécies ocorrem em uma determinada regido € o
ponto de partida para varios estudos, tais como levantamento de espécies,
descricdo da biodiversidade bem como para inUmeros estudos ecologicos. Tal
identificacdo, contudo, pode ser bastante dificil para alguns grupos taxonémicos,
especialmente os mais raros, como € o caso dos mamiferos. As espécies deste
grupo sao de suma importancia para todos os ecossistemas da Terra, uma vez que
apresentam inuUmeros papéis ecologicos chave. Entre os mamiferos estdo a grande
maioria dos principais carnivoros, herbivoros, frugivoros e insetivoros que compdem
0s ecossistemas terrestres. Contudo, mamiferos sdo naturalmente raros, ocorrendo
em densidades baixas, além de possuirem habitos elusivos. Estas caracteristicas
dificultam o registro da sua ocorréncia, bem como da sua amostragem estando esta
atrelada a obtencdo dedados genéticos, fisiolégicos, bioquimicos, os quais sédo de
suma importancia em estudos evolutivos, taxonémicos, ecoldgicos, entre muitos

outros.

.1 AMOSTRAGEM: METODO INVASIVO VERSUS METODO NAO INVASIVO

Dentro da area de estudo de mamiferos existem diversas possibilidades
de identificacdo de espécies e de coleta de materiais biolégicos. Baseando-se no
nivel de contato necessario com 0s espécimes no momento da amostragem,
podemos classificar o modo de coleta destes materiais de duas formas: invasivo e
nao invasivo. Métodos de amostragem invasivos sdo aqueles nos quais a obtencéo
do material bioldgico é feita através de contato direto, manuseio e contecdo do
espécime,como exemplo, a coleta de 6rgaos, visceras, sangue, musculo, fluidos,
secrecOes, tegumentos de modo geral, partes do corpo (patas, dedos, orelha), etc

oriundos de animais capturados.

A captura dos individuos pode ser via: busca ativa, que consiste na

localizacdo dos individuos e posterior captura dos mesmos via uso de dardos
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anestésicos, arrebanhamento (persegui¢éo) seguida de cercamento do individuo, ou
redes; armadilhagem - de animais vivos (live traps), ou mortos (Kill traps) - que
requer verificagdo regular (FELDHAMER et al.,, 2013). Em contrapartida, sao
considerados métodos nédo invasivos aqueles nos quais se adquire o material
biolégico sem contato direto (observacdo, manuseio, ou marcag¢do) do individuo
(LONG et al., 2008) . A coleta de amostras fecais, tricologicas, de urina, secrecoes,
ou o registro de marcas (pegadas e arranhdes, p.ex.) depositadas naturalmente —
isto €, ao longo do dia-a-dia — pelo animal no ambiente onde habita sdo exemplos
desse tipo de amostragem (CHARPENTIER et al.,, 2012; HOFMANN; HAGEY;
KRASOWSKI 2010; LONG et al., 2008; SOINI et al., 2012; SOSO et al., 2014).

Por envolverem a captura dos espécimes, 0s métodos invasivos tém a
vantagem de possibilitarem uma identificacdo direta da espécie a qual o individuo
pertence, além de permitir uma coleta de material biolégico de excelente qualidade,
com baixos niveis de degradacado e contaminacao (LONG et al., 2008; FELDHAMER
et al., 2013) . Contudo, sdo bastante dispendiosos, exigindo uma logistica mais
complexa em termos de esforco do coletor e custos durante a amostragem. A
captura de mamiferos de vida livre envolve, frequentemente, um nimero grande de
pesquisadores em campo, periodos longos de planejamento, preparacdo e
execucao, além de exigir equipamentos que sdo por vezes caros (FELDHAMER et
al.,, 2013). Por fim, a amostragem de natureza invasiva também causa um
significativo estresse aos individuos capturados (LONG et al. 2008), sem contar a
possibilidade de 6bito destes animais por conta do seu manuseio (reacdo alérgica,
ma aplicacdo ou superdose anestésica, hipo ou hipertermia, ou mesmo o estresse

decorrido da captura).

Amostragens néo invasivas, por outro lado, envolvem baixo custo, menor
tempo de planejamento e execucdo (em média), menor necessidade de pessoal e
equipamento de campo, além de ndo causarem estresse aos individuos amostrados
(WULTSCH et al., 2014; LONG et al. 2008). Por outro lado, a qualidade do material
coletado é consideravelmente menor, contendo niveis de degradacdo e
contaminacdo maiores do que o0s encontrados em amostras invasivas, impondo,
pois, maiores dificuldades no processamento e analise em laboratorio do material
coletado (BROQUET; PETIT, 2004; SMITH; WANG, 2014; TABERLET; WAITS,
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1999). Outra dificuldade a ser levada em conta é a identificacdo da espécie a qual
depositou o material no ambiente, porque muitas vezes ha sobreposi¢cao tanto em
formato, quanto em tamanho destas amostras entre diferentes espécies (por
exemplo, em fezes de carnivoros com formato e calibre intestinais similares: fezes
de puma (Puma concolor), por exemplo, excedem o diametro de 2,5cm, ao passo
que as da raposa andina (Pseudalopex culpaeus) variam de 1,7 a 2,2 cm, e as de

gato-palheiro (Leopardus colocolo), variam de 1,3 a 1,6cm (CHAME, 2003).

Dessa maneira, amostragens invasivas e ndo invasivas, devido as suas
diferentes vantagens e desvantagens, se adequam a diferentes tipos de estudo,
consoante a disponibilidade de recursos - usados em campo e também financeiros -,
tempo habil, pessoal disponivel e aos objetivos especificos do projeto. Para a
simples identificacdo de espécies, contudo, a amostragem nao invasiva tem sido
utilizada com uma frequéncia crescente, por conta de sua facilidade para a obtencéo
de amostras biolégicas, sem contar a consideravel melhoria nas técnicas de

processamento e andlise destas em laboratdrio.

.2 METODOS NAO INVASIVOS: AMOSTRAS ESCATOLOGICAS

7

Coletar amostras de modo nédo invasivo, como fezes, € equivalente a
capturar o animal que as depositou sem lhe causar estresse ou qualquer outro tipo
de perturbacdo ou maleficio, o que muito ajuda na area da conservacdo (MATTE et
al., 2013). Além disso, modelos podem ser aplicados, com intuito de estimar
parametros populacionais como abundancia, sobrevivéncia, recrutamento,
distribuicdo, entre outras informacdes ecoldgicas, antes apenas possiveis de modo
invasivo (LONG et al., 2008; MATTE et al., 2013).

Recentemente, o0 monitoramento genético ndo invasivo de mamiferos tem
ganhado importancia no campo da conservacdo e no manejo da vida silvestre
(WAITS & PAETKAU 2005; BEJA-PEREIRA et al., 2009), provendo um ganho
potencial e valoroso em multiplas espécies de ambientes fragmentados (WULTSCH
et al., 2014). Fezes, por exemplo, sdo comumente utilizadas em estudos ecolbgicos

com o intuito de estimar tamanhos populacionais (KOHN et al., 1999; WEBBON et
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al., 2004), padrdes de distribuicéo ou riqueza de espécies (DALEN et al., 2004), por

serem, na maioria dos casos, abundantes e de facil acesso (SANZ et al., 2007).

A maior parte das analises fecais que fornecem uma identificacdo
fidedigna de espécies é baseada em ferramentas genéticas (HOSS et al., 1992).
Contudo, essa abordagem pode ser desfavoravel em ambientes tropicais, onde o
DNA degrada rapidamente (WULTSCH et al., 2014). Além disso, nestes locais a
qualidade fecal das amostras varia consideravelmente. (WULTSCH et al., 2014).
Com isso, técnicas de identificacao individual através de amostras fecais necessitam
de maior aperfeicoamento, tanto em campo quanto em laboratério (MICHALSKI et
al., 2011).

Novas abordagens envolvendo a identificacdo de espécie em
amostragem fecal tém sido propostas em estudos ecoldgicos, como técnicas de
cromatografia de gas (BURNHAM et al., 2008; SARAIVA et al., 2014) e protocolos
mais eficientes e praticos de cromatografia em placa (TLC) (SALAME-MENDEZ et
al., 2012). A utilizacdo de moléculas orgéanicas, como volateis e sais biliares (perfil
quimico), para a distingdo entre espécies apresenta como vantagens a rapidez na
obtencdo de resultados, baixa complexidade e tempo de processamento das
amostras reduzido, além de aplicabilidade para praticamente qualquer espécie,

requerendo apenas a adaptacéo do protocolo (SARAIVA et al., 2014).

|.3 PERFIL DE SAIS BILIARES: UMA ALTERNATIVA PARA A IDENTIFICACAO DE

ESPECIES

O reconhecimento de um animal dentro de seu grupo social particular —
seja familia, cla ou coldnia — pode ser obtido por meio de seu perfil quimico, também
chamado de assinatura (ou, mais especificamente, “signature mixture”) (WYATT
2005). O perfil quimico consiste em um conjunto de moléculas organicas que podem
ser produzidas pelo proprio individuo (tais como feromonios e secre¢cfes odoriferas),
adquiridas no ambiente (dieta, produtos intestinais), ou mesmo provenientes de

outros organismos (micro-organismos de glandulas odoriferas ou da flora



bacteriana) (WYATT, 2010). Um dos tipos de perfil quimico que podem ser obtidos
facilmente em laborat6rio através de cromatografia € o perfil de sais biliares.

Os sais biliares sdo o conjunto de produtos resultantes de reacdes de
conjugacao de acidos e alcoois biliares, ou seja: alcool-sulfatos biliares e acidos
biliares conjugados (HAGEY et al., 2010; HOFMANN; HAGEY; KRASOWSKI, 2010).
Acidos e alcoois biliares, por sua vez, sdo os produtos finais anfipaticos e
multifuncionais do metabolismo do colesterol em vertebrados (HAGEY et al., 2010;
HOFMANN; HAGEY; KRASOWSKI, 2010). Presentes nas fezes de animais, e com
diversidade estrutural distinta entre as espécies, 0s sais biliares apresentam uma
estrutura quimica uUnica em termos de diversidade, de modo gue nenhuma outra
molécula possua a mesma diversidade entre os vertebrados (HOFMANN; HAGEY;
KRASOWSKI, 2010).

|.4 SAIS BILIARES PARA A IDENTIFICACAO DE FELINOS

Os felinos (Carnivora: Felidae) comp&em um dos grupos mais familiares e
fascinantes de mamiferos. A dieta de grande parte das espécies deste clado é
estritamente carnivora, 0 que as torna predadoras topo em praticamente todos os
biomas terrestres do mundo, a excecdo da Australia e Antartica (WANG; ZHANG,;
YU, 2012).

Com excecdo de alguns pequenos felinos, praticamente todas as
espécies de Felidae existentes no mundo sdo consideradas como em perigo ou
ameacadas, conforme organizacfes mundiais que monitoram espécies ameacadas
(IUCN, 2015; CITES, 2015).

Tendo em vista 0 aumento dos impactos humanos e da fragmentacao de
habitat, as populacdes de felideos tém sido cada vez mais afetadas (WULTSCH et
al.,, 2014). Processos ecolégicos como dispersdo, competicdo entre espécies
pertencentes a mesma guilda e impactos descendentes (“top-down”) de cascata
trofica (LINELL; STRAND, 2000) sdo grandemente impactados, mas permanecem
incompreendidos na maior parte das vezes. Existe uma grande urgéncia em

desenvolver métodos eficientes que possam ser aplicados a multiplas espécies



coocorrentes, a fim de avaliar comparativamente aspectos como o0 status
populacional e dieta, bem como a evolugéo destes parametros ao longo do tempo.
Desta maneira, seria possivel caracterizar os impactos sofridos pelas espécies de
uma determinada regido, e assim sugerir medidas de conservacdo adequadas para

cada situacao.

.4 Leopardus geoffroyi E Leopardus quttulus: DIFERENCIACAO ENTRE

ESPECIES SIMPATRICAS

O Rio Grande do Sul é o estado brasileiro com maior nUmero de espécies
de felinos. Devido a sua posi¢do geografica e diversidade de ambientes, podem ser
encontradas em seu territorio tanto espécies associadas a ambientes campestres,
como o Pampa, quanto a ambientes florestados, como a Mata Atlantica. Dentre
estas oito espécies, algumas apresentam sobreposicdo de tamanho, coloracéo e
areas de ocorréncia, o que dificulta a sua identificacdo. Um destes casos de
sobreposicao ocorre com o gato-do-mato-grande (Leopardus geoffroyi) e do gato-do-

mato-pequeno (L. guttulus).

Ambas as espécies possuem porte pequeno: L. guttulus medindo entre
60,4 a 91,1 cm de comprimento total e pesando de 1,75 a 3,5 Kg (DE OLIVEIRA et
al., 2013); e L. geoffroyi, com um comprimento total variando de 69 a 125 cm, e o
peso, de 2,2 a 7,8 kg (TRIGO et al., 2008). Adicionalmente, a coloracdo de fundo
amarelado com pintas negras, que, apesar de apresentarem um padrdo geral
distinto, sédo muitas vezes confundidas. Além disso, estas espécies sdo parcialmente
simpatricas no Rio Grande do Sul (RS), aumentando ainda mais a potencial

confusado na identificacdo de ambas.

A distribuicdo de L. geoffroyi € bastante associada aos Pampas, se
estendendo por Argentina, Uruguai e metade sul do estado do RS. Ja L. guttulus é
uma espécie associada a areas florestadas, estando presentes nos biomas de mata
densa do Brasil, como a metade norte do RS. Devido a presenca de uma vegetacao
de transicdo entre os campos dos Pampas e as florestas da Mata Atlantica, ha uma

zona de coocorréncia destas espécies, aproximadamente na faixa central do estado.
10



Esta zona de simpatria parece, inclusive, a originar um processo de hibridagao entre
as duas espécies (TRIGO et al., 2008). Esta situacdo pode ter efeitos negativos a
conservacdo de ambas, que jaA se encontram em categorias preocupantes de

ameaca (VU — Vulneraveis) em termos nacionais (BRASIL,1996).

Segundo o relatorio publicado pelo Instituto Chico Mendes (ICMBIO)
durante a Oficina de Avaliacdo do Estado de Conservacdo dos Mamiferos
Carnivoros do Brasil, estima-se que nos proximos 15 anos (trés geracfes) possa
ocorrer o declinio de, pelo menos, 10% da populacdo de L. geoffroyi em razdo dos
efeitos conjuntos da perda de habitat, abate por retaliacdo a predacdo de animais
domésticos e atropelamentos, além dos possiveis efeitos negativos da hibridacao
(DE ALMEIDA et al., 2011). E previsto um declinio de mesma percentagem da
populacao de L. guttulus para 0 mesmo intervalo de tempo, devido principalmente a
perda e fragmentacao de habitat causadas pela expansédo agricola (DE OLIVEIRA et
al., 2013).

Il. JUSTIFICATIVA

Métodos nao invasivos sdo particularmente apropriados para o0 estudo
dos membros da ordem Carnivora, dado suas -caracteristicas ecoldgicas e
comportamentais (LONG et al., 2008). Felinos, em especial, possuem natureza
bastante esquiva, sendo de dificil acesso e monitoramento (AZEVEDO; LEMOS,
2013). Somado a tais caracteristicas que dificultam a amostragem, boa parte das
espécies dos felinos existentes encontra-se ameacgada, ou em perigo de extingao
(WANG; ZHANG; YU, 2012). Sendo assim, a amostragem nao invasiva apresenta-se

como uma boa alternativa.

Dentre as espécies de felinos neotropicais, tanto o gato-do-mato-grande
(Leopardus geoffroyi), quanto o gato-do-mato-pequeno (Leopardus guttulus) séao
espécies ameacadas e que apresentam sobreposicao de distribuicdo e morfologia.
Assim, métodos que possibilitem a correta identificacéo e distincdo de ambas podem
ajudar a caracterizar locais de ocorréncia e também fornecer amostras confiaveis
para a descricdo mais precisa de seus habitos alimentares, entre outros estudos

ecologicos.
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A identificacdo de espécies através do perfil de sais biliares fecais via
cromatografia em placa (TLC) caracteriza-se por ser um método ndo invasivo, o qual
€ conveniente ao lidar-se com felinos. Além disso, trata-se de um método alternativo

ante a convencional identificacdo genética, que é relativamente cara e demorada.

I1l. OBJETIVOS

GERAL

Estabelecer um protocolo padréo e testar a viabilidade de distinguir duas
espécies de felideos neotropicais (Leopardus guttulus e Leopardus geoffroyi) por

meio de analise cromatografica do perfil de sais biliares fecais.

ESPECIFICOS

- Estabelecer um protocolo cromatografico - isto €, de sistema de

migracéao e revelacao - adequado para nosso ambiente laboratorial,

- Elaborar um plano-piloto das analises via cromatografia de placa com ao

menos uma amostra de um individuo de cada espécie.

V. METODOS

V.1 OBTENCAO DE AMOSTRAS ESCATOLOGICAS

As amostras fecais foram obtidas a partir de animais cativos de cinco
diferentes instituicdes: GramadoZoo,Zoologico Municipal de Canoas, Zoologico
Municipal de Cachoeira do Sul, Zooldgico de Sapucaia do Sul e o Criadouro
Conservacionista de Santa Maria. Foram coletadas amostras das duas espécies-
alvo (L. geoffroyi e L. guttulus), além de uma terceira, a onga-pintada (Panthera

onca), utilizada como controle nas analises. As amostras foram separadas por sexo,
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uma vez que podem existir diferencas entre as composi¢coes de sais biliares de
machos e fémeas (TAYLOR, 1977) (Tabela 1).

Tabela 1: Numero de individuos para os quais foram obtidas amostras fecais em cada
um dos locais de coleta, separados por espécie e sexo.

Nimero de individuos conforme a espécie

Local de Coleta Leopardus guttulus Leopardus geoffroyi Panthera onca
3 ? 3 ? 3 ?
GramadoZoo 1 2 0 0 2 2

Zoolbégico Municipal de

Canoas 1 3 0 0 0 0
Zoolégico Municipal de
Cachoeira do Sul 1 0 1 0 0 2
Criadouro
Conservacionista Sao 0 0 1 0 0 1
Braz de Santa Maria
Zoolégico de Sapucaia 0 0 0 0 5 0
do Sul

Total de Individuos 3 5 2 0 4 5
Do autor.

Para cada individuo, foram coletadas duas amostras escatoldgicas, uma
conservada a seco e outra em meio liquido. Os animais que proveram as amostras
receberam dietas similares dentro de cada espécie, sendo cada uma delas de
acordo com especificagdes nutricionais recomendadas. As coletas foram realizadas
preferencialmente no turno da manha, com um intervalo de, no maximo, dois dias
entre a visita a cada local, a fim de obter amostras evacuadas em periodos de tempo
semelhantes. As visitas as instituicbes mencionadas foram realizadas entre os dias
27 de Agosto e 25 de Setembro de 2015.

As coletas seguiram o protocolo sugerido por Hunter (2010). As amostras
fecais recolhidas foram expelidas entre o periodo da noite anterior ao dia da coleta e
da madrugada em que a mesma foi feita. Sempre que possivel, procurou-se coletar
ao menos dois bolos fecais de cada individuo, de modo a gerar duplicatas das
amostras. Cada amostra foi coletada com o uso de luvas descartaveis, utilizando-se
um par para cada amostra recolhida e minimizando, assim, a contaminacdo entre
diferentes fezes. Colheres de plastico pequenas foram utilizadas na coleta para
auxiliar na deposicdo da amostra fecal dentro do frasco de coleta, os quais
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consistiam em tubos Falcon de 50mL contendo cerca de 2g de esferas de silica na
propor¢éo de 1:4 de silica para a quantidade de amostra respectivamente, ou élcool
96% GL, na proporcéao de 1:1.

V.2 ARMAZENAMENTO E CONSERVACAO DAS AMOSTRAS

A conservagdo das amostras fecais foi feita de dois modos: a seco, nos
tubos com esferas de silica gel, conforme sugerido por Hunter (2010), e também em
meio liquido, nos tubos com &lcool 96 °GL, conforme Salame-Méndez et al. (2012).
Ambos os métodos foram feitos somente para amostras de individuos do sexo
masculino, de modo que para as fémeas o armazenamento das amostras foi

somente a seco.

ApOs a coleta, as amostras foram transportadas dentro de uma caixa de
isopor (isolante térmico) e nela mantidas até o momento do processamento das
mesmas (realizacdo das cromatografias do tipo TLC). A fim de evitar a exposicéo
das amostras a possiveis flutuacdes térmicas, a mesma caixa de isopor foi mantida

em ambiente refrigerado com temperatura constante (4°C).

V.3 PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS ESCATOLOGICAS

IV.3.1 TRIAGEM DAS AMOSTRAS

Ao todo, 50 mg de cada porgcdo fecal foram transferidas para tubos
Eppendorf® de 1,5mL. No caso das amostras armazenadas em alcool 96° GL, foram
utilizadas 50mg tanto da parte sélida contida na amostra original, quanto 50mg do
sobrenadante liquido da mesma amostra, separadamente. Neste Ultimo caso,
conforme proposto por Salame-Méndez (2012), tem-se a vantagem de nao haver
necessidade de mistura de extracao podendo, pois, ser aplicada diretamente sobre a

cromatoplaca.

IV.3.2 CROMATOGRAFIA EM PLACA (CAMADA DELGADA)

A metodologia adotada para o presente estudo seguiu Salame-Méndez

et al. (2012) em seu trabalho com acidos biliares de amostras escatologicas de
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carnivoros silvestres, com algumas modificagcbes. Como exemplo, utilizou-se
cromatofolhas de cromatografia de alto desempenho (HPTLC) com silicagel 60,
além das de TLC aluminio com silicagel 60 utilizadas por Salame-Méndez (2012).

Outras modificacdes e métodos adicionais serdo descritos a seguir.

IV.3.3 PADROES DE ACIDOS BILIARES E COLESTEROL

Os padrdes de acidos biliares e colesterol foram realizados a partir de
padrées da marca Sigma dos acidos biliares deidrocélico, litocélico, cdlico e glicdlico,
através da dissolucdo destes em etanol absoluto (Merck) na concentragdo de 0,1%
(Salame-Méndez et al., 2012). Para o colesterol, a solucdo padrdo utilizada foi

oriunda do Kit Colesterol-liquiform (Labtest).

IV.3.4 ESCOLHA DO REVELADOR

Conforme recomendado por Salame-Méndez (2012), utilizou-se m-
anisaldeido - mistura composta de solucdo de anisaldeido (Sigma), acido acético
glacial (Merck) e &cido sulfurico concentrado (Merck) na proporcao 0,5 : 50:1 viv
(KRTICHEVSKY; MARTAK; ROTHBLAT, 1963)- como revelador cromatografico. A
mesma foi borrifada sobre a cromatoplaca e, a posteriori, colocada em estufa a
150°C durante 20 minutos.

Para fins de teste, foram utilizados outros dois tipos de reveladores,
comumente empregados em TLC, além do anilsaldeido: o iodo metalico e o acido
fosfomolibdico. No caso do iodo, uma quantidade suficiente para que o mesmo
sublime e forme um vapor ambar rosado, foi colocada em cuba de vidro durante 5
minutos, de modo que sublimasse e saturasse a cuba cromatografica. Ja para o
acido fosfomolibdico, utilizou-se a solu¢do de fosfomolibdico da marca Sigma. A
mesma, tal como a solucéo de anisaldeido, foi borrifada sobre a cromatoplaca com
posterior aquecimento em estufa a 150°C por 20 minutos.

IV.3.5 ESCOLHA DO SISTEMA DE MIGRACAO

Ao todo, foram testados dois sistemas de migracdo. Inicialmente,
testou-se a metodologia descritas por Salame-Méndez et al.(2012), a qual consiste
de duas migra¢gbes sequenciais: na primeira migracdo, a mistura é composta de

cloroférmio : metanol : acido acético (80 : 12 : 0,5 v/v); na segunda migragcédo — feita
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no mesmo sentido de migracdo da primeira - utilizou-se uma mistura de cloroférmio :

etanol : &cido acético (80 : 45 : 3). Tal migracao foi feita em cromatofolhas de TLC.

Secundariamente, testou-se também o método descrito por Siegfried e
Elliot (1968), o qual utiliza como mistura de solventes cloroformio: metanol : acido
acético (80:12:3 v/v). Nesse houve o diferencial de ter sido executado com

cromatofolhas de HPTLC, ativadas em banho-seco (estufa) 30 minutos a 100°C.

IV.3.6 CROMATOGRAFIA DAS AMOSTRAS ESCATOLOGICAS

Em cada tubo Eppendorf® com a amostra foram adicionados 0,5 mL da
mistura extracdo (D: M) com posterior agitacdo em vortex, e finalmente centrifugacao

a 2000-3000 rpm durante 1-2 minutos a temperatura ambiente.

No caso das amostras armazenadas em alcool 96° GL, ap6s devida
separacao de 50mg e colocagdo da amostra em um tubo Eppendorf®, evaporou-se
o etanol que continham, a temperatura ambiente ou em banho-maria, antes da
adicdo de 0,5 mL da mistura de extracdo (D: M). No caso das amostras em
Eppendorf® contendo apenas o sobrenadante liquido, as mesmas ndo necessitaram
passar pela fase de extracdo (colocacéo de 0,5mL de mistura de extracdo (D:M)).
Na sequéncia, para ambos os tipos de amostras preservadas em meio liquido, foram
adicionados 100 pL de D:M com posterior agitacdo. De cada uma das amostras com

D: M foram retirados 5 ou 10 pL para aplicagdo em uma cromatoplaca .

V. RESULTADOS E DISCUSSAO

V.1 RESULTADOS

V.1.1 SISTEMAS DE MIGRAGAO

No ensaio em que foi empregado o método de Salame-Mendez et al.
(2012), o tempo decorrido para a execucdo da dupla migracdo sequencial foi de
aproximadamente 1h30. A revelagdo foi realizada com solucdo de anisaldeido —

considerado o melhor revelador no trabalho de Salame-Mendez et al. (2012).
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Nos pontos nos quais se aplicou solucdo padrao de acido deidrocolico e
acido litocdlico, houve coloracdo apenas para a aplicacdo de 10 pyL. Nos pontos
onde se aplicou a combinacdo de todos os padrdes, juntos, ndo houve revelacéao
para nenhuma das duas quantidades. Ja para acido cdlico e &cido glicocolico houve
coloragao apenas nos pontos de aplicagao de 10 L. Por fim, para o colesterol (col)
houve coloragéo apenas no ponto de aplicagédo de 5 yL. Apesar de a revelagao ter
sido efetiva, o sistema de migracdo nao foi, uma vez que as solucdes padrdes néo

ultrapassaram o ponto de partida da cromatografia (Figura 1).

A i

3 @D 2 a8 8 &
}’ -N‘.v_-.).-s

Figura 1: Teste da Cromatografia em TLC das solu¢bes padrdes com o sistema de dupla
migracdo sequencial de Salame-Méndez (2012). Nos pontos 1 e 1’ aplicou-se o acido deidrocolico; 2
e 2’, 4cido litocdlico; 3 e 3, acido cdlico; 4 e 4’ glicocdlico; col e col’, colesterol; e, por fim, a mistura
de todas as solugbes padroes em S e S’. Para os pontos 1, 2, 3, 4, col e S foi aplicada um volume de
S5uL e, para 1’, 2, 3, 4’, S’ e col’, de 10uL. A linha representa o ponto de partida da corrida.

No ensaio baseado no método de Siegfried & Elliot (1968), o tempo
decorrido para a execugdo da migracdo foi de 2 horas. A revelagdo com ambos o0s
reveladores foi efetiva, como também a migracdo dos padrdes de acidos colico,

glicocdlico e de colesterol (Figura 2).
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Figura 2(A e B): Teste com cromatoplaca de HPTLC conforme o protocolo utilizado por
Siegfried & Elliot (1968). Em A, utilizou-se o iodo metalico para a revelacdo, enquanto que em B,
anisaldeido. No ponto: 1, aplicou-se o acido deidrocolico; 2, acido litocdlico; 3, acido colico; 4,
glicocdlico; e 5, colesterol. Para todos os pontos, aplicou-se um volume de 10pL.

V.1.2 REVELACOES

O iodo metalico revelou, apds permanecer 10 minutos na cuba, de forma
ténue e ndo permanente, todos os padrdes, com excecao do colesterol (Fig. 3A). Ja
as solucdes de anisaldeido (Fig. 3B) e de acido fosfomolibdico (Fig. 3C) revelaram,
com cor azulada e permanente, todos (4cido fosfomolibdico) e quase todos
(anisaldeido) os padrdes. Ademais, nos pontos onde se aplicou 10uL, de modo
geral, foram obtidas melhores visualizacdes em relacdo aqueles com aplicacdo de 5
uL. E importante constatar, também, que, dentre os reveladores, o &cido
fosfomolibdico foi 0 mais efetivo, inclusive para os pontos nos quais 5 uL de solugao
padrdo foram aplicados.
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Figura 3(A, B e C): Teste de revelagcdo dos padrdes com lodo metalico, anisaldeido e
acido fosfomolibdico, respectivamente. Nos pontos 1 e 1’ aplicou-se o acido deidrocolico; 2 e 2’, acido
litocolico; 3 e 3, acido colico; 4 e 4’ glicocdlico; e 5, colesterol; e, por fim, a mistura de todas as
solucdes padrbes em S e S’. Para os pontos: 1, 2, 3, 4 e 5 foi aplicado um volume de 5L ; para 1’, 2,
3,4, e 5, 10uL; Tanto para S, quanto para S’,aplicou-se uma aliquota de mesma quantia de cada
uma das 5 solugBes padrdo, sendo que para S, foi de 5 yL de cada (no total, 10 L), e S’,10 pL (total
de 50 (total de 10 L) .

V.1.3 ANALISE DE AMOSTRAS FECAIS

Os melhores resultados foram obtidos através da cromatografia com
HPTLC, com utilizagcdo do método de migragédo de Siegfried e Elliott (1963). Com
emprego deste protocolo, foi possivel visualizar parte do perfil de sais biliares das
espécies analisadas, bem como identificar alguns dos acidos biliares presentes nas
fezes. Foram realizados dois ensaios cromatogréaficos independentes: uma
utilizando o anisaldeido como revelador (Figura 4) e, outra com acido

fosfomolibdico (Figura 5).

Na cromatografia em que se utilizou o anisaldeido como revelador
(Figura 4), foi possivel identificar quatro componentes diferentes: “a”, “b”, “c” e “d”".
Os componentes “a” e “d”, por migrarem de mesmo modo como os padroes,

correspondem ao &cido glicocélico e ao acido célico respectivamente. Ja& 0s
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componentes “b” e “c” correspondem a &cidos biliares diferentes dos padrbes
disponiveis, e assim ndo puderam ser identificados. Os padrbes de &cido
deidrocolico e acido litocélico ndo foram detectados, mas conforme demonstrado
por Salame-Méndez et al. (2012), usando-se a mistura de solventes de Siegfried e
Elliot (1968), tais acidos biliares migram proximamente ao colesterol. Das amostras
avaliadas nesta cromatografia, foi possivel identificar os acidos colico e glicocolico
em L, geoffroyi. Além de, outros dois acidos nédo identificados (b e c)

— Frente do
solvente

Latak : X ‘ — Origem
AD AL AC AG Col A1 A2 A3 Al A2)! A3

Figura 4: Cromatograma com trés amostras fecais diferentes (uma de cada espécie)
usando-se anisaldeido como revelador. Volumes de uma mesma amostra, 5uL- sigla sem linha(’) - e
10uL - sigla com linha- foram aplicados em dois pontos diferentes. A amostra de: Panthera onca
corresponde tanto ao ponto Al (5uL), quanto ao A’1 (10uL); Leopardus guttulus, A2, e A’2; e, por fim,
Leopardus geofroyi, A3 e A’3. Legenda — acido deidrocdlico (AD); &cido litocdlico (AL); acido cdlico
(AC) e “d”; acido glicocdlico (AG) e “a”; colesterol (Col.); acidos biliares desconhecidos (b e c).

Ja na cromatografia onde se utilizou o acido fosfomolibdico (Figura. 5),
foram identificados os mesmos quatro componentes detectados na cromatografia
anterior. Novamente, os padrbes de acidos deidrocdlico e litocolico ndo foram
detectados. Adicionalmente, foi possivel identificar novamente os &cidos célico e
glicocdlico, além de outros dois acidos néo identificados (b e ¢) em L. geoffroyi e
agora também em L. guttulus. em P. onca, foi possivel identificar o acido glicocélico

e um acido biliar desconhecido.
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Figura 5: Cromatograma com amostras fecais diferentes de sete individuos diferentes
(dois individuos de L. geoffroyi e L. guttulus e trés de P. onca) usando-se acido fosfomolibdico como
revelador. De todas as amostras, bem como padrdes, aplicaram-se volumes iguais de 10uL na
cromatoplaca. As amostras de: P. onca correspondem aos pontos Al, A4 e A7; L. guttulus, A2 e A5;
e, por fim, L. geoffroyi, A3 e A6. Legenda — acido dehidrocolico (AD); acido litocolico (AL); acido célico
(AC) e “d”; acido glicocolico (AG) e “a”; colesterol (Col); acidos biliares desconhecidos (b e c).

V.2 DISCUSSAO

Nas condicbes sob as quais foram realizados 0s experimentos, até o
presente momento, verificou-se que o sistema com apenas uma migracdo proposto
por Siegfried e Elliott (1968), juntamente do uso de cromatofolhas de HPTLC, foi
mais adequado para a deteccdo de acidos biliares fecais do que o uso de
cromatofolhas de TLC e do sistema de dupla migracdo sequencial de Salame-
Méndez (2012). Este tipo de variacdo de resultados, referentes a diferentes tipos de
placa adotadas na cromatografia, ja foi relatado por Jiménez et al. (1996), por
exemplo, em seu estudo para distincdo de espécies de carnivoros no Chile.
Temperatura e umidade do ar, tanto na coleta da amostra quanto no momento do
ensaio, também podem afetar consideravelmente os resultados obtidos através de
cromatografia de placa. Acidos biliares podem ser estaveis, mas sdo hidrossoltveis

(CAPURRO et al., 1997), de modo que em areas ndo aridas a chuva pode afetar a
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concentracéo e a persisténcia dos mesmos (JOHNSON; BELDEN; ALDRED, 1984).
Com isso, cromatografias em placa de &cidos biliares serdo mais bem sucedidas
com amostras provenientes de habitats secos (TARBER et al. 1997).

Outro ponto que deve ser salientado é o baixo desempenho das
aplicacoes de 5 pL, tanto dos padrbes quanto das amostras, nas cromatofolhas,
qgquando houve pouca ou nenhuma coloracdo. A visibilidade das bandas foi
consideravelmente maior quando da aplicacao de 10uL (Figuras 3A, 3B e 3C), o que
difere grandemente de 1 a 2 pL sugeridos por Salame-Méndez (2012). Isso pode ser
devido ao fato de a técnica empregada ser qualitativa e ndo quantitativa, ou seja:
peca na padronizacdo das quantidades de sais biliares presentes em cada aliquota
retirada das amostras. Tal problematica ja fora abordada por Jiménez et al.(1996),
que aponta que a concentracdo da amostra a ser usada é, muitas vezes, nao
especificada, sendo que a presenca de tal informacdo € de suma importancia
guando se quer padronizar um método para aplicacdo em estudos individuais sobre

0 tema.

Alguns fatores adicionais podem estar influenciando nos perfis obtidos ,
como o meio de conservacédo utilizado para as amostras, bem como o de extracéo
dos é&cidos biliares. Em relacdo ao primeiro, tanto Stabelli et al. (2012), quanto
Hunter (2010) utilizam-se de protocolos, e recomendam o armazenamento de fezes
a seco (com silica gel) de modo tirar toda umidade que porventura venha junto da
amostra. A presenca de umidade pode alterar consideravelmente os resultados
obtidos, uma vez que &cidos biliares, apesar de bastante estaveis, sao bastante
hidrossoluveis. Além disso, o alcool apesar de bom conservante, pode vir a modificar
alguma estrutura, influenciando também na obtencdo de resultados (HUNTER,
2010). Quanto ao segundo, utilizou-se apenas um dos métodos utilizados por
Salame-Méndez (2012), o qual na extracdo sendo obtida diretamente do meio de
conservacdo das amostras — no caso, alcool 96°GL. Os demais métodos
recomendados — via D:M, ou Benzeno:M (v/v) — ainda ndo puderam ser testados

para a extracdo, mas deverdo em estudos futuros.

Analisando-se amostras escatolégicas de P. onca, L. guttulus e L.
geoffroyi (Figuras 4 e 5), utilizando-se tanto o anisaldeido quanto o acido
fosfomolibdico como reveladores, foi possivel detectar quatro acidos biliares
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diferentes: acido glicocélico (AG), acido cdlico (AC) e outros dois acidos biliares
desconhecidos (denominados “b” e “c”). Consoante o trabalho de Salame-Méndez et
al.(2012), os &cidos colico, deidrocdlico e glicocélico apareceram no perfil de P. onca
assim como os acidos quenodeoxicolico e taurodeoxicolico (que nao foram utilizados
neste experimento). Ja para Puma concolor, os &cidos deidrocdlico, deoxicélico,
quenodeoxicélico e colico foram o0s mais representativos. Assim, 0s sais biliares
detectados neste estudo, mas nao identificados, podem ser algum daqueles ja
detectados no estudo mencionado, e tais padrées bioquimicos devem, assim, ser

incorporados a futuros ensaios.

A deteccdo de um perfil parcial de sais biliares foi possivel para todas as
espécies quando aplicada uma aliquota de 10 yL na cromatoplaca (Fig. 4 e 5) e
utilizando o acido fosfomolibdico como revelador (Fig. 4). Com o uso do anisaldeido,
contudo, apenas o perfil L. geoffroyi teve resultados visiveis. Fatores individuais
podem ter influenciado no resultado obtido, como diferencas sutis de idade, estado
de saude e alimentacdo, sem contar nas diferencas intrinsecas e individuais na
mesma espécie (FERNANDEZ; CORLEY; CAPURRO, 1997; QUINN; JACKMAN,
1994; SALAME-MENDEZ et al., 2012). Contudo, ao menos preliminarmente, os
resultados indicam que a combinacdo destas técnicas de corrida e revelacao
produzem os melhores resultados para as condi¢des locais de coleta e laboratoriais.
Assim, é possivel se aproximar de um protocolo inicial para deteccédo de perfis de
sais biliares para felinos, o que sera de extrema importancia em futuros estudos que
empreguem esta técnica para descricdo e comparacdo de padrdes bioquimicos
dentro deste grupo taxonémico. E importante salientar, contudo, que este protocolo
ainda deve ser aprimorado, uma vez que alguns &cidos biliares ndo puderam ser
identificados, e outros, provavelmente, ndo puderam ser detectados através das

presentes técnicas.

Através dos resultados obtidos até o momento, é possivel visualizar que o
perfil observado para e L. guttulus e L. geoffroyi é consideravelmente distinto
daquele observado para P. onca. Entre L. guttulus e L. geoffroyi, no entanto, o perfil
€ bastante similar, diferenciando-se apenas pela intensidade das bandas. Este
resultado estd em acordo com a filogenia atualmente aceita para a familia Felidae

(JOHNSON et al., 2006) ja que a linhagem Panthera é consideravelmente distante
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de Leopardus. Enquanto isso, L. guttulus e L. geoffroyi se encontram no mesmo
género, e assim é esperado que seus perfis bioquimicos fossem mais semelhantes
entre si do que a um género distinto. Este resultado, mesmo que ainda muito inicial,
demonstra o potencial de aplicabilidade desta técnica para distincdo de espécies de
felinos, embora seja importante salientar que mais individuos de cada uma das
espécies devem ser incluidos na andlise para que se isole o fator individual nas
analises. Ao mesmo tempo, o protocolo de deteccéo deve ser aprimorado para que
mais acidos biliares sejam detectados e identificados, buscando encontrar padrbes
distintos mesmo em espécies filogeneticamente proximas, como L. guttulus e L.

geoffroyi.

Outro ponto que deve ser mencionado € a possivel interferéncia da
hibridacdo reportada entre L. guttulus e L. geoffroyi (TRIGO et al. 2008) no perfil
bioquimico de ambas as espécies. Tal processo parece estar acontecendo no centro
do estado do RS, mas é possivel encontrar individuos hibridos mesmo em pontos
distantes da potencial zona de contato entre as espécies. Como os individuos
coletados para este estudo sdo provenientes do RS, € possivel que apresentem
algum grau de hibridacdo, o que pode levar a um maior compartilhamento de
material genético e, por consequéncia, do nivel de similaridade entre seus perfis de
sais biliares. Para contornar esta situacdo deve-se buscar coletar material fecal de
individuos mais distantes da zona de contato (ou seja, de fora do estado). Outra
possibilidade é incluir outras espécies de Leopardus na andlise, como L. wiedii, que,
apesar de ser filogeneticamente préxima e morfologicamente semelhante a L.
guttulus e L. geoffroyi, ndo possui casos de hibridacdo reportados com nenhuma

outra espécie.

VI. PERSPECTIVAS E CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados apresentados neste trabalho fazer parte de um estudo em
andamento, sendo assim bastante iniciais. Ainda assim, € importante salientar que,

embora preliminarmente, foi possivel identificar um protocolo inicial de trabalho para
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descricdo de perfis de sais biliares para felinos, que sera bastante util para
continuidade dos estudos e busca dos objetivos propostos. Ao mesmo tempo, é
possivel identificar potencialidade de distincado entre diferentes espécies utilizando a
metodologia proposta. Este fator é bastante relevante para estudos que busquem
empregar coleta ndo invasiva de mamiferos silvestres, como os felinos, j& que
ensaios cromatograficos sdo mais rapidos e consideravelmente mais baratos que os
genéticos, atualmente os mais utilizados para o mesmo fim. Se for possivel
identificar padrdes bioquimicos Unicos para diferentes espécies, sera possivel
reduzir o custo da identificacdo de fezes, abrindo interessantes possibilidades de
realizacdo de estudos ecoldgicos, como areas de ocorréncia e dieta, a baixo custo.

Quanto as limitacdes metodologicas enfrentadas, fatores que puderam afetar
os resultados deverdo ser considerados em experimentos futuros. O método de
extracdo dos acidos biliares, por exemplo, € um passo do protocolo que pode vir a
ser melhorado, tendo em vista uma maior padronizacdo das quantidades de sais
biliares presentes em cada amostra. A obtencdo de amostras de individuos de L.
geoffroyi procedentes de regides distantes da zona de hibridagdo com L. guttulus
também poderdo auxiliar na visualizacdo e estabelecimento dos perfis de ambas as
espécies. Por fim, amostras de mais individuos de cada espécie e, quem sabe, de
individuos de ao menos alguma outra espécie de felino do mesmo género — como L.
wiedii — também ajudariam nesta investigacao.

Ademais, tais resultados sao apenas uma prévia das andlises
cromatografica das amostras fecais dos felinos em andamento. Ficam, pois, algumas
pendéncias, tais como: analisar a possibilidade de estabelecimento de um perfil de
sais biliares para cada espécie (i.e., Leopardus guttulus e Leopardus geoffroyi);
analisar se ha diferenca na visualizacdo do perfil cromatografico para amostras na
forma de duplicatas de um mesmo individuo conservadas uma, em meio liquido, e
outra, a seco; analisar se existe diferenca significativa entre o perfil de sais biliares
de machos e fémeas da mesma espécie; analisar se existem diferencas
significativas entre individuos da mesma espécie e do mesmo sexo. Apesar do
grande numero de problematicas envolvidas no desenvolvimento de um protocolo
final e funcional, o potencial beneficio do estabelecimento desta metodologia tem
Otimas perspectivas de aplicacao, justificando futuros e continuados esfor¢cos nesta

area.
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