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RESUMO

Este estudo teve como objetivo avaliar a ocorréncia de residuos de quatro classes
de antibiéticos em dois relevantes produtos de origem animal da dieta da populacéo
brasileira: ovos (ionéforos poliéteres, macrolideos e lincosamidas) e leite
(tetraciclinas). Ainda nao havia dados disponiveis sobre a incidéncia de residuos das
classes mencionadas em ovos no Brasil. Os programas nacionais de monitoramento
nao investigam a presenca desses medicamentos veterinarios em 0vos e nao
incluem o leite pasteurizado como matriz de analise. A relevancia da pesquisa no
ambito da saulde publica deve-se a toxicidade cardiovascular dos ionoforos, ao risco
de teratogenicidade de algumas tetraciclinas e a contribuicdo ao surgimento de
microorganismos resistentes devido ao uso em larga escala de produtos veterinarios
a base dos antimicrobianos estudados. As metodologias analiticas foram
desenvolvidas, validadas e aplicadas a uma centena de amostras de leite
pasteurizado e de ovos adquiridos na regido metropolitana do Rio de Janeiro. A alta
sensibilidade da técnica de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a
Espectrometria de Massas Sequencial (CLAE-EM/EM) permitiu a deteccdo de
ionoforos em ovos com uma frequéncia de 25%, com a salinomicina sendo
identificada em 21% dos casos. Entretanto, o indice de resultados ndo-conformes foi
de somente 2%. A lincosamida lincomicina e o macrolideo tilosina foram detectados
em niveis de tracos em 4 e 1% dos ovos avaliados, respectivamente. Nenhum caso
de contaminacao por lasalocida, claritromicina e eritromicina foi verificado. Embora a
incidéncia de residuos de coccidiostaticos acima dos limites permitidos tenha sido
pequena, os resultados indicam falhas no atendimento as Boas Praticas Veterinarias
por parte de alguns produtores. Em relagdo ao leite, 14% das amostras
apresentaram tracos de oxitetraciclina, mas nenhuma foi ndo-conforme. Esses
resultados demonstram que a populacédo da regido metropolitana do Rio de Janeiro
nao estd exposta a niveis prejudiciais de residuos de tetraciclinas pela ingestdo de
leite pasteurizado. Os dados obtidos seréao utilizados futuramente na avaliacdo da
exposi¢cdo alimentar a residuos desses farmacos, contribuindo assim nas agdes de
Vigilancia Sanitaria.

Palavras-chave: Residuos de medicamentos veterinarios. londforos poliéteres.

Macrolideos. Lincosamidas. Tetraciclinas. Ovos. Leite. Espectrometria de massas.



ABSTRACT

This study aimed to evaluate the occurrence of residues of four classes of antibiotics
in two relevant animal origin products from the Brazilian diet: eggs (polyether
ionophores, macrolides and lincosamides) and milk (tetracyclines). There was still no
available data on the incidence of residues of the referred classes in eggs in Brazil.
The national monitoring programs do not check for those veterinary drugs in eggs
and do not include pasteurized milk as a matrix of analysis. The relevance of
research within the scope of the public health relays on the cardiovascular toxicity of
ionophores, on the risk of teratogenicity of some tetracyclines and on the contribution
to the emergence of resistant microorganisms due to widespread use of veterinary
products based on the studied antimicrobials. The analytical methodologies were
developed, validated and applied to a hundred samples of pasteurized milk and eggs
purchased in the metropolitan area of Rio de Janeiro. The high sensitivity of the
technique High Performance Liquid Chromatography coupled to Tandem Mass
Sspectrometry (HPLC-MS/MS) allowed the detection of ionophores in eggs at a rate
of 25%, with salinomycin being identified in 21% of cases. However, the rate of non-
compliant results was only 2%. The lincosamide lincomycin and the macrolide tylosin
were detected at trace levels in 4 and 1% of the analyzed eggs, respectively. No
lasalocid, clarithromycin and erythromycin contamination case was found.
Notwithstanding the incidence of coccidiostats residues above the permitted limits
has been small, the results indicate failures in meeting the Veterinary Good Practices
by some producers. Regarding milk, 14% of samples showed traces of
oxytetracycline, but anyone was non-compliant. These results evidence that people
from the metropolitan area of Rio de Janeiro are not exposed to harmful levels of
tetracyclines residues by the intake of pasteurized milk. Obtained data will be used in
future assessment of dietary exposure to residues of these drugs, thus contributing to
Health Surveillance actions.

Keywords : Residues of veterinary drugs. Polyether ionophores. Macrolides.

Lincosamides. Tetracyclines. Eggs. Milk. Mass Spectrometry.
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1 INTRODUCAO

1.1 Preféacio

A presente tese foi formatada como coletanea de artigos cientificos. Uma
parte da secdo INTRODUCAO, referente & histéria e bases legais da Vigilancia
Sanitaria e demais sistemas regulatérios relacionados ao tema residuos e
contaminantes em alimentos no Brasil foi objeto de manuscrito publicado na revista
Ciéncia e Saude Coletiva (Apéndice A), da Associacado Brasileira de Pés-Graduacéao
em Salde Coletiva (SPISSO; NOBREGA; MARQUES, 2009).

As secdes referentes a MATERIAIS E METODOS e RESULTADOS E
DISCUSSAO s&o apresentadas sob a forma de manuscritos, 0s quais se encontram
nos APENDICES. Assim, somente experimentos n&o publicados ou publicados sem
um maior detalhamento sdo apresentados nas paginas 76 a 115. A secdo
CONCLUSOES contém uma avaliacdo global, uma vez que as conclusdes
especificas estdo inseridas no corpo de cada artigo cientifico.

Os manuscritos estdo apresentados da seguinte forma:

Apéndice A : SPISSO, B. F.; NOBREGA, A. W.; MARQUES, M. A. S.
Residuos e Contaminantes Quimicos em Alimentos de Origem Animal no Brasil:
Historico, Legislacdo e Atuacdo da Vigilancia Sanitaria e Demais Sistemas
Regulatorios. Rev. C. S. Col., v. 14, n. 6, p. 2091-2106, 2009.

Apéndice B : SPISSO, B. F.; ARAUJO JR, M. A. G.; MONTEIRO, M. A;;
LIMA, A. M. B.; PEREIRA, M. U.; LUIZ, R. A;; NOBREGA, A. W. A liquid
chromatography-tandem mass spectrometry confirmatory assay for the simultaneous
determination of several tetracyclines in milk considering keto-enol tautomerism and
epimerization phenomena. Anal. Chim. Acta, v. 656, n. 1-2, p. 72-84, 2009.

Apéndice C: SPISSO, B. F.; FERREIRA, R. G.; PEREIRA, M. U,
MONTEIRO, M. A.; CRUZ, T. A.; COSTA, R. P.; LIMA, A. M. B.; NOBREGA, A. W.
Simultaneous determination of polyether ionophores, macrolides and lincosamides in
hen eggs by liquid chromatography-electrospray ionization tandem mass
spectrometry using a simple solvent extraction. Anal. Chim. Acta, v. 682, n. 1-2, p.
82-92, 2010 (submetido em maio de 2010).

Apéndice D: SPISSO, B. F.; PEREIRA, M. U.; FERREIRA, R. G,
MONTEIRO, M. A.; COSTA, R. P.; CRUZ, T. A.; NOBREGA, A. W. Pilot survey of
hen eggs consumed in the metropolitan area of Rio de Janeiro, Brazil, for polyether
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ionophores, macrolides and lincosamides residues. Food Addit. Contam. B, v. 3, n. 4,
p. 212-219, 2010 (submetido em maio de 2010).

Apéndice E: SPISSO, B. F.; MONTEIRO, M. A.; PEREIRA, M. U,
FERREIRA, R. G.; COSTA, R. P.; CRUZ, T. A.; NOBREGA, A. W. Pilot survey of
commercial pasteurized milk consumed in the metropolitan area of Rio de Janeiro,
Brazil, for tetracyclines residues, including the 4-epimers of oxytetracycline,
tetracycline and chlortetracycline. Food Addit. Contam. B, v. 3, n. 4, p. 220-227, 2010

(submetido em maio de 2010).

Os manuscritos foram reproduzidos com permissao da Associacao Brasileira
de POs-Graduagdo em Saude Coletiva, ABRASCO (Anexo A), Elsevier (Anexos B e
C) e Taylor & Francis (Anexos D e E).

1.2 Apresentacao

Como descrito no artigo constante do Apéndice A, no Brasil, até
recentemente, ndo havia politicas de médio e longo prazo visando organizar e
adequar os sistemas de regulamentacdo e controle de uso de medicamentos
veterinarios, bem como de controle de residuos (SPISSO; NOBREGA; MARQUES,
2009). Ao Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) compete o
registro, a fiscalizacdo e o controle dos produtos de uso veterinario e aditivos para
produtos destinados a alimentacdo animal, bem como a prévia fiscalizacdo sob o
ponto de vista industrial e sanitario dos produtos de origem animal. Pelo termo

“aditivo” entende-se

“substancia, micro-organismo ou produto formulado, adicionado
intencionalmente, que néo é utilizado normalmente como ingrediente, tenha
ou ndo valor nutritivo e que melhore as caracteristicas dos produtos
destinados a alimentagdo animal ou dos produtos animais, melhore o
desempenho dos animais sadios, atenda as necessidades nutricionais ou
tenha efeito anticoccidiano” (BRASIL, 2004; 2009a).

Os aditivos sao subdivididos em cinco categorias, de acordo com suas
funcbes e propriedades: aditivos tecnoldgicos, aditivos sensoriais, aditivos
nutricionais, aditivos zootécnicos e anticoccidianos. Os antibidticos sdo empregados
como aditivos zootécnicos melhoradores de desempenho, ou seja, substancias que
melhoram os parametros de produtividade, e também como anticoccidianos,

substancias destinadas a eliminar ou inibir protozoarios (BRASIL, 2004; 2009a).
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A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) cabe a
responsabilidade do estabelecimento de limites de residuos e contaminantes, além
do controle e fiscalizacdo sanitaria dos alimentos ofertados para consumo da
populacao, incluindo os alimentos de origem animal processados. Considerando que
as acoOes de Vigilancia Sanitaria compreendem, além dos instrumentos da legislacéo
e da fiscalizacdo e controle sanitario de produtos, servicos e ambientes, a
comunicacao e as atividades de educacdo sanitéria, torna-se evidente que nessa
area de tanta superposicdo de atividades a efetividade das acdes sO pode ser
atingida com a presenca e interacdo de todos os atores envolvidos. Grandes
avancos tém sido observados nessa area. Politicas publicas relacionadas a
producgéo e qualidade vém sendo implementadas, como por exemplo, investimentos
na Rede Brasileira de Laboratorios de Controle de Qualidade do Leite (RBQL),
criada para atender aos requisitos da Instrucdo Normativa MAPA n° 51, de 18 de
setembro de 2002 (BRASIL, 2002), que definiu novos parametros de qualidade para
o leite brasileiro, incluindo a pesquisa de residuos de antibiéticos como
procedimento especifico para o controle de qualidade da matéria-prima. Um
convénio entre o MAPA e a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
(EMBRAPA) previa a liberacdo de R$12 milhdes até 2009, sendo que R$10 milhdes
deveriam ser usados somente para a compra de equipamentos (EMBRAPA, 2008a).
A modernizacdo da infra-estrutura dos laboratorios visando o monitoramento da
qualidade e inocuidade do leite, além da capacitacdo dos profissionais sdo somente
alguns dos diversos desafios a serem enfrentados. Um projeto de ampliagdo das
funcdes da RBQL, com uma mudanc¢a do perfil, vem sendo discutido, de forma a
criar um programa de analise de rebanhos leiteiros no Brasil nos moldes de um
programa canadense. Esse programa visa ndo somente analises de monitoramento,
mas também a gestdo dos rebanhos, incluindo o acompanhamento das
propriedades nas questdes de nutricdo, reproducédo e sanidade animal, de forma a
possibilitar a rastreabilidade na cadeia produtiva do leite (EMBRAPA, 2008c).

Neste contexto, o Governo de Minas Gerais, maior produtor nacional de
leite, criou o PAlo de Exceléncia em Leite e Derivados, abrangendo as regides da
Zona da Mata e Campo das Vertentes. Esse poOlo tem como principais acfes a
implementacéo de trés programas: um Programa de Marketing Promocional, com o
desenvolvimento de um Portal do Pdlo do Leite, visando facilitar a comunicacéo e a
realizagcdo de negocios entre os agentes do sistema agroindustrial do leite; um
Programa de Formacdo e Capacitacdo de recursos humanos visando provocar um
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salto de qualidade no setor; e um Programa Mineiro de Estruturacdo do Setor Lacteo
para Exportacdo, a fim de aprimorar a qualidade para aumentar a participacdo no
mercado internacional (LEITE et al., 2008).

Também na avicultura de postura estratégias vém sendo propostas para o
aprimoramento do setor. Segundo a Unido Brasileira de Avicultura (UBA), que em
processo de fusdo recente com a Associacdo Brasileira dos Produtores e
Exportadores de Frangos (Abef) gerou a UBABEF, estd sendo desenvolvido um
Sistema de Gestdo da Qualidade especifico para o segmento de ovos e ovo-
produtos, a fim de atender as exigéncias de qualidade e rastreabilidade para a
conquista de novos mercados. Acbes em duas areas especificas vém sendo
desenhadas: na area técnica, com questdes relativas a sanidade, qualidade,
producdo animal e certificacdes; e na area comercial, subdividida em inteligéncia
comercial (para identificar e incrementar mercados) e promoc¢ao comercial. Um novo
projeto setorial, nos moldes do ja existente para a carne de frango, estd sendo
elaborado junto a Agéncia Brasileira de Promocéo de Exportacdes e Investimentos
(Apex), a fim de estimular as exportacdes brasileiras de ovos. Esse projeto prevé
recursos para a elaboracdo de material promocional, divulgacdo do produto em
eventos internacionais e a criagdo de uma marca propria para o0 mercado externo, a
Brazilian Egg (AVICULTURA INDUSTRIAL, 2010a, 2010b).

Em setembro de 2008, a criacdo pelo MAPA e Ministério da Ciéncia e
Tecnologia (MCT) da Rede de Residuos e Contaminantes (Rede de Laboratérios de
Residuos e Contaminantes em produtos de origem animal e vegetal destinados ao
consumo direto e indireto) foi um marco na estruturacdo de uma politica
interministerial e a longo prazo nessa area. Essa Rede integra o Sistema Brasileiro
de Tecnologia — SIBRATEC — no componente Servi¢cos Tecnoldgicos e foi idealizada
com um prazo de seis anos, renovavel automaticamente por igual periodo. Diversas
instituicbes de pesquisa e organiza¢des sociais, vinculadas ao MAPA, Ministério da
Saude, Ministério da Educacdo e Cultura e MCT estdo representadas (BRASIL,
2008b).

Em outubro de 2008, esse acordo de cooperacdo mutua entre o MCT e o
MAPA possibilitou a realizacdo de uma chamada publica para apoiar atividades de
pesquisa cientifica, tecnoldgica e de inovacdo que contribuissem para as acdes de
Defesa Agropecuaria (Edital CNPg/MAPA/SDA N° 064/2008). A qualidade e
inocuidade de produtos de origem animal foi uma das areas englobadas.
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1.3 Produgédo, comércio e consumo de ovos

Segundo os dados da Organizacédo das Nacdes Unidas para a Agricultura e
Alimentacdo (FAO), em 2007 a China foi a maior produtora de ovos, responsavel por
41% da producdo mundial. Em segundo lugar ficou os EUA, seguido da india, Jap&o,
México e RuUssia, enquanto o Brasil ocupou o0 sétimo lugar. A producdo do pais
atingiu 1.858 mil toneladas métricas, um pouco mais de um terco da alcancada pelos
EUA, mas muito distante da obtida pela China, 25.654 mil toneladas métricas
(FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION, 2009).

De acordo com os dados divulgados em marco de 2010 pelo IBGE, a
producado nacional de ovos de galinha em 2009 apresentou um aumento de 3,4% em
relacdo ao ano anterior, atingindo 2.359.810 mil duzias, segundo pesquisa efetuada
apenas em estabelecimentos com 10.000 ou mais galinhas poedeiras. Nesse ano,
os estados que concentraram a maior produgcao foram S&o Paulo (com 30,6% do
total nacional, mais do que toda a regiao Sul, a segunda maior produtora depois da
regido Sudeste), Minas Gerais (com 12,7%) e Parana (com 9,5%). O estado de Mato
Grosso apresentou um crescimento de 63,0% em relacdo a 2008 (IBGE, 2010). Os
municipios que mais se destacam na producao de ovos de galinha sdo Bastos (SP),
Santa Maria de Jetiba (ES) e Itanhandu (MG) (IBGE, 2008).

A participacdo do Brasil como exportador mundial de ovos ainda é timida,
mas as exportacdes do produto vém crescendo desde 2004. Embora tenha havido
crescimento da produgdo em 2009, com 45,3 mil toneladas embarcadas e um
faturamento de US$78,5 milh&es, houve uma queda de 7,3% no faturamento, devido
aos baixos precos no mercado internacional. As perspectivas sdao melhores para
2010. Os principais compradores do ovo brasileiro sdo os Emirados Arabes Unidos
(comprando 48% da producdo exportada), seguido da Venezuela e Angola
(AVICULTURA INDUSTRIAL, 2010b).

Segundo a Unido Brasileira de Avicultura (UBA), em 2009 o consumo per
capita de ovos no Brasil foi 0 mesmo de 2008, 120 unidades. Isso representa uma
reducdo em relagcdo as 132 unidades do ano de 2007 e as 142 unidades do ano de
2006, o que j& posicionava o Brasil bem abaixo de paises como o México (375
unidades), o Japao (347 unidades) e os Estados Unidos (258 unidades). Mesmo na
América Latina, ndo estamos entre os maiores consumidores. (UNIAO BRASILEIRA
DE AVICULTURA, 2010; QUEVEDO, 2009). Diversos fatores foram citados por
Santos Filho et al. (2010) para o baixo consumo nacional do produto: tabus e
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preconceitos que ainda persistem, seja em relacédo a problemas de saude ou ao fato
do ovo ser visto como alimento para classes menos favorecidas; a baixa renda per
capita da populacdo (o que faz com que a participacdo na dieta de produtos
industrializados a base de ovos, com maior valor agregado - incluindo-se massas de
qualidade - seja pouco significativa); habitos alimentares diferenciados em relacéo
aos paises que figuram na lista de maiores consumidores e a reduzida organizacao
desse segmento do setor produtivo, quando comparado ao setor de carnes.
Diferencas regionais de consumo também foram observadas, com a regido Sul
apresentando o maior consumo e as regides mais pobres o menor, embora 0 ovo
seja uma fonte barata de proteina animal. Entretanto, as perspectivas sao de
aumento no consumo.

N&o existem dados disponiveis sobre a industrializacdo do ovo no Brasil,
mas segundo Rami (2009), estima-se que 4 a 5% dos ovos produzidos sejam

processados pela industria de ovos para a obtencao de ovoprodutos.

1.4 Produgé&o, comércio e consumo de leite

Os ultimos dados da FAO, que datam de 2007, indicam que o Brasil ficou na
sétima posicéo entre os maiores produtores mundiais de leite bovino, apds a india,
os Estados Unidos, a China, o Paquistdo, a Russia e a Alemanha. Entretanto, a
producdo nacional ndo chegou a um terco das 84.189 mil toneladas atingidas pelos
EUA (FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION, 2009). Segundo a mesma
organizacdo, em 2009, a producdo mundial de leite e produtos lacteos atingiria 709,7
milhdes de toneladas métricas. As previsdes indicavam que essa producdo se
concentraria no continente asiatico (36,1%), europeu (30,8%) e americano (24,5%) e
gue o Brasil ocuparia o quinto lugar no ranking liderado pela Unido Européia (com 27
paises membros), seguida da india, Estados Unidos e China (FOOD AND
AGRICULTURE ORGANIZATION, 2008).

As previsbes do Departamento de Agricultura dos EUA (United States
Department of Agriculture, USDA) indicam que em 2010 o Brasil devera produzir
30.235 mil toneladas métricas de leite fluido, enquanto que os EUA e a Unido
Européia 85.230 mil e 134.000 mil toneladas meétricas, respectivamente. ISso
representa uma previsdo de crescimento de 5% em relacdo a 2009, a maior em
comparacdo ao esperado pela Argentina (2%) e Nova Zelandia (3%). EUA e
Australia deverao ter ligeira reducao (-1%) e a Unido Européia devera manter sua
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producdo. Apesar de possuir um dos maiores rebanhos de bovinos de leite do
mundo (17.600 mil cabecgas, estimativa para 2010), superior ao dos EUA (8.970 mil
cabecas), mas inferior ao da Unido Européia (24.000 mil cabecas), a produtividade
nacional (estimativa de 1,72 tonelada métrica por cabeca) ainda devera ser bastante
reduzida quando comparada a esses paises, respectivamente 9,50 e 5,58 toneladas
métricas por cabeca. A producéo brasileira de leite em pé integral devera atingir 518
mil toneladas métricas em 2010, sendo que 17 mil toneladas métricas deverao ser
exportadas, praticamente a mesma quantidade exportada em 2009 (15 mil toneladas
métricas, dados preliminares). A crise internacional no ano passado acarretou em
um decréscimo de aproximadamente 82% em relacdo ao total de 83 mil toneladas
métricas exportado em 2008 (UNITED STATES DEPARTMENT OF AGRICULTURE,
2009).

A producéo de leite no pais aumentou mais de 123% entre 1985 e 2007,
enquanto o consumo per capita teve um crescimento de 47,8% no mesmo periodo,
passando de 94 para 139 litros/habitante/ano, ainda bem abaixo dos 175
litros/habitante/ano recomendados pela Organizacdo Mundial da Saude. Esse
excedente de producédo possibilitou que a partir de 2004, o pais se transformasse de
importador para exportador liquido de lacteos (LEITE et al., 2008).

Segundo a Pesquisa Trimestral do Leite (IBGE, 2010), a industrializagéo
nacional de leite cru ou resfriado por estabelecimentos sob inspecdo sanitaria
federal, estadual e municipal no quarto trimestre de 2009 foi 11,9% superior ao
terceiro trimestre do mesmo ano e 11,1% em relagdo ao mesmo trimestre de 2008.
19.493.130 mil litros foram industrializados no ano passado, principalmente por
Minas Gerais (26,7%), Rio Grande do Sul (14,1%) e Goias (12,4%). O leite em po é
o principal produto do Brasil no mercado externo de lacteos, e o volume exportado
sofreu uma queda de 76,3% no ultimo trimestre de 2009 em relacdo ao mesmo
periodo de 2008. A valorizacdo do real perante o délar desetimula as exportacdes e
incentiva as importacbes, mantendo o produto no mercado interno a pregos
satisfatorios. Embora as exportacdes de leite em p6 sejam muito maiores que as de
leite in natura, estas vém crescendo significativamente. Em 2007 0os municipios com
a maior producédo em volume foram Castro (PR), com 135,67 milhdes de litros (0,5%
do total), Pompeu (MG), com 108,91 milhdes de litros e Marechal Candido Rondon
(PR) com 106,0 milhdes de litros (IBGE, 2008).
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1.5 Uso dos ion6foros poliéteres, macrolideos e lin -~ cosamidas na avicultura

Os ionoforos poliéteres sao antibidticos produzidos por espécies do género
Streptomyces e representam hoje os agentes anticoccidianos mais empregados na
avicultura de corte, mas ndo sdo autorizados na avicultura de postura. Séo
adicionados as ragfes para a prevencdo da coccidiose, a principal doenca
contagiosa parasitaria em aves domésticas causada por protozoarios do género
Eimeria spp., que pode causar grandes prejuizos econdmicos devido a perda de
eficiéncia do lote (coccidiose subclinica) e a alta taxa de mortalidade (coccidiose
clinica). Cada tipo de ave pode ser infectado por diferentes espécies de Eimeria, que
s&o hospedeiro-especificas e de variada patogenia (ANADON; LARRANAGA, 1999).
A vacinacdo como medida de prevencao ndo tem sido muito utilizada, pois € menos
eficaz que o uso de anticoccidianos, que sdo empregados de forma alternada a fim
de contornar a questdo da resisténcia. Os sintomas da coccidiose em aves
domésticas sdo diarréia com sangue, alta mortalidade, reducédo na ingestédo de racao
e agua, emagrecimento e perda da producédo de ovos.

Além das aves domésticas, os ionéforos poliéteres sdo empregados na
prevencdo e tratamento da coccidiose em bovinos, ovinos, caprinos, suinos e
coelhos. Também atuam como promotores de crescimento em bovinos e suinos,
melhorando a eficiéncia alimentar e a taxa de ganho de peso (THE MERCK
VETERINARY MANUAL, 2008). Em ruminantes sdo empregados ainda para
aumentar a producgéao de leite em vacas em lactagcédo (LINDSEY; BLAGBURN, 1995).

Existem seis ionoforos poliéteres aprovados no Brasil, quatro para uso
exclusivo em aves domésticas (lasalocida, maduramicina, narasina e
senduramicina), um para uso em aves e bovinos (monensina) e um indicado para
bovinos e suinos, além das aves domésticas (salinomicina). A Tabela 1 apresenta as
informacdes de uso dos aditivos a base de ionéforos poliéteres para frangos de corte

registrados no Brasil, segundo o Compéndio de Produtos Veterinarios (2010).
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Tabela 1. Informacdes sobre aditivos coccidiostaticos a base de ionéforos poliéteres para frangos de corte registrados no Brasil (COMPENDIO de Produtos

Veterinarios, 2010).

Laboratdrio
Produto ) i ) Periodo
o N° Registro Férmula IndicagGes e Dosagem produtor/
Principio ativo (nome de Precaugbes o
. no MAPA dosagens . Distribuidor/
comercial) caréncia
Representante
Lasalocida sodica Avatec Premix 4.506/93 Lasalocida sédica  Prevencédo da 600 g/ton de ragéo, 48 h Deve-se suspender o uso 48 horas Alpharma do Brasil
15% 15,0 g; triguilho coccidiose em continuamente, para antes do abate das aves destinadas  Ltda.
g.s.p 100,09 frango de corte obter niveis ativos de ao consumo humano.
causada por: 90 mg/kg (ppm) de Manter fora do alcance de criangas e
Eimeria acervulina, lasalocida sodica na animais domeésticos.
E. mivati, E. racao.
maxima, E.
necatrix, E.
tenellae, E. brunetti.
Maduramicina Cygro Premix 7.391/00 Maduramicina Prevencéo da 500 a 600 g/ton de 3 dias Usar somente em racao de frangos Alpharma do Brasil

C

1,0 g; élcool
benzilico 4,0 g;
6leo de milho
refinado 3,3 g;
gérmen de milho
100,0 g

coccidiose aviaria.

racéo (equivalente a 5
a 6 mg/kg de
maduramicina por kg
de ragfo), desde o 1°
dia de vida até 3 (trés)

dias antes do abate.

de corte. Usar somente a dose Ltda.
recomendada. N&o usar junto com

outros agentes anticoccidianos. Usar
equipamentos de protec¢do individual

durante o manuseio.
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registrados no Brasil

. Laboratério
Produto 3 L Periodo
o Formula IndicacGes e Dosagem . produtor/
Principio ativo (nome de Precaucoes o
) dosagens L Distribuidor/
comercial) caréncia
Representante
Monensina sédica Avensin Monensina Prevencéo da 250 a 300 g/ton de 5 dias N&o administrar a aves poedeiras Phibro Satde
granular 40 sédica 40%; coccidiose em aves  racao, para se obter (galinhas) e frangos acima de 16 Animal Internacional
carbonato de de corte causada uma concentracao semanas de idade. Ltda.
célcio 60% por: Eimeria final de 100 a 120 N&o permitir o acesso a perus
acervulina, E. ppm de monensina adultos, equinos e cédes a ragdes
maxima, E. tenella, com monensina, pois pode ser fatal.
E. necatrix, E. mitis / Incompativel com tiamulina. Ndo
mivati, E. brunetti. aprovado para ser utilizado com
“binders” para pellets. Ao manipular
o produto, usar equipamentos de
protecéo individual. Nao contaminar
lagos, cursos de agua ou canais.
Monensina sédica Coban 200 Monensina 20 g;  Prevencao da 500 a 600 g/ton de ndo possui Frangas de reposigcéo: usar Eli Lilly do Brasil
Premix excipiente g.s.p.  coccidiose causada  ragéo, somente em aves destinadas a Ltda.

100 g

por E. acervulina, E.
maxima, E. tenella,

E. mivati, E. necatrix

e E. brunetti (frangos

de corte e frangas
de reposi¢éo) e por
E. meleagrimitis, E.
adenoides e E.
gallopavonis (perus

em crescimento).

continuamente, em
frangos de corte e
frangas de reposicao
(equivalente a 100 a
120 mg/kg de
monensina) e 300 a
500 gramas em perus
em crescimento
(equivalente a 60 a
100 mg/kg de

monensina).

postura em gaiolas. Nao administrar
o produto a aves em postura.

Perus: usar somente em perus até a
162 semana de idade. N&o usar em
perus reprodutores.

N&o permitir o acesso de equideos
as rag6es contendo Coban 200
Premix. A ingestdo de monensina

por esses animais pode ser fatal.




Continuacdo da Tabela 1. Informacdes sobre aditivos ¢
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base de ionéforos poliéteres para frangos de corte registrados no Brasil

Laboratério

Produto N° Periodo
Férmula Indicagbes e Dosagem produtor/
Principio ativo (nome Registro de Precaugdes o
comercial) no MAPA dosagens caréncia Distribuidor/
Representante
Monensina sédica Coban 400 4.177/93  Monensina 40 g; Prevencéo da 250 a 300 g/ton de ndo possui Frangas de reposi¢do: usar somente Eli Lilly do Brasil
Premix excipiente g.s.p. 100 g coccidiose causada ragao, em aves destinadas a postura em Ltda.

por E. acervulina, E. continuamente, em gaiolas. Ndo administrar o produto a

maxima, E. tenella, frangos de corte e aves em postura.

E. mivati, E. necatrix frangas de reposicdo Perus: usar somente em perus até a

e E. brunetti (equivalente a 100 a 162 semana de idade. N&o usar em

(frangos de corte e 120 mg/kg de perus reprodutores. N&o permitir o

frangas de monensina) e 150 a acesso de equideos as ragdes. A

reposi¢cdo) e por E. 250 gramas em perus ingestdo de monensina por esses

meleagrimitis, E. em crescimento animais pode ser fatal.

adenoides e E. (equivalente a 60 a

gallopavonis (perus 100 mg/kg de

em crescimento). monensina).
Monensina sédica Qualivet M 8.601/03  Acido 3-nitro Auxiliar no Para frangos de 5 dias Na&o tratar poedeiras produzindo ovos M. Cassab
Acido 3-nitro, 4- (acido 3-nitro, 4- tratamento da corte: 500 g/ton de e equideos, pois pode ser fatal. A Comércio e

hidroxifenilarsénico

hidroxifenilarsénico)

9,08 g; monensina (na
forma sdédica) 18,00 g;
excipiente g.s.p. 100 g

coccidiose em
frangos de corte,
causada por
Eimeria tenella, E.
necatrix, E.
acervulina, E.
maxima, E. brunetti

e E. mivati.

racdo (equivalente a
45,4 ppm de &cido 3-
nitro e 90 ppm de

monensina).

racdo com o produto deve ser
consumida em 30 dias. Nao fumar,
beber ou comer durante o manuseio e
usar equipamento de protecao.
Incompativel com tiamulina e
oleandomicina. A permetrina,
antibiéticos macrolideos e neomicina
podem diminuir o metabolismo dos
ionoforos, aumentando possiveis

efeitos toxicos.

Inddstria Ltda.




Continuacdo da Tabela 1. InformagBes sobre aditivos coccidiostaticos & base de iondforos poliéteres para frangos de corte registrados no Brasil

(COMPENDIO de Produtos Veterinarios, 2010).

Laboratorio
Produto ) 3 L Periodo
L N° Registro Formula Indicagbes e Dosagem . produtor/
Principio ativo (nome de Precaucoes o
. no MAPA dosagens o Distribuidor/
comercial) caréncia
Representante
Narasina MontebanG 3.164/89 Narasina 10 g; Prevencéo da 60 a 80 partes por N&o requer N&o permitir que cavalos ou outros  Eli Lilly do Brasil
100 Premix excipiente g.s.p. coccidiose milhdo (ppm) de equideos tenham acesso as Ltda.
100 g causada por E. narasina / ton de formulac¢des contendo Monteban G
necatrix, E. racao. 100 Premix. A ingestéo deste
tenella, E. produto por esta espécie pode ser
acervulina, E. fatal. Nao administrar Monteban G
brunetti, E. mivati 100 Premix para galinhas em fase
e E maxima e da de postura ou para perus.
enterite necrética
por Clostridium
perfringens.
Narasina Maxiban 80/80 2.860/88 Narasina 8 g; N, N°- Prevencao e 500 e 625 g/ton de 10 dias N&o administrar o produto a Eli Lilly do Brasil
Nicarbazina Premix bis (4-Nitrofenil) controle da racao para obter-se galinhas poedeiras. N&do permitir Ltda.
uréia e 4-6-dimetil-  coccidiose concentrages finais gue perus, cavalos ou outros

2-pirimidinol 8 g;
veiculo g.s.p 100 g

causada por
Eimeria necatrix,
E. tenella, E.
acervulina, E.
brunetti, E. Mivati
e E. maxima em

frangos de corte.

de 80 a 100 ppm.

equideos tenham acesso a ragéo
com o produto, pois pode ser fatal
para equideos. Suspender a
medicacgéo 10 (dez) dias antes do
abate das aves destinadas ao
consumo humano. Ao misturar e
manipular o premix, usar

equipamentos de protecao.
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Continuacdo da Tabela 1. InformagBes sobre aditivos coccidiostaticos & base de iondforos poliéteres para frangos de corte registrados no Brasil
(COMPENDIO de Produtos Veterinarios, 2010).

Produto Periodo Laboratorio
N° Registro Formula Indicagbes e Dosagem produtor/
Principio ativo (nome de Precaucbes
no MAPA dosagens Distribuidor/
comercial) caréncia
Representante
Salinomicina sodica Bio-cox 120G 7633/01 Salinomicina sédica Prevencgédo da 367 g a 550 g/ton de n.d., mas Usar somente as doses Alpharma do Brasil
12 g; carbonato de  coccidiose em ragdo (equivalente a segundo a recomendadas. Ndo usar emracdo Ltda.
célcio 100 g frangos e frangas 44 a 66 mg/kg de bulando para perus e equinos.
de reposicéao. salinomicina na h& periodo Nao usar simultaneamente com
racao). de tiamulina. Nao administrar as
caréncia  poedeiras.
Salinomicina sodica Coxistac SP-09492  Salinomicina sddica Prevencao da 250 g/ton de ragéo 5 dias N&o administrar a aves poedeiras Phibro Satde
granular 24% 30009 24 g; carbonato de  coccidiose em (equivalente a 60 (galinhas) e frangos acima de 16 Animal Internacional
célcio 76 g aves de corte, mg/kg de semanas de idade. Nao permitir o Ltda.
causada por salinomicina na acesso a perus adultos, equinos e
Eimeria acervulina ragéo). cées a ragBes com salinomicina,
, E. maxima, E. pois pode ser fatal. Incompativel
tenella, E. com a tiamulina. N&o aprovado para
necatrix, E. mitis/ ser utilizado com “binders” para
mivati, E. brunetti. pellets. Ao manipular o produto,
usar equipamentos de protecédo
individual. N&o contaminar lagos,
cursos de agua ou canais.
Salinomicina sodica Coxistac 12% 2.609/86 Salinomicina sédica Prevencgédo da 500 g/ton de ragéo n.d. N&o usar em poedeiras. N&o usar Phibro Satde

granular

micelial 12 g;
excipientes g.s.p.
100 g

coccidiose em
aves (frangos de

corte)

(equivalente a 60
mg/kg de
salinomicina na

racao).

na alimentagao de outros animais.
Incompativel com a tiamulina. Usar
equipamentos de protegao

individual.

Animal Internacional
Ltda.

n.d. = ndo declarado.
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registrados no Brasil

Produto Periodo Laboratdrio
N° Registro Formula Indicagbes e Dosagem produtor/
Principio ativo (nome de Precaugbes o
comercial) no MAPA dosagens cardncia Distribuidor/
Representante
Salinomicina Qualivet S 8.602/03 Acido 3-nitro Auxiliar no 500 g/ton de ragao 5 dias N&o administrar a poedeiras M. Cassab Comércio
Acido 3-nitro, 4- (acido 3-nitro, 4- tratamento da (45 ppm de acido 3- produzindo ovos. N&o pode ser e Industria Ltda.
hidroxifenilarsénico hidroxifenilarsénico) coccidiose em nitro e 42 ppm de consumida por equideos,
9,00 g; salinomicina frangos de corte,  salinomicina). ruminantes, perus, hamsters e caes.
(na forma sodica) causada por Apos adicdo, usar em 30 dias. Nao
8,40 g; excipiente Eimeria tenella, E. fumar, beber ou comer durante o
g.s.p. 100 g necatrix, E. manuseio e usar equipamento de
acervulina, E. protec¢éo individual. Pode ser
maxima, E. associado com outras medicagGes
brunetti e E. normalmente utilizadas em
mivati. avicultura, exceto tiamulina e
oleandomicina.
Senduramicina Aviax Premix 3.816/91 Senduramicina Prevencéo e 400 a 500g/ ton de Sem, Deve ser manipulado com Phibro Saude
5% 5,00 g; excipiente controle da racao para se obter segundo a seguranca. Animal Internacional
g.s.p. 100,00 g coccidiose em 20 a 25ppm de bula; 5 Ltda.
frango de corte senduramicina dias,
causada por E. segundo a
tenella, E. ficha
acervulina, E. técnica
maxima, E.
brunetti, E.

necatrix, E. mivati
/ mitis.
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As lincosamidas e os macrolideos sdo antibidticos bacteriostaticos ou
bactericidas, dependendo da concentracdo, e sao usados na prevencao e no
tratamento de doencas respiratdrias, enterite bacteriana e na promocdo do
crescimento em frangos quando incorporados em niveis subterapéuticos na racao.
Em aves domésticas a eritromicina é usada para tratar infeccbes respiratorias
causadas por Mycoplasma e lincomicina para tratar enterite necrética (THE MERCK
VETERINARY MANUAL, 2008; SPOO; RIVIERE, 1995). As Tabelas 2 e 3
apresentam informacdes sobre produtos de uso veterinario registrados no Brasil com
macrolideos e lincosamidas na sua formulacéo, respectivamente, destinados a aves
de corte (COMPENDIO de Produtos Veterinarios, 2010).

Informacdes sobre os produtos mais empregados no pais ndo foram
localizadas. Considerando que somos hoje o terceiro maior produtor mundial de
carne de frango (apés os EUA e China) e lider nas exportacbes, ha um risco
potencial de que racfes destinadas a avicultura de postura possam conter residuos
de iondforos poliéteres, macrolideos e lincosamidas por contaminacdo cruzada com
racdes destinadas a avicultura de corte. Programas internacionais de monitoramento
revelam que o risco existe, mas essa avaliacdo ainda nao foi efetuada de forma
sistematizada no pais. Além disso, a ndo observancia dos periodos de caréncia dos
medicamentos registrados para aves poedeiras pode originar residuos em niveis

superiores aos considerados seguros.



Tabela 2. Informag6es sobre produtos de uso veterinario a base de macrolideos para

Veterinarios, 2010).
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aves de corte registrados no Brasil (COMPENDIO de Produtos

N° Laboratério
Produto . |
o Registro Férmula L . L . produtor/
Principio ativo (nome Indicagbes e dosagens Periodo de caréncia Precaugbe s o
. no Distribuidor/
comercial)
MAPA Representante
Tilmicosina Pulmotil 7.177/99 Tilmicosina  Para o tratamento e controle das infeccdes 7 dias N&o permitir o acesso de cavalos Eli Lilly do Brasil
AC (fosfato) respiratérias causadas por Mycoplasma e outros equinos a agua Ltda.
25 g; veiculo gallisepticum, Mycoplasma synoviae, contendo tilmicosina. Usar
g.s.p. Ornithobacterium rhinotracheale, Pasteurella equipamentos e medidas de
100 mL multocida e outros microrganismos sensiveis a protecéo ao manipular o produto.
tilmicosina. Diluido na agua de bebida, dose Em caso de contato acidental da
diaria de 15-20 mg/kg de peso corporal, durante pele ou dos olhos com o produto,
3 dias, a qual pode ser obtida pela adi¢do de 0,3 lava-los imediatamente com
mL do produto (equivalente a 75 mg de agua em abundancia.
tilmicosina/L).
Tilosina Tylan G 4.734/94 Tilosina Frangos de Corte, frangas de reposigéo e Na posologia de 880 a N&o usar em aves produtoras de Eli Lilly do Brasil
250 Premix granulada poedeiras. Como auxiliar no controle da Doenga  1.100g de atividade de ovos para consumo humano. Ltda.
(como Respiratéria Cronica, causada por Mycoplasma tilosina/ton de racéo, A racdo medicada deve ser

fosfato) 25 g;
excipiente

g.s.p. 100 g

gallisepticum: 3.520 a 4.400 g (equivalente a 880
a 1.100 g de atividade de tilosina) / ton de ragéo,
durante os 5 primeiros dias de vida, repetindo a
medicagdo, na mesma dosagem, durante 2 dias
consecutivos entre a 32 e a 52 semana de vida
das aves e/ou em outros periodos de stress.
Para o tratamento da Enterite Necrética causada
por Clostridium perfringen: 400 g (equivalente a
100 g de atividade de tilosina) / ton de ragao

durante 7 dias consecutivos.

nao consumir a carne
das aves durante o
periodo de tratamento
e até 5 dias apés a
Gltima medicacéo.

- Para as demais

posologias, ndo requer

periodo de caréncia.

utilizada num prazo méximo de
90 dias apds o seu preparo.

N&o misturar o produto em
racdes contendo bentonita em
niveis superiores a 2%.

Ao misturar e manipular Tylan G
250 Premix, usar roupas
protetoras, luvas impermeaveis e

mascaras contra pé.
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Continuacdo Tabela 2. Informacdes sobre produtos de uso veterinario & base de macrolideos para aves de corte registrados no Brasil (COMPENDIO

de Produtos Veterinarios, 2010).

N° Laboratério
Produto i
o Registro Formula L i o 5 produtor/
Principio ativo (nome Indicacbes e dosagens Periodo de caréncia Precaucbe s o
. no Distribuidor/
comercial)
MAPA Representante
Tilosina Tylan 1965/64 Tilosina Auxiliar no tratamento e controle da Doencga 24 h para frangos; N&o administrar o produto para Eli Lilly do
Solavel (tartarato) Respiratéria Cronica (DRC) das aves, causada 5 dias para perus aves produtoras de ovos Brasil Ltda.
100 G 100 g por Mycoplasma gallisepticum e M. synoviae, na destinados ao consumo humano.

época de vacinagao ou outros periodos de
estresse. Para o tratamento da enterite necrética
das aves, causadas por Clostridium perfringens.
Como preventivo da sinusite infecciosa dos
perus, causada pelo Mycoplasma gallisepticum.
Administrar por via oral, diluido na agua de
bebida, nas seguintes dosagens:

- Frangos de corte: 1 g para cada 2 L, durante os
trés primeiros dias de vida (72 h), repetindo a
medicacgéo por 24 h na 32 ou 42 semana de vida.
- Frangas de reposicédo: 1 g paracada 2 L,
durante os trés primeiros dias de vida (72 h),
repetindo por 24 h na 32 ou 43, na 82, na 162 e na
202 semanas de vida, para coincidir com
vacinacgéo ou outro estresse.

- Para o tratamento de enterite necrética: 1 g
para cada 6, 7, 10 ou 20 L (equivalentes a 150 ou
100 ou 50 ppm, respectivamente), durante cinco
dias consecutivos.

- Como preventivo de sinusite infecciosa: 1 g
para cada 2 L, durante os cinco primeiros dias de

vida, repetindo por 48 h na 42 semana de vida.




Continuacéio Tabela 2. Informacdes sobre produtos de uso veterinario & base de macrolideos para aves de corte registrados no Brasil (COMPENDIO

de Produtos Veterinarios, 2010).

Produto N° Laboratério
Registro Férmula produtor/
Principio ativo (nome IndicagBes e dosagens Periodo de caréncia Precaugbe s o
comercial) no Distribuidor/
MAPA Representante
Tilosina Tylan G 5950/97 Tilosina Frangos de Corte, Frangas de Reposicéo e 5 dias A racdo medicada deve ser Eli Lilly do
100 Premix granulada Poedeiras. Como auxiliar no controle da Doenc¢a utilizada num prazo méximo de Brasil Ltda.
(como Respiratéria Cronica, causada por Mycoplasma 90 dias apods seu preparo.
fosfato) 10 g; gallisepticum: 8.800 a 11.000 g (equivalente a
excipiente 880 a 1.100 g de atividade de tilosina) / ton de
g.s.p.100g ragéo.
Tilosina Tylotrat SM  6593/98 Cada 100 Tratamento das complicacdes respiratorias de n.d. n.d. A Quimica
mL contém origem bacteriana: 20 mL em 1 L de agua, Santa Marina
2,5gde diariamente, de 3 a 5 dias S.A.
tilosina
Eritromicina Eriprim 0992 Eritromicina  Doenca Respiratéria Cronica - DRC (causada por n.d. Conservar em local fresco, seco  Des-Far
Sulfametoxipiridazina 4,4 g; sulfa-  E.coli e Mycoplasma spp), Coriza Infecciosa e ao abrigo da luz solar, fora do Laboratérios
Trimetoprim metoxipirida- (causada por Haemophilus gallinarum) e suas alcance de criangas e animais Ltda.
zina 8,5 g; complicacdes (causadas por Streptococcus spp., domésticos.
lactato de Staphylococcus spp. e E.coli).
trimetoprim Preventivo:
1,7g; Na ragédo: 2 g/kg de racéo ou 50 g/25 kg de racédo
veiculo Na agua: 1 g/L de agua ou 50 g/50 L de agua
g.s.p. Curativo:
100,09 Recomendado o uso através da dgua de bebida,

na seguinte dosagem: 2 g/L ou 50 g/25 L nas
primeiras 48 h, continuando o tratamento por

mais 2 ou 3 dias, com 1g /L ou 50 g/50 L.

n.d. = ndo declarado.
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Tabela 3. Informagdes sobre produtos de uso veterinario & base de lincosamidas para aves de corte registrados no Brasil (COMPENDIO de Produtos

Veterinarios, 2010).

broduto Ne Laboratério
Férmula produtor/
Principio ativo (nome Registro Indicagbes e dosagens Periodo de caréncia Precaugbe s o
comercial) no MAPA Distribuidor
Representante
Lincomicina Lincogen 2,2 6357/98 Lincomicina  Tratamento das infec¢Bes produzidas por Nas doses E recomendavel continuar o Interchange
Gentamicina X222 2,24; Mycoplasma spp,(DCR); E. Coli (DCR recomendadas ndo ha tratamento por tempo nao inferior a  Veterinaria
gentamicina  Complicada); Salmonella spp, riscos de haver residuos 48 h apds o desaparecimento dos Industria e
2,24; Streptococcus spp, Staphylococcus spp detectaveis nos tecidos.  sintomas. As sobras e embalagens Comeércio Ltda.
excipiente (enterites) Entretanto, recomenda- vazias devem ser acondicionadas
g.s.p 100,0 g Curativo: 1 kg/1000 L de agua durante 5 se suspender o em recipientes lacrados e
dias, ou 120 mg/kg de peso corporeo tratamento 14 dias antes  descartados de forma segura
do abate para aves. evitando contaminar o meio
ambiente.
Lincomicina Lincomix( 2.110/84 Lincomicina  Tratamento e controle da enterite necrética n.d. Boas praticas de manufatura Laboratérios
600 base causada ou complicada por Clostridium devem ser observadas no preparo  Pfizer Ltda.
(cloridrato) spp. do alimento contendo este
60,00 g; 2,2 a 4,4 g de lincomicina (3,7 a 7,4 g de medicamento, incluindo
excipiente Lincomix® 600)/ton de ragdo como Unico procedimentos apropriados de
g.s.p. alimento. limpeza, a fim de se evitar
100,00 g contaminagao cruzada.
Lincomicina Lincomix™ 1.001/79 Lincomicina  Controle de enterite necrética causada ou ndo requer - Conservar em temperatura Laboratérios
Premix base complicada por Clostridium spp. ambiente, armazenar as Pfizer Ltda.

(cloridrato)
4,49,
excipiente
g.s.p. 100,0 g

2,2 a 4,4 g de lincomicina (50 a 10 g de
Lincomix® Premix)/ton de ragdo como

Unico alimento.

embalagens abertas em lugar seco
para prevenir a formagéo de
grumos.

- Misturar completamente a ragédo
antes do uso.

n.d. = ndo declarado.



Continuacdio Tabela 3. Informagdes sobre produtos de uso veterinario & base de lincosamidas para aves de corte registrados no Brasil (COMPENDIO de

Produtos Veterinarios, 2010).

Laboratério
Produto N° i
L Formula ) . . produtor/
Principio ativo (nome Registro IndicagGes e dosagens Periodo de caréncia Precaucbe s o
) Distribuidor/
comercial) no MAPA
Representante
Lincomicina Lincosan 6253/98 Cloridrato de  Tratamento da doenca cronica respiratéria 6 dias - Conservar em local seco, a Interchange
11% lincomicina (DCR) causada por Mycoplasma spp e da temperatura em torno de 30° C, Veterinaria
(equivalente  enterite necrética causada por Clostridios Né&o explicita periodo de  fora da luz solar direta e do alcance IndUstria e
alOgde spp em frangos de corte, reposicéo e retirada para aves de de criancas. Comércio Ltda.
base) 11 g; postura. postura. - Guardar o produto na embalagem
excipiente 2 kg do produto/ton de racao, durante 3 a5 original, restos do produto e
g.s.p. 100 g dias consecutivos. embalagens vazias, eliminar com
seguranca evitando contaminar o
meio ambiente.
Lincomicina Lincosil 7144/99 Lincomicina  Prevencéo e controle da enterite necrética 1 dia para aqueles que Conservar em local fresco, secoe  Vansil IndUstria

(na forma de
cloridrato) 4,4
g; excipiente
g.s.p. 100,0 g

causada por Clostridium perfringens.

Fase inicial: 4,4 g de lincomicina (100 g do
produto)/ ton de ragéo.

Fase final: 2,2 g de lincomicina (50 g do

produto)/ ton de ragéo.

receberam até 110 g de
lincomicina/ton de
alimento e 6 dias para
aqueles que receberam
220 g/ton.

ao abrigo da luz solar. Efeitos Comércio e
colaterais mais frequentes: caibras, Representagdes
dores abdominais ou de estbmago, Ltda.

distens@o abdominal severa,
diarréia aquosa e severa, febre,
nauseas ou vomitos, cansago ou
debilidade n&o habituais.

Na&o utilizar o produto em animais
sensiveis ao medicamento. Ndo
utilizar em espécies que nao sejam
aves e suinos, pois pode provocar
efeitos gastrintestinais adversos.
Observar boas praticas de
manufatura para evitar

contaminagéo cruzada.
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Continuacéo Tabela 3. Informagées sobre produtos de uso veterinario a base de lincosamidas para aves de corte registrados no Brasil (COMPENDIO de

Produtos Veterinarios, 2010).

Laboratério
Produto N° i
o . Foérmula L i o . produtor/
Principio ativo (nome Registro Indicagbes e dosagens Periodo de caréncia Precaugbe s o
) Distribuidor/
comercial) no MAPA
Representante
Lincomicina Linco- 7.652/01 Espectinomici Prevengao e tratamento de Doenga Cronica N&o requer N&o administrar em aves de  Laboratérios
Espectinomicina Spectind na (sulfato) Respiratoria (DCR) causada por Mycoplasma spp e postura. Pfizer Ltda.
100 44,50 g; DCR Complicada associada com infec¢des
lincomicina micoplasméticas e por coliformes suscetiveis a

(cloridrato)
22,20 g;
benzoato de
sodio (po)
1,07 g;
lactose
monoidratada
(p6) 100,00 g

associagdo de Lincomicina e Espectinomicina;

na prevenc¢do e no tratamento de aerosaculite
causada por M. meleagridis (em perus com até 5
dias de idade). Administrar por via oral, diluido na
agua de bebida (1 frasco do produto para cada 120
L de agua de bebida; 0,5 g de atividade antibiotica /
1L), nas dosagens abaixo, devendo ser oferecida
como Unica fonte de bebida até o consumo
completo. Apés, oferecer agua ndo medicada pelo
restante do dia.

Prevencéo de DCR em aves: 150 mg de atividade
(50 mg de lincomicina + 100 mg de
espectinomicina)/kg de peso vivo / dia, durante os 3
a 5 primeiros dias de vida. Administrar 50 mg de
atividade/kg de peso vivo / dia, durante 1 a 2 dias
na 42 semana de idade ou apés a vacinacao
Tratamento de DCR em aves: 50 mg de
atividade/kg de peso vivo / dia, aos primeiros
sintomas da doenga, e continuar por 3 a 7 dias.
Perus:150 mg de atividade/kg de peso / dia,

durante os 3 a 5 primeiros dias de vida




Continuacdo Tabela 3. Informagdes sobre produtos de uso veterinario a base de lincosamidas para aves de corte registrados no Brasil (COMPENDIO de

Produtos Veterinarios, 2010).

Produto Ne Laboratério
Formula produtor/
Principio ativo (nome Registro IndicagGes e dosagens Periodo de caréncia Precaucbe s o
comercial) no MAPA Distribudor/
Representante
Lincomicina Linco- 7.653/01 Espectinomici Controle da mortalidade precoce associada ndo requer N&o administrar em aves de Laboratérios
Espectinomicina  Spectin na (sulfato a Escherichia coli. postura. Pfizer Ltda.
440 tetraidratado) 88 g de atividade antibi6tica/1000 kg de - A embalagem aberta deve ser
22,0¢; racéo e oferecer como Unico alimento, mantida em lugar fresco e seco.
lincomicina durante 3 semanas. - Misturar completamente a ragédo
(cloridrato) antes do uso.
22,00;
excipiente
g.s.p. 100,0 g
Lincomicina Linco- 137/75 Cloridrato de  Tratamento de D.C.R. (Doenca Cronica ndo requer - Deve ser usado com prudéncia Laboratérios
Espectinomicina Spectind lincomicina Respiratéria) com ou sem infecgdes em animais com sensibilidade Pfizer Ltda.
Solugdo (equiv. a provocadas por E. coli. Os tratamentos com acentuada aos antibiéticos.
estéril base) 50,00 resultados altamente positivos incluem - N&o deve ser administrado a
mg; sulfato infec¢des por micoplasma, como D.C.R., coelhos, porquinhos da india e
de especti- aerosaculite e estafilocose aviaria. chinchilas, por ter sido constatado
nomicina 0,1 mL/0,5 kg de peso, por via subcutanea. que é prejudicial a estas espécies
(equiv. a Uma vez a cada 24 h por 3 dias animais.
base) 100,00 consecutivos ou injetar de uma sé vez e
mg; alcool continuar o tratamento por via oral, durante
benzilico 9,00 3 a5 dias.
mg; agua
g.s.p.

1,00 mL
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Continuacéo Tabela 3. Informagées sobre produtos de uso veterinario a base de lincosamidas para aves de corte registrados no Brasil (COMPENDIO de

Produtos Veterinarios, 2010).

Laboratério

Produto N° 3
o . Formula L i . . produtor/
Principio ativo (nome Registro Indicagbes e dosagens Periodo de caréncia Precaugbe s o
Distribuidor/

comercial) no MAPA

Representante
Lincomicina Linco- 0005/75 Espectinomicina  Controle da mortalidade precoce N&o requer - A embalagem aberta deve ser Laboratérios
Espectinomicina Spectind (sulfato) 2,2 g; associada a Escherichia coli. mantida em lugar fresco e seco. Pfizer Ltda.
Premix lincomicina 88 g de atividade antibi6tica/1000 kg de - Misturar completamente a racéo

(cloridrato) 2,2 g; ragao e oferecer como Unico alimento, antes do uso.

excipiente g.s.p.  durante 3 semanas.

100,0 g
Lincomicina Spectolin 6.666/99 Lincomicina Doenga respirat6ria causada por 7 dias N&o consumir os ovos das aves Ceva Saude
Espectinomicina 5,00 g; Mycoplasma spp. tratadas por um periodo minimo de  Animal Ltda.

espectinomicina 40 mg/kg, 0,25 mL/kg em 1 aplicacdo 10 dias ap0s o tratamento com 0

10,00 g; veiculo  diaria por 3 a 5 dias, por via produto.

g.s.p. intramuscular ou subcutanea. Continuar o tratamento por no

100,00 mL minimo 48 h apés o

desaparecimento do quadro clinico.
N&o administrar o produto em
equinos, coelhos ou porcos-da-
guiné, bem como nos animais com
casos de hipersensibilidade
conhecida aos principios ativos da

férmula.




47

1.6 Uso das tetraciclinas na bovinocultura de leite

As tetraciclinas sdo usadas tanto para tratar infecgcdes locais quanto
sistémicas e sdo muito empregadas na bovinocultura de leite no tratamento da
mastite. Também sdo administradas a animais como aditivos em racfes como
promotores de crescimento (THE MERCK VETERINARY MANUAL, 2008), mas o
uso para esse fim € proibido no Brasil (BRASIL, 2009b). Oxitetraciclina (OTC),
tetraciclina (TC), clortetraciclina (CTC) e doxiciclina (DC) estdo autorizadas no pais
para uso em bovinos. Para a OTC h& quarenta e quatro produtos registrados na
forma base ou cloridrato para a espécie bovina, enquanto que paraa TC, CTC e DC
apenas sete, um e trés, respectivamente. Os periodos de caréncia variam muito
entre os produtos contendo o mesmo principio ativo, dependendo da formulacéo,
dosagem e via de administracdo. Para a OTC, por exemplo, alguns produtos néo
sao indicados para 0 uso em vacas leiteiras lactantes, enquanto outros informam um
periodo de caréncia de trés a sete dias apds a Ultima aplicacdo para que o leite
possa ser industrializado ou consumido pelo homem. Ainda para a OTC, o periodo
de caréncia recomendado para o abate é de cinco a trinta dias (COMPENDIO de
Produtos Veterinarios, 2010).

Embora néo se tenha tido acesso a dados oficiais, pelo numero de produtos
registrados supde-se que a OTC é a tetraciclina mais empregada no Brasil para o
tratamento da mastite. Apesar da producdo nacional de leite estar crescendo ao
longo do anos, a produtividade ainda é considerada baixa. Esse baixo desempenho
da atividade leiteira, presente em 25,8% do total de estabelecimentos agropecuérios
brasileiros em 2006 deve-se a sistemas de producéo extensivos ou semi-extensivos.
Apesar de estar ocorrendo uma especializacdo da atividade, esses sistemas
apresentam diferentes niveis tecnolégicos e ainda sdo muitas vezes inadequados e
responsaveis por uma maior disseminagcdo de doengas como a mastite, atacadas
com 0 uso nem sempre consciente de antibiéticos (EMBRAPA, 2008b). Assim,
residuos em niveis superiores aos permitidos podem eventualmente estar presentes

no leite, pondo em risco a seguranca alimentar deste produto.

1.7 Mecanismo de acgéo e toxicidade dos ionoforos po  liéteres

Os iondforos poliéteres formam complexos estaveis com varios ions,

principalmente sodio, potdssio e calcio e o transporte desses céations na forma de



48

complexos lipofilicos através da membrana celular provoca o desequilibrio osmético
das eimérias (LINDSEY; BLAGBURN, 1995).

A elevada toxicidade dos ionéforos poliéteres é bem relatada na literatura.
Essas substancias apresentam atividade inotropica, ou seja, influenciam a
contratilidade do tecido muscular, produzindo efeitos farmacolégicos agudos sobre o
sistema cardiovascular, com aumento do fluxo coronariano e dilatagao coronariana.
Em individuos normais, é pouco provavel que a dilatacdo coronariana possa
provocar qualquer efeito adverso. Entretanto, vitimas de doenca coronariana arterial
podem ser mais susceptiveis, ja que em areas isquémicas do tecido cardiaco, o
fluxo sanglineo ja € maximizado na tentativa de manter uma irrigacdo adequada
dessas areas. Uma dilatagdo de artérias coronarianas normais, induzida por um
ionoforo, tenderia a provocar uma reducdo posterior na perfusdo do miocardio
parcialmente obstruido, um efeito conhecido como “furto coronariano”. Quaisquer
tipos de reacdes adversas a monensina seriam inevitavelmente encobertas pela
ocorréncia espontadnea de hipoxia em vitimas de doenca coronariana arterial.
Todavia, a possibilidade de que a presenca de residuos de monensina ou outros
ion6foros em alimentos possam exacerbar a condicdo de individuos afetados
permanece, ndo eliminando assim o risco potencial a saude humana (ELLIOTT,;
KENNEDY; MCCAUGHEY, 1998).

A maior parte dos efeitos cardiovasculares observados em estudos com
animais foram caracterizados utilizando-se a monensina como representante de toda
a familia. Experimentos tém mostrado que a lasalocida tem um efeito tdéxico ao
coracdo semelhante a monensina e que em algumas espécies animais ela também
apresenta uma acao neurotoxica potente. Apesar da sindrome da morte subita ainda
nao ser bem entendida, acredita-se que as principais causas sejam a cardiomiopatia,
em particular a cardiomiopatia hipertréfica e a miocardite. H& evidéncias
relacionando essas condi¢cdes ao consumo de ionoforos. As dosagens empregadas
nos estudos em animais onde os efeitos toxicos dos iondéforos foram observados séo
muito superiores as que provavelmente possam ser encontradas nos alimentos.
Entretanto, a possibilidade de reagfes adversas pelo consumo de produtos
contaminados nao pode ser descartada (YOUNG; NUNAN, 2004).

Trés produtos a base de salinomicina foram avaliados em 2004 pela
Autoridade de Seguranca Alimentar Européia (EFSA). Para um deles (Kokcisan®

120G), um dos testes de mutagenicidade teve resultado positivo, enquanto que para
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o segundo produto (Bio-cox® 120G) ndo se afastou a possibilidade de
genotoxicidade (EUROPEAN FOOD SAFETY AUTHORITY, 2004a, 2004d).

Como bem apresentado no artigo de revisdo de Nogueira, Franca e Peixoto
(2009), devido a pequena margem de seguranca entre a dose eficaz e a toxica, ha
diversos casos de envenenamento em aves, bovinos, ovinos, suinos, caes e
equinos, que apresentam entre todas as espécies a maior susceptibilidade. A
intoxicacdo de fazendeiros que manipularam as ragfes medicadas € também
descrita na literatura. Em sete casos de envenenamento em humanos por
maduramicina o quadro clinico apresentado foi de polineuropatia com rabdomidlise e
insuficiéncia renal aguda (SHARMA et al., 2005). Ha relato de caso de intoxicacao
humana por monensina sédica no Brasil, que acarretou a morte de um jovem de 17
anos devido ao quadro clinico de mioglobindria (necrose muscular aguda com
liberacdo de mioglobina na circulacdo e na urina), seguida de insuficiéncia renal,
onze dias apods a ingestédo do antibiotico (KOUYOUMDJIAN et al., 2001).

Pesquisas recentes indicam que a resisténcia a essas drogas esta
disseminada, mas elas ainda sao a classe mais importante de anticoccidianos (THE

MERCK VETERINARY MANUAL, 2008).

1.8 Mecanismo de acéo e toxicidade dos macrolideos

Os macrolideos se ligam reversivelmente a subunidade 50S dos ribossomos
das bactérias, interferindo na sintese de proteina. De forma geral, com excecdo da
tilmicosina, ndo atuam contra bactérias gram-negativas e sao bacteriostaticos, mas
eritromicina em elevadas concentracdes € bactericida. Sdo também ativos contra
micoplasmas e algumas rickétsias.

Disturbios gastro-intestinais, reacdes de hipersensibilidade e inibicdo do
metabolismo hepético sdo alguns dos efeitos colaterais relatados, mas ndo ha
evidéncias de efeitos toxicos mais graves, exceto pela tilmicosina, que pode causar
taquicardia e diminuicdo da contratilidade, ndo devendo ser administrada em suinos.
DistUrbios gastro-intestinais em equinos podem levar os animais a morte.

A principal preocupacdo em relacdo ao uso desses antibidticos é a
resisténcia bacteriana, que pode se desenvolver rapidamente (eritromicina) ou
lentamente (tilosina) (THE MERCK VETERINARY MANUAL, 2008). Em 2007 um
encontro de especialistas da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) priorizou os

macrolideos como uma das trés classes de antimicrobianos para o desenvolvimento
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de estratégias de gestdo de risco a fim de preservar sua efichcia na medicina
humana, jA que a resisténcia pode emergir em patdgenos zoonoticos como
Campylobacter spp e Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA)
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2007). A Organizacao Mundial para a Saude
Animal (OIE) também identificou esta classe como antimicrobianos importantes na
medicina veterinaria (WORLD ORGANIZATION FOR ANIMAL HEALTH, 2007).
Embora estudos confiaveis em humanos ainda ndo estejam disponiveis para a
claritromicina, experimentos com doses elevadas do antibiético em animais
resultaram em toxicidade fetal, incluindo anomalias cardiovasculares, retardo do
crescimento e incidéncia elevada de perda fetal e fenda palatina (THE UNITED
STATES PHARMACOPEIAL CONVENTION, 2005).

1.9 Mecanismo de acéo e toxicidade das lincosamidas

Da mesma forma que os macrolideos, as lincosamidas inibem a sintese de
proteina bacteriana em nivel ribossémico pela ligacado a subunidade 50S, afetando a
iniciacdo do processo da cadeia peptidica. Podem ser bacteriostaticas ou
bactericidas, dependendo da concentracdo e atuam sobre microorganismos gram-
positivos, particularmente estreptococos e estafilococos.

A resisténcia bacteriana pode se desenvolver lentamente e é a principal
preocupacdao, ja que efeitos adversos mais graves nao foram relatados. Os mais
comuns sdo reacgles de hipersensibilidade e distarbios gastrointestinais. Equinos
sdo especialmente sensiveis, podendo desenvolver colite grave e fatal. Em altas
concentracbes foi observada paralisia do musculo esquelético (THE MERCK
VETERINARY MANUAL, 2008).

1.10 Mecanismo de acéo e toxicidade das tetraciclin  as

O mecanismo de acdo das tetraciclinas baseia-se na inibicdo da sintese
proteica através de ligagBes reversiveis a subunidade ribossémica 30S das
bactérias. A resisténcia microbiana baseia-se quase exclusivamente na penetracao
reduzida da droga em organismos previamente sensibilizados e esta disseminada
devido ao grande uso de tetraciclinas em niveis reduzidos (THE MERCK
VETERINARY MANUAL, 2008).
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Além de facilitar a infeccdo de patdgenos ndo susceptiveis (bactérias
resistentes, fungos e leveduras), efeitos hepatotoxicos e nefrotdxicos foram
verificados em humanos e outros animais. Dermatite fototoxica foi relatada apos
tratamento com dimetilclortetraciclina e reacfes de hipersensibilidade também séo
um dos efeitos adversos conhecidos. As tetraciclinas podem ser depositadas na fase
de mineralizacdo 0ssea e dentaria, atraves dos ions de calcio. Isto leva a danos nos
dentes e diminui o crescimento 0sseo. Estudos em animais mostraram indicacdes de
efeitos embriotdxicos/teratogénicos (THE MERCK VETERINARY MANUAL, 2008).

1.11 Natureza dos ionéforos poliéteres

Diferentes homadlogos (A, B, C,...) sdo obtidos no processo de fermentacéo
por Streptomyces, sendo os homodlogos A os mais abundantes. Os ionoforos
poliéteres apresentam em sua estrutura multiplos éteres ciclicos, um grupo acido
carboxilico terminal e um grupo alcool na outra extremidade da cadeia (Figura 1). Os
atomos de oxigénio das funcdes éter servem como ligantes para a complexacéo de
ions metélicos, possibilitando a rapida formacao de complexos pseudo-macrociclicos
estaveis, eletronicamente neutros, com cations monovalentes e divalentes (Figura 2)
(ELLIOTT; KENNEDY; MCCAUGHEY, 1998). O envolvimento do grupo carboxilico
ionizado ndo é sempre essencial para a ligagdo metalica. Enquanto que para a
lasalocida a carboxila ionizada € indispensavel para a ligagdo metalica, 0 mesmo
ndo é observado para a complexacdo de ions sédio pela monensina. Todos 0s
ionoforos complexam cations monovalentes, exceto a lasalocida, que além de atuar
nos fons monovalentes pode formar complexos com cétions divalentes como Ca** e
Mg?*. Assim, segundo seu modo de acdo e estrutura quimica podem ser
subdivididos em trés grupos: ionéforos monovalentes (monensina, salinomicina e
narasina), ionoforos glicosideos monovalentes (maduramicina e senduramicina) e
ionoforos divalentes (lasalocida).

A Tabela 4 apresenta os ionoforos poliéteres, os acronimos empregados
nesse texto para a designacéo das substancias, suas formulas moleculares, massas

moleculares e numeros de registro no “The Chemical Abstracts” (numero CAS).
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Figura 1. Estrutura dos antibiéticos ionoforos poliéteres: (a) lasalocida, (b) monensina,

(c) maduramicina, (d) senduramicina, (e) narasina, (f) salinomicina, (g) nigericina.
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Figura 2. Complexacao de ions sddio pela monensina.

Tabela 4. Identificacdo dos ion6foros poliéteres.

Massa
Massa
. . Formula molecular molecular
Substancia Acrénimo CAS No. ! exata,
molecular M M
r
(g/mol) (Da)

Lasalocida A sal s6dico LAS-Na  25999-20-6 CaHs30gNa 612,77 612,36

Lasalocida A &cido livre LAS 25999-31-9  Cgz4Hs404 590,79 590,38

Ma@urammma (o) salde MAD-NH, 84878-61-5 CaHaOuN 934,16 933,56
amonio

I'\if/";‘guram'c'”a (a) acido MAD " 79935.08-4  CyyHegO1r 917,13 916,54

Monensina A sal sédico  MON-Na  17090-79-8 CgzHsO11Na 692,85 692,41

Monensina A &cido livre MON 22373-78-0  CazsHe011 670,87 670,43

Narasina A &cido livre NAR 55134-13-9  Cg3H7,011 765,02 764,51

Nigericina sal s6dico NIG-Na  28643-80-3 CyHs;O11Na 746,94 746,46

Nigericina acido livre NIG 28380-24-7  CuHesOnt 724,96 724,47

Salinomicina sal sédico ~ SAL-Na  55721-31-8 C,,HeO;Na 772,98 772,47

Salinomicina acido livre SAL 53003-10-4  CgH70011 751,00 750,49

gggggrammma sal SEN-Na  119068-77-8 CusHrONa 895,05 894.49

senduramicina acido SEN 113378317 CuHi0 87307 87251

livre
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1.12 Natureza dos macrolideos e lincosamidas

Os macrolideos comumente usados possuem um anel lactona macrociclico
de 14 a 16 atomos, ao qual estdo ligados um ou mais neutro e/ou amino
deoxiacucares (geralmente cladinose e desosamina). Eritromicina e claritromicina
pertencem aos macrolideos de anéis lactona formados por 14 atomos, enquanto
tilosina aqueles formados por 16 atomos (Figura 3). Na realidade, eles sdo uma
mistura complexa de antibidticos estreitamente relacionados.

A lincomicina, o mais importante antibiético do grupo das lincosamidas, € um
derivado monobéasico de um aminoéacido, o &cido L-higrico, ligado por um grupo
amida a um monossacarideo de estereoquimica galactose, o D-galactopiranose
(RAJESWARAN; SRIKRISHNAN, 2004). A Figura 4 apresenta a estrutura da

lincomicina.

@)

(b)

(©)

Figura 3. Estrutura dos antibiéticos macrolideos estudados: (a) eritromicina, (b)

claritromicina, (c) tilosina.
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Figura 4. Estrutura da lincosamida estudada: lincomicina.
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A Tabela 5 apresenta os acrénimos, numeros de registro CAS, férmulas

moleculares e massas moleculares da lincosamida e dos macrolideos avaliados.

Tabela 5. Identificacdo da lincosamida e dos macrolideos usados nesta tese.

Massa
Massa

. . Formula molecular molecular
Substancia Acrbnimo CAS No. ! exata,

molecular M M

r

(g/mol) (Da)
Lincomicina LIN 154-21-2 ¢ 4H2N,06S 406,54 406,21
Eritromicina ERI 114-07-8 Ca7He7NO15 733,93 733,46
Claritromicina CLA 81103-11-9  Cz5HgoNO13 747,95 747,48
Tilosina TIL 1401-69-0 CasH77NO1 916,10 915,52

1.13 Natureza das tetraciclinas

A Tabela 6 apresenta os acronimos empregados nesse texto para a

designacdo das tetraciclinas estudadas, suas férmulas moleculares e massas

moleculares e a Figura 5 suas formulas estruturais.

Tabela 6. Identificacdo das tetraciclinas.

Massa
Massa
. . Formula molecular molecular
Substancia Acrénimo CAS No. ’ exata,
molecular M M
)
(g/mol) (Da)
Oxitetraciclina oTC 79-57-2 CooH24N,06 460,43 460,15
4-Epi-oxitetraciclina ~ 4-EOTC ~ 35259-39-3 C22H24N,0q 460,43 460,15
Tetraciclina TC 60-54-8 Co,H24N,Og 444,43 444,15
4-Epi-tetraciclina 4-ETC 23313-80-6 Ca2oH24N,0g 444,43 444,15
Clortetraciclina CTC 57-62-5 CxHx;CIN,Og 478,88 478,11
4-Epi-clortetraciclina  4-ECTC ~ 101342-45-4  C,,H,;CIN,Og 478,88 478,11
Doxiciclina DC 564-25-0 CoH24N,0g 444,43 444,15
Demeclociclina DMC 127-33-3 C,1H21CIN,Og 464,85 464,10
Metaciclina MTC 3963-95-9 CoH2N,04 442 42 44214
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Figura 5. Estrutura das tetraciclinas. ® Os 4-
epimeros da OTC, TC e CTC diferem das
substancias originais porque o hidrogénio
no carbono 4 estd na direcdo oposta ao
grupo dimetilamino. ® DMC é geralmente

empregada como padréo interno.

1.14 O processo de Avaliacdo de Risco de residuos d e medicamentos

veterinarios em alimentos

A Andlise de Risco tem sido adotada como a base metodolégica para o
desenvolvimento de normas de inocuidade alimentar. Segundo o Codex Alimentarius
(CODEX ALIMENTARIUS COMMISSION, 2010, p. 91, traducéo nossa), a Avaliacao
do Risco (Risk Assessment) é o “processo baseado em conhecimentos cientificos,
constituido das seguintes etapas: (i) identificacdo do perigo, (ii) caracterizagdo do
perigo; (iii) avaliagdo da exposicao e (iv) caracterizacao do risco”.

O estabelecimento do valor da Ingestéo Diaria Aceitavel (IDA) normalmente
€ o resultado das duas primeiras etapas. Para os casos onde ndo se possa
estabelecer doses limiares, os dados de exposicdo sdo comparados a atividade da
substancia, ao invés da IDA. Na etapa de avaliacdo da exposi¢cdo sao necessarios
dados sobre os niveis de residuos nos alimentos, enquanto que na etapa de
caracterizacao do risco, sdo integrados os resultados das etapas anteriores para fins
de estabelecimento dos Limites Maximos de Residuos (LMR). Diversos fatores sdo
considerados, como a disponibilidade de metodologias analiticas, as Boas Praticas

no Uso de Medicamentos Veterinarios e a ingestédo estimada dos alimentos, além de
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dados de degradacdo do residuo total. Contudo, a IDA é o principal parametro
considerado. Caso o uso adequado do medicamento veterinario forneca uma
ingestdo de residuos menor que a IDA, o LMR recomendado pode ser reduzido
considerando-se 0s outros fatores. Entretanto, se o0s residuos ndo podem ser
determinados pelas metodologias analiticas disponiveis, 0 LMR recomendado pode
ser ajustado de forma que possibilite sua verificagdo. Caso a exposicdo humana
exceda a IDA, o risco é considerado significativo e um LMR n&do pode ser
recomendado sob as condi¢cbes avaliadas. Alteragcdes na formulacdo do produto,
extensao do periodo de retirada do medicamento e a ado¢cdo de um método analitico
mais adequado sdo algumas das medidas que podem ser requeridas. Esse é o
procedimento adotado pelo Comité Misto FAO/OMS de Especialistas em Aditivos
Alimentares, o JECFA (Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives), que
efetua a Avaliacdo de Risco de residuos de medicamentos veterinarios,
contaminantes, toxinas naturais e aditivos alimentares e recomenda valores de
LMRs ao Comité do Codex sobre Residuos de Medicamentos Veterinarios em
Alimentos (Codex Committee on Residues of Veterinary Drugs in Foods - CCRVDF)
para adocédo pela Comisséo do Codex Alimentarius (FAO/WHO, 2000).

A mesma posicdo é seguida pelo Comité para Produtos Medicinais
Veterinarios (Committee for Veterinary Medicinal Products, CVMP) e pela Autoridade
de Seguranca Alimentar Européia (European Food Safety Authority, EFSA), que
efetuam avaliacdes de risco para a Unido Européia relativas a medicamentos e
aditivos usados na alimentacdo animal, respectivamente. O CVMP € o 6rgdo da
Agéncia Européia de Medicamentos (European Medicines Agency, antiga EMEA,
atual EMA), responsavel pela autorizacdo de comercializacao e estabelecimento de
LMRs de medicamentos veterinarios na Unido Européia. A EFSA, criada em 2002,
substituiu o Comité Cientifico para a Alimentagdo Animal (Scientific Committee for
Animal Nutrition, SCAN). Outras organizacbes governamentais regulatérias em
diversas partes do mundo também observam esta pratica.

Os dados de consumo de alimentos usados pelo JECFA na avaliacdo da
exposicdo baseiam-se em uma cesta tedrica de alimentos que foi calculada ha
décadas, considerando informacfes sobre os habitos de consumo de um ndamero
muito restrito de paises (FAO/WHO, 2006b). Esse modelo considera atualmente a
ingestdo diaria de 500 g de carne de mamiferos ou de aves domésticas (300 g de
musculo, 100 g de figado, 50 g de rins, 50 g de gordura), 1,5 kg de leite, 100 g de
ovos e 20 g de mel. Para peixes, a ingestao diaria é de 300 g, incluindo musculo e
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pele em proporcBes naturais. Para suinos e aves domésticas, a quantidade de
gordura pode ser substituida pela mesma quantidade de pele e gordura em
proporgdes naturais.

Até 2005 o JECFA considerava para o calculo da ingestdo cronica a
Ingestdo Diaria Teorica Maxima (IDTM), somatério da multiplicacdo dos valores de
ingestao diaria de cada alimento com base na cesta tedrica pelos seus respectivos
LMRs. Embora o uso da cesta tedrica de alimentos produzisse estimativas
conservadoras da exposicao crbnica, ele ndo refletia a situacéo real. Por isso, uma
nova abordagem, baseada na comparacdo da IDA com a Ingestdo Diaria Estimada
(IDE), derivada da mediana dos valores de concentracdo de residuos nos tecidos (e
ndo com a IDTM) foi proposta e adotada a partir da 66 reunido do JECFA, em
fevereiro de 2006 (FAO/WHO, 2006a). As Figuras 6 e 7 apresentam as diferencas

entre os modelos.

Avaliacao de residuos - JECFA
Raz&o residuo marcador/residuo total
Estudos de
> F
Metabolismo — Residuo marcador {1—>| Residuo total
e de Distribuigéo
Ensaios de l
campo e —p Curva de deplecao
e e intervalo de confianca
GPVD l
1. estimativa LMR
l F
Avaliacdo da ingestao
IDA » Modelo da cesta de alimentos (IDTM)
IDTM < IDA IDTM > IDA
2 estimativa Aceitar o L_M R'ou A~justar o] )
optar por ajusta-lo LMR ou ndo recomenda-lo

Figura 6. Modelo antigo de avaliacdo dos dados de residuos e recomendacgéo de
LMRs pelo JECFA. F = razao do residuo marcador em relacdo ao residuo total.
Adaptado de FAO/WHO (2006b).
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A Unica diferenca entre os dois procedimentos é gue a concentracao
mediana substituiu o LMR na férmula de calculo como estimativa provavel da
concentragdo do residuo. Os valores de LMR e da mediana sdo derivados do
mesmo time point dos dados de deplecao do residuo marcador. O LMR € um ponto
da curva que descreve o limite de confianca superior unicaudal a 95% sobre o 95°
percentil. A mediana é o ponto correspondente na linha de regressao para o mesmo
time point. Ambos os valores sdo obtidos de uma avaliacdo estatistica de dados
provenientes de estudos em animais para os quais os medicamentos séo indicados,
na maior dosagem aprovada, seguindo as Boas Praticas no Uso de Medicamentos
Veterinérios, a fim de estabelecer os LMRs através da andlise dos tecidos
comestiveis (musculo, figado, rins e gordura), bem como leite e ovos (Figura 8).

A existéncia de residuos ligados é considerada na estimativa da ingestao
diaria maxima de residuos que possuem essa propriedade, avaliando-se a poténcia

toxicoldgica e a biodisponibilidade.

Avaliacdo de residuos - JECFA
Estudos de
Metabolismo — Residuo marcador {1—>| Residuo total |
e de Distribuigcdo
Ensaios de l
campo —) Curva de deplecdo LMR
e e intervalo de confianca
GPVD l
Concentracdo Mediana
1. estimativa (residuo)
Avaliacéo da ingestéo
IDA =)  Modelo da cesta de alimentos
ingest o < IDA ingest do > IDA
2. estimativa Aceitar o LMR ou Ajustar o
optar por ajusta-lo LMR ou n&o recomendé-lo

Figura 7. Modelo atual de avaliagdo dos dados de residuos e recomendac¢éo de LMRs
pelo JECFA, ja considerando a Ingestdo Diaria Estimada (IDE), derivada da mediana

dos valores de concentracao nos tecidos. Adaptado de FAO/WHO (2006a).
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Deplecio do residuo marcador em um determinado tecido
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Figura 8. Relacdo entre o LMR e a concentracdo mediana usada para o calculo da Ingestédo
Diaria Estimada. Adaptado de FAO/WHO (2006a).

A abordagem empregada pelo CVMP para a Avaliacdo de Risco de residuos
de medicamentos veterinarios em alimentos na Europa € bastante semelhante a do
JECFA. Apesar dos dados de ingestdo diaria de alimentos serem baseados no
padrdo de consumo europeu, as estimativas de ingestdo sdo as mesmas usadas
pelo JECFA, porém ha diferenciacdo do tipo de gordura e de rins para mamiferos e
aves domeésticas (EUROPEAN MEDICINES AGENCY, 2001). Considera-se para
mamiferos o consumo de 50 g de gordura e 50 g de rins e para aves domésticas de
90 g de gordura e 10 g de rins. A avaliagdo da exposicdo também considera a
concentracdo dos residuos em produtos de origem animal provenientes do padrdo
de deplecdo da substancia observado em estudos com animais aos quais se
destinam o medicamento. Entretanto, os LMR séo calculados com base na ingestéo
diaria teérica maxima (IDTM), que ndo pode exceder a IDA, ou seja, de acordo com
a abordagem antiga empregada pelo JECFA.
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1.15 Avaliacao e gestdo de riscos referentes aos io  noforos poliéteres em aves

Diferentes autoridades regulatérias tém adotado LMRs ou tolerancias para
os ionoforos poliéteres, com base em valores de IDAs calculados nos diversos
ensaios toxicoldgicos, microbiolégicos e farmacoldgicos (Tabela 7).

Dois iondforos polieteres, a monensina e a narasina, foram avaliados
recentemente pelo JECFA. Valores de 0-10 e de 0-5 pg/kg de peso corpéreo foram
recomendados como IDA para a monensina e a narasina, respectivamente. Um LMR
de 10 pg/kg foi estabelecido para a monensina em musculo, figado e rins de frangos,
perus e codornas, enquanto um LMR dez vezes maior foi estabelecido para gordura
dessas espécies, além de bovinos, ovinos e caprinos. Para a narasina, um LMR de
15 pg/kg foi recomendado para musculo e rins de frangos (0 mesmo LMR foi
adotado para suinos) e de 50 ug/kg para figado e gordura das mesmas espécies
(ver Tabela 8). Nao foram recomendados LMRs para ovos (WHO, 2009).

Alguns aditivos coccidiostaticos, anteriormente avaliados pelo Comité
Cientifico para a Alimentacdo Animal (SCAN) da Unido Européia (UE), foram
reavaliados, a pedido da Comissdo Européia, pela Autoridade de Seguranca
Alimentar Européia (EFSA). Em 1982 o SCAN recomendou um valor de Ingestédo
Diaria Admissivel (IDA), por quilograma de peso corpéreo ao dia, para a lasalocida
igual a 5 pg (SCIENTIFIC COMMITTEE ON ANIMAL NUTRITION, 1982a). A EFSA
sugeriu em 2004 uma reducdo desse valor para 2,5 pg/kg (EUROPEAN FOOD
SAFETY AUTHORITY, 2004e), que é hoje a IDA estabelecida pela EMA
(EUROPEAN MEDICINES AGENCY, 2007). Ainda em 2004 a EFSA recomendou 0s
seguintes valores de Ingestdo Diaria Admissivel (IDA), por quilograma de peso
corporeo ao dia, para os ionoforos poliéteres salinomicina (5 pg), monensina (3 ug) e
narasina (5 pg) (EUROPEAN FOOD SAFETY AUTHORITY, 2004b, 2004f, 2004c).
As IDAs atuais para a maduramicina (1 pg/kg peso corporeo/dia) e a senduramicina
(1,25 pg/kg peso corpéreo/dia) foram estabelecidas pelo SCAN em 1988 e 2002,
respectivamente (SCIENTIFIC COMMITTEE ON ANIMAL NUTRITION, 1988, 2002).

Na Australia a IDA, por quilograma de peso corporeo ao dia, foi estabelecida
em 1 pg para a lasalocida e maduramicina, 10 pg para a monensina, narasina e
salinomicina e 3 pug para a senduramicina (OFFICE OF CHEMICAL SAFETY, 2008).



Tabela 7. Valores de Ingestdo Diaria Aceitavel (IDA) para ionéforos poliéteres adotados por

diferentes autoridades regulatdrias.

. IDA
Substancia ) )
) toxicologica
(residuo Fonte/Referéncia
(Mg/kg peso
marcador) .
corpéreo/dia)
UE (SCIENTIFIC COMMITTEE ON ANIMAL NUTRITION, 1982a) 5
UE (EUROPEAN MEDICINES AGENCY, 2007) 25
Lasalocida®
Austrélia (OFFICE OF CHEMICAL SAFETY, 2008) 1
EUA (CODE OF FEDERAL REGULATIONS, 2009) 10
UE (SCIENTIFIC COMMITTEE ON ANIMAL NUTRITION, 1988) 1
Maduramicina _
b Austrélia (OFFICE OF CHEMICAL SAFETY, 2008) 1
de amoénio
EUA (CODE OF FEDERAL REGULATIONS, 2009) -
UE (SCIENTIFIC COMMITTEE ON ANIMAL NUTRITION, 1981, -
1983)
UE (EUROPEAN FOOD SAFETY AUTHORITY, 2004f, 2005, 2006a) 3
Monensina
Austrélia (OFFICE OF CHEMICAL SAFETY, 2008) 10
EUA (CODE OF FEDERAL REGULATIONS, 2009) 12,5
Codex Alimentarius (WHO, 2009) 10
UE (SCIENTIFIC COMMITTEE ON ANIMAL NUTRITION, 1982b, -
1984a)
UE (EUROPEAN FOOD SAFETY AUTHORITY, 2004c) 5
Narasina
Austrélia (OFFICE OF CHEMICAL SAFETY, 2008) 10

EUA (CODE OF FEDERAL REGULATIONS, 2009)

Codex Alimentarius (WHO, 2009)

UE (SCIENTIFIC COMMITTEE ON ANIMAL NUTRITION, 1982c, 50
1984b)

Salinomicina® UE (EUROPEAN FOOD SAFETY AUTHORITY, 2004b) 5
Australia (OFFICE OF CHEMICAL SAFETY, 2008) 10
EUA (CODE OF FEDERAL REGULATIONS, 2009) 5
UE (SCIENTIFIC COMMITTEE ON ANIMAL NUTRITION, 2002) 1,25

Senduramicina”  Australia (OFFICE OF CHEMICAL SAFETY, 2008) 3
EUA (CODE OF FEDERAL REGULATIONS, 2009) 180

% Para um produto & base de lasalocida avaliado pela EFSA ndo foi possivel estabelecer uma IDA, pois ndo se
confirmou completamente a similaridade entre os perfis metabdlicos da lasalocida sédica em animais de laboratério e
frangos (EUROPEAN FOOD SAFETY AUTHORITY, 2004e, 20049). ® N&o reavaliado pela EFSA. © Para dois produtos a
base de salinomicina avaliados pela EFSA ndo foi possivel estabelecer uma IDA (EUROPEAN FOOD SAFETY

AUTHORITY, 2004a, 2004d, 2006b).
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Ja as IDAs (em pg/kg peso corporeo/dia) estabelecidas pela agéncia

americana Food and Drug Administration (FDA) sdo bem maiores para a lasalocida e

senduramicina: 10 pg/kg para a lasalocida, 12,5 pg/kg para a monensina, 5 pg/kg

para a narasina e salinomicina e 180 pg/kg para a senduramicina (CODE OF
FEDERAL REGULATIONS, 2009).



63

A Tabela 8 apresenta os valores de LMRs adotados pelas diferentes
autoridades regulatérias. Dos resultados dos estudos de deplecdo dos residuos em
tecidos comestiveis, os residuos marcadores foram definidos como os compostos
originais. Os tecidos alvos foram na sua maioria pele/gordura.

As tolerancias adotadas pelos EUA e Australia sdo superiores as da UE, que
s6 estabeleceu LMRs até o momento para a lasalocida em aves de capoeira
(musculo, figado, rins, pele com gordura e ovos) e para a monensina em musculo,
figado, rins, gordura e leite de bovinos (EUROPEAN COMMISSION, 2009b, 2010).
Considerando que nao foram estabelecidos LMRs para os demais ionoforos, e que a
contaminacdo de racdo ndo medicada com racdo medicada era inevitavel, foram
estabelecidos Limites Maximos (LM), ou tolerancias, cujos valores sédo de 2 pg/kg
para maduramicina, monensina, narasina e senduramicina e 3 pg/kg para a
salinomicina (EUROPEAN COMMISSION, 2009a).

O uso dos coccidiostaticos e histomonostaticos como aditivos destinados a
alimentacdo animal devera ser banido até 31 de dezembro de 2012 da Unido
Européia (EUROPEAN COMMISSION, 2003).

Os iono6foros foram incluidos no Plano Nacional de Controle de Residuos
em Produtos de Origem Animal — PNCR do MAPA em 2007 (BRASIL, 2008a).
Entretanto, até hoje esses principios ativos estdo sendo monitorados somente em
figado de bovinos e musculo de aves. Senduramicina ndo esta incluida nos
ionoforos avaliados (BRASIL, 2010). O Programa de Controle de Residuos de
Medicamentos Veterinarios em Alimentos — PAMVet, proposto pela ANVISA
contempla a avaliacdo de carne de frango e ovos para a determinacao de residuos,
embora a selecdo dos principios ativos a serem monitorados nesses alimentos ainda
nao tenha sido efetuada (BRASIL, 2003).

No Brasil sdo adotados preferencialmente os LMRs harmonizados no
Mercosul, que sdo os mesmos recomendados pelo CCRVDF (Codex Alimentarius),

os adotados na Unido Européia e nos EUA, na escala de priorizacao.
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Tabela 8. Valores de Limites Maximos de Residuos (LMRSs) ou tolerancias para aves domésticas estabelecidos por diferentes autoridades regulatérias.

LMRs (pg/kg)

Fonte/ Residuo Espécies
Substancia ] o gordura
Referéncia marcador animais musculo figado rins + pele ovos
UE (EUROPEAN MEDICINES AGENCY, 2007) lasalocida A aves 20 100 50 100 150
domésticas
) Australia (AUSTRALIAN PESTICIDES AND VETERINARY lasalocida aves 100 400 400 1000 50°
szls-alouda MEDICINES AUTHORITY, 2010) domésticas
sodica EUA (CODE OF FEDERAL REGULATIONS, 2009) lasalocida frangos - 400 ° - 1200 © -
perus - 400 ° - 400 ° -
Canada (HEALTH CANADA, 2009) lasalocida frangos - - - 350 -
UE (EUROPEAN COMMISSION, 2009a) - - - - - - 2°¢
Australia (AUSTRALIAN PESTICIDES AND VETERINARY maduramicina  aves 100 1000 1000 - -
Maduramicin MEDICINES AUTHORITY, 2010) domésticas
de ambnio EUA (CODE OF FEDERAL REGULATIONS, 2009) maduramicina  frangos 240° 720° - 380° -
de amoénio (gordura)
480°
Canada (HEALTH CANADA, 2009) maduramicina  frangos - - - 400 -
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Continuacao da Tabela 8. Valores de Limites Maximos de Residuos (LMRs) ou tolerancias para aves domésticas estabelecidos por diferentes autoridades

regulatérias.

LMRs (ng/kg)

) Fonte/ Residuo Espécies
Substancia ] o ] gordura
Referéncia marcador animais musculo figado rins ovos
+ pele
UE (EUROPEAN FOOD SAFETY AUTHORITY, 2004f, monensina frangos e perus 50 ¢ 50 ¢ 50 ¢ 50 ° -
2006a)
UE (EUROPEAN COMMISSION, 2009a) monensina outras que nao - - - - 2°¢
frangos de
engorda e
perus
Monensina — _ = = =
S Australia (AUSTRALIAN PESTICIDES AND VETERINARY monensina aves 500 © 500 500 - -
sodica
MEDICINES AUTHORITY, 2010) domésticas
EUA (CODE OF FEDERAL REGULATIONS, 2009) monensina frangos, perus e Nao N&o N&o N&o -
faisédo necessario necessario necessario necessario
Canada (HEALTH CANADA, 2009) monensina frangos e perus 50" 50" 50" 50" -
Codex Alimentarius (WHO, 2009) monensina frangos, perus e 10 10 10 100 -

codorna (gordura)
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Continuacao da Tabela 8. Valores de Limites Maximos de Residuos (LMRs) ou tolerancias para aves domésticas estabelecidos por diferentes autoridades

regulatorias.

LMRs (pg/kg)

Substancia Fonte/ Residuo Espécies Jordura
Referéncia marcador animais musculo figado rins + pele ovos
UE (EUROPEAN FOOD SAFETY AUTHORITY, 2004c) narasina frangos 501 501 50 ¢ 501 501
UE (EUROPEAN COMMISSION, 2009a) narasina outras que ndo - - - - 2°¢
frangos de
engorda
Narasina Austréalia (AUSTRALIAN PESTICIDES AND VETERINARY narasina aves 100 100 100 - -
MEDICINES AUTHORITY, 2010) domésticas
EUA (CODE OF FEDERAL REGULATIONS, 2009) narasina frangos - - - 480 ©9 -
Canada (HEALTH CANADA, 2009) narasina frangos 50 - - 500 ¢ -
Codex Alimentarius (WHO, 2009) narasina A frangos 15 50 15 50 -
(gordura)
UE (EUROPEAN FOOD SAFETY AUTHORITY, 2004b) salinomicina frangos 59 59 59 59 d
UE (EUROPEAN COMMISSION, 2009a) salinomicina outras que ndo - - - - ¢
frango de
Salinomicina engorda
sédica Australia (AUSTRALIAN PESTICIDES AND VETERINARY  salinomicina aves 100 500 500 - 202
MEDICINES AUTHORITY, 2010) domésticas
EUA (CODE OF FEDERAL REGULATIONS, 2009) - - - - - - -
Canada (HEALTH CANADA, 2009) salinomicina frangos - - - 350 -
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Continuacao da Tabela 8. Valores de Limites Maximos de Residuos (LMRs) ou tolerancias para aves domésticas estabelecidos por diferentes autoridades

regulatérias.

LMRs (ng/kg)

) Fonte/ Residuo Espécies
Substancia ] o gordura
Referéncia marcador animais musculo figado rins ovos
+ pele
UE (SCIENTIFIC COMMITTEE ON ANIMAL NUTRITION, senduramicina  frangos - - - - -
2002)
UE (EUROPEAN COMMISSION, 2009a) senduramicina  outras que ndo - - - - 2°¢
frango de
Senduramicina engorda
sodica Australia (AUSTRALIAN PESTICIDES AND VETERINARY senduramicina  frangos 50° 500 200 500 -
MEDICINES AUTHORITY, 2010)
EUA (CODE OF FEDERAL REGULATIONS, 2009) senduramicina  frangos de 130 ¢ 400 € - - -
corte

Canada (HEALTH CANADA, 2009) - - - - - - -

20 LMR foi estabelecido no limite de quantificacdo do método analitico ou préximo. ® Concentracdo segura e ndo tolerancia, isto €, a concentracdo total do residuo considerada segura em tecidos
cosmetiveis. © Tolerancia, isto é, a concentracéo do residuo marcador no tecido alvo usado para monitorar os residuos totais da droga nos animais alvo ¢ Proposta de LMR provisorio para todos os tecidos.
® O LMR foi expresso sobre base gordura, ao invés do produto como um todo. S6 a gordura aderida é analisada. " Tecidos comestiveis. LMR “administrativo” para qual o processo de promulgacéo foi
iniciado. ° LMR expresso somente sobre gordura abdominal.




1.16 Avaliacao e gestéo de risco referentes aos mac

aves
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rolideos e lincosamidas em

A Tabela 9 apresenta os valores de IDAs e a Tabela 10 os valores de LMRs

estabelecidos em diferentes paises para macrolideos e lincosamidas.

Até o momento os macrolideos e lincosamidas ndo estdo sendo avaliados

em ovos, sendo que o0s principios ativos eritromicina,

tilosina,

tilmicosina,

clindamicina e lincomicina estdo sendo pesquisados pelo MAPA em rins de bovinos,

suinos, aves e equinos (BRASIL, 2010).

Tabela 9. Valores de Ingestdo Diaria Aceitavel (IDA) para lincosamidas e macrolideos

estabelecidos por diferentes autoridades regulatdrias.

) IDA
Substancia ) ]
Classe do ] toxicologica
(residuo o Fonte/Referéncia
antibiético (ng/kg peso
marcador) i )
corporeo/dia)
UE (EUROPEAN MEDICINES AGENCY, 1998a) 300°
) o ) ) Austrélia (OFFICE OF CHEMICAL SAFETY, 2008) 1000
Lincomicina lincosamida
EUA (CODE OF FEDERAL REGULATIONS, 2009) 25
Codex Alimentarius (WHO, 2002) 30
UE (EUROPEAN MEDICINES AGENCY, 1998b) 100°
o ) ) Austrélia (OFFICE OF CHEMICAL SAFETY, 2008) -
Pirlimicina lincosamida
EUA (CODE OF FEDERAL REGULATIONS, 2009) 10
Codex Alimentarius (WHO, 2004) 8
UE (EUROPEAN MEDICINES AGENCY, [entre 1995 e 50°¢
1999))
Espiramicina  macrolideo  Australia (OFFICE OF CHEMICAL SAFETY, 2008) 750
EUA (CODE OF FEDERAL REGULATIONS, 2009) -
Codex Alimentarius (WHO, 1998) 50
) o Austrélia (OFFICE OF CHEMICAL SAFETY, 2008) 500
Kitasamicina  macrolideo

EUA (CODE OF FEDERAL REGULATIONS, 2009)
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Continuacdo da Tabela 9. Valores de Ingestéo Diaria Aceitavel (IDA) para lincosamidas e

macrolideos estabelecidos por diferentes autoridades regulatérias

) IDA
Substancia ) )
. Classe do . toxicolégica
(residuo o Fonte/Referéncia
antibiético (ng/kg peso
marcador) ) i
corpéreo/dia)
UE (EUROPEAN MEDICINES AGENCY, 1997a) 4°
o Australia (OFFICE OF CHEMICAL SAFETY, 2008) 2
Tilmicosina macrolideo
EUA (CODE OF FEDERAL REGULATIONS, 2009) 25
Codex Alimentarius (WHO, 2009) 40
UE (EUROPEAN MEDICINES AGENCY, 1997b) 500 °
o Australia (OFFICE OF CHEMICAL SAFETY, 2008) 300
Tilosina macrolideo
EUA (CODE OF FEDERAL REGULATIONS, 2009) -
Codex Alimentarius (WHO, 2009) 30
UE (EUROPEAN MEDICINES AGENCY, 2002a) 300 °
) o Australia (OFFICE OF CHEMICAL SAFETY, 2008) -
Eritromicina macrolideo
EUA (CODE OF FEDERAL REGULATIONS, 2009) -
Codex Alimentarius (WHO, 2006) 0,7
UE (EUROPEAN MEDICINES AGENCY, 2002b) 50 °
Tulatromicina macrolideo  Austrdlia (OFFICE OF CHEMICAL SAFETY, 2008) -
EUA (CODE OF FEDERAL REGULATIONS, 2009) 15
o Australia (OFFICE OF CHEMICAL SAFETY, 2008) -
Oleandomicina macrolideo

EUA (CODE OF FEDERAL REGULATIONS, 2009)

% Uma IDA microbiolégica de 10 pg/kg foi estabelecida. ® Uma IDA microbiol6gica de 6 pg/kg foi estabelecida. ° IDA

microbiolégica. ¢ Uma IDA microbioldgica de 10 ug/kg foi estabelecida. © Uma IDA microbioldgica de 11 ug/kg foi

estabelecida.
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Tabela 10. Valores de Limites Maximos de Residuos (LMRs) ou tolerancias para aves domésticas estabelecidos por diferentes autoridades regulatorias.

LMRs (ug/kg)

Substancia Fonte/ Residuo Espécies Jordura
Referéncia marcador animais musculo figado rins + pele ovos
UE (EUROPEAN MEDICINES AGENCY, 1998a) lincomicina frangos 100 500 1500 50 50
Australia (AUSTRALIAN PESTICIDES AND VETERINARY lincomicina aves 100 100 100 - 200
MEDICINES AUTHORITY, 2010). domésticas
EUA (CODE OF FEDERAL REGULATIONS, 2009). lincomicina frangos Nao N&o N&o Né&o -
Lincomicina necessario necessario necessario necessario
Canada (HEALTH CANADA, 2009). lincomicina frangos 100 500 - - -
Codex Alimentarius (WHO, 2002) lincomicina frangos 200 500 500 300 -
100
(gordura)
UE (EUROPEAN MEDICINES AGENCY, [entre 1995 e - - 200 400 - 300 -
1999])
Australia (AUSTRALIAN PESTICIDES AND VETERINARY  espiramicina aves 100° 1000 @ 1000 ? - -
MEDICINES AUTHORITY, 2010). domésticas
Espiramicina
EUA (CODE OF FEDERAL REGULATIONS, 2009). - - - - - - -
Canada (HEALTH CANADA, 2009). - - - - - - -
Codex Alimentarius (WHO, 1998) Espiramicina + frangos 200 600 300 300
neoespira (gordura)
UE (EUROPEAN MEDICINES AGENCY) - - i - - - -
Australia (AUSTRALIAN PESTICIDES AND VETERINARY  kitasamicina aves 200°? 200° 200° - 200°
Kitasamicina MEDICINES AUTHORITY, 2010). domésticas

EUA (CODE OF FEDERAL REGULATIONS, 2009). - - - - - - -

Canada (HEALTH CANADA, 2009). - - - - - - -
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Continuacdo da Tabela 10. Valores de Limites Maximos de Residuos (LMRSs) ou tolerancias para aves domeésticas estabelecidos por diferentes autoridades

regulatérias.

LMRs (ng/kg)

Substancia Fonte/ Residuo Espécies Jordua
Referéncia marcador animais musculo figado rins ovos
+ pele
UE (EUROPEAN MEDICINES AGENCY, 1997a) tilmicosina frangos 75 1000 250 75 -
Australia (AUSTRALIAN PESTICIDES AND VETERINARY - - - - - - -
MEDICINES AUTHORITY, 2010).
Tilmicosina EUA (CODE OF FEDERAL REGULATIONS, 2009). - - - - - - -
Canada (HEALTH CANADA, 2009). - - - - - - -
Codex Alimentarius (WHO, 2009) tilmicosina frangos 150 2400 600 250 -
perus 100 1400 1200 250 -
UE (EUROPEAN MEDICINES AGENCY, 1997b) tilosina aves 100 100 100 - 200
domésticas
Australia (AUSTRALIAN PESTICIDES AND VETERINARY tilosina A aves 200°? 200° 200° 1002 200°
MEDICINES AUTHORITY, 2010). domésticas
Tilosina EUA (CODE OF FEDERAL REGULATIONS, 2009). tilosina frangos e perus 200 200 200 200 200
(gordura)
Canada (HEALTH CANADA, 2009). tilosina frangos e perus 200 200 200 200 -
(gordura)
Codex Alimentarius (WHO, 2009) tilosina A frangos 100 100 100 100 300
UE (EUROPEAN MEDICINES AGENCY, 2002a) eritromicina frangos 200 200 200 200 150
Australia (AUSTRALIAN PESTICIDES AND VETERINARY eritromicina aves 300° 300° 300° - -
MEDICINES AUTHORITY, 2010). domésticas
Eritromicina EUA (CODE OF FEDERAL REGULATIONS, 2009). eritromicina frangos e perus 125 125 125 125 25
Canada (HEALTH CANADA, 2009). eritromicina frangos e perus 125 125 125 125 -
Codex Alimentarius (WHO, 2006) eritromicina A frangos 100 100 100 100 50
perus 100 100 100 100 -
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Continuacdo da Tabela 10. Valores de Limites Maximos de Residuos (LMRs) ou toleréncias para aves domésticas estabelecidos por diferentes autoridades

regulatorias.

Substéancia

Fonte/ Residuo

Referéncia marcador

LMRs (pg/kg)

Espécies

animais musculo figado

rins

gordura
ovos
+ pele

Oleandomicina

Austrdlia (AUSTRALIAN PESTICIDES AND VETERINARY -
MEDICINES AUTHORITY, 2010).

EUA (CODE OF FEDERAL REGULATIONS, 2009). oleandomicina

frangos e perus 150 150

Canada (HEALTH CANADA, 2009). -

Carbomicina

UE (EUROPEAN MEDICINES AGENCY) -

Austrdlia (AUSTRALIAN PESTICIDES AND VETERINARY -
MEDICINES AUTHORITY, 2010).

EUA (CODE OF FEDERAL REGULATIONS, 2009). carbomicina

frangos 0 0

Canada (HEALTH CANADA, 2009). -

%0 LMR foi estabelecido no limite de quantificacdo do método analitico ou préximo.
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1.17 Avaliacao e gestdo de risco referentes as tetr  aciclinas em bovinos de leite

Devido a diferentes padrées de uso de medicamentos veterinarios e
metodologias aplicadas para avaliacao de risco, diferentes valores de IDA, de LMRs
(ou tolerancias) e definicdes de residuos estdo disponiveis. A Tabela 11 apresenta
os valores de IDAs de tetraciclinas estabelecidos por diferentes autoridades de
avaliagédo de risco.

Tabela 11. Valores de Ingestdo Diaria Aceitavel (IDA) para tetraciclinas

estabelecidos por diferentes autoridades regulatorias.

) IDA
Substancia ) )
) toxicologica
(residuo Fonte/Referéncia
(Hg/kg peso
marcador) ) .
corpéreo/dia)
UE (EUROPEAN MEDICINES AGENCY, 1995) 3
o Austrélia (OFFICE OF CHEMICAL SAFETY, 2008) 3
Clortetraciclina
EUA (CODE OF FEDERAL REGULATIONS, 2009) 25°
Codex Alimentarius (WHO, 1999) 3°
UE (EUROPEAN MEDICINES AGENCY, 1996) 3
Doxiciclina Austrélia (OFFICE OF CHEMICAL SAFETY, 2008) 5
EUA (CODE OF FEDERAL REGULATIONS, 2009) -
UE (EUROPEAN MEDICINES AGENCY, 1995) 3
] o Austrélia (OFFICE OF CHEMICAL SAFETY, 2008) 30
Oxitetraciclina
EUA (CODE OF FEDERAL REGULATIONS, 2009) 25°
Codex Alimentarius (WHO, 1999) 3°
UE (EUROPEAN MEDICINES AGENCY, 1995) 3
o Austrélia (OFFICE OF CHEMICAL SAFETY, 2008) -
Tetraciclina
EUA (CODE OF FEDERAL REGULATIONS, 2009) 25°
Codex Alimentarius (WHO, 1999) 3°

% IDA para residuos totais de tetracicinas, incluindo clortetraciclina, oxitetraciclina e tetraciclina.

O Centro de Medicina Veterinaria (Center for Veterinary Medicine, CVM) da
Agéncia Americana para Alimentos e Medicamentos (Food and Drug Administration,
FDA) estabeleceu para a soma de residuos das tetraciclinas incluindo OTC, TC e
CTC em leite bovino um valor de LMR de 300 pg/kg (CODE OF FEDERAL
REGULATIONS, 2009), enquanto na Unido Européia os LMRs foram estabelecidos
como 100 pg/kg para OTC, TC e CTC considerando como residuos marcadores a
soma dos compostos originais e seus respectivos 4-epimeros (EUROPEAN
MEDICINES AGENCY, 1995). Na Australia e no Canada os valores também s&o de
100 pg/kg (AUSTRALIAN PESTICIDES AND VETERINARY MEDICINES
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AUTHORITY, 2010; HEALTH CANADA, 2009). A doxiciclina ndo € permitida nesses

paises para uso em animais produtores de leite para consumo humano, de forma
que ndo foram estabelecidos limites. No Brasil, os limites adotados s&o aqueles
recomendados pelo JECFA (WHO, 1999) e aprovados pela Comissdo do Codex
Alimentarius (CODEX ALIMENTARIUS COMMISSION, 2006), 100 pg/L em leite,
para a soma de OTC, TC e CTC ou cada tetraciclina individualmente.

As tetraciclinas sdo monitoradas em leite cru pelo MAPA (BRASIL, 2010) e
estdo contempladas na selecdo de drogas eleitas para pesquisa de residuos pelo
PAMVet (BRASIL, 2003). Entretanto, o leite pasteurizado ndo esta selecionado como

matriz para monitoramento por ambos 0s programas.
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2 OBJETIVOS

O objetivo geral do trabalho consistiu na avaliagdo de alimentos processados
(leite pasteurizado) e alimentos crus (ovos) de origem animal disponiveis no
comércio quanto a presenca e quantidade de residuos de medicamentos veterinarios
em decorréncia do emprego intencional ou acidental de produtos de uso veterinario
ou de aditivos na producdo. As classes de antimicrobianos e as matrizes foram
selecionadas considerando-se a hipotese de exposicdo potencial elevada da
populacdo e a escassez de informacdes nacionais. Assim, pretende-se subsidiar o
setor saude com dados sobre a exposicdo humana a residuos de tetraciclinas em
leite pasteurizado e de ionoforos poliéteres, macrolideos e lincosamidas em ovos, de
forma a contribuir para acdes capazes de eliminar, diminuir ou prevenir riscos a
saude relacionados a esses perigos quimicos.

Os objetivos especificos constituiram-se em:

1. Desenvolvimento e validacdo de metodologia analitica por CLAE-EM/EM

para a identificacdo e quantificacdo de residuos de tetraciclinas em leite

processado.

2. Desenvolvimento e validacdo de metodologia analitica por CLAE-EM/EM

para a identificacdo e quantificacdo de residuos de ionoforos poliéteres,

macrolideos e lincosamidas em ovos crus.

3. Aplicacdo dos métodos na analise de leite e ovos que abastecem o

mercado, gerando dados sobre a possivel presenca de residuos,

contribuindo no sentido de aumentar as informacdes sobre a presenca de 4-

epimeros das tetraciclinas em leite e de residuos quimicos em ovos,

informacgdes ainda muito escassas na literatura mundial.

4. Avaliacdo, de forma inédita no pais, se residuos de ionéforos poliéteres,

macrolideos e lincosamidas sdo encontrados em ovos disponiveis

comercialmente na regido metropolitana do Rio de Janeiro.
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3 MATERIAL E METODOS

Considerando o0s artigos cientificos contidos nos Apéndices, que
contemplam seus respectivos itens de Material e Métodos, a seguir serao relatados
somente 0s experimentos significativos, ndo incluidos no corpo dos artigos, que
foram efetuados até a obtencdo dos resultados finais. Os experimentos mais
relevantes descritos nos artigos cientificos de forma muito sucinta também séo

apresentados nessa secao.

3.1 Desenvolvimentos das metodologias analiticas

Os macrolideos e as lincosamidas foram acrescentados a metodologia
analitica quando o procedimento de extracao ja havia sido definido para os ion6foros
poliéteres. Foi feita uma modificacdo das condigbes cromatograficas e
espectrométricas (inclusdo das transicfes especificas). Esses estudos ndo estao
incluidos nessa secdo, pois estdo descritos no artigo cientifico constante do

Apéndice C.

3.1.1 lonéforos poliéteres

3.1.1.1 Padrdes

Inicialmente o sal de amé6nio da maduramicina a foi adquirido da Sequoia
Research Products (Cat. No. SRP00800m, Oxford, United Kingdom) e o sal de sddio
da monesina A da Sigma-Aldrich (Cat. No. M5273). Posteriormente esses padrdes
foram adquiridos da Dr. Ehrenstorfer (Cat. No. 14670000 e Cat. No. 15291000,
Augsburg, Alemanha), bem como o sal de sédio da lasalocida A (Cat. No.
14593000). Salinomicina, narasina A e o sal de sodio da nigericina foram fornecidas
pela Sigma-Aldrich (Cat. No. S4526, N1271, N7143, St. Louis, MO, USA).
Senduramicina sodica (Phibro Animal Health) foi gentilmente cedida pela Dra. Petra
Gowik do Laboratério de Referéncia Europeu para Residuos de Medicamentos
Veterinarios Bundesamt fir Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit (Berlim,

Alemanha).
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3.1.1.2 Solventes e Reagentes

Todos os reagentes empregados foram de grau pré-analise (p.a) ou melhor
e fornecidos pela Merck: acetato de sédio Suprapur® (NaOAc, Art. No. 6264),
acetato de amodnio p.a. (NH4OAc Art. No. 1116), acido férmico Suprapur® (FOA, Art.
No. 11670), acido acético glacial p.a. (HOAc, Art. No. 00063) e sulfato de sddio
anidro granulado para andlise de tracos organicos (Na,SO,4 Art. No. 6639).

Metanol (MeOH) grau cromatografico foi obtido da Baker (Art. No. 9093-68).
Acetonitrila (ACN) para cromatografia liquida LC/MS foi fornecida pela Merck (Art.
No. 00029).

Agua tipo | foi gerada pelos sistemas de purificacdo Milli-Q-A-10 (Millipore)
ou Central CEDI 50 (Gehaka).

3.1.1.3 Materiais

Dois tipos de cartuchos foram testados nos experimentos de extracdo por
fase sdlida: Oasis[] HLB, 60mg, 3cc, 30 um de tamanho de particula (Waters, Part

No. WAT 094226) e BakerbondO silica, 500mg, 3mL (Baker, 7086-23).

3.1.1.4 Equipamentos

O sistema de CLAE-EM/EM empregado é composto de cromatografo a
liquido de alta eficiéncia Shimadzu Prominence (com os seguintes médulos: bomba
quaternaria LC-20AD, degaseificador de membrana DGU-20A5, auto-amostrador
SIL-20AC, forno de coluna CTO-20AC e controladora CBM-20A) e detector AP15000
Applied Biosystems/MDS Sciex com fonte Turbo V® e sonda TurbolonSpray®,
controlado pelo software Analyst” versdo 1.4.2. da mesma empresa.

Outros equipamentos empregados: balanca analitica com resolucdo de
0,1mg, balanca analitica semi-micro, manifold de extragdo por fase solida, modulo
triplo de aquecimento/agitacdo com unidade de evaporacdo, banho de ultrasom,
potencidmetro com faixa de pH 0 a 14 (com eletrodo combinado de vidro), agitador

mecanico, agitador tipo vortex e centrifuga refrigerada.
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3.1.1.5 Preparo de solug¢des-estoque

As massas tedricas que foram pesadas de cada padrdo para o preparo das
solugcbes-estoque na concentracdo nominal de 1000 pg/mL em metanol foram
calculadas considerando correcfes de pureza, teor de agua e acido livre. Somente
para a lasalocida a solugdo estoque foi preparada na concentracdo de 10 pg/mL,
pois o padrdo fornecido é uma solucdo de concentragdo 100 pg/mL em acetonitrila.
As solucdes estoque foram transferidas para microtubos e estocadas a temperaturas

< -70T em freezer de ultra-baixa temperatura.

3.1.1.6 Preparo de solucdes intermediéarias e solu¢cd  es de trabalho

As solucbes intermediarias e de trabalho foram preparadas em

concentragcdes adequadas nos solventes avaliados conforme os testes executados.

3.1.1.7 Otimizag&o do espectrémetro

A otimizacao foi feita através da infusdo de solugdes contendo os analitos a
50 ng/mL em MeOH:FOA 1% com 2 mmol/L de NaOAc (80:20, v/v) e em ACN:FOA
1% com 2 mmol/L de NaOAc (80:20, v/v) somente para a senduramicina. As
solugcbes foram introduzidas no instrumento por infusdo continua com bomba de

seringa Harvard a um fluxo de 10 pL/min.

3.1.1.8 Estudos de ionizacdo da maduramicina no mod o0 de ionizacdo

Electrospray

Como descrito na secdo 4.1.1, exceto pela maduramicina, todos os ions
precursores esperados foram observados durante a otimizagdo do espectrometro
(secédo 3.1.1.7). Assim, a fim de efetuar uma investigacdo sobre a ionizacdo desta
substancia, alguns experimentos foram conduzidos. Solucdes de trabalho foram
preparadas a partir da solucdo estoque de maduramicina de amobnio na
concentragdo de 100 ng/mL em 80% de MeOH ou ACN e 20% v/v de: FOA 1% (pH
2,1), FOA 0,1% (pH 2,6), FOA 1% e NaOAc 2 mmol/L (pH 2,2), FOA 1% e NH4OAc
2 mmol/L (pH 2,2), FOA 0,1% e NaOAc 2 mmol/L (pH 2,8), FOA 0,1% e NH4,OAc
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2 mmol/L (pH 2,8), FOA 0,05% e NaOAc 2 mmol/L (pH 3,1), FOA 0,05% e NH,OAc
2 mmol/L (pH 3,1), NaOAc 2 mmol/L (pH 6,9) e NH;OAc 2 mmol/L (pH 6,5).

As solugBes foram introduzidas no instrumento por infusdo continua com
bomba de seringa Harvard a um fluxo de 10 pL/min. As condi¢cdes de analise foram
as seguintes:

- Fonte: Turbo V®, sonda TurbolonSpray® (TIS), modo positivo

- Varredura em Q1: CUR Gas (N2) 10 psi, GS1 (N2, neb) 20 psi, GS2 (N, aquec) 0,

IS 5500V, TEM 0, DP 80V, EP 10V, resolucéo unitaria, detector 2200 V, DF -400V.
Uma descricdo resumida desse estudo foi apresentada no artigo cientifico

constante do Apéndice C.

3.1.1.9 Estudos de desenvolvimento do método cromat  ografico

Diversas fases moveis e trés colunas analiticas de diferentes fases
estaciondarias, com suas respectivas colunas de guarda, foram testadas:

« Polaris°C18-A, 100 mm x 2,0 mm, 3 pm (Part No. A2001100X020,
Varian);

« ACE 3 C18,50 mm x 2,1 mm, 3 um (Part No.ACE-111-0502, Advanced
Chromatography Technologies)

« EC 125/3 Nucleosil 100-5 C6H5, 125 mm x 3,0 mm, 5 um (Part No.
720695.30, Macherey Nagel)

3.1.1.10 Estudos preliminares de linearidade e sens ibilidade do sistema CLAE-
EM/EM

Solugdes de trabalho foram preparadas a partir das solu¢cdes estoques nas
concentragdes de 1 ng/mL, 2,5 ng/mL 5 ng/mL e 10 ng/mL em 80% de MeOH e 20%
viv de FOA 1% com 2 mmol/L de NaOAc. Essas solucdes foram injetadas (10 pL)
em condicdes de eluicdo isocréatica (FOA 0,1% em ACN:FOA 0,1% em H,0, 95:5,
v/iv) com fluxo de 0,2 mL/min e 8 min de corrida. Curvas de calibragdo foram
construidas com as areas das transicbes mais abundantes (transicbes de
quantificacdo) como ordenadas e concentragcbes como abscissas. As razdes
sinal/ruido foram calculadas para o pico correspondente a transicdo de confirmacéo

na solugdo mais diluida.
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3.1.1.11 Preparo de amostras

Ovos caipiras organicos (Label Rouge Ltda., Porto Feliz, SP) certificados
pelo Instituto Biodinamico (IBD) foram adquiridos para os experimentos de extracao.
O conteudo foi homogeneizado em liquidificador e aliquotas de 2 g, 5 g e 10 g foram
pesadas em tubos de centrifuga de polipropileno de 50 mL. Essas aliquotas foram
armazenadas a < -20C e descongeladas no dia do uso.

3.1.1.12 Procedimentos de extracao/purificacdo test ados

Os procedimentos de extracao/purificacdo testados basearam-se na
extracdo simples com solvente organico como a empregada por Mortier, Daeseleire
e Van Peteghem (2005), na extracdo com solvente organico acrescida de purificacédo
por extracdo por fase solida (EFS) em cartucho de silica usada por um grande
namero de autores (ROKKA; PELTONEN, 2006; JESTOI; ROKKA; PELTONEN,
2007; DUBOIS; PIERRET; DELAHAUT, 2004; MATABUDUL; LUMLEY; POINTS,
2002) e na extracdo com solvente organico acrescida de purificacdo por EFS em
cartucho polimérico Oasis HLB. O procedimento de Dubreil-Chéneau et al. (2009) foi
o Ultimo testado e adotado apdés modificacdes e estd bem detalhado no artigo
cientifico constante do Apéndice C. Todos 0s experimentos iniciais foram feitos no
nivel de fortificacdo de 1 pg/kg. A Figura 9 apresenta o fluxograma do procedimento
mais simples, identificado como Método de Extracdo 1 e a Figura 10 ilustra o Método
de Extracdo 3. O método 4 consistiu da modificagdo do método 3 com a eliminacao
da etapa de agitacdo com agitador mecanico (shaker) apds a etapa de agitacdo com
o vortex. O método 5 (Figura 11) utilizou como cartucho de extracéo por fase sélida
o cartucho polimérico Oasis HLB. Uma modificacdo do Método de Extragdo 1, com a

substituicdo da acetonitrila por metanol também foi realizada.



bl atriz:
Ov0S arganicos homogeneizados
EDeserwvalvimento  OWalidagao

Fesar 1009 e tubo de centrifuga de
polipropileno de S0mL.

Adicionar 100pL do mi< IP 0,1 pofml em
ACHH,O (10T, wiv)

Agitar e vartex por 10s.

Adicionar SmL de ACH

Agitar ern wdrtex por 1min

Adicionar SmL de ACH =3
Agitar ern vortex por 1min

Sonicar por amin

Centrfugar a 4°C, 4000rcf {5578 rprm), 15Mmin
Transferir o sohrenadante para tuho
de centrifuga de polipropileno de 15mL

Cﬂrapnrar até secura com M, & 4548'6)

Figura 9. Método de Extracdo 1 — Fortificacao no inicio do procedimento.

Deixar em repouso par 10min.

Ressuspender com 4mlL de diluente
0,1% FOA em H,O com 2mi MaCAc:
01% FOA erm ACKH (1585, i)

Filtrar erm filtro de 0,22pm, injetar 10pL

81



Matriz:
ovos organicos homogeneizados
XIDesenvolvimento QValidagdo

Pesar 5g em tubo de centrifuga de

polipropileno de 50mL.
Adicionar 50pL do mix IP 0,1ug/mL em

Adicionar 15¢g de Na,SO, anidro, seco
a550T
Agitar bem

ACN:H,0 (1:1, viv)

Agitar em vortex por 10s.

Deixar em repouso por 10min.

\_/

\_/

Deixar em repouso por 5min.

Adicionar 5mL de ACN
Agitar em vortex por 30s
Adicionar 5mL de ACN
Agitar em vortex por 30s
Agitar em shaker por 30min.

|

6rfugar a 4C, 4000rcf (5578 rpm), 15min
Aplicar 5mL do sobrenadante em
cartucho de silica de 500mg, previam
condicionado com 2,5mL de ACN

ente

N AIA N

Recolher o eluato da aplicagdo em tubo
de centrifuga de polipropileno de 15mL

Lavar a coluna com 2mL de ACN,
coletando no mesmo tubo

Evaporar até secura com N, a 60C.
Ressuspender com 1mL do diluente
0,1% FOA em H,0O com 2mM NaOAc:
0,1% FOA em ACN (15:85, v/v)

Filtrar em filtro de 0,22um, injetar 10pL

NN

Figura 10. Método de Extracdo 3 — Fortificacao no inicio do procedimento.



Matriz:
ovos orgéanicos homogeneizados
XIDesenvolvimento QValidacéo

Adicionar 15g de Na,SO, anidro, seco
a 550C

Agitar bem

Deixar em repouso por 5min.

l

Adicionar 5mL de ACN
Agitar em vértex por 30s
Adicionar 5mL de ACN
Agitar em vortex por 30s
Agitar em shaker por 30min.

l

Pesar 5g em tubo de centrifuga de
polipropileno de 50mL.

Adicionar 50uL do mix IP 0,1pg/mL em
ACN:H,O (1:1, viv)

Agitar em vortex por 10s.

Deixar em repouso por 10min.

\_/

£

Recolher o eluato da aplicagdo em tubo
de centrifuga de polipropileno de 15mL

Centrifugar a 4C, 4000rcf (5578 rpm), 15min coletando no mesmo tubo

_

|

Aplicar 5mL do sobrenadante em

cartucho Oasis HLB 60mg, previamente
condicionado com 3mL de MeOH e 3mL de
ACN

Figura 11. Método de Extracdo 5 — Fortificacao no inicio do procedimento.

> Lavar a coluna com 2mL de ACN,
t

Evaporar até secura com N, a 60C.
Ressuspender com 1mL do diluente
0,1% FOA em H,0 com 2mM NaOAc:
0,1% FOA em ACN (15:85, viv)

Filtrar em filtro de 0,22pm, injetar 10pL

Cen( D) frzad
\_/

3.1.1.13 Estudos de estabilidade dos ion6foros poli  éteres no solvente de

reconstituicao preliminar

Uma solucdo dos iondéforos foi preparada a 2,5 ng/mL em 0,1% de FOA em
ACN:0,1% de FOA em H,O com NaOAc 2 mmol/L pH 3,0 (85:15, v/v). Essa solugéo
foi injetada seguidamente em intervalos de 14 minutos (tempo de corrida), eluicéo
gradiente, em um total de 11 horas de estudo. As solu¢cBes foram mantidas a 10C

no rack do auto-amostrador para a injecéo de 10 pL.
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3.1.1.14 Estudos de estabilidade dos ionoforos poli  éteres em diferentes

valores de pH

Solucgdes dos iondforos foram preparadas a 10 ng/mL em 50% de ACN e
50% v/v de: HOAc 1% e NaOAc 2 mmol/L (pH 3), HOAc 1% e NaOAc 2 mmol/L
ajustado a pH 5,5, HOAc 1% e NaOAc 2 mmol/L ajustado a pH 7 e HOAc 1% e
NaOAc 2 mmol/L ajustado a pH 10. Todos os ajustes de pH foram feitos com NaOH
1 mol/L. As solug¢des foram mantidas a 10C no rack do auto-amostrador para a

injecdo de 10 pL.

3.1.2 Tetraciclinas

3.1.2.1 Padrdes

Padrbes certificados de oxitetraciclina (OTC), hiclato de doxiciclina (DC) e
cloridratos de clortetraciclina (CTC) e de demeclociclina (DMC) — usada como
padrdo interno qualitativo - foram adquiridos da Farmacopéia Americana (Rockville,
MD, USA). Cloridrato de tetraciclina (TC) foi empregado da Farmacopéia Brasileira
(Santa Maria, RS, Brasil). Metaciclina (MTC), 4-epioxitetraciclina (4-EOTC), 4-
epitetraciclina (4-ETC), cloridrato de 4-epiclortetraciclina (4-ECTC), cloridrato de 4-
epianidroclortetraciclina (4-EACTC), cloridrato de anidroclortetraciclina (ACTC),
cloridrato de isoclortetraciclina (ICTC), alfa-apo-oxitetraciclina (a-AOTC) e beta-apo-

oxitetraciclina (B-AOTC) foram fornecidos pela Acros (Pittsburgh, PA, USA).
3.1.2.2 Solventes e Reagentes

Acido férmico Suprapur® (FOA, Art. No. 11670) e acido oxalico diidratado
p.a. foram adquiridos da Merck. Metanol (MeOH) grau cromatografico e acetonitrila
(ACN) para cromatografia liquida LC/MS foram os mesmos citados no item 3.1.1.2.

3.1.2.3 Materiais

Cartuchos de extracdo por fase solida: Oasisl] HLB foram os mesmos
citados em 3.1.1.3.
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3.1.2.4 Equipamentos

Os mesmos equipamentos descritos no item 3.1.1.4 foram empregados.

3.1.2.5 Preparo de solugdes-estoque

As massas tedricas que foram pesadas de cada padrdo para o preparo das
solugcbes-estoque na concentracdo nominal de 1000 pg/mL em metanol foram
calculadas considerando corre¢des de pureza, teor de agua e base livre. O analito
DMC foi seco por 3 h, a 60C e 5 mmHg. A solucdo de 4-EOTC foi sonicada por
5min para facilitar a solubilizacdo. As solucbes estoque foram transferidas para
microtubos e estocadas a temperaturas < -70C em freezer de ultra-baixa

temperatura.

3.1.2.6 Preparo de solucdes intermediéarias e solu¢cd  es de trabalho

As solucbes intermediarias e de trabalho foram preparadas em

concentragdes adequadas em metanol ou no diluente de reconstituigao.

3.1.2.7 Otimizacao do espectrobmetro

A otimizacéo foi feita através da infusdo de solucdes contendo os analitos a
50 ng/mL em ACN:FOA 0,1% (50:50, v/v). As solugbes foram introduzidas no
instrumento por infusdo continua com bomba de seringa Harvard a um fluxo de
10 pL/min.

3.1.2.8 Preparo de amostras

Exceto para os experimentos de seletividade, onde diversas amostras de
leite cru, ultra-alta temperatura (UAT), em pO e pasteurizado foram empregadas,
todos os demais experimentos foram conduzidos com leite organico UAT integral.
As amostras de leite em p6 para analise foram reconstituidas conforme indicado no

rétulo do produto.
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3.1.2.9 Estudos de desenvolvimento e validacao

A descricdo completa desses estudos foi apresentada no artigo cientifico
constante do Apéndice B. Os seguintes parametros foram avaliados para a
validacdo: seletividade, faixa de trabalho e faixa linear de trabalho (funcdo de
calibracdo), linearidade e sensibilidade (incluindo efeito matriz), acuracia (exatidéo e
recuperacgdo), precisdo (repetitividade, precisdo intermediaria e analise de MRC),
robustez, limite de deteccao (LOD), limite de quantificacao (LOQ), limite de decisao
(CCa) e capacidade de deteccdo (CCp), estabilidade dos analitos em solucao
estoque, estabilidade dos analitos em solucdo intermediaria, estabilidade dos
analitos no diluente final de injecdo, estabilidade dos analitos na matriz, estabilidade
dos analitos no extrato e estabilidade dos analitos no extrato pronto para injegéo.

3.2 Amostragem

A estratégia de amostragem foi a aleatoria, a fim de que os dados gerados
pudessem ter uma significancia estatistica adequada ao propésito futuro de
avaliacdo da exposicao da populacdo selecionada (regido metropolitana do Rio de
Janeiro) a residuos dos antibidticos estudados. As recomendacdes do Codex
Alimentarius foram adotadas, efetuando-se consideracdes analiticas e econémicas
(CODEX ALIMENTARIUS COMMISSION, 2009). O numero de amostras se baseou
na adocdo de uma confianca de 99% de que a prevaléncia de resultados néo-
conformes ndo excederia uma percentagem de 5%. Assim, como 0 hiumero minimo

seria de 90 amostras, 100 foram coletadas.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Uma vez que os estudos realizados estao apresentados na forma de artigos
cientificos e esses compdem o corpo da tese na integra (Apéndices A, B, C, D e E),
somente resultados ndo incluidos nos artigos ou apresentados de forma muito

sucinta (referentes a se¢éo 3.1) serdo relatados a seguir.

4.1 lonéforos poliéteres

4.1.1 Estudos de ionizacdo da maduramicina no modo de ionizacao

Electrospray

Uma discussdo resumida dos resultados referentes a este estudo foi
apresentada no artigo cientifico constante do Apéndice C.

Devido as informacgdes estruturais fornecidas pela espectrometria de massas
sequencial (tandem mass spectrometry), essa técnica, acoplada a cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE-EM/EM), tem sido cada vez mais empregada para a
confirmagdo de residuos e contaminantes em alimentos, matrizes biologicas e
ambientais. O modo de aquisicdo Monitoramento de Reacfes Mdltiplas (MRM) é o
mais adequado para a quantificacdo por sua maior sensibilidade e especificidade. A
escolha das transicbes de MRM deve basear-se em fragmentacdes que fornecam
informacdes caracteristicas, preferencialmente de partes distintas das moléculas.
Assim, para a obtencéo das transic6es de MRM foi feita uma otimizac@o automatica
do equipamento (secao 3.1.1.7) de forma a gerar quatro transicdes para posterior
selecdo das trés mais adequadas.

Antes da otimizacdo a presenca das substancias foi confirmada pela
varredura no quadrupolo Q1 (Q1Scan). Como pode ser observado na Figura 12, na
faixa de massas m/z 500 a 1000 Da os ions mais abundantes observados foram:
m/z 553,4 (?), 567,0 (?), 613,4 (lasalocida A aduto sédico, [M+Na]*), 635,2 (?), 693,4
(monensina A aduto sodico, [M+Na]*), 707,5 (?), 747,6 (nigericina aduto sodico,
[M+Na]"), 761,7 (?), 773,6 (salinomicina A aduto sddico, [M+Na]"), 787,8 (narasina A
aduto sodico, [M+Na]") e 953,6 (?). Todas as substancias foram detectadas, mas o
fon equivalente & maduramicina aduto soédico, [M+Na]® = 939,5 apresentou-se com
intensidade bastante reduzida. Os ions m/z 613,4, 693,4, 747,6, 773,6, 787,8, 953,6
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e 939,5 foram selecionados para a otimizacdo, considerando que m/z 953,6 fosse
referente a algum precursor da maduramicina.

A identidade dos demais ions detectados na varredura no quadrupolo Q1
(Q1Scan), do ion selecionado como precursor da maduramicina e dos ions produtos
formados foi tentativamente elucidada através de relatos de referéncias
bibliograficas, calculos de diferenca de massas e de estudos de ionizacdo da
maduramicina.

Para a maduramicina ndo se obteve o ion precursor esperado e como 0s
ions no processo de nebulizacdo e ionizacdo por electrospray dependem de uma
série de parametros, um estudo (descrito na sec¢édo 3.1.1.8) foi efetuado para esse
analito a fim de avaliar a influéncia da composicdo e do pH da fase liquida na
geracdo desses ions, visando a identificacdo do ion precursor adequado que deve
ser selecionado e submetido ao processo de dissociacdo induzida por colisédo (CID)

para gerar os fons produtos.
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Figura 12. Espectro de massas de uma mistura dos analitos estudados, exceto a senduramicina.
Solugéo a 50 ng/mL no solvente MeOH:NaOAc 2 mmol/L e 1% FOA, 80:20, v/v. A senduramicina foi

otimizada individualmente, pois o padréo s6 foi recebido apds os demais.
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A formacdo de varios ions moleculares, indesejada para fins quantitativos, foi
observada quando somente acetato de sédio (NaOAc) foi adicionado a fase aquosa,
independente do solvente organico utilizado. O pico base m/z 961,7 é compativel
com o aduto de sédio do sal sédico da maduramicina, [(M-H+Na)+Na]" e o ion m/z
939,5 com o aduto de sodio do acido livre [M+Na]" (Figura 13). Quando o NaOAc foi
substituido por acetato de amoénio (NH;OAc), o aduto de ambnio do acido livre,
[M+NH,]", m/z 934,5, foi formado preferencialmente, seguido dos adutos de so6dio
[M+Na]* m/z 939,5 e de potassio [M+K]" m/z 955,5, tanto em MeOH ou ACN (Figura
14). Quando o acido formico (FOA), puro ou acrescido dos sais de sodio e aménio,
foi utilizado em conjunto com o MeOH, ions distintos dos obtidos até entdo e dos
obtidos com as mesmas solu¢des aquosas com o modificador ACN puderam ser
observados: m/z 948,5, 953,6 e 969,5 (Figura 15). Considerando-se que esses ions
ndo foram detectados com acetonitrila, eles foram tentativamente identificados
respectivamente, como o aduto de metanol do &acido livre [M+CH3OH]*, o aduto de
sodio do éster metilico da maduramicina [(M-H+CHs)+Na]* e o aduto de potassio do
éster metilico da maduramicina sal de amoénio [(M-NH;+CH3)+K]".

A maduramicina tem afinidade muito maior pelo Na* do que NH,", pois com
NaOAc/HOAc néo se observou o aduto de MeOH verificado com a mesma concen-
tracdo de NH4;OAc. Com NaOAc também foi mais abundante o ion m/z 975,7 (n&o
identificado), cuja intensidade foi maior conforme o aumento do pH.

As condicBes de ionizacdo na sonda TIS e o excesso de MeOH na solucao
possibilitam a esterificacdo da funcdo &cida da maduramicina, catalisada pelo FOA.
O uso de ACN € mais adequado, mas considerando-se que MeOH pode ser utilizado
como solvente na fase moével no meétodo cromatografico, a possibilidade de

esterificacdo ndo pode ser desprezada.
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Fig. 13. Espectro de massas da maduramicina em solugdo a 100 ng/mL em NaOAc
2 mmol/L e MeOH (20:80, v/v).
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Figura 15. Espectro de massas da maduramicina em solugcdo a 100 ng/mL em NH,;OAc
2 mmol/L com FOA 0,1% e MeOH (20:80, v/v).

4.1.2 Cromatografia a Liquido de Alta Eficiéncia (e  studos de desenvolvimento

do método cromatografico)

Os primeiros testes de desenvolvimento do método cromatogréafico foram
efetuados com a coluna analitica Polaris®C18-A, com fase moével consistindo de
0,1% FOA em H,O com 2 mmol/L de NaOAc (fase movel A) e 0,1% FOA em ACN
(fase mdvel B). Métodos de eluicdo isocraticos com até 90% de B possibilitaram a
deteccdo de todos os analitos em uma solugdo a 0,5 ng/mL (em MeOH:NaOAc
2 mmol/L e 1% FOA, 80:20, v/v), exceto a lasalocida. Para a maduramicina,
monensina, narasina e salinomicina foram observados picos de isémeros
antecedendo os picos dos analitos (Figura 16). A lasalocida néo foi detectada nessa
concentragdo nem na concentragdo dez vezes superior, 0 que levou a testes com
solugdes contendo somente esse analito a 500 ng/mL. Picos extremamente largos e
com cauda foram obtidos. Diferentes valores de pH (2,3, 4,0 e 6,5) da solucédo de
injecdo ndo alteraram o perfil de eluicdo da lasalocida. Fases moveis contendo 1%
ao invés de 0,1% de FOA néo alteraram a simetria dos picos, somente provocaram
ligeira reducdo dos tempos de retencdo. A adicdo de metanol acidificado com FOA
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na fase movel contendo acetonitrila melhorou a eluicdo do analito na coluna, mas o
pico ainda apresentou-se extremamente assimétrico. Assim, decidiu-se testar outra
coluna, a ACE 3C18. Picos simétricos foram obtidos para todos os analitos, inclusive
para a lasalocida, quando uma solucdo a 10 ng/mL (em MeOH:NaOAc
2 mmol/L e 1% FOA, 80:20, v/v) foi injetada com fase mdvel consistindo de 0,1%
FOA em H,O (fase moével A) e 0,1% FOA em ACN (fase movel B). Com eluigédo
isocrética a 95% de B todos os analitos eluiram em menos de 5 minutos, mas 0s
picos dos isbmeros da narasina e da salinomicina anteriormente verificados com as
condicBes analiticas testadas na coluna Polaris ndo foram observados. Outras
condi¢cdes foram entdo avaliadas, visando a obtencdo de um método rgpido, com
picos simétricos e que possibilitasse a identificacdo dos isémeros. Fases moéveis
aquosas com 0,1% FOA, 2% HOAc e 2% HOAc com 2 mmol/L de NH;OAc com
fases moveis organicas compostas de 0,1% FOA em ACN, 0,1% FOA em MeOH,
2% HOAc em ACN e 2% HOAc com 2mmol/L de NH;OAc em ACN foram
empregadas. As Figuras 17 e 18 apresentam 0s cromatogramas de alguns dos
melhores métodos. O uso de acido acético como aditivo na fase movel ndo trouxe
beneficios em relacdo ao acido férmico. A adicdo de acetato de aménio na fase
contendo &acido acético provocou a coeluicdo da nigericina com a maduramicina. O
gradiente apresentado na Tabela 12 e identificado como gradiente 8 na Figura 17 foi
um dos melhores obtidos em funcdo de oferecer uma maior resolucédo em relagéo ao
isbmero da salinomicina, além de boa simetria da lasalocida. A ordem de eluicao foi
a seguinte: lasalocida (LAS), senduramicina (SEND), salinomicina (SAL), monensina
(MON), narasina (NAR), maduramicina (MAD) e nigericina (NIG), com eluicdo de

todos os analitos em até sete minutos.

Tabela 12. Gradiente 8.
Tempo (min) % FOA 0,1% em H,O % FOA 0,1% em ACN

0 15 85

2 5 95
2,5 5 95
4,5 0 100
7,0 0 100
7,5 15 85
10 15 85

10 Stop
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A modificacdo do gradiente 8 conforme apresentado na Tabela 13 forneceu

uma simetria superior ao pico da nigericina. Caso 0 objetivo se limitasse a

determinacdo dos ionéforos poliéteres, essa seria a programacdo de eluicdo
gradiente adotada.

A coluna fenil ndo forneceu boa separacdo dos analitos e nem picos mais

simétricos.

Tabela 13. Gradiente obtido pela modificacéo do gradiente 8.
Tempo (min) % FOA 0,1% em H,O % FOA 0,1% em ACN

0 15 85

2 5 95
25 5 95
4,5 0 100
7,5 0 100
8,0 15 85
13 15 85
13 Stop

As discussfes referentes ao desenvolvimento do método cromatografico
final, com a inclusdo dos macrolideos e da lincomicina encontram-se descritas no

artigo cientifico constante do Apéndice C.

4.1.3 Avaliacédo preliminar de linearidade e sensibi lidade do sistema CLAE-
EM/EM

As curvas analiticas obtidas a partir das solu¢cdes dos ionoforos poliéteres
nas concentracdes de 1 a 10 ng/mL apresentaram maior dispersdo dos resultados
com o0 aumento da concentragdo, indicando heteroscedasticidade. N&o foram
observados indicios de desvios de linearidade. A avaliacdo definitiva da linearidade e
sensibilidade do sistema CLAE-EM/EM, incluindo os macrolideos e a lincomicina
encontram-se no artigo presente no Apéndice C.

Os calculos de razao sinal/ruido (S/N) para a segunda transi¢cdo, com base
na solucdo de concentracdo 1 ng/mL indicaram que as curvas analiticas poderiam
ser construidas com niveis mais baixos, considerando-se que o0 maior limite de
quantificacdo (S/N=10) obtido para o instrumento foi de 0,17 ng/mL para a

senduramicina.
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A Tabela 14 apresenta uma estimativa dos limites de deteccéo (LOD, S/N=3)
e limites de quantificagdo (LOQ, S/N=10) do sistema obtidos nas condi¢cdes
analiticas empregadas descritas na secao 3.1.1.10.

Tabela 14. Estimativa dos limites de deteccdo (LOD, S/N=3) e limites de
guantificacdo (LOQ, S/N=10) do sistema CLAE-EM/EM nas condi¢bes

analiticas descritas na sec¢éo 3.1.1.10.

Analito Limite de deteccao Limite de quantificacdo

(LOD) (LOQ)

(ng/mL) (ng/mL)
Lasalocida 0,016 0,050
Maduramicina 0,038 0,130
Monensina 0,025 0,082
Narasina 0,049 0,164
Nigericina 0,012 0,041
Salinomicina 0,005 0,016
Senduramicina 0,050 0,170

4.1.4 Procedimentos de extracao/purificacao

O primeiro procedimento de extracao testado (Método de Extracdo 1) foi o
mais simples, sem purificacdo por extracdo por fase solida (EFS) com base no
publicado por Mortier, Daeseleire e Van Peteghem (2005). Esses autores
apresentaram um método capaz de detectar residuos de quatro ionéforos, sem
incluir a maduramicina e a senduramicina. Como a temperatura de evaporacao
empregada, 46-48<C, foi bem inferior a utilizada pelos autores, 60C, o tem po para
evaporacao dos 12mL do extrato limpido amarelado obtido foi muito grande.

Uma modificagdo do Método de Extracdo 1, com a substituicdo da
acetonitrila por metanol, forneceu extratos turvos com gordura aparente na
superficie, inadequados para injecdo mesmo apoés a filtragdo, demonstrando que a
acetonitrila € muito mais apropriada para a precipitacdo das proteinas e das
gorduras.

Os procedimentos com etapas de purificagdo por EFS empregando
cartuchos de silica apos extracfes com acetonitrila foram designados como Métodos
de Extracdo 3 e 4. O Método de Extracdo 3 € o método empregado por Matabudul,
Lumley e Points (2002), mas com uma temperatura de evaporacao superior a usada
pelos autores (40C). Dubois, Pierret e Delahaut (2004) empregaram 0 mesmo
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método, mas com quantidades diferentes de sulfato de sodio (10 g), de acetonitrila
para a extracao (15 mL) e tempo superior de agitacdo (60 min). Rokka e Peltonen
(2006) usaram um volume ainda maior de acetonitrila (20 mL), mas efetuaram a
evaporacdo do eluato a temperatura ambiente. Jestoi, Rokka e Peltonen (2007)
empregaram o mesmo método de Rokka e Peltonen (2006), com a inclusdo da
maduramicina. Nenhum desses autores analisou a senduramicina.

As recuperacfes médias foram obtidas para extracdes em duplicata e os
calculos de recuperacdo foram efetuados considerando-se amostras brancas
extraidas ressuspensas em solucdo padrédo (fortificacdo no final) de forma que a
concentracdo final para injecdo fosse equivalente a 100% de recuperacéo
(2,5 ng/mL). A Tabela 15 apresenta um resumo dos resultados obtidos com os
métodos de extracdo testados. As Figuras 19 a 22 apresentam como ilustracdo os
cromatogramas de MRM da lasalocida para os métodos de extracdo 1, 3, 4 e 5,
respectivamente. Embora as recuperacdes dos métodos 1 e 5 tenham sido muito
semelhantes para essa substancia, no meétodo de extragdo 1 (Figura 19), ha
significativo efeito de matriz com supressao de sinal, como pode ser observado pelo
sinal do analito no cromatograma da fortificac&o no final (8,0x10° cps para a primeira
transicdo) quando comparado aos métodos de extracdo 3, 4 e 5 (Figuras 20, 21 e
22), onde os sinais obtidos foram respectivamente de 2,0x10° 1,4x10° e 1,14x10°
cps para a primeira transicdo. Isso foi observado também para a senduramicina, a
segunda a eluir da coluna apos a lasalocida, demonstrando que o efeito matriz é
mais pronunciado para as substancias mais polares. Esse efeito se deve a precéria
purificacdo do método de extracdo 1, que ndo inclui uma etapa de extracdo por fase
sélida. Substancias presentes nas amostras, embora ndo detectadas, suprimem o

sinal dos analitos de interesse por competi¢cdo na fonte de ions.



Tabela 15. Resumo dos resultados obtidos com os métodos de

extracdo testados.

Substancia Método Recuperagédo RSD (%)
média
(%)
Lasalocida 1° 39,9 12,9
3° 61,1 12,9
4° 70,7 25,2
5¢ 38,0 5,8
Maduramicina 1° 93,2 3,4
3° 156,3 7.8
4° 109,6 5,6
5¢ 80,1 2,1
Salinomicina 18 67,5 4,3
3° 121,0 18,3
4° 106,5 19,0
5¢ 55,7 1,4
Monensina 18 74,3 0,2
3° 96,0 9,1
4° 103,1 8,2
5¢ 64,2 3,0
Narasina 18 90,2 2,3
3° 176,3 18,1
4° 121,1 15,2
5¢ 62,7 0,7
Nigericina 12 43,9 0,8
3° 60,9 12,0
4° 53,6 13,6
5¢ 60,2 2,0
Senduramicina 18 89,2 13,4
3° 88,5 6,7
4° 99,3 13,8
5¢ 170,5 3,2

@ Extracdo com ACN, sem Na,SO, sem EFS; ® Extracdo com ACN,
com Na,SO,, vortex, shaker, EFS com SiOH; ¢ Extracdo com ACN,
com Na,SO,, vortex, EFS com SiOH; d Extragdo com ACN, com
Na,SO,, vortex, shaker, EFS com Oasis HLB.
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O método 3 apresentou recuperacbes bem superiores a 100% para a
maduramicina, salinomicina e narasina e valores de RSD bem semelhantes aos do
método 4 para a maioria dos analitos, exceto para a lasalocida e senduramicina. O
método 4 apresentou recuperacdes acima de 70% e abaixo de 110% para todas as
substancias, com excecdo da nigericina com 53% e narasina com 121%. Entretanto,
os desvios foram significativos.

O método 5 apresentou as menores recuperacdes, exceto para nigericina e
senduramicina e os menores RSD, exceto para a monensina e nigericina, devido a
prépria natureza da fase ou a melhor qualidade, seja em funcdo de contaminantes
metalicos ou de empacotamento.

Em funcdo dos resultados obtidos, novos testes foram efetuados até a

adocéao do procedimento descrito no artigo constante do Apéndice C.
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Figura 19. Cromatogramas de MRM da lasalocida para o método de extracdo 1.
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Figura 21. Cromatogramas de MRM da lasalocida para o0 método de extracao 4.
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Figura 22. Cromatogramas de MRM da lasalocida para o método de extracdo 5.

4.1.5 Estudos de estabilidade dos ionéforos poliéte  res no solvente inicialmente

escolhido para a reconstituicao dos extratos

As Figuras 23 a 28 apresentam os perfis de estabilidade dos analitos no
estudo de 11 horas de duragcdo com a solugcéo a 2,5 ng/mL em 0,1% de FOA em
ACN: 0,1% de FOA em H,O com NaOAc 2 mmol/L pH 3,0 (85:15, v/v). Pode-se
observar uma degradacdo em torno de 20% para a LAS. Para a MAD o sinal
praticamente dobrou até aproximadamente 2 h, quando comecgou a cair em seguida.
SAL, MON e NAR tiveram perfis semelhantes, mas o acréscimo de sinal foi muito
maior para a NAR. O acréscimo de sinal observado para MAD, SAL, MON e NAR
indica que a formacdo do complexo com o ion sddio ndo foi imediata nas condicbes
testadas. De fato, as substancias ndo se encontram presentes como anions
desprotonados em pH 3. Entretanto, como € relatado na literatura, o envolvimento
do grupo carboxilico ionizado ndo é sempre essencial para a ligagdo metéalica. SEN
mostrou-se relativamente estavel e NIG o mais estavel dos analitos no solvente
testado, demonstrando um comportamento diferenciado das demais substancias.

Outros solventes de reconstituicdo foram avaliados até a escolha do MeOH:NaOAc
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5 mmol/L (30:70, v/v), conforme descrito no artigo cientifico constante do Apéndice

C. O acréscimo de sinal observado no solvente preliminar ndo foi observado no

diluente final.

Estabilidade LAS Controle 2.5ppb Estabilidade MAD Controle 2.5ppb
10°C 10°C
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Figura 23. Perfil de estabilidade da LAS no Figura 24. Perfil de estabilidade da MAD no

solvente de reconstitui¢do (pH 3).

solvente de reconstituicdo (pH 3).
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Figura 25. Perfil de estabilidade da SAL no
solvente de reconstitui¢do (pH 3).

Figura 26. Perfil de estabilidade da MON no

solvente de reconstituicdo (pH 3).

Figura 27. Perfil de estabilidade da NAR no Figura 28. Perfil de estabilidade da SEN no solvente

solvente de reconstituicdo (pH 3).
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de reconstituicdo (pH 3).
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Estabilidade Nigericina Controle 2.5ppb
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Figura 29. Perfil de estabilidade da NIG no

solvente de reconstituicéo (pH 3).

4.1.6 Estudos de estabilidade dos ionoforos poliéte  res em diferentes valores

de pH

As solugdes dos ionéforos a 10 ng/mL foram preparadas nos solventes como

descrito na sec¢ao 3.1.1.14. A Tabela 16 resume as composi¢des de cada solvente.

Tabela 16. Identificac@o dos solventes em funcdo de sua composicao.

Solvente n° Composicéo
1 ACN/HOAC 1% e NaOAc 2 mmol/L pH 3 (50:50, v/v)
2 ACN/HOAC 1% e NaOAc 2 mmol/L ajustado a pH 5,5 (50:50, v/v)
3 ACN/HOAC 1% e NaOAc 2 mmol/L ajustado a pH 7 (50:50, v/v)
4 ACN/HOAC 1% e NaOAc 2 mmol/L ajustado a pH 10 (50:50, v/v)

Para a lasalocida o equilibrio de formacdo do complexo com sédio sé foi

alcancado em aproximadamente 2 h e ndo observou-se degradacdo durante o

periodo do estudo em nenhum dos valores de pH (Figura 30). Para a maduramicina

degradagdo acentuada foi observada somente em pH 3 (Figura 31). Para a

monensina, narasina, salinomicina, senduramicina e nigericina o pH de maior

estabilidade foi o pH 10. A Figura 32 apresenta, para ilustracdo, o perfil de

estabilidade obtido da senduramicina, apos injecdes efetuadas em intervalos de

aproximadamente 1 h. Caso a metodologia se limitasse aos ionéforos, o solvente n°

4 (Tabela 16) seria o mais indicado entre os testados. Entretanto, como o0s

macrolideos e a lincomicina foram acrescentados & metodologia, outro solvente foi

utilizado para a ressuspensao dos extratos (vide artigo Apéndice C).
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Figura 30. Perfil de estabilidade da LAS em diversos valores de pH.
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Figura 31. Perfil de estabilidade da MAD em diversos valores de pH.
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Senduramicina
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Figura 32. Perfil de estabilidade da SEN em diversos valores de pH.
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4.2 Tetraciclinas

A validagéao foi realizada segundo a Decisao 657/2002 da UE (EUROPEAN
COMMISSION, 2002). Todos os resultados e discussdes referentes ao
desenvolvimento e validacdo do método para a determinacdo de tetraciclinas
encontram-se descritos no manuscrito constante do Apéndice B (incluindo os dados
complementares do artigo). Somente alguns resultados seréo apresentados mais

detalhadamente a seguir.

4.2.1 Seletividade

A seletividade do método em relacdo aos constituintes da matriz foi
demonstrada em estudos de pré-validacéo pela andlise de trinta e trés amostras de
leite, incluindo leite cru, leite UAT, leite pasteurizado e leite em pd. Nao foram
observadas diferencas entre os perfis obtidos para as amostras testadas. Um pico
na transicdo m/z 461,2/355,0 caracteristico da 4-EACTC pbde ser observado em
todas as amostras na regido de eluicdo da 4-EOTC, em tg ~ 11-12 min, mas isso hao
comprometeu a seletividade do método, pois o0 tg da 4-EACTC €& muito superior
(tr ~ 21min) e o pico sO € detectavel (razdo sinal/ruido = 3,0) na transicdo de
quantificacdo, ndo o sendo na transi¢cao de confirmacéo. Além de duas transi¢cdes no
mesmo tempo de retencédo o critério da razao de ions foi adotado para confirmacéo
da presenca do analito. A Figura 33 apresenta os espectros de EM/EM das
transicbes da OTC e 4-EOTC do leite empregado na validacdo do método (leite
organico), onde se pode observar que as transicbes da OTC e da 4-EOTC nao séo
detectadas, confirmando a caracterizacdo de uma amostra isenta das substancias a
serem analisadas.

O método demonstrou ser adequado a leite cru, leite em po, leite UAT e leite
pasteurizado. Por praticidade e devido ao menor tempo de estocagem do leite
pasteurizado na validagdo do método empregou-se para todos os demais

experimentos o leite organico UAT.
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Figura 33. Espectros de EM/EM do leite empregado na validagcdo do método (leite
orgéanico) apresentando as transicbes da OTC e 4-EOTC e comprovando tratar-se de

amostra isenta das substancias a serem analisadas.

4.2.2 Faixa de trabalho e faixa linear de trabalho  (fung&o de calibrac&o)

A avaliagdo da faixa de trabalho e da faixa linear de trabalho foi efetuada
pela construcdo de curvas de calibracdo para cada analito com sete niveis de
concentracdo no diluente (acido oxalico 10 mmol/L:metanol, 80:20, v/v). Essas
concentracoes (0,625 a 12,5 ng/mL) sdo equivalentes a 0,125 a 2,5 vezes o LMR
para OTC, 4-EOTC, TC, 4-ETC, CTC e 4-ECTC. Para DC as concentracdes (0,5 a
3,5 ng/mL) sdo equivalentes a 0,5 a 3,5 vezes o menor nivel de validacao (LVL) do
método. Para MTC as concentracfes (0,25 a 1,75 ng/mL) séo equivalentes a 0,5 a
3,5 vezes o LVL. As solugdes-padrdo foram injetadas em triplicata aleatoria.
Somente picos com razdo sinal/ruido >3 para a segunda transi¢do (transicdo de
confirmacédo) foram considerados detectados (exceto para CTC-ceto e 4-ECTC ceto,
onde somente uma transicao foi considerada).

As curvas foram preparadas em mais dois dias diferentes. O teste de Levene
(p<0,05) foi o empregado para as conclusdes sobre a homogeneidade das
variancias dos dados das curvas analiticas.

A faixa de trabalho do equipamento CLAE-EM/EM demonstrou ser linear nos
intervalos testados. Para todos os analitos, exceto a doxiciclina, o modelo linear foi

obtido pelo método dos minimos quadrados ponderados (MMQP), com peso
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equivalente a 1/x?, sendo x a concentracdo. O teste de Lack of fit indicou que os
modelos ajustados pelo MMQP sao adequados.

A Figura 34 apresenta como ilustracdo as trés curvas plotadas em um
mesmo grafico para a 4-epiclortetraciclina efetuando-se a regressao pelo método
dos minimos quadrados ponderados (MMQP). Visualmente s&do observadas
diferencas entre as curvas entre os diversos dias. Assim, em fungcdo da maior
variabilidade intrinseca do sistema de deteccdo é aconselhavel efetuar a curva de

calibracdo no dia, em conjunto com as amostras para analise.

COMPARAGAO DAS CURVAS DE CALIBRAGAO

5.0008+06 + ECTC curva 1 01/05/2008

4.500E+06 ®  ECTCcurva 2 02/05/2008

4.000E+06 A ECTCcurva 3 05/05/2008

—— Linear (ECTC curva 1 01/05/2008)

3.500E+06 —— Linear (ECTC curva 2 02/05/2008)

3.000E+06 —— Linear (ECTC curva 3 05/05/2008)

2.500E+06

Area (uA)

2.000E+06

1.500E+06

1.000E+06

CURVA 1 CURVA 2 CURVA3
y =290168x +3929.5 y=266303x - 7047.4 y =285726x - 16228

5.000E+05

0.000E+00
0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00

Concentragéo (ng/mL)

Figura 34. Gréfico das curvas de calibracdo efetuadas em trés dias

diferentes para a 4-epiclortetraciclina ajustadas pelo MMQP.

4.2.3 Linearidade e sensibilidade (incluindo efeito matriz)

Para as substancias com limite permitido, as concentragbes foram
equivalentes a 0,5 a 3 vezes o0 LMR e para as demais substancias (DC e MTC) as
amostras foram fortificadas nos niveis de 1 a 3 vezes o menor nivel de validacéo
(LVL). Foram preparadas seis replicatas genuinas dos primeiros trés niveis e duas
replicatas genuinas dos dois niveis mais altos, além de duas replicatas genuinas de
brancos de leite e um branco de reagentes. Uma série de solu¢cdes padrdo no
solvente de reconstituicdo ou diluente (acido oxalico 10 mmol/L:metanol, 80:20, v/v)
foi preparada nas mesmas concentracoes.

A avaliacdo da linearidade e sensibilidade do método foi efetuada pela
analise estatistica das curvas de calibracdo de cada analito obtidas com a
fortificacdo na matriz no inicio do procedimento (curva leite fortificado no inicio).
Também se avaliou as curvas na matriz obtidas considerando-se a adicdo dos

analitos apés as etapas de extracdo, ou seja, com as amostras de leite fortificadas



111

no final do procedimento (curva leite fortificado no final). Nesse caso, a linearidade e
sensibilidade verificadas sdo as do detector na presenca da matriz e ndo a
linearidade e sensibilidade do método. Para fins de comparacdo o mesmo foi feito
com solucado padréo (curva no diluente). Os testes estatisticos de Levene e Lack of
fit (p<0,05) indicaram que os modelos ajustados pelo MMQP foram mais adequados
e que o método respondeu linearmente para todos os analitos nos intervalos de
concentracéo estudados.

O parametro de validacao sensibilidade € dado pelo coeficiente angular by
das curvas de calibracdo obtidas com a matriz fortificada no inicio. A sensibilidade
do método foi maior para a DC e MTC.

A avaliagdo da significancia do parametro bo, ou intercepto, dos modelos
ajustados pelo MMQP indicou que o método ndo apresentou erros sistematicos
constantes ou absolutos (bias) devido a influéncia de interferéncias ou perdas
significativas na recuperacédo independentemente do nivel de concentragdo dos
analitos.

O efeito matriz do método em relacdo aos fenbmenos de supressédo ou
aumento de sinal na ionizacdo considerando a técnica analitica empregada (CLAE-
EM/EM) foi estudado comparando-se a curva de calibracdo de cada analito obtida
com solugéo padrdo (curva no diluente ou curva controle) com aquela obtida com a
matriz, com a adicdo do analito apds as etapas de extracao/purificacdo, ou seja,
com as amostras de leite fortificadas no final do procedimento (curva matriz final).
Fendbmenos de supressdo ou aumento de sinal decorrentes da presenca de
substancias outras que néo os analitos de interesse ndo foram verificados.

A avaliacdo da eficiéncia do processo foi estudada comparando-se a curva
de calibragcdo de cada analito obtida com a matriz fortificada no inicio do
procedimento (curva matriz inicio) com a curva de calibragdo obtida com a matriz
fortificada ap0s ter sido extraida/purificada, ou seja, com a matriz fortificada no final
do procedimento (curva matriz final). Nao foram verificados problemas significativos
provenientes do processo de extracao/purificacdo, exceto para os analitos 4-ETC e
CTC e portanto, o método ndo apresentou erros sistematicos proporcionais devido a
interferentes ou perdas significativas na recuperacdo em funcdo do nivel de
concentracdo dos analitos, exceto para esses dois analitos.

Dessas duas comparacfes de curvas concluiu-se que amostras reais
devem ser quantificadas por interpolacdo em curvas de calibragdo obtidas com a

matriz fortificada no inicio, com a vantagem de nao ser necessério efetuar correcdes
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de recuperacdo. A Figura 35 apresenta para ilustracdo o grafico das curvas de
calibracdo na matriz inicio, final e controle para a 4-epiclortetraciclina ajustadas pelo
MMQP.

COMPARAGAO DAS CURVAS DE CALIBRACAO

4.500E+06

4.000E+06

3.500E+06

3.000E+06

4 ECTClnicio 22/04/2008

®m  ECTC Controle 22/04/2008

A ECTCFinal 22/04/2008
—— Linear (ECTC Inicio 22/04/2008)
— Linear (ECTC Controle 22/04/2008)

— Linear (ECTC Final 22/04/2008)

2.500E+06

Area (uA)

2.000E+06

1.500E+06

1.000E+06

5.000E+05

CURVA MATRIZ INICIO
y =264851x - 39235

CURVA CONTROLE
y = 248626x + 13116

CURVA MATRIZ FINAL
y =251939x + 52023

0.000E+00
2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00

Concentragéo (ng/mL)

Figura 35. Gréfico das curvas de calibragcdo na matriz inicio, final e

controle para a 4-epiclortetraciclina ajustadas pelo MMQP.

4.2.4 Acuracia (exatidao e recuperacao)

A exatiddo do meétodo (trueness) foi avaliada através de um material de
referéncia certificado (MRC) do BCR® (Bureau Communautaire de Reference)
fornecido pelo IRMM (Institute for Reference Materials and Measurements) para a
oxitetraciclina, composto de um material naturalmente contaminado (MRC 492) e um
material branco (MRC 493). Os célculos foram efetuados tanto conforme a
orientacdo da Decisdo 657/EC/2002 (EUROPEAN COMMISSION, 2002) gquanto
pelos procedimentos descritos na ISO Guia 33:2002 (Utilizacdo de Materiais de
Referéncia Certificados).

O resultado do calculo de exatiddo conforme descrito na Decisdo
657/EC/2002 forneceu o valor de 87%, atendendo tanto as especificacbes do Codex
Alimentarius e Mercosul quanto as da Comissdao das Comunidades Européias,
demonstrando que o método é exato. A avaliacdo da exatidao pela 1SO Guia 33
através da comparacdo da média x com o valor certificado p indicou que o método
demonstrou ser tdo exato (sem bias) quanto requerido.

A recuperacdo do método foi calculada para todos os experimentos de

repetitividade e de precisdo intermediaria. As recuperacdes médias globais dos

resultados em cada nivel foram todas aceitaveis.
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4.2.5 Preciséo (repetitividade, preciséo intermedia ria e anélise de MRC)

Todos o0s resultados e discussdo encontram-se bem detalhados no

manuscrito e material suplementar (Apéndice B).

4.2.6 Robustez

A Tabela 17 mostra a matriz dos oito fatores avaliados no estudo da
robustez do método: (1) o tempo de extracdo com o agitador mecéanico (shaker); (2)
a concentracdo do &cido oxalico na etapa de extracdo por fase soélida (EFS); (3) a
concentracdo de acido férmico no metanol de eluicdo da EFS; (4) o tempo de
repouso apos a fortificacdo da matriz; (5) o tempo de centrifugacdo; (6) a
temperatura de centrifugacao; (7) a rotacéo de centrifugacdo e (8) a temperatura de
evaporagcdo no evaporador de nitrogénio. Os ensaios foram efetuados de forma
aleatoria e ndo conforme a ordem mostrada na tabela.

Os graficos de Pareto (Figuras 36 e 37) indicaram, respectivamente, que
efeitos significativos (a=0,05) foram observados somente na temperatura de
evaporacdo para o analito DMC e para a temperatura de centrifugacdo, além da
temperatura de evaporacéo, para o analito DC.

Assim, o método foi robusto na faixa estudada a pequenas variacbes de
guase todos os fatores estudados, exceto a temperatura de centrifugacéo (fator 6) e
a temperatura de evaporacao no evaporador de nitrogénio (fator 8), que sao pontos
criticos e devem ser controlados rigorosamente a 4°C (com variacao inferior a + 1C)

e 47T (com variagcdo maxima de 1), respectivamen te.
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Tabela 17. Matriz do planejamento composto central para avaliacdo da robustez do método.

Design: 2*%(8-4) design (central composite tetracyclines)

Standard | Fator 1 (min) | Fator 2 (mmol/L) ‘Fator 3 (%) | Fator 4 (min) ‘Fator 5 (min) ‘ Fator 6 (C) ‘ Fator 7 (rpm) ‘ Fator 8 (+ -1C)
Run

1 18 18 3,5 14 4,0 3,0 4500 44
2 22 18 3,5 14 4,0 5,0 5500 50
3 18 22 3,5 14 6,0 3,0 5500 50
4 22 22 3,5 14 6,0 5,0 4500 44
5 18 18 4,5 14 6,0 5,0 5500 44
6 22 18 4,5 14 6,0 3,0 4500 50
7 18 22 4,5 14 4,0 5,0 4500 50
8 22 22 4,5 14 4,0 3,0 5500 44
9 18 18 3,5 16 6,0 5,0 4500 50
10 22 18 3,5 16 6,0 3,0 5500 44
11 18 22 3,5 16 4,0 5,0 5500 44
12 22 22 3,5 16 4,0 3,0 4500 50
13 18 18 4,5 16 4,0 3,0 5500 50
14 22 18 4,5 16 4,0 5,0 4500 44
15 18 22 4,5 16 6,0 3,0 4500 44
16 22 22 4,5 16 6,0 5,0 5500 50
17 (C) 20 20 4,0 15 5,0 4,0 5000 47
18 (C) 20 20 4,0 15 5,0 4,0 5000 47
19 (C) 20 20 4,0 15 5,0 4,0 5000 47
20 (C) 20 20 4,0 15 5,0 4,0 5000 47

Fareto Chart of Standardized Effects; “Yariable: DMC peak area
2**(8-4) design, MS Fure Error=1445346E5
O D peak area

(Brevaporation temperature (+-1°C)

3.326860

] e neasT
(Bicentrifugation termperature (*C) E 2242653
E 201216
e P
E 1.358051
(Fconc FOA N MeOH in SPE (%) -1.33729
-1.26876
1byd 112963
1by2 E
1bowT B .2-450306
FiZz7 1785817
1bv3 Bz 1723521
p=.05

Standardized Effect Estimmate {Abhsolute Yalue)

Figura 36. Grafico de Pareto para o analito demeclociclina (DMC).

Fareta Chart of Standardized Effects; Variable: DC peak area
2¥+(8-43 design; MS Pure Error=135658E5
O DC peak area

(Mevaporation temperature (+ -1°C)

(Fconc FOA In MeOH in SPE (%) E
1by7

-1.96292
-1.92213

(Sicentrifugation time {mind
el
(Ziconc oxalic acid in SPE (mmolil) _ =_‘ 794

(11shaker time (min

(Ficentrifugation ref frpm) E

4.388

p=.045
Standardized Effect Estimate (Absolute Yalue)
Figura 37. Grafico de Pareto para o analito doxiciclina (DC).
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4.2.7 Limites de deteccdo (LOD), limites de quantif icacdo (LOQ), limites de
decisdo (CC a) e capacidades de deteccao (CC p)

As concentragfes criticas encontram-se detalhadas no artigo constante do
Apéndice B.

4.2.8 Estudos de estabilidade

Os estudos de estabilidade também se encontram descritos no artigo

constante do Apéndice B.
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5 CONCLUSOES

Conforme descrito no artigo constante do Apéndice A, o modelo atual
existente para regular as relagdes producao-consumo de alimentos no Brasil baseia-
se na divisédo de atribuicbes entre os setores saude e agricultura. Nos ultimos anos
vém se observando um grande avanco no sentido de um trabalho conjunto e
complementar entre os dois setores, além dos demais envolvidos na Seguranca
Alimentar, especialmente a referente a alimentos de origem animal. Os riscos de
agravo a saude decorrentes da exposicdo da populacdo a residuos de
medicamentos veterinarios ainda sdo pouco conhecidos. O Brasil ainda carece de
dados sobre a ocorréncia de residuos em alimentos, e em funcdo da problematica
da resisténcia microbiana, os residuos de antibidticos sdo de especial interesse aos
orgaos de Vigilancia Sanitaria. Ainda ndo havia dados disponiveis sobre a incidéncia
de residuos de ionéforos poliéteres, macrolideos e lincosamidas em ovos no Brasil.
A maior parte das pesquisas efetuadas em leite pasteurizado no pais empregou
técnicas de triagem pouco especificas. A questdo da formacéo dos 4-epimeros das
tetraciclinas em leite também nao havia sido suficientemente investigada.

O uso de metodologias analiticas adequadas é fundamental na obtencéo de
dados confidveis. As duas metodologias analiticas desenvolvidas e validadas
(Apéndices B e C ) demonstraram ser aptas para o uso pretendido, respondendo
assim aos dois primeiros objetivos do trabalho. A alta sensibilidade da técnica de
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a Espectrometria de Massas
Sequencial (CLAE-EM/EM) permitiu a detec¢édo de ion6foros em ovos adquiridos na
regido metropolitana do Rio de Janeiro com uma frequéncia bastante elevada, de
25%. A salinomicina foi a substancia encontrada na maioria dos casos (21%).
Entretanto, o indice de resultados nao-conformes foi de somente 2%, considerando
a adocao da tolerancia de 3 pg/kg vigente na Unido Européia e do limite de decisdo
(CCa) do método de 3,4 ug/kg para essa substancia. Em uma das amostras a
contaminagdo ultrapassou 17 vezes o valor aceitavel. Em 8% das amostras
analisadas mais do que um coccidiostatico foi encontrado. A lincosamida lincomicina
e o macrolideo tilosina foram detectados em niveis de tragcos em 4 e 1% das
amostras, respectivamente. Nenhum caso de contaminacdo por lasalocida,
claritromicina e eritromicina foi verificado (Apéndice D ). Embora a incidéncia de
residuos de ionéforos acima dos limites nao tenha ultrapassado 2%, a avaliacdo da

freqUéncia de contaminagc&o por marcas comerciais indica falhas no atendimento as
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Boas Praticas Veterinarias por parte de alguns produtores. Esses resultados
sugerem ainda que a contaminagdo cruzada das ragOes isentas de aditivos
destinadas a avicultura de postura com racdes medicadas seja a causa mais
provavel e que a salinomicina seja o coccidiostatico mais usado no Brasil para aves
de corte. Entretanto, investigacfes precisariam ser conduzidas para confirmar as
hipoteses levantadas. Os objetivos 3 e 4 descritos na Se¢do 2 foram assim
concluidos.

Quanto ao leite pasteurizado, a frequéncia de contaminacao foi bem inferior,
com apenas 14% das amostras apresentando tracos de tetraciclinas. Somente
oxitetraciclina e tetraciclina foram detectadas e seus 4-epimeros nao foram
identificados. A concentracdo mais alta de oxitetraciclina encontrada nas amostras
equivale a aproximadamente 1/9 o Limite Maximo de Residuo de 100ug/kg adotado
no Brasil (Apéndice E , atendendo ao objetivo 3). Esses resultados indicam que a
populacdo da regido metropolitana do Rio de Janeiro ndo esta exposta a niveis
prejudiciais de tetraciclinas pela ingestédo de leite pasteurizado e que a oxitetraciclina
€ provavelmente a droga mais empregada em vacas lactantes na regiao.

Os dados obtidos serdo utilizados futuramente na avaliagdo da exposicao
alimentar da populacéo da regido metropolitana do Rio de Janeiro a residuos desses
farmacos, contribuindo dessa forma para acfes de Vigilancia Sanitaria capazes de

eliminar, diminuir ou prevenir riscos a saude.
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