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Introducéo

Os ionoforos poliéteres sdo antibioticos produzidos por espécies do
género Streptomyces spp. sendo empregados na medicina veterindria tanto
como aditivos zootécnicos melhoradores de desempenho como
anticoccidianos, a fim de prevenir a coccidiose, a principal enfermidade
contagiosa parasitaria em aves domeésticas causada por protozoarios do
género Eimeria spp. (Spisso, 2010).

Seis ionoforos poliéteres sao autorizados na avicultura de corte no
Brasil, através da alimentacdo animal: lasalocida (LAS), maduramicina (MAD),
monensina (MON), narasina (NAR), salinomicina (SAL) e senduramicina (SEN)
(Brasil, 2015). Efeitos adversos a saude de animais e humanos tem sido
relatados através de casos de intoxicacao aguda (Dorne et al., 2013). Residuos
em tecidos comestiveis de aves podem resultar em exposicdo humana e
potencial risco a saude através do consumo desses alimentos, caso as boas
praticas veterinarias nao sejam obedecidas, ou seja, caso esses
anticoccidianos ndo sejam usados de acordo com as informacdes do roétulo de
cada produto, respeitando as indicagdes quanto a espécie e fase de uso a que
se destinam, dosagem na racdo, periodo de retirada e demais restricoes.
Limites Maximos de Residuos (LMR) foram estabelecidos de forma a garantir
gue a exposicdo humana através do consumo ndo exceda a ingestdo diaria
aceitavel (IDA) estabelecida de cada coccidiostético (Dorne et al., 2013). A fim
de avaliar a exposi¢cado humana, como parte da avaliacao de risco, e verificar o
atendimento aos limites estabelecidos s&o necessarios meétodos analiticos
sensiveis, confiaveis e exequiveis. O efeito matriz é reconhecido como o
calcanhar de Aquiles da técnica de espectrometria de massas sequencial, uma
vez que componentes presentes na matriz que ndo os analitos de interesse
podem aumentar ou diminuir o sinal analitico, interferindo na quantificacao
(Taylor, 2005).

O objetivo deste trabalho foi desenvolver um método para a
determinacao de residuos de ionéforos poliéteres em musculo de frango, com
énfase na avaliacdo do efeito matriz, a fim de contribuir com uma ferramenta
analitica capaz de possibilitar futuras acdes de vigilancia sanitaria na area de
residuos de medicamentos veterinarios em alimentos de origem animal em
cooperacao com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria.
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Material e Métodos

Desenvolvimento

O método foi desenvolvido para a determinacao de residuos em carne
de frango dos seis ionoforos poliéteres autorizados em aves: LAS, MAD, MON,
NAR, SAL e SEN. Nigericina (NIG) foi usada como padréo interno. Os estudos
fundamentaram-se em experiéncias anteriores do laboratério para a
determinacdo de ionéforos poliéteres em ovos (Spisso, 2010) e leite (Pereira,
2013), bem como artigos da literatura (Anastassiades et al, 2003; Stubbings;
Bigwood, 2009). O método baseia-se na extragdo QUEChERS com acetonitrila,
com adicdo de acetato de sédio e sulfato de magnésio e purificagdo com
sorvente de Amina Primaria e Secundaria (PSA), empregando para a
deteccao/quantificacdo a cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a
espectrometria de massas sequencial (LC-MS/MS), com ionizagéo eletrospray
(ESI) positivo, no modo de aquisigao de monitoramento de reagcdes multiplas
(MRM). Foram utilizadas as condi¢cdes cromatograficas e espectrométricas
descritas por Spisso (2010) e modificadas por Pereira (2013).

Avaliacdo do efeito matriz absoluto

O efeito matriz absoluto do método em relacdo a supressédo ou aumento
de sinal na fonte de ionizagcdo eletrospray do LC-MS/MS foi avaliado
comparando-se a curva de calibracdo de cada analito obtida com solucdo
padrao (curva no diluente) com aquela obtida com a matriz fortificada no final
do procedimento (ap0s todas as etapas de extracao).

Avaliacdo da aplicabilidade do método em diferentes cortes de musculo
de frango — Efeito matriz relativo

O efeito matriz relativo foi avaliado através da comparacado de curvas de
calibracéo obtidas com a fortificacdo de diferentes cortes de musculo de frango
— coxa, sobrecoxa e peito - com a adi¢ao dos analitos no final do procedimento,
em concentracfes de 0,25 a 3 vezes 0 LMR, com a adi¢cdo do padrédo interno
NIG. Uma amostra branca de cada matriz foi preparada e extraida conforme o
procedimento. As curvas de calibracdo obtidas com os diferentes tipos de
matriz (coxa, sobrecoxa e peito) foram avaliadas através do calculo do desvio
padréo relativo (RSD) dos coeficientes angulares das curvas de cada analito
segundo abordagem descrita em POP especifico do INCQS (INCQS, 2013).
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Resultados e Discussao

Desenvolvimento

O uso de acetonitrila, acetato de sodio e sulfato de magnésio para
extracdo, seguido de Amina Primaria e Secundéaria (PSA) para a purificacao
forneceu recuperagdes dos analitos de 60 % a 93 % e desvios padrao relativos
entre 3% e 7 % (Tabela 1) (Melo, 2015). Além das boas recuperacdes e baixos
valores de RSD para todos os analitos, 0 método demonstrou alta seletividade,
sensibilidade e rapidez. A Figura 1 apresenta os cromatogramas de MRM da
primeira transi¢cdo dos ionoforos poliéteres referentes aos extratos obtidos nas
concentragdes dos respectivos LMR para cada substancia.

Tabela 1 - Recuperacdo (Rec%) e desvio padrao relativo (RSD%) (Melo,
2015).
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Figura 1 - Cromatogramas de MRM da 12 transicdo dos ionoforos poliéteres
nos extratos nas concentracdes dos respectivos LMR para cada substancia
(Melo, 2015).
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Avaliacdo do efeito matriz absoluto

A avaliacdo do efeito matriz absoluto foi efetuada pela comparacédo dos
coeficientes angulares da curva de calibracdo no diluente e da curva de
calibracdo na matriz fortificada no final do procedimento através do teste t
(Student). Antes da comparacéo pelo teste t (Student), as variancias residuais
das duas curvas foram testadas para verificar se eram significativamente
diferentes, através do teste F. A comparacdo dos coeficientes angulares pelo
teste t indicou que para os analitos MAD, MON e NAR as curvas foram
estatisticamente diferentes a a=0,05, evidenciando efeito matriz absoluto.
Portanto, para fins de quantificacdo dos analitos nas amostras, as curvas de
calibracao deveréo ser obtidas na matriz.

Avaliacdo da aplicabilidade do método em diferentes cortes de musculo
de frango — Efeito matriz relativo

Os RSD dos coeficientes angulares das curvas de calibracdo obtidas
com os diferentes tipos de matrizes (coxa, sobrecoxa e peito) (Tabela 2) foram
< 15%, conforme recomendacfes (INCQS, 2013), indicando que com este
procedimento de extracdo/purificacdo, para as matrizes estudadas, ndo foi
observado efeito matriz relativo. A Figura 2 apresenta as curvas de calibragcéo
para o analito SAL nas trés matrizes selecionadas (Melo, 2015).

[ 07102014 Curva FFD sobrecoxa PO a F7.1db (SAL £ 431.1): "Linear Regression ("1 £y weighting) y = 3.85e+005 x + 405 (1 = 0 9088)
07102014 Cunva FFD sobrecoxa PO a F7.rdb (AL / 431.1): "Linear' Regression ("1 / y" weighting). y = 3.05e+005 x + 406 (1 = 0.0838)00
== 07102014 Cunva FFD coxa PO a PT.idb (SAL £ 431.1): "Linear" Regression ("1 / " weighting): y = 3 86e+005 x + 111 (1= 0.9986)00
= (7102014 Curva FFD peito PO a F7.rdb (SAL/ 4311 "Linear' Regression ("1 /" weighting), y = 3.90e+005 x + 219 (1 = 0.885400
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Figura 2 - Curvas de calibragdo para o analito SAL nas trés matrizes
selecionadas (Melo, 2015).
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Tabela 2 - Coeficientes angulares das curvas de calibragao (Melo, 2015).

Analitos

Sobrecoxa Coxa Peito Média RSD%

LAS 5,99E+05 5,35E+05 5,32E+05 5,55E+05 6,82
MAD 3,07E+05 2,85E+05 2,88E+05 2,93E+05 4,07
MON 4,44E+05 4 00E+05 4,27E+05 4,24E+05 5,24
NAR 4,69E+05 4 22E+05 456E+05 4,49E+05 5,41
SAL 3,95E+05 3,86E+05 3,99E+05 3,93E+05 1,69
SEN 2,29E+05 2,20E+05 2,14E+05 2,21E+05 3,42
Concluséo

O método desenvolvido mostrou-se adequado para a analise de
diferentes tipos de tecido de frango: peito, coxa e sobrecoxa, uma vez que nao
foi observado efeito matriz relativo em fungcdo da composicao diferenciada em
relacdo aos constituintes da matriz, tais como lipidios e proteinas. Entretanto,
efeito matriz absoluto foi verificado para alguns analitos, e dessa forma, para
fins de quantificacdo, as curvas de calibracdo deverdo ser obtidas na presenca
de matriz. O método desenvolvido, apos validado, podera ser aplicado no
ambito do Programa de Andlise de Residuos de Medicamentos Veterinarios em
Alimentos de Origem Animal (PAMVet) da Anvisa, contribuindo como
ferramenta para a avaliagao de risco.
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