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CAPITULO |

1. Introducéo

O Brasil é, na atualidade, o segundo maior
produtor mundial de commodities avicolas e
0 primeiro exportador de carne de frango. O
sucesso da avicultura nacional é decorréncia
direta dos avancgos tecnol6gicos ligados a
selecdo genética e a0 manejo das aves. A
cadeia produtiva de ovos no Brasil se
caracteriza pela produgdo, para consumo in
natura ou industrializados, com alta
tecnologia por poedeiras comerciais criadas
em gaiolas e por produtores independentes,
de pequeno e médio porte, que preparam a
propria racdo na propriedade e trabalham
com galpBes abertos, tradicionais. Existem,
também, grandes produtores que estdo
partindo para a adequagdo climéatica e
automacdo das instalagdes.

A indlstria avicola se caracteriza pela
agregacgdo continua de novas tecnologias o
gue resulta em uma atividade com 0s mais
destacados indices de produtividade entre os
diversos segmentos da pecuaria. O
melhoramento  genético das galinhas
poedeiras, obtido por geracBes de
cruzamentos industriais, resultou em aves
com producdo de até 320 ovos no seu
primeiro ciclo de postura de um ano. A
galinha de postura moderna consegue
transformar recursos alimentares de menor
valor bioldgico em produto de alta qualidade
nutricional para consumo humano. Essa
eficiente transformacdo depende de fatores
bioldgicos relacionados a fisiologia da ave,
aliada a conhecimentos sobre o aporte
nutricional necessario, manejo e ambiente
adequados de criacéo.

Em 2007, a China foi a maior produtora de
ovos, responsavel por 41% da producdo
mundial, segundo dados da Organizacao das
NacBes Unidas para a Agricultura e
Alimentacdo (FAO). Em segundo lugar
ficaram os Estados Unidos, seguidos da
india, Japdo, México, Russia e Brasil, que

ocupou o sétimo lugar. A producdo do pais
atingiu 1.858 mil toneladas, um pouco mais
de um terco da alcancada pelos Estados
Unidos, mas muito distante da obtida pela
China, que totalizou 25.654 mil toneladas
(FAO, 2010). Segundo dados do Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE),
a producédo de ovos em 2011 apresentou um
aumento em relacdo a 2010, com 2,7 bilhdes
de ddzias, representando um crescimento de
4,3%.

A participagdo do Brasil como exportador
mundial de ovos ainda é timida, mas as
exportacfes do produto apresentaram
crescimento de 2004 a 2010. Embora tenha
havido crescimento das exportacbes em
2009, com 45,3 mil toneladas embarcadas e
um faturamento de US$ 78,5 milhdes, houve
uma queda de 7,3% no faturamento, devido
aos baixos pregos no mercado internacional.
Em 2011, as exportagdes brasileiras de ovos
somaram 16,6 mil toneladas, o que
representou reducdo de 39% em relagcdo a
2010. As principais regides de destino do
ovo brasileiro foram a Africa, com 11,2 mil
toneladas e o Oriente Médio, com trés mil
toneladas. Entre o0s paises, 0s maiores
compradores foram Angola e Emirados
Arabes Unidos.

Mesmo com o crescimento da demanda dos
altimos anos, no Brasil, esse crescimento
ndo foi relevante, pois o brasileiro ainda
consome pouco ovo quando comparado &
média per capita mundial. Segundo a Unido
Brasileira de Avicultura (UBABEF), em
2009, o consumo per capita foi 0 mesmo de
2008, ou seja, 120 unidades. Isso representa
uma reducgdo em relagdo as 132 unidades do
ano de 2007 e as 142 do ano de 2006, o que
ja posicionava o Brasil bem abaixo de paises
como 0 Mexico (375 unidades), o Japdo
(347 unidades) e os Estados Unidos (258
unidades). Mesmo na América Latina, ndo
estamos entre 0s maiores consumidores. Em
2011, o Brasil chegou a 162,57 unidades,
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contra 148,8 em 2010, com um crescimento
de 9,2% no consumo de ovos.

Em 2011, os estados que concentraram a
maior producdo foram Sdo Paulo (34,21%
do total nacional, mais do que toda a regido
Sul, a segunda maior produtora depois da
regido Sudeste), Minas Gerais (11,95%) e
Parana (7,46%). Segundo o IBGE, os
municipios que mais se destacam na
producdo de ovos de galinha foram Bastos
(SP), na regido de Marilia, com 55% da
producdo paulista, Santa Maria de Jetiba
(ES) e Itanhandu (MG).

A maior valorizagdo das vantagens nutritivas
e funcionais do ovo pelos consumidores
depende da qualidade desses produtos que
séo oferecidos ao mercado, sendo aspecto de
influéncia na aceitacdo, nos habitos e
decisfes do consumidor final. Diversos
fatores sdo citados na literatura para explicar
0 baixo consumo nacional do produto, tais
como: tabus e preconceitos que ainda
persistem, seja em relacdo a problemas de
salde ou ao fato do ovo ser visto como
alimento para classes menos favorecidas; a
baixa renda per capita da populacéo (o que
faz com que a participacdo na dieta de
produtos industrializados a base de ovos,
com maior valor agregado seja pouco
significativa); habitos alimentares
diferenciados em relacdo aos paises que
figuram na lista de maiores consumidores e
a reduzida organizacdo desse segmento do
setor produtivo, quando comparado ao setor
de carnes.

O ovo, produto de uma eficiente
transformacao biolégica, é
reconhecidamente um importante

contribuinte para a nutricdo humana, pois na
sua composicdo estdo contidos os principais
nutrientes necessarios ao desenvolvimento
fisico. Desta forma, o seu consumo esta
diretamente relacionado a questdo da
seguranca alimentar.
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Segundo a norma NBR ISO 22000:2006 o
termo “seguranca de alimentos” descreve
aspectos relacionados somente & inocuidade,
ou seja, que os alimentos ndo se constituam
perigos que possam causar danos a saude,
sejam eles agentes biol6gicos, fisicos,
quimicos ou condi¢do do alimento (ABNT,
2006). Segundo a FAO, seguranca alimentar
pode ser definida como o estado existente
guando todas as pessoas, em todos oS
momentos, tém acesso fisico e econdmico a
uma alimentacdo suficiente, segura e
nutritiva capaz de atender as necessidades
nutricionais e preferéncias alimentares.
Produzir alimentos seguros, saudaveis e
nutritivos e em bases sustentaveis e
competitivas € um dos fundamentos da
seguranca alimentar. Deve-se garantir a
populagdo o acesso a  alimentos
imprescindiveis para a sua nutricdo, o que
inclui  tanto a produgdo como o
abastecimento e a comercializacéo.

A garantia da seguranca alimentar e a
reducdo de obstaculos ao comércio devem
ser realizadas por um processo de
harmonizacdo das regulamentacbes sobre
alimentos, padroes de qualidade e
orientacbes normativas. Além disso, €
importante o controle dos animais que d&o
origem a alimentos para o0 homem, que deve
ser realizado por todos os paises, tanto
internamente quanto externamente, visando
0 estabelecimento de normas e legislagdes.

Grande parte da seguranca alimentar repousa
no controle de remanescentes residuais nos
alimentos, em decorréncia do uso de
medicamentos veterinarios, pesticidas ou
contaminantes ambientais. O Brasil, pela
posicio que ocupa no  mercado
internacional, necessita desse controle,
particularmente nos dias de hoje, onde essa
pratica € quase uma imposi¢do no contexto
do comércio internacional de produtos
pecuarios in natura e processados. A
garantia da inocuidade dos alimentos
ofertada ao consumo, quanto a presenga de
residuos decorrentes do emprego de drogas



veterinarias, agroquimicos e contaminantes
ambientais é possibilitada pelo controle de
residuos.

Na avicultura de postura a utilizagdo de
antimicrobianos nos programas sanitarios
preventivos e terapéuticos pode ocasionar no
aparecimento de residuos em ovos e a
quantidade de residuo presente permitida
depende de estudos toxicolégicos. Na
pratica sdo estabelecidos o0s Limites
Maximos de Residuos (LMR’s) que séo
harmonizados internacionalmente ou criados
pelo proprio pais por meio de estudos do
tempo de deplecdo do farmaco e a presenga
de metabdlitos no produto. No entanto,
faltam informagdes sobre o assunto na
avicultura de postura o que dificulta o
controle realizado pelos Orgdos de
fiscalizagdo. Além disso, a disponibilidade
de métodos analiticos sensiveis e exatos para
monitorar a presenca de residuos de
medicamentos veterinarios € essencial para
manter a inocuidade do produto.

Diante do exposto, 0s objetivos desse
trabalho foram pesquisar a presenca ou nao
de residuos de antimicrobianos em ovos
ap6s 0 uso do medicamento na racdo e
verificar a presenca ou ndo do residuo apos a
suspensdo da oferta da racdo contendo o
medicamento. Para tanto, foi necessario
validar um método com a técnica
cromatogréfica acoplada a espectrometria de
massas para a deteccdo e confirmagdo da
presenca desses residuos na matriz ovo.

2. Revisdo Bibliografica

2.1 Uso de Medicamentos em Animais de
Producéo

O crescimento cada vez maior da
industrializacdo e o mercado globalizado
exigem dos produtores rurais, notadamente
nos altimos anos, a utilizacdo de técnicas
modernas na producdo animal. Uma
avicultura moderna pressupde 0
conhecimento de novas tecnologias e de

novos padrdes de concorréncia, a busca
incessante pela qualidade e a compreensdo
dos fatos que vém sendo desencadeados pela
movimentacdo dos circuitos financeiros
gerados pela globalizagdo da economia. No
cenario mundial, o Brasil é considerado um
dos lideres mundiais na produgdo de
alimentos e, para manter essa posicdo e a
abertura de novos mercados, frente a
inexisténcia de medidas protecionistas e a
falta de subsidios & agropecuédria, o0s
produtores devem buscar competéncia em
suas atividades. O uso de ferramentas
modernas e  eficientes se  torna
imprescindivel para a obtengdo de produtos
com qualidade e baixo custo de producdo,
quesitos considerados, nos dias de hoje,
como fundamentais para que Se possa
enfrentar com sucesso as demandas dos
mercados nacional e internacional. Contudo,
essas modernas tecnologias tem resultado
em uma dependéncia cada vez maior no uso
de medicamentos veterinarios durante as
fases de producdo, dentre 0s quais se
destacam, pela relevancia que tém, os
antimicrobianos. Desta forma, grande parte
das técnicas modernas de producdo animal
implica no uso de substancias quimicas,
destacando-se 0sS promotores de
crescimento, como agentes que alteram a
producdo animal, e que atualmente, s&o
definidos como aditivos  zootécnicos
(Palermo-Neto, 2011).

Desde a descoberta e o desenvolvimento dos
primeiros antibidticos, antes da Segunda
Guerra  Mundial, essas drogas tém
desempenhado um papel importante na
medicina veterindria e humana (Doyle,
2006; Bondi et al., 2009) sendo usados
desde 1950 como agentes antimicrobianos
em animais de produgdo, como agentes
profilaticos e terapéuticos e, também, como
aditivos ~ promotores de  crescimento
(Company6 et al., 2009). Na década de
oitenta, estima-se que pelo menos 60% de
todos os animais utilizados na producdo de
alimentos foram expostos a antimicrobianos
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em algum momento de suas vidas (Bogialli,
2009).

O acesso sistematico, atualizado e confiavel
sobre o0 consumo de medicamentos
veterinarios e, em particular, de antibi6ticos,
ndo e facil, principalmente em paises em
desenvolvimento. Valores internacionais
sobre o consumo de antibi6ticos sdo
escassos e heterogéneos. Apesar do grande
nimero e da diversidade dos grupos de
antimicrobianos, alguns deles, por motivos
de mecanismo de acdo e custo, sd0 mais
utilizados que outros. O consumo total no
mundo foi estimado entre 100.000 e 200.000
toneladas por ano. De acordo com a
pesquisa realizada no ano 2000 pela
Federacdo Europeia de Salde Animal
(FEDESA), 13.216 toneladas de antibiéticos
foram usadas na Unido Europeia. Kool et al.
(2008) estimaram que na Europa, em 2004,
foram utilizados 5.396 toneladas de
antibidticos em medicina veterinaria. Entre
0S mais usados estdo tetraciclina, beta-
lactdmicos e sulfonamidas. Em 2005, foram
usadas na Franca 760 toneladas de
antimicrobianos em medicina humana,
predominando os beta-lactdmicos, e 1.320
toneladas em medicina veterinaria, sendo as
tetraciclinas os mais prescritos. Ja em 2007,
cerca de 12.650 toneladas de
antimicrobianos, foram utilizados nos
Estados Unidos sendo tetraciclinas
responsaveis por 40% do total e 13% desses
medicamentos  foram utilizadas como
promotores de crescimento. Em 2008, dados
estimam que o uso de antibidticos em
medicina veterinéria, em 25 paises da Unido
Europeia, foi de 5.393 toneladas, com
tetraciclinas, beta-lactamicos e sulfonamidas
sendo as classes mais utilizadas (Companyd
et al., 2009). Dados do Sindicato Nacional
da Industria de Produtos para Saude Animal
(SINDAN) revelam que, em 2009, o setor
brasileiro faturou mais de um bilhdo de
dolares com produtos veterinarios e a
indUstria da Satde Animal apresentou um
crescimento real de 4% em 2010.
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O uso de antimicrobianos em medicina
veterinaria se da por finalidades mais amplas
do que aquelas empregadas em medicina
humana. Além do uso terapéutico e
profildtico os  antimicrobianos  sdo
administrados na metafilaxia e como
aditivos zootécnicos. O uso terapéutico do
antimicrobiano se da na ocorréncia de
doengas infecciosas do plantel e, na
profilaxia, 0 seu uso é preventivo com 0
intuito de garantir protecdo contra possivel
infecgdo (Spinosa & Téarraga, 2011). Quando
um animal ou alguns animais do plantel
apresentam sinais de doenca infecciosa e
emprega-se 0 antimicrobiano, em um curto
prazo, com o objetivo de prevenir a
instalacdo da doenca em todo o plantel, diz-
se do uso metafilatico (Companyé et al.,
2009). O wuso metafilatico é também
chamado de tratamento de animais em risco
ou tratamento de animais em contato. Dessa
forma, o antimicrobiano pode  ser
administrado na racdo ou agua. Quando
utilizados como aditivo zootécnico ou
melhorador de desempenho objetiva-se
reduzir a mortalidade, melhorar o
crescimento e a conversdo alimentar
(Spinosa & Tarraga, 2011).

Segundo Doyle (2006), experimentos
realizados ha mais de 50 anos mostraram
que niveis subterapéuticos de antibidticos
poderiam aumentar a eficiéncia alimentar e
0 crescimento o que levou a incorporagdo
generalizada de antibidticos em racdo
animal.

A avicultura moderna ndo pode prescindir
do uso de antimicrobianos (Spinosa et al.,
2005). Nos sistemas de producdo usados no
pais, capazes de impor ao setor de producéo
uma dindmica diferente, o convivio entre
animais em espagos restritos, de mesma
linhagem, idade, nas mesmas condic¢des
nutricionais e de higiene, alimentando-se da
mesma racdo, bebendo da mesma agua e
respirando 0 mesmo ar, possibilita o
aparecimento de doengas que ndo serdo
restritas a um Unico individuo, mas, sim, a



toda a populacdo animal. Esse fato tem
graves consequéncias do ponto de vista de
manejo, sanidade, mortalidade, rentabilidade
do agronegdcio e, principalmente, da
gualidade do alimento produzido. Nesse
contexto, 0 uso de antimicrobianos tem se
tornado de extrema relevancia (Palermo-
Neto & Almeida, 2011).

2.1.1 Antimicrobianos

O termo antibidtico define substancias
quimicas produzidas por microrganismos
com capacidade de, em pequenas doses,
inibirem o crescimento ou eliminar o
microrganismo (Walsh, 2003). Contudo,
esse conceito foi ampliado para conceituar
0s antibidticos obtidos por sintese
laboratorial. Dessa forma, define-se como
antibidtico a substadncia produzida por
microrganismos ou seu equivalente sintético
com  capacidade  bacteriostatica  ou
bactericida. As substancias obtidas de
culturas de microrganismos com a utilizacdo
de substancias quimicas capazes de alterar a
estrutura  molecular do antibidtico séo
chamadas de biossintéticos (penicilina V). J&
0s  antibiéticos  semissintéticos  sdo
resultantes do acréscimo de radicais
quimicos ao ndcleo ativo de um antibiético
isolado de um meio de cultura (oxacilina,
ampicilina, amoxicilina). Atualmente, o
termo antimicrobiano é usado para definir

substancia que, em baixa concentracéo,
exerce toxicidade seletiva sobre
microrganismos patogénicos, independente
da forma de obtencéo (Brasil, 2009; Spinosa
& Térraga, 2011).

Os principais antimicrobianos usados em
medicina humana e veterinaria estdo

incluidos nas seguintes classes: beta-
lactamicos,  tetraciclinas, macrolideos,
aminoglicosideos, anfenicdis,

quinolonas/fluoroquinolonas, sulfonamidas,
lincosamidas, glicopeptideos e iondforos
poliéster (Bondi et al., 2009).

Segundo Guimardes et al. (2010), os
antibioticos de origem natural e seus
derivados semissintéticos compreendem a
maioria dos principios ativos em uso clinico
e podem ser beta-lactamicos (penicilinas,
cefalosporinas), tetraciclinas,
aminoglicosideos, macrolideos, entre outros
(lincosamidas, cloranfenicol, rifamicinas,
etc). Ja os antibidticos de origem sintética
seriam do grupo das sulfonami-das, das
fluoroquinolonas ou uma oxazolidinona
(linezoida).

A classificacdo dos antimicrobianos se da
por sua estrutura quimica (fig. 1), acéo
bioldgica, espectro de acdo e mecanismo de
acao (quadro 1).
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Figura 1 - Estrutura quimica dos antimicrobianos.
Fonte: Spinosa & Tarraga, 2011.

A estrutura quimica e o0 mecanismo de acdo
(fig. 2) sdo os critérios empregados para
apresentar 0s diferentes grupos
farmacoldgicos dos antibacterianos usados
em medicina veterinaria (Spinosa &
Tarraga, 2011) sendo a classificacdo pelo
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mecanismo de acdo a de maior interesse na
pratica veterindria, mesmo ndo sendo um
critério  rigido, pois um  mesmo
antimicrobiano pode ser enquadrado em
mais de um grupo (Spinosa et al., 2005).



Quadro 1 - Classificagdo dos antimicrobianos por sua estrutura quimica, acdo bioldgica, espectro de acédo

e mecanismo de acdo

Classificacéo

Antimicrobiano

Estrutura quimica
- Derivados de aminoacidos

- Derivados de agUcares
- Derivados do acetato e propionato
- Outros

Penicilinas**, cefalosporinas**, bacitracina,
vancomicina, polimixinas

Aminoglicosideos, macrolideos, lincosamidas
Rifamicinas, anfotericina B, nistatina, tetraciclinas**
Fosfomicina

Origem

- Produzidos por bactérias

- Produzidos por ascomicetos

- Produzidos por actinomicetos

- Produzidos por sintese total ou parcial

Bacitracina, polimixinas
Penicilinas**, cefalosporinas**

Aminoglicosideos, fosfomicina, lincosaminas,
macrolideos, cloranfenicol*
Cloranfenicol*, fosfomicina, penicilinas**,

semissintéticas (ampicilina, amoxicilina)**

Acao bioldgica
- Bactericida

- Bacteriostatico
- Fungicida

- Fungiostatico

Penicilinas**, aminoglicosideos
Tetraciclinas**, lincosamidas, macrolideos
anfotericina B, nistatina

Griseofulvina

Espectro de acéo
- Ativos sobre bactérias gram-positivas
- Ativos sobre bactérias gram-negativas
- Amplo espectro

- Ativos sobre micobactérias

- Ativos sobre rickétsias, micoplasma e clamidias

- Ativos sobre fungos

Penicilinas naturais**, macrolideos, bacitracina
Aminoglicosideos, polimixinas

Tetraciclinas**, cloranfenicol*, rifampicina, ampicilina
(peniclina semi-sintética)

Aminoglicosideos, rifampicina

Tetraciclinas, cloranfenicol*, macrolideos

Nistatina, anfotericina B, Griseofulvina

Mecanismo de acéo
- Parede celular

- Membrana celular
- Sintese de acidos nucléicos
- Sintese protéica

Penicilinas**, cefalosporinas**, fosfomicina,
Bacitracina, vancomicina

Polimixinas, anfotericina B

Novobiocina, rifamicinas, Griseofulvina
Aminoglicosideos (formagdo de proteinas defeituosas),
macrolideos, lincosamidas, tetraciclinas**,
cloranfenicol* (perturbagdo da traducdo da informacdo
genética)

Fonte: Adaptado de Spinosa et al., 2005.

Nota:  * Uso proibido na terapéutica em animais produtores de alimentos (Brasil, IN 9/2003).
** Uso proibido como aditivos zootécnicos melhoradores de desempenho ou como conservantes
de alimentos para animais (Brasil, IN 26/2009).
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Figura 2 - Mecanismo de acdo de antimicrobianos.
Fonte: Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria.

O uso de antimicrobianos especificos
envolve conhecimentos da triade: agente
etioldgico,  principio ativo e sua
apresentacdo e o animal (hospedeiro:ave).
Cada um dos componentes da triade deve se
cuidadosamente analisado para a obtencéo
de sucesso no tratamento do processo

infeccioso (Spinosa et al., 2005).
As aves que sdo tratadas com
antimicrobianos devem receber atencdo

especial com o objetivo de impedir que
possiveis residuos dos mesmos sejam
encontrados nos tecidos ou produtos
derivados. Esses residuos podem atingir a
populacdo por meio dos ovos ou da carne
das poedeiras descartadas (Palermo-Neto,
2011).

A existéncia de legislacdo sobre substancias
farmacologicamente ativas constituintes dos
medicamentos de uso veterindrio aumentou
a protecdo do consumidor, mas também
contribuiu  significativamente  para a
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diminuicéo da  disponibilidade de
medicamentos passiveis de serem usados
nos animais produtores de alimentos. Além
disso, a sua elaboracdo conduziu a Varios
problemas relacionados com a
implementacdo e aplicagdo das leis
relacionadas com o controle dos residuos
nos alimentos de origem animal
dificultando, consequentemente, 0
funcionamento do comércio internacional
que depende da capacidade analitica dos
laboratorios de cada Estado Membro. Vale
ressaltar que uma substancia autorizada num
pais pode ser classificada pela Unido
Europeia como proibida tendo apenas como
argumento a nao existéncia de Limite
Maximo de Residuos estabelecido (Pinto,
2011).

Até meados dos anos 60 a ideia generalista
de seguranca alimentar significava que o0s
alimentos ndo deveriam conter residuos de
medicamentos de uso veterinario
prejudiciais a Satde Publica. O objetivo era



realista, pois s6 se conseguiam detectar
substancias ativas em  concentracfes
superiores a aproximadamente 1 mg.kg™. Os
recentes avancos da quimica analitica, em
relacdo a andlise das substancias quimicas
em produtos de origem animal, tém
permitido a deteccdo de quantidades
minimas da ordem de partes por bilhdo (ppb
= pg.kg™) ou partes por trilhdo (ppt = ng.kg"
) de residuos das mesmas (European
Commission, 2003). No entanto, &
necessario que se conheca ndo apenas que
tipo de residuo foi encontrado, mas,
principalmente, a quantidade para que se
julgue a seguranca ou 0s riscos associados
aos residuos, pois certa quantidade de
residuo pode estar presente e ndo ser
prejudicial a saude humana. Para tanto, é
imprescindivel que os mesmos ndo sejam
genotoxicos, ou seja, ndo interajam
diretamente com  material  genético
resultando em mutagénese e/ou
carcinogénese, e seus niveis ndo excedam os
LMR’s fixados. Além disso, para 0s
antimicrobianos em especial, exige-se que
os residuos ndo interfiram na microbiota do
trato digestivo humano (Palermo-Neto,
2011).

A comunidade cientifica e as autoridades
sanitarias, nos Ultimos 20 anos, discutem
sobre 0 uso de antibidticos em animais
produtores de alimentos. A principal questdo
é saber se a resisténcia a antimicrobianos de
importancia humana que ocorrem em
animais pode ser transmitida aos seres
humanos. Como uma resposta a esta
preocupacdo, todos os  antibioticos
promotores de crescimento foram proibidos
na Suécia em 1986 e na Dinamarca em
1998. A Unido Europeia iniciou a proibicdo
em 1997 e com o Regulamento (CE)
1831/2003 (European Commission, 2003)
proibiu o uso de todos os antibidticos, com
excecdo dos coccidiostaticos, como aditivos
para alimentagcdo animal a partir de 01 de
janeiro de 2006. Essa proibicdo tem
restringido a importacdo dos produtos
originados destes animais e influencia a

opinido de importantes importadores como
0s blocos asiaticos e o Oriente Médio
(Santana et al., 2011). Em contraste,
promotores de crescimento antimicrobianos
continuam a ser autorizados nos Estados
Unidos sob regulacdo e controle do Food
and Drug Administration (FDA)
(Companyo et al., 2009).

No Brasil, empregam-se 17 antimicrobianos
como aditivos, contudo, existem
aproximadamente 70 liberados para uso
terapéutico, metafilatico ou profilético.
Segundo a  Secretaria de  Defesa
Agropecuéria (SDA), os antimicrobianos
autorizados para uso exclusivo em ragdes
para galinhas poedeiras séo bacitracina de
zinco e bacitracina de metileno dissalicilato,
sulfato de colistina, cloridrato de
clorexidina, enramicina, halquinol
(clorohidroxiquinolina) e fosfato ou tartarato
de tilosina. Contudo, ndo ha, para nenhuma
dessas substancias exigéncia quanto ao
periodo de caréncia para liberacdo do
produto para consumo (Brasil, 2008).

Todos os estabelecimentos fabricantes ou
representantes de medicamentos e aditivos
para uso em medicina veterinaria,
produzidos, importados, fracionados,
comercializados no Brasil, devem ser
registrados no setor competente do
Ministério da Agricultura, Pecuéaria e
Abastecimento, que é responsavel por
distribuir e coordenar recursos e acg0es
relacionadas ao desenvolvimento do setor
agropecudrio brasileiro. A legislagdo do
MAPA que regulamenta 0s quesitos
necessarios para se efetuar o registro de
medicamentos ou aditivos para uso em
avicultura é a mesma que regulamenta todos
0s outros setores da producdo animal. Ou
seja, ndo ha uma legislacdo especifica para
0s produtos utilizados na avicultura
(Rosério, 2005).

Contudo, a legislacdo brasileira preconiza

algumas medidas em relagdo ao uso dos
antimicrobianos em medicina veterinaria
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considerando a importancia do uso adequado
no tratamento e na prevencao de doencas. O
periodo de caréncia ou de retirada dos
antimicrobianos, por exemplo, deve ser em
conformidade com a forma, a férmula e a
via de administragdo do produto, devendo
constar na bula, sempre que o
antimicrobiano seja indicado para animais
cujos derivados e subprodutos sejam
destinados ao consumo humano (Brasil,
2009). Em alguns casos, os antimicrobianos
utilizados em terapéutica devem ser evitados
na indicacdo de aditivos alimentares,
promotores de crescimento ou como
conservantes de alimentos para animais e,
em outros, como é o caso do cloranfenicol,
sua utilizacdo é vedada na fabricacdo, na
importacdo, comercializagdo e no emprego
de preparacfes farmacéuticas de uso
veterinario, de racGes e de aditivos
alimentares (Brasil, 2003).

Com o objetivo de avaliar o uso de
medicamentos em animais produtores de
alimento, o Ministério da Satde implantou
no Brasil, em 2001, o Programa de Analise
de Residuos de Medicamentos Veterinarios
em Alimentos (PAMvet). Em agosto de
2003, quando a Secretaria de Estado da
Saude do Parana criou o Programa Estadual
de Controle de Residuos de Medicamentos
Veterinarios em Alimentos de Origem
Animal (PAMvet-PR), foi realizada pesquisa
em 66 granjas de galinhas poedeiras,
localizada em regiGes produtoras. Como
agentes profilaticos usados nas granjas
foram citados o0s seguintes produtos:
olanquindox, enrofloxacina, bacitracina de
zinco e tetraciclina. Como  agentes
terapéuticos estavam na lista: enrofloxacina,
oxitetraciclina, norfloxacina, doxiciclina,
sulfaquinoxalina, bacitracina de zinco,
amoxicilina, apramicina, ciprofloxacina e a
associacdo de doxiciclina com gentamicina,
sendo que oxitetraciclina, enrofloxacina,
olaquindox, norfloxacina, sulfaquinoxalina,
doxiciclina, bacitracina de zinco e
ciprofloxacina  foram  citadas como
medicamentos utilizados na fase de postura.

28

As quinolonas foram o0s antimicrobianos
com o maior numero de citagdes de uso
seguidas das tetraciclinas e das quinoxalinas.
Os principios ativos mais observados foram:
enrofloxacina  (25,8%),  oxitetraciclina
(21,5%), olaquindox (15,1%), norfloxacina
(9,7%), doxiciclina (6,5%), sulfaguinoxalina
(6,5%) e bacitracina (6,5%).

Nas entrevistas realizadas foram
mencionadas 44 marcas comerciais que, por
repeticGes foram citadas 89 vezes. Nestas 44
marcas foram identificados 22 principios
ativos e entre os utilizados, os medicamentos
usados na fase de postura foram citados 70
vezes (42,68%), seguidos pelos usados no
tratamento de alteragdes patoldgicas, com 66
citacOes (40,24%) e, finalmente, os usados
como profilaticos com 28 citacdes (17,07%),
como pode ser observado na tab. 1
(Machinski Junior et al., 2005).

Tabela 1 - Frequéncia de principios ativos e
finalidade de uso dos medicamentos citados em
42 granjas de avicultura de postura no Estado do
Parana, no periodo de junho a outubro de 2004

Marcas Frincipiols] Atvo(s) T=o

Profilatico Terapeutico Postura
Fluazuron 3 3
Amozxicilina
Ampralic
Apramicina
Deltametrina

f s e e e 0O EE) EIE
GomoomER S DDm o mE R
[ N L T S P =

21 Flubendazol
2 Olsguindox 7
23 Ciromazina 3 3
24 Marasina 1 1
25 Mebendazol
26 Mebendazol
27 Mebendazol
28 Mebendazol

a
3z DHaguindox + Bacitracina de zinco
M4 Morflioxacing

CVP

e Onibendazole

L S T I Ty

41 Ohitetracicina
42 Citstraclina

44 Azamethiphés

1
7
43 Ohitetracicina 1
1 .

Total de citagoes 28 [ Fit]

Fonte: Machinski Junior et al., 2005.

Nota: foram citadas 44 marcas comericias usadas
como medicacéo profilatica ou terapéutica, sendo
que, em 70 citacfes, o uso de medicamentos
ocorreu durante o periodo de postura das aves.



As figs. 3 e 4 apresentam 0s principais
agentes utilizados como agentes profilaticos
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13%

P
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e terapéuticos e seus respectivos percentuais
de uso nas propriedades pesquisadas.

O Claguindox

M Enrofloxacina

O Bacitracina de Zinco
OTetraciclina

B Claquindox+Bacitracina
de zinco

47%

Figura 3 - Utilizacdo de antimicrobianos em galinhas poedeiras como medicamento profilatico, citados
em 42 granjas no Estado do Parand, de junho a outubro de 2004.
Fonte: Machinski Junior et al., 2005.
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O Apramicina
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Figura 4 - Utilizacdo de antimicrobianos em galinhas poedeiras como medicamento terapéutico, citados
em 42 granjas no Estado do Parand, de junho a outubro de 2004.
Fonte: Machinski Junior et al., 2005.

2.1.1.1 Beta-lactamicos

Os antibi6ticos beta-lactamicos (ampicilina,
amoxicilina, cefazolina, oxacilina,
dicloxacilina, nafcilina, cloxacilina,
penicilina G, penicilina V) sdo largamente
utilizados no tratamento de mastite em vacas
leiteiras, mas seu uso também é comum no
rebanho bovino de corte, em suinos e em

aves (Bogialli, 2009). Nessa Ultima espécie
também sdo utilizados para tratar infecgdes
respiratérias e artrites ou como aditivo
alimentar para preveni-las. Sdo rapidamente
excretados do sangue por via renal, e
eliminados em sua maior parte na urina,
embora possam ser encontrados em pequena
quantidade também na bile e nas fezes
(Santos et al., 2001; Doyle, 2006).

29



Todos os beta-lactamicos tém um elemento
estrutural em comum, o anel azetidinona de
quatro membros, ou anel beta-lactamico. Na
maioria dos antibiéticos, o anel central é
fundido a outro anel de cinco (tiazolidinico)
ou seis (di-hidrotiazinico) membros,
formando as penicilinas ou cefalosporinas,
respectivamente. O mecanismo de agdo dos
beta-lactdmicos  ocorre  pela inibicdo
irreversivel da enzima transpeptidase,
interferindo na Ultima etapa da sintese do
peptideoglicano  (Spinosa,  2011) e
impedindo, desta forma, a sintese da parede
celular bacteriana (Walsh, 2003; Guimarées
et al., 2010).

Segundo Bogialli (2009), a manipulacéo
dessas cadeias pode promover o0 aumento do
espectro de acdo desses antibidticos e as
modificagdes na molécula do 4cido 6-amino-
penicilanico e no espectro de acdo das
penicilinas permitem classifica-las em varios
grupos.

As penicilinas naturais, obtidas a partir de
variedades do fungo Penicillium séo
denominadas por letras mailsculas do
alfabeto (penicilina G). A penicilina G
(benzilpenicilina) é inativada pelo pH acido
do estdbmago razdo pela qual é administrada
por via parenteral. O &cido géastrico hidrolisa
a cadeia lateral amidica e abre o anel beta-
lactdmico, fazendo com que a penicilina G
perca sua atividade antibacteriana. A
penicilina  V, ou fenoximetilpenicilina,
obtida por fermentacdo do Penicillium com
a introducdo do &cido fenoxiacético, tem
espectro de acdo antimicrobiana semelhante
ao das penicilinas naturais, diferindo apenas
por sua resisténcia ao pH acido. Penicilinas
resistentes as penicilinases sdo também
chamadas de antiestafilocdcicas, por agirem
sobre o Staphylococcus aureus produtor de
penicilinase. As isoxazolilpenicilinas
(oxacilina, cloxacilina, dicloxacilina e
flucloxacilina) sdo estaveis em meio acido
podendo ser, por isso, administradas por via
oral (Spinosa, 2011c). Segundo a autora as
penicilinas de largo espectro de acdo sdo
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semissintéticas e surgiram na busca de
medicamentos cada vez mais eficientes
fazendo parte desse grupo as
aminopenicilinas e as amidopenicilinas. No
primeiro grupo encontram-se a ampicilina e
a amoxicilina e no grupo das
amidopenicilinas tem-se o mecilinam.

A manipulacdo das substancias deste grupo
necessita de algumas precaucfes, pois 0s
beta-lactdmicos sdo bastante solUveis em
agua e apresentam, na sua estrutura, anéis
instaveis de quatro membros que promovem
degradacdo da molécula por aquecimento e
isomerizagdo em meio &cido (Bogialli,
2009). Em virtude dessas particularidades a
otimizacdo dos procedimentos de extragéo e
purificacdo para estes analitos deve ser
realizada com as condi¢Bes bem controladas
para que ndo ocorra degradacdo dos
mesmos. De acordo com Kinsella et al.
(2009), em presenca de metanol os anéis
caracteristicos deste grupo podem sofrer
reacdo de metandlise levando a formagéo de
éteres metilicos ou é&cidos penicilénicos,
motivo pelo qual este solvente ndo pode ser
utilizado na extracéo.

As penicilinas comercializadas para uso na
avicultura sdo a fenoximetilpenicilina
(penicilina V) e as aminobenzilpenicilinas
(ampicilina e amoxicilina). Esses produtos
estdo disponiveis para uso em racdes ou via
dgua de bebida sendo indicadas para o
tratamento de enterite necrética causada por
Clostridium, espiroquetose intestinal, para
tratamento da erisipelose em perus associada
com estreptomicina e a ampicilina é
recomendada para tratamento de
colibacilose, estafilococose e salmonelose.
Quando associadas com aminoglicosideos
podem apresentar efeito aditivo ou sinérgico
contra algumas bactérias (Ito et al., 2005).

Algumas espécies de aves sdo mais
susceptiveis a penicilina G procaina.
Residuos de penicilina na carcaga de aves
abatidas e em ovos sdo considerados um
risco para a saude humana em virtude da



possibilidade de promover reagdes alérgicas.
As penicilinas potassica e sédica podem
causar desequilibrio eletrolitico quando
ministradas em doses elevadas ou em
animais com cardiopatias, doenca renal ou
desequilibrio eletrolitico (Ito et al., 2005).

As cefalosporinas provém do fungo
Cephalosporium acremonium e apresentam
mecanismo de acdo semelhante ao das
penicilinas, por impedirem a sintese da
parede celular do microrganismo. Ha
disponibilidade de mais de 20 cefalosporinas
gue podem ser classificadas em geracoes,
segundo caracteristicas e ordem cronoldgica
de sua sintese e, atualmente, quatro geracGes
estdo disponiveis no comércio (Ito et al.,
2005).

S&o absorvidas por via oral e a meia-vida é
de aproximadamente uma a duas horas.
Possuem ampla distribuicdo no organismo e,
por isso, atingem elevadas concentragdes no
sangue, urina, bile, fluidos pleural,
pericardico e sinovial, tecido dsseo cortical e
medular e liquido cefalorraquidiano. Diante
do exposto, pode-se explicar a utilidade do
grupo para o tratamento de septicemias
causadas por bactérias como salmonelas,
estafilococos e pasteurelas (Spinosa, 2011c).

O nucleo basico desses antibioticos € o &cido
7-aminocefalosporénico. O isolamento desse
nacleo foi fundamental para a obtencdo dos
derivados semissintéticos das cefalosporinas
disponiveis no comércio.

2.1.1.2 Tetraciclinas

As tetraciclinas compreendem um grupo de
antibioticos usados terapéutica e
profilaticamente em animais de producéo
(Blanchflower et al., 1997), produzidas por
diversas espécies de Streptomyces sendo
algumas semissintéticas (Spinosa, 2011a).
S&o antibidticos bacteriostaticos que inibem
a sintese protéica dos microrganismos
sensiveis, possuindo amplo espectro de acdo
contra bactérias Gram-negativas, Gram-
positivas, incluindo micoplasma, bactérias
intracelulares como clamidias e riquétsias e,
até mesmo, alguns protozoarios (Santos et
al., 2001; Tortora et al.,, 2005; Spinosa,
2011a). Além de seu uso no tratamento de
infecgBes, principalmente respiratorias e
gastrointestinais, as tetraciclinas também sao
utilizadas como aditivo alimentar
(promotores de crescimento) para aves e
suinos (Madigan et al., 2004).

A estrutura bésica das tetraciclinas consiste
de um hidronaftaceno com quatro anéis
fundidos. Sdo anféteras, solUveis em
solugbes 4&cidas, bésicas e solventes
organicos polares, particularmente alcodis,
mas  insoliveis em hidrocarbonetos
saturados. Quando submetidas a condigdes
extremas de acidez e alcalinidade, as
moléculas se degradam formando epimeros
reversiveis: 4-epitetraciclina,
anidrotetraciclina e isotetraciclina (Kinsella
et al., 2009). Esse processo ocorre no
carbono quatro pela alteracdo da posigédo do
grupo dimetilamino (epimerizacdo), o que
pode ocorrer em todas as tetraciclinas (fig.
5). Contudo, ao contrario das tetraciclinas,
0S epimeros nao apresentam atividade
antimicrobiana (Blanchflower et al., 1997).
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CTC

4-epi-CTC

Figura 5. Reacdo de epimerizacéo da clortetraciclina.
Fonte: Posyniak et al., 2005.

As tetraciclinas podem ser administradas por
via oral sendo absorvidas no trato digestivo,
contudo, a presenca de alimento pode
prejudicar a absor¢do pela formacgdo de
quelatos na presenca de calcio, magnésio,
zinco, ferro e aluminio (Spinosa, 2011a). O
cloridrato de tetraciclina, oxitetraciclina e a
doxiciclina sdo sollveis em agua, mas a
clortetraciclina apresenta-se pouco solvel
(Ito et al., 2005). Ja os derivados sintéticos
apresentam caracteristica lipofilica o que,
segundo Spinosa (2011a) favorece a
penetracdo do medicamento nos tecidos.

2.1.1.3 Sulfonamidas

As sulfonamidas, sulfonamidicos ou sulfas
foram os primeiros antimicrobianos eficazes
utilizados por via sistémica, na prevengéo e
cura das infeccBes bacterianas, no homem e
nos animais. Quando administradas em
concentracdes terapéuticas, sdo
bacteriostaticas e, em concentracfes altas,
sdo bactericidas, mas, nessas concentracdes,
podem causar graves reacOes adversas ao
hospedeiro (Gorniak, 2011).

Esse quimioterapico ¢ um analogo estrutural
do acido para-aminobenzéico (PABA), uma
substancia essencial para sintese de &cido
félico, o qual, por sua vez, quando em sua
forma reduzida (&cido tetraidrofélico) é
fundamental para a sintese de DNA e RNA
bacteriano, portanto, as sulfas funcionam
como um antimetabdlito (De La Cruz et al.,
2011; Gérniak, 2011).
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As sulfas possuem amplo espectro de acéo,
agindo sobre bactérias Gram-positivas e
algumas Gram-negativas como
Enterobacteriaceae, clamidias e protozoarios
(Ito et al., 2005). O emprego das sulfas foi,
em grande parte, substituido por outros
antimicrobianos, visto que muitos dos
microrganismos desenvolveram resisténcia.
Por outro lado, na auséncia de resisténcia, as
sulfas tém grande vantagem sobre varios
antimicrobianos; entre as principais, de
grande importdncia  em Medicina
Veterinaria, citam-se o baixo custo e a
administracdo  oral  (Gorniak, 2011).
Segundo Ito et al. (2005), sdo comumente
encontradas para uso na avicultura a
sulfadimetoxina, sulfametazina,
sulfaquinoxalina, sulfamerazina, sulfatiazol
e sulfadiazina.

As sulfonamidas sdo administradas por via
oral na agua ou racdao e tém sido
extensivamente utilizadas como agentes
terapéuticos, principalmente para controle de
coccidiose, pulorose, tifo aviario, cdlera
aviaria e coriza infecciosa das galinhas
(Hoff, 2008) e a associagdo com
diaminopirimidina pode ser utilizada no
controle de infecgbes por E. coli,
Haemophilus paragallinarum, colera aviaria
e salmoneloses (Ito et al., 2005). Em
poedeiras, a administracao de doses elevadas
de sulfas (0,5% da racdo) podera causar
diminuicdo da postura e producdo de ovos
defeituosos, com casca fina e enrugada
(Gorniak, 2011). De acordo com Hoff



(2008), o uso de sulfadimetoxina na agua de
bebida em uma concentracdo de 0,05% e de
sulfaquinoxalina a 0,1% é capaz de provocar
gueda na producdo de ovos, perda da
gualidade da casca, producdo de ovos
vermelhos despigmentados e aumento de
mortalidade.

A eficiéncia das sulfonamidas e suas
associacfes nos  diferentes  quadros
patoldgicos pode variar de acordo com a
concentracdo plasmatica atingida que é
diretamente relacionada com o tipo de sulfa
usada. Além disso, a espécie animal é fator
importante ao se considerar a taxa de
absorcdo, sendo as aves 0s animais que mais
rapidamente absorvem esse quimioterapico
(Gorniak, 2011). Contudo,
biodisponibilidade das sulfonamidas e das
diaminopirimidinas, quando aplicadas por
via sistémica, € mais elevada se comparada
com a obtida por via oral. Podem-se
observar, também, variacGes na resposta de
acordo com a apresentacdo comercial, uma
vez que as sulfonamidas sdo pouco sollveis
em agua e pH alcalino e a formulagdo como
sal de sddio aumenta a sua solubilidade (Ito
et al., 2005). As sulfas se distribuem
amplamente por todos os tecidos do
organismo, mas, de maneira geral, a
quantidade absorvida em locais como Utero,
glandula mamaria e pele é muito pequena
(Gérniak, 2011).

2.1.1.4 Aminoglicosideos

Os aminoglicosideos sdo  antibidticos
bactericidas, inibidores da sintese protéica e
amplamente utilizados contra bactérias
Gram-negativas, em suspeita de bacteremia
ou endocardite. Sdo compostos de um grupo
amino basico e uma unidade de agucar ou
grupo glicosideo apresentando melhor
atividade em pH levemente alcalino (em
torno de 7,4), onde estdo positivamente
carregados (Guimardes et al., 2010).

A maioria é produzida por microrganismos
(Streptomyces spp, Micromonospora sp, e

Bacillus sp.) e destacam como
representantes desse grupo a neomicina,
gentamicina, tobramicina, amicacina e
estreptomicina (Spinosa, 2011b).

Sdo moléculas sollveis em &gua sendo
altamente ionizaveis em pH fisiologico por
serem polications basicos. Sua estrutura
quimica esta relacionada com a atividade
microbiana, com a resisténcia bacteriana e
com a capacidade de produzir efeitos toxicos
(Spinosa, 2011b).

Todos sdo antibidticos de acdo bactericida
rapida, concentracdo-dependente e com
efeito residual apos interrupgdo de uso (Ito
et al., 2005). Por se ligarem especificamente
a subunidade 30S dos ribossomos
bacterianos, impedem 0 movimento do
ribossomo ao longo do RNA mensageiro e,
consequentemente, interrompem a sintese de
proteinas ou levam a incorporacdo de
aminoacidos incorretos na  cadeia
polipeptidica que esta sendo formada, dando
origem a proteinas defeituosas (Guimaraes
et al., 2010; Gorniak, 2011),

Na avicultura, os aminoglicosideos mais
utilizados sdo a neomicina, apramicina,
gentamicina e espectinomicina associados a
lincomicina, antimicrobiano pertencente ao
grupo das lincosamidas, com o objetivo de
tratar infecgbes mistas e obter maior efeito
terapéutico. Usualmente a neomicina ¢é
empregada como sulfato de neomicina B,
solucéo liquida ou em po soltvel para uso na
dgua ou como premix para ragdo. A
apramicina é comercializada na forma de pé
solivel e pé adicionado a racdo, para uso
oral em aves e a gentamicina é
comercializada, principalmente, para uso
parenteral, mas também encontrada na
forma de p6 soltvel (Spinosa et al., 2005;
Gérniak, 2011).
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2.1.1.5 Macrolideos e Lincosamidas

Os macrolideos e as lincosamidas sao
antibidticos bacteriostaticos ou bactericidas,
dependendo da concentracdo, usados na
prevencdo e no tratamento de doencas
respiratorias, enterite bacteriana e na
promogdo do crescimento em frangos
guando incorporados em niveis
subterapéuticos na ragdo (Spisso, 2010).

Macrolideos, grupo de antibiéticos que
tiveram a eritromicina como  Unico
representante de uso por 40 anos, sdo
lactonas que se ligam a um ou mais
acucares. A maioria é derivada do fungo
Streptomyces sp. e possuem acgdo bactericida
ou bacteriostatica, dependo da concentragéo,
da fase e do tipo de microrganismo,
apresentando maior atividade em pH
alcalino (Ito et al., 2005; Spinosa, 2011a).

O mecanismo de a¢do dos macrolideos se d&
pela interferéncia na sintese protéica
bacteriana ao se ligarem a subunidade 50S
do ribossomo, impedindo a adicdo de novos
aminoacidos (Spinosa, 2011a).

Os macrolideos sdo compostos ativos,
principalmente, contra bactérias Gram-
positivas, sendo utilizados no controle e
tratamento de doencas especificas em aves
como as micoplasmoses, clostridioses,
estafilococoses, estreptococoses (Ito et al.,
2005). Para uso no Brasil estdo
comercialmente  disponiveis a tilosina,
espiramicina, eritromicina e tilmicosina
(Spinosa, 2011a).

As lincosamidas s&o um grupo de
antibidticos monoglicosideos que possuem
uma cadeia lateral semelhante a de um
aminoacido. Embora apresentem estrutura
quimica diferente quando comparados a dos
macrolideos, o espectro e 0 mecanismo de
acdo séo semelhantes. Tém como principais
representantes a  lincomicina e a
clindamicina e, recentemente, a pirlimicina
foi introduzida no comércio para uso em
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bovinos e a mirincamicina para uso na
medicina humana. A lincomicina é usada
como aditivo com o objetivo de melhorar o
ganho de peso e a conversdo alimentar de
frangos de corte. Associada com a
espectinomicina (aminoglicosideo) é
comercializada para uso oral em galinhas no
controle de aerossaculite e Doenga Cronica
Respiratoria (DCR).

2.1.1.6 Quinolonas

As quinolonas e fluorogquinolonas sdo
grupos relacionados de antimicrobianos,
obtidos por sintese laboratorial e usados no
tratamento das infeccGes bacterianas. A
primeira quinolona introduzida foi o acido
nalidixico, seguindo-se a flumequina e o
acido oxolinico (Gorniak, 2011).

O extensivo uso das quinolonas em aves tem
sido facilitado por uma legislacdo de
prescricdo muito flexivel, pelo aparecimento
dos genéricos para uso em ragdo e 4gua, com
custo muito mais baixo que 0s primeiros
produtos aprovados e, sem davida, pela sua
eficacia contra as salmonelas. Em vérios
paises, as quinolonas sdo extensivamente
utilizadas no tratamento de lotes de aves
infectadas por Salmonella Enteritidis.
Anteriormente, a medicacdo tradicional
envolvia o uso, via agua ou racdo, de
nitrofurazona, furazolidona, novobiocina e
das tetraciclinas. O uso de fluoroquinolonas
ndo é aprovado para poedeiras, contudo,
devido ao potencial uso abusivo e possivel
producdo de residuos, faz-se imprescindivel
o controle por eficiente método de
determinacdo e quantificacdo em ovos.

2.2 Residuos de Medicamentos
Veterinarios em Ovos

A produgdo de alimentos baseada na
garantia da qualidade visa & obtengdo de
produtos indcuos, ou seja, alimentos que nao
se constituam como fonte de perigos, sejam
eles bioldgicos, fisicos e/ou quimicos e que,
quando presentes, possam causar danos a



salde (ABNT, 2006). Entre os perigos
quimicos existentes, destacam-se 0s residuos
de medicamentos veterinarios, que podem
representar um risco, caso ndo sejam
observadas as boas praticas veterinarias, seja
em fungdo do uso exagerado e/ou indevido,
do ndo cumprimento dos periodos de
caréncia, entre outros fatores. Demais
perigos quimicos, como o0s residuos de
pesticidas, a contaminagdo por micotoxinas,
por metais pesados, entre outros, também
podem representar risco a populacdo (Spisso
et al., 2009a), quando presentes em produtos
de origem animal.

Segundo o Codex Alimentarius o residuo de
uma droga veterinéria é a fragdo da droga,
de seus metabolitos, produtos de conversao
Ou reagédo, e impurezas que permanecem em
qualquer parte comestivel do alimento
originario de animais tratados (Brasil, 1999).

O uso de medicamentos veterindrios nos
programas sanitarios da avicultura de
postura pode ocasionar no aparecimento de
residuos em ovos, gerando preocupacgdo dos
orgdos de saude. Os principais fatores que
determinam a ocorréncia de residuos de
medicamentos veterinarios em ovos sdo0: 0
ndo cumprimento do tempo de caréncia
(periodo entre a administracdo do
medicamento e a coleta do ovo); a via de
administragdo utilizada; contaminagdo de
racbes ou &gua com medicamentos; as
propriedades fisico-quimicas e a
biotransformagcdo do medicamento, e as
condigdes fisicas da ave poedeira.

Os antimicrobianos  possuem  grande
variacdo em relacdo a sua toxicidade (Brasil,
1999), e os residuos desses medicamentos
podem promover efeitos toxicos diretos nos
consumidores tais como reaces alérgicas
por hipersensibilidade individual
frequentemente associadas aos antibidticos
beta-lactdmicos (penicilinas) e sulfonamidas
que podem, até mesmo, desencadear choque
anafilatico em individuos particularmente
sensiveis, acdo carcinogénica associada com

o cloranfenicol, a sulfametazina e o0s
nitrofuranos; ou indiretamente por induzir o
aparecimento de resisténcia bacteriana
(Poucke et al., 2003).

Baixos niveis de  antimicrobianos
administrados aos animais podem selecionar
in vivo bactérias multirresistentes que podem
ser transferidas de animais para seres
humanos, especialmente nos individuos que
trabalham diretamente com animais ou em
indUstrias de processamento tecnolégico de
produtos de origem animal ou pode acarretar
a transferéncia de resisténcia multipla entre
0s microrganismos através de plasmidios ou
de elementos genéticos méveis (Santana et
al., 2011).

A ndo observancia dos periodos de caréncia
dos medicamentos registrados para aves
poedeiras pode originar residuos em niveis
superiores aos  considerados  seguros
(Spinosa et al., 2005). Portanto, antes de
qualquer medicamento veterindrio  ser
comercializado para uso em animais
produtores de alimentos, trés consideragdes
que dizem respeito & sua avaliagdo de
seguranca devem ser abordadas: 1)
identificar e quantificar os residuos nos
tecidos comestiveis, 2) determinar por meio
de testes de toxicidade as condicBes para o
uso seguro da droga em relagdo a
persisténcia dos residuos, 3) assegurar que
0os residuos ndo excedam o valor
considerado como seguro (Alm El Dein &
Elhearon, 2010).

2.3 Legislacdo e Limites Maximos de
Residuos (LMR"s)

A questdo dos residuos de medicamentos
veterinarios levou ao desenvolvimento de
legislagbes e regulamentagdes no ambito
nacional e internacional com o objetivo de
harmonizar os valores para as diversas
combinagdes de farmacos e matrizes. O
estudo dos potenciais efeitos da ingestio de
alimentos contendo niveis superiores aos
limites maximos estabelecidos para um
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residuo é uma area de grande relevancia no
que diz respeito a satde publica bem como
nas relagcbes internacionais do comércio
(Hoff, 2008).

Existem muitas organizacdes envolvidas no
desenvolvimento de mecanismos de controle
da utilizacdo de medicamentos veterinarios
em animais produtores de alimentos. Esses
mecanismos incluem controle da
distribuicdo de uso, determinagdo do nivel
seguro de residuos e da metodologia
empregada para deteccdo e quantificacdo.
Além disso, as legislacbes podem diferir
consideravelmente entre diferentes paises,
especialmente em regides em
desenvolvimento, quando, em muitos casos,
orgdos reguladores ainda estdo sendo criados
e desenvolvidos. Entretanto, LMR’s ndo séo
estabelecidos para todos os antibidticos
encontrados em produtos de origem animal
(Spinosa & Tarraga, 2011).

Com a finalidade de proteger a saude da
populacdo, assegurando praticas equitativas
no comércio regional e internacional de
alimentos foi criada, em 1963, o Codex
Alimentarius, Programa Conjunto da
Organizacdo das NagOes Unidas para a
Agricultura e a Alimentacdo (FAO) e da
Organiza¢do Mundial da Saude (OMS), que
trata da normalizacdo sobre alimentos. O
Codex é responsavel pela analise critica da
literatura existente sobre a toxicidade de
cada antimicrobiano usado como
medicamento veterinario fixando as IDA’s
(Ingestdes  Diérias  Aceitaveis) e 0s
respectivos Limites Maximos de Residuos
(LMR) (Paschoal et al., 2008; Cunha, 2009;
Palermo-Neto & Almeida, 2011; Codex
Alimentarius, 2011).

O Brasil tornou-se membro deste Programa
na década de 70 e, em 1980, criou-se 0
Comité do Codex Alimentarius do Brasil
(CCAB), por meio das Resolucdes 01/80 e
07/88 do CONMETRO (Conselho Nacional
de Metrologia, Normalizagdo e Qualidade
Industrial). As principais finalidades do
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CCAB sdo a participacdo nos comités
internacionais do Codex Alimentarius e a
defesa dos interesses nacionais, bem como a
utilizagho das Normas Codex como
referéncia para a elaboracdo e atualizagéo da
legislagdo e regulamentagdo nacional de
alimentos.

Outros 6rgdos internacionais incluem a
European Agency for the Evaluation of
Medical Products (EMEA), o Office
Internacional des Epizooties (OIE) e o
Consultation Mondiale de Industrie de La
Santé Animale (COMISA). Além desses,
alguns paises tém grupos de especialistas
envolvidos, como o Food and Drugs
Administration (FDA), nos Estados Unidos,
0 Bureau of Veterinary Drugs, no Canada, e
0 Veterinary Products Committee of the
Ministry of Agriculture, Fischeries and
Foods, na Inglaterra.

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria
(ANVISA) criou, em 2003, o Programa
Nacional de Anélise de Residuos de
Medicamentos Veterinarios em Alimentos, o
PAMvet. O objetivo principal do PAMvet é
avaliar os produtos expostos ao consumidor
quanto a presenca de residuos de
medicamentos veterinarios por meio do
consumo de alimentos, subsidiando, assim,
as acOes de gerenciamento e comunicacao
do risco associado a esta exposicao.

No Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA), a Secretaria de
Defesa Agropecuédria (SDA) abriga em sua
estrutura a Coordenagcdo de Controle de
Residuos e Contaminantes (CCRC). A
CCRC é responsavel por coordenar as a¢oes
de garantia de qualidade e de seguranca
quimica dos produtos de origem animal, por
meio de procedimentos de amostragem e
analise laboratorial. As diretrizes,
programas, planos de trabalho e acg0es
correspondentes constam do Plano Nacional
de Controle de Residuos e Contaminantes
em Produtos de Origem  Animal
(PNCRC/Animal), instituido pela Portaria



Ministerial n° 51, de 06 de maio de 1986
(Brasil, 1986) e alterado pela Instrucéo
Normativa SDA N.° 42, de 20 de dezembro
de 1999 (Brasil, 1999).

O PNCRC é um programa de inspecao e
fiscalizagdo oficial, baseado em anélise de
risco, que objetiva verificar e avaliar as boas
praticas agropecuarias, as boas praticas de
fabricacéo e os autocontroles implementados
ao longo das etapas da cadeia produtiva,
assim como verificar os fatores de qualidade
e de seguranca higiénico-sanitarias dos
produtos de origem animal, seus
subprodutos e derivados. A analise de riscos
se baseia no gerenciamento e no controle
dos  perigos  quimicos,  fisicos e
microbioldgicos que potencialmente possam
causar danos a satde do consumidor (Brasil,
2011a). Esse plano contempla o
monitoramento de residuos de produtos de
uso veterinario e contaminantes ambientais
em diversos setores produtivos, tais como:
bovino, aves, suino, equino, avestruz, leite,
mel e pescado (Brasil, 1999). Ja a inspecao
de ovos e derivados no Brasil se da com
base na Portaria N° 01, de 21 de fevereiro de
1990 (Brasil, 1990).

No Brasil, de acordo com a Instrucdo
Normativa n°® 42 (Brasil, 1999), a
competéncia para estabelecer os LMR’s em
alimentos, seja de medicamentos
veterinarios, agrotoxicos, contaminantes e
aditivos, é do Ministério da Salde por meio
da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
- ANVISA. No caso de ndo estarem
estabelecidos, utilizam-se os internalizados
no MERCOSUL, os recomendados pelo
Codex Alimentarius, 0s constantes nas
Diretivas da Unido Europeia, ou ainda, os
usados pelo FDA. Os limites para residuos
foram estabelecidos na forma de tolerancia
ou limite méximo de residuos (LMR’s), que
é definido como a concentragdo méxima de
residuo resultante do uso de medicamentos
veterinarios contida no alimento, expressa
em pg.kg™ (Cunha, 2009).

Limites nacionais para medicamentos
veterinarios ainda ndo foram definidos pelo
setor de saude e, portanto, vem-se utilizando
no PNCRC os niveis obtidos em referéncias
internacionais (Codex Alimentarius,
MERCOSUL, Unido Europeia e
FDA/USA).

Na Unido Europeia, o Regulamento (CEE)
N° 2377/90 do Conselho, de 26 de junho de
1990 (European Commission, 1990),
estabeleceu 0S limites maximos
considerando que a administracdo de
medicamentos veterinarios em animais
produtores de alimentos pode resultar na
presenca de residuos possiveis de serem
detectados em niveis cada vez mais baixos.
Segundo o Regulamento, com o objetivo de
proteger a salde publica os LMR"s devem
ser estabelecidos em conformidade com
principios reconhecidos de controle de
seguranca, tendo em vista quaisquer outros
controles cientificos de seguranca das
substancias que possam ter sido efetuados
por organizagdes internacionais, em especial
no Codex Alimentarius. Na prética, por
razdes econdmicas, medicamentos
veterinarios sdo desenvolvidos para as
principais espécies produtoras de alimentos.
Com isso, poucas substancias possuem
LMR’s estabelecidos para ovos, pois hd um
nimero limitado de produtos permitidos
para uso em poedeiras comerciais. Essa
situacdo propicia 0 uso de produtos nédo
indicados ou ilegais (Pikkemaat et al., 2007).

Com o0 objetivo de aumentar a
disponibilidade de medicamentos
veterinarios  disponiveis para uso em
tratamentos especificos de determinadas
espécies, reduzindo a utilizacdo indevida ou
ilegal de substancias, e diante da
necessidade de simplificar a legislacéo
vigente no que se refere aos LMR’s
reunindo em um Unico regulamento da
Comissdo todas as decisdes que classificam
as substancias farmacologicamente ativas,
revogou-se 0 Regulamento (CEE) N°
2377/90 por meio do Regulamento (CE) N°
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470/2009. Diante do exposto, em 22 de
dezembro de 2009 a Comissdo Europeia
instituiu 0o Regulamento (CEE) n°® 37/2010
(Comunidade Econémica Europeia, 2010),
que estabelece os limites maximos de
residuos (LMR’s) em produtos de origem

animal relativos as substancias
farmacologicamente  ativas com  as
respectivas classificagdes, respeitando aos
limites maximos de residuos em ovos, e
informa sobre as substancias que ndo devem
ser utilizadas em galinhas poedeiras (tab. 2).

Tabela 2 - Compilacéo dos limites de referéncia estabelecidos em ovos segundo o Regulamento (CEE) N°
37/2010 da Unido Europeia e demais informagdes pertinentes ao uso de antimicrobianos para poedeiras

comerciais
. Limite de Referéncia
Grupos Analitos 1
_ g.kg
Amoxicilina
'S)Ta%'i?;:]';a N&o deve utilizar em animais que produzem ovos para
Al - consumo humano para consumo humano.
Beta-lactamicos Cloxacilina

Dicloxacilina
Pen!c!l!na G Nao Estabelecido
Penicilina V

Tetraciclinas Tetraciclina

Oxitetraciclina
Clortetraciclina

200

Doxiciclina

N&o deve utilizar em animais que produzem ovos para
consumo humano.

Sulfafenazol
Sulfaguanidina
Sulfadiazina
Sulfatiazol
Sulfametazina
Sulfametoxipiridazina
Sulfamonometoxina
Sulfadoxina
Sulfaquinoxalina
Sulfametoxazol

Sulfonamidas

N&o deve utilizar em animais que produzem ovos para
consumo humano.

Aminoglicosideos Espectinomicina
Kanamicina

Apramicina

N&o deve utilizar em animais que produzem ovos para
consumo humano.

Gentamicina
Dihidroestreptomicina
Estreptomicina

Nado Estabelecido

Neomicina 500

Macrolideos Espiramicina N&o deve utilizar em animais que produzem ovos para
Tilmicosina consumo humano.
Eritromicina 150
Tilosina 200

Quinolonas Enrofloxacina N&o deve utilizar em animais que produzem ovos para
Flumequina consumo humano.

Norfloxacina
Acido Oxolinico
Ciprofloxacina
Acido nalidixico

Nao Estabelecido

Lincosamidas Clindamicina Nao Estabelecido
Lincomicina 50
Cefalosporinas Cefazolina
Celftiofur Nao Estabelecido
Nafcilina
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Cont. tabela 2

Outros Colistina 300
Tiamulina 1000
Bamtraqrp Né&o Estabelecido
Fosfomicina
. . N&o deve utilizar em animais que produzem ovos para
Trimetropim

consumo humano.

A Comissdo do Codex Alimentarius
atualizou, em 2011, os limites maximos de
residuos de medicamentos veterinarios. Para
ovos, os limites permaneceram 0S mesmos
de 2009 definidos pela Comissdo do Codex
Alimentarius para clortetraciclina,
oxitetraciclina, tetraciclina, colistina,
eritromicina, espectinomicina, neomicina e
tilosina (Codex Alimentarius Commission,
2009; Codex Alimentarius Commission,
2011). Os antimicrobianos e  seus
respectivos limites maximos de residuos
estabelecidos pelo Codex Alimentarius estéo
apresentados na tab. 3.

Tabela 3 — Antimicrobianos e seus respectivos
Limites de Referéncia estabelecidos pelo Codex
Alimentarius

Tabela 4 — Antimicrobianos e seus respectivos
Limites de Referéncia estabelecidos pelo
Programa Nacional de Controle de Residuos e
Contaminantes para a matriz ovo no ano de 2011

Limites de
Grupo Analitos Referéncia
(ug-kg™)

Nitrofurazona

Furazolidona 1

Furaltadona

Nitrofurantoina

Cloranfenicol 0,30

Antimicrobianos

Sulfatiazol

Sulfametazina

Sulfadiazina 10

Sulfaquinoxalina
Sulfametoxazol
Sulfadimetoxina

Limites de
Grupo Analitos Referéncia
(ug.kg™)
Clortetraciclina 400
Oxitetraciclina 400
Tetraciclina 400
- . Colistina 300
Antimicrobianos Eritromicina 50
Espectinomicina 2000
Neomicina 500
Tilosina 300

Fonte: Codex Alimentarius Commission, 2009;
Codex Alimentarius Commission, 2011.

O PNCRC para o ano de 2011 foi publicado
na Instrucdo Normativa SDA N.° 24/2011
(Brasil, 201la) que aprovou O €sCcOpo
analitico, os limites de tolerancia e a
amostragem a ser aplicada, contemplando os
seguintes  medicamentos com  Seus
respectivos LMR’s em ovos (tab. 4).

Fonte: BRASIL, 2011a. (IN 24)
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CAPITULO I

VALIDACAO INTRALABORATORIAL DE METODO MULTIRRESIDUOS

RESUMO

Para avaliar a presenca de residuos de
antibidticos em ovos foi otimizado e
validado um método de ensaio qualitativo e
confirmatério  de  determinagdo  de
multirresiduos em 0vOos usando
cromatografia ~ liquida  acoplada a
espectrometria de massas sequencial (CL-
EM/EM). A metodologia validada foi
baseada em dois diferentes procedimentos
de extracdo, as extragbes por acido
tricloroacético 5% (TCA) e por
acetonitrila(ACN). Estes procedimentos
foram seguidos de duas aquisicdes pelo LC-
EM/EM com fonte de ionizacdo
electrospray no modo positivo que permitiu
a triagem de 47 antimicrobianos
pertencentes a oito classes diferentes
(penicilinas, cefalosporinas, sulfonamidas,
macrolideos, lincosamidas,
aminoglicosideos, tetraciclinas, e
quinolonas). O método proposto permite
avaliar a presenca ou auséncia do analito na
amostra em relagdo ao nivel alvo de
concentracdo estipulado para a validagéo e
confirma-lo antes do encaminhamento da
amostra para a andlise por um método de
guantificacdo. Para a avaliacdo do
desempenho foi utilizado um protocolo de
validagdo capaz de provar a sensibilidade
do método em detectar todos 0s
antimicrobianos no nivel de interesse
proposto (Limite Maximo de Residuos e
0,75 do Limite M&ximo de Residuos). Os
resultados da validagdo demostraram
claramente a aplicabilidade do método para
a deteccdo e confirmacdo de 44 analitos,
com excecdo da amoxicilina, ampicilina e
flumequina.

Palavras-Chave: ovos, antimicrobianos,
multirresiduos, validacdo, CL-EM/EM.
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ABSTRACT

In order to assess the existence of antibiotic
residues in eggs, an optimized and validated
method of qualitative assay and
confirmatory multiresidue determination in
eggs was used applying liquid
chromatography  coupled to  mass
spectrometry sequence (LC-MS/MS). The
methodology was validated based on two
different extraction procedures, extractions
by 5% trichloroacetic acid (TCA) and
acetonitrile (ACN). These procedures were
followed by two acquisitions from LC-
MS/MS source with electrospray ionization
in positive mode allowing the screening of
47 antimicrobials belonging to eight
different classes (penicillins,
cephalosporins, sulfonamides, macrolides,
lincosamides, aminoglycosides,
tetracyclines, and quinolones).  The
proposed method allows the assessment of
existence or absence of analyte in the
sample relative to the target level of
concentration required for validation and its
confirmation prior to forwarding the sample
for analysis by a method of quantification.
For the evaluation of the performance, we
used a validation protocol able to prove the
sensitivity of the method in identifying all
antimicrobials in the proposed level of
interest (Maximum Residue Limit and 0.75
of the Maximum Residue Limit). The
validation results clearly demonstrated the
applicability of the method for the
identification and confirmation of 44
analytes, with the exception of amoxicillin,
ampicillin and flumequine.

Keywords: eqggs, antimicrobials,
multiresidue, validation, LC-MS/MS



1. Introducéo

A pesquisa e 0 monitoramento de residuos
de medicamentos veterindrios em 0vO0sS
possibilitam o conhecimento da exposicdo
das poedeiras a substancias nocivas a salde,
impedindo a comercializacdo de ovos e
derivados que se originem de granjas onde
se constata 0 uso indevido ou inadequado
dos medicamentos.

Desde 2008, a avicultura de postura nacional
se mobiliza para complementar o PNCRC
com a pesquisa de residuos e contaminantes,
objetivando melhorar a qualidade do produto
garantindo, assim, a seguranga do
consumidor. Consequentemente, a
complementagdo do PNCRC proporcionaria
ao pais e aos produtores de ovos condigdes
para se adequar as exigéncias internacionais
do comércio de Produtos de Origem Animal.

O uso de métodos de controle de qualidade
ja é rotina para as empresas avicolas
brasileiras. Sob as novas circunstancias, nas
quais as barreiras ndo tariférias,
principalmente as barreiras sanitarias, sao
utilizadas com frequéncia cada vez maior, a
preocupacdo com a sanidade dos plantéis é
uma constante. Contudo, a quantidade de
substancias abrangidas pelo PNCRC néo é
suficiente para os padrdes internacionais, 0
qgue prejudica diretamente as exportacoes
brasileiras de ovos, em especial para os
paises da Unido Europeia entre outros
destinos. A inclusdo de novas substancias
traria maior credibilidade ao setor e
agilizaria a abertura de novos mercados para
0 produto nacional.

A Coordenacdo de Controle de Residuos e
Contaminantes  publica o  PNCRC
anualmente, com informagdes sobre a
execucdo do programa, as substancias que
serdo monitoradas, os limites de tolerancia e
0 numero de amostras a serem coletadas. Ha
uma demanda da CCRC em ampliar o
escopo analitico para ovos visando garantir a
inocuidade dos produtos ofertados para a

populagéo brasileira, possibilitando ao setor
produtivo nacional a equivaléncia necessaria
para a exportacdo de ovos. E fato que uma
das principais barreiras para 0 aumento das
exportacbes € a falta de conclusdo
do PNCRC para o setor de ovos, sendo
necessario um esforgo para a introducéo de
novos métodos de analise que sejam capazes
de abranger boa parte dos medicamentos
disponiveis para uso na producao.

2. Revisdo Bibliografica
Residuos  de

2.1 Analises de
Antimicrobianos

Os atributos relacionados a seguranca do
alimento ndo sdo facilmente verificaveis
visualmente, podendo considera-los como
percebidos em sua maioria intrinsecamente.
Os principais exemplos sdo os alimentos
com: i) determinado padrdo de qualidade
intrinseca (sabor e textura), ii) seguros
(auséncia de microrganismos), iii) nao
modificados geneticamente (propiciado pela
engenharia genética), iv) ndo irradiados, v)
funcionais ou nutracéuticos (por avangos na
area de nutricdo), vi) produzidos com
praticas que ndo agridem o bem estar dos
animais, que sejam “naturais” e ambientais
quanto possiveis (agricultura organica), ou,
ainda, que possam determinar a origem do
produto (Donato et al., 2009).

A anélise de residuos de antimicrobianos em
produtos de origem animal desempenha
papel importante para a sociedade por
estimar a exposicdo do homem e do meio
ambiente a essas substancias. Além disso, €
possivel avaliar e controlar 0s riscos,
associados com a matéria-prima, as praticas
agricolas e as atividades de processamento
dos alimentos, para a saide do consumidor.
A politica alimentar, baseada nas diretrizes
internacionais do Codex Alimentarius no que
se refere ao principio de analise de riscos e
aos trés componentes que esta engloba
(avaliacdo cientifica, gestdo e comunicacéo),
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possibilita a aplicagdo de medidas
regulamentares eficazes para gerir esses
riscos impondo sistemas de controle
destinados a supervisionar e a assegurar 0
cumprimento  da  legislagio  (Codex
Alimentarius, 2011).

Métodos analiticos tém sido desenvolvidos
para a determinacdo de residuos de
contaminantes em  alimentos  como
ferramenta principal para assegurar que 0S
produtos  estejam  enquadrados  nas
determinacbes legais. Para que esses
métodos garantam a disponibilidade de um
alimento seguro, € preciso que sejam
normalizadas e cumpram requisitos que
garantam bons resultados. Com o objetivo
de assegurar a confiabilidade dos resultados
obtidos, sdo delineados procedimentos de
validagdo do processo analitico empregado,
como garantia da qualidade das medigdes
quimicas, através da sua comparabilidade,
rastreabilidade e confiabilidade (Paschoal,
2008). Limites maximos de residuos
especificos para cada analito alvo sdo
estabelecidos, os quais devem ser levados
em consideracdo no estabelecimento de um
protocolo para validagio do método
analitico a ser empregado na determinacgdo
desses residuos nos alimentos.

As orientacGes técnicas e 0s critérios de
desempenho dos métodos para controle de
residuos foram descritos na Diretiva
657/2002 (European Commission, 2002). Na
Unido Europeia, ndo existe a obrigacdo de
utilizar métodos normalizados para controle
dos residuos, em vez disso, estabeleceram-se
crittrios de  desempenho  (European
Commission, 2002), que devem ser
cumpridos pelos métodos utilizados. Logo,
gera-se flexibilidade na utilizagdo dos
métodos o que é uma grande vantagem, pela
pronta adaptacdo dos métodos analiticos a
evolucdo técnica. Além disso, é possivel
resolver situacdes diversas como a que se
refere & andlise de analitos em matrizes que
ndo tenham ainda métodos estabelecidos. E
importante ressaltar que a Diretiva 657/2002
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(European Commission, 2002) leva em
consideracdo as recentes evolucdes técnicas,
como a utilizacdo da cromatogréfica liquida
de alta eficiéncia acoplada a espectrometria
de massas (CLAE/EM) para a analise de
residuos, o que justifica a posicdo dos paises
pertencentes & Unido Europeia que, para
determinagdo dos antimicrobianos em
amostras bioldgicas, exigem a utilizacdo de
métodos que apliqguem a espectrometria de
massas.

Muitos artigos tém reportado a aplicagdo de
diferentes ferramentas analiticas na detecgdo
de residuos de antimicrobianos. Em muitos
destes artigos faz-se uso de métodos
microbioldgicos,

enzimaticos/colorimétricos,  imunoensaios
(imunoenziméticos e radioimunoensaios), e
metodologias fisico-quimicas a partir de

técnicas cromatograficas, como
cromatografia em  camada  delgada,
cromatografia  liquida com  detector

Ultravioleta, de fluorescéncia e
cromatografia ionica que se refere aos
métodos de cromatografia de pares i6nicos,
exclusdo idnica e troca ibnica, incluidos na
cromatografia liquida de alta eficiéncia
(Mitchel et al, 1998; Schneider &
Donoghue, 2003; Pikkemaat et al., 2007).

Métodos analiticos para 0 monitoramento de
residuos podem ser classificados em dois
grandes grupos: métodos screening ou de
triagem e métodos confirmatérios. Os
métodos de triagem podem detectar a
presenca de um analito ou de um grupo de
analitos num determinado nivel de interesse.
As caracteristicas ideais para os métodos de
triagem incluiriam as baixas taxas de
resultados falsos positivos, o rendimento do
método, a simples e facil utilizacdo, a
rapidez de execucao, a seletividade e o baixo
custo. Contudo, é dificil para um método
apresentar todos esses requerimentos.

Métodos microbioldgicos sdo baratos e
apresentam alto rendimento, mas a
seletividade ndo ¢é adequada, ndo sdo



confirmatorios e o tempo necessario para a
obtencdo dos resultados pode ser longo. O
método de ELISA permite processamento
simultineo de um grande nUmero de
amostras em um curto periodo de tempo,
mas é dificil de ser implementado para a
triagem de multirresiduos, pois apresenta
grande variagdo na sensibilidade para
diferentes compostos, fornecendo uma
resposta genérica para compostos de uma
mesma classe.

2.1.1 Anadlises Fisico-Quimicas de
Residuos de Antimicrobianos

A andlise fisico-quimica de residuos de
medicamentos veterindrios consiste num
processo quimico em que ha extracdo dos
residuos de uma amostra, purificacdo do
extrato e posterior deteccdo dos analitos
(Kinsella et al., 2009). Diversos métodos
instrumentais podem ser utilizados tais como
as tecnicas de cromatografia liquida (LC)
com deteccdo por ultravioleta (UV),
fluorescéncia ou deteccdo eletroquimica.
Contudo, a técnica que tem garantido maior
aceitacdo para o proposito de triagem € a
cromatografia liguida  acoplada a
espectrometria de massas (EM), em funcéo
da alta seletividade e, principalmente, alta
sensibilidade e por permitir a analise de
grande namero de analitos em uma Unica
corrida, além de poder ser um método
confirmatorio. A principal ferramenta do
método de triagem deve estar relacionada
com o tratamento da amostra. Esse
tratamento deve ser o mais simples possivel
sem, contudo, comprometer 0
funcionamento e a resposta  do
espectrdmetro de massas (Blanchflower et
al., 1997; Hammel et al., 2008; Company0 et
al., 2009; Moreira, 2012). Recentemente,
foram desenvolvidos métodos que tém a
capacidade de analisar multirresiduos e
multiclasses de substancias, como por
exemplo, 0 método publicado por Hammel
et al. (2008), que identifica 42 antibioticos,
pertencentes a seis classes diferentes, em
mel.

Cromatografia € um método fisico-quimico
de separacdo que estd fundamentado na
migracdo diferencial dos componentes de
uma mistura, que ocorre devido a diferentes
interacBes entre duas fases: a fase movel e a
fase estacionaria (Cass e Degani, 2001).

Espectrometria de massas é uma técnica
instrumental baseada na fragmentacdo de
moléculas no estado gasoso  por
bombardeamento de feixe de elétrons. Esta
fragmentagdo produz moléculas carregadas e
0 resultado é expresso na forma de espectros
de massas. Basicamente, este equipamento
¢ composto por trés componentes: fonte de
ionizagdo, analisador de massas e um
detector de ions. Primeiramente, os analitos
sdo ionizados em fase gasosa na fonte, que
pode ser do tipo: electrospray (ESI),
ionizagdo quimica a pressdo atmosférica
(APCI), fotoionizacdo a pressdo atmosférica
(APPI), ionizagdo de matriz assistida por
laser (MALDI), entre outras. Em seguida, o0s
jons formados sdo direcionados ao
analisador de massas, que 0s separa
conforme sua relagdo massa-carga (m/z)
e/ou promove fragmentacdo dos mesmos. O
fim do processo ocorre com a deteccdo dos
fons e posterior formacdo do espectro de
massas (Silverstein et al., 1994; Guerrera e
Kleiner, 2005).

Os equipamentos usados na espectrometria
de massas apresentam, de modo geral, uma
composicdo bésica comum variando nas
diferentes formas de ionizacdo. Diversas
fontes sdo aplicadas na formagdo dos
cations/anions, dependendo das
caracteristicas das substancias a se trabalhar.
No caso dos antibidticos a ionizagdo mais
utilizada é o electrospray (ESI), tanto no
modo positivo quanto no modo negativo
(Riediker et al., 2004; Fagerkist et al., 2005;
Stolker et al., 2007; Hammel et al., 2008;
Holthoon et al., 2010; Moreira, 2012). O
modo de ionizacdo ESI baseia-se na
aplicagdo de um campo elétrico forte sobre
uma névoa da solugdo a pressdo atmosférica.
Este campo induz a formacdo de compostos
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carregados na entrada do espectrometro de
massas sem que haja fragmentacdo dos
mesmos, pois a energia interna adquirida
pelas substancias neste processo é baixa.
Esta técnica ioniza moléculas diretamente da
solugdo, por isso, pode ser facilmente
conectado com os métodos de separagao
cuja fase mével é um liquido (Guerrera e
Kleiner, 2005).

O analisador de massas quadrupolar separa
os ions de acordo com sua relacdo
massa/carga (m/z). O sistema consiste de
quatro cilindros paralelos nos quais é

aplicado uma corrente elétrica que permite
criar um campo elétrico capaz de estabilizar
a trajetoria dos ions selecionados. A grande
popularidade dos espectrdmetros de massas
sequenciais pode ser atribuida ao surgimento
de um instrumento do tipo triplo-quadrupolo
em 1978. Os quadrupolos, quando usados
sequencialmente, possibilitam a realizacéo
de estudos de fragmentacdo dos ions com
analises sequenciais (EM"). Espectrometros
de massas do tipo triplo quadrupolo
possuem  trés  quadrupolos  dispostos

sequencialmente como apresentando na fig.
6.

LC-MS/MS
Tandem-in-Space
n— Y | ——
liquid i i— 2] (o m— < —
sample ——

inlet
ionization
formation/desolvation o©r isolation

m/z analysis dissociation

product-ion
m/z analysis

detection

Figura 6 - Esquema de um equipamento do tipo triplo quadrupolo.

Nesse modo, os analisadores de massas Q1
(primeiro  quadrupolo) e Q3 (terceiro
quadrupolo) selecionam os ions precursores
e produtos, respectivamente, definindo uma
transicdo de massa/carga especifica. O
segundo quadrupolo (g2) funciona como
uma camara de colisdo, onde o0s ions
precursores, selecionados de acordo com
suas razdes m/z em Q1, sdo fragmentados
por dissociacdo induzida por colisdo (CID),
apo6s colisdes com um gas inerte numa
energia especifica.

A cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada a espectrometria de massas
sequencial (CLAE-EM/EM) é uma poderosa
técnica analitica para analises de alimentos
devido a sua alta seletividade e sensibilidade
que combina separacdo fisica realizada pela
cromatografia liquida com a andlise de
massas, habilidade da espectrometria. Dessa
forma, o campo de andlises de antibidticos
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em alimentos se tornou promissor por ser
possivel quantificar o antibidtico em niveis
baixos (Almeida, 2011).

A técnica vem se destacando, também,
devido a sua alta especificidade,
principalmente quando o espectrémetro de
massas € utilizado no modo “Multiple
Reaction Monitoring”  (MRM) ou
Monitoracdo de  ReagBes  Multiplas.
Otimizando o detector para tal experimento
(MRM) e estabelecendo-se mais de uma
transicdo para 0s ions precursores, gera-se
um método confirmatério. Desta forma, o
emprego da técnica CLAE-EM/EM fornece
informacGes referentes ao tempo de retengéo
do composto (pardmetro cromatogréfico), as
transicdes monitoradas (de quantificacdo e
de confirmagdo) e ao sinal proporcional a
concentragdo do analito, que permitem
atingir  niveis de confiabilidade e
sensibilidade de acordo com os LMR’s



estabelecidos. Esse método, portanto,
permite a analise multirresiduo simultanea
de varias classes de drogas e ndo somente a
andlise de um Unico grupo (Moreira, 2012).

A cromatografia liquida de ultra eficiéncia
(CLUE) é o avan¢o mais atual das técnicas
cromatograficas, surgindo a partir da
evolucdo da cromatografia liquida de alta
eficiéncia. O que  motivou  esse
desenvolvimento foi a necessidade de
analises mais rapidas, mantendo o
desempenho cromatografico das técnicas
atuais (Maldamer e Jardim, 2009).

O desenvolvimento da CLUE est4
diretamente relacionado com o surgimento
de fases estaciondrias esféricas, porosas e
com didmetros reduzidos, que se deram a
partir de 1996. As colunas produzidas com
essas fases apresentam grandes vantagens
em relagdo as colunas de particulas maiores,
por exemplo, o aumento significativo de
pratos tedricos. Entretanto, colunas que
possuem particulas de tamanho reduzido
necessitam de tecnologia de instrumentagéo
mais avangada para a utilizacdo, que os
equipamentos de cromatografia liquida
convencional ndo apresentavam. Baseado
neste fato, esses equipamentos tiveram que
ser adaptados as novas condicBes de
trabalho desse tipo de coluna. Dentre as
principais modificagdes, estdo: capacidade
de trabalhar em altas pressdes, volumes
internos reduzidos, detectores com alta taxa
de aquisicdo, colunas resistentes a pressoes
elevadas e injetores com precisdo na faixa de
volumes pequenos (Maldamer e Jardim,
2009).

As colunas do sistema CLUE conferem a
técnica aumento consideravel da resolucéo,
aumento da detectibilidade e reducéo
significativa no tempo de andlise, quando
comparada as demais cromatografias. Vale
destacar, que o interessante da reducdo do
tempo de analise é que proporciona uma
consideravel economia de solvente, o que é
altamente positivo em se tratando de meio

ambiente, por isso a CLUE é considerada
como cromatografia “verde” (Maldamer e
Jardim, 2009).

Diversos produtos de origem animal podem
ser utilizados como matriz para a pesquisa
de residuos de antimicrobianos tais com o
rim, o figado, o musculo, a gordura e a pele.
Além dos tecidos animais, outras matrizes
sdo comumente analisadas como o leite, o
mel e o ovo. Algumas mais incomuns
podem ser pesquisadas como, por exemplo,
0 monitoramento de beta-agonistas feito na
retina  dos animais e de esterdides
anabolizantes em pelos ou urina (Kinsella, et
al., 2009).

No caso dos tecidos animais, 0 musculo é a
matriz apropriada para pesquisa de residuos
de drogas veterinarias, quando o objetivo é a
salde do consumidor, pois corresponde ao
tecido que é mais consumido. Entretanto,
esta matriz apresenta grandes variagdes na
distribuicdo dos residuos, além de ser o
tecido com menor probabilidade de acimulo
de residuos quando comparado ao figado e
rim (Kinsella, et al., 2009), tecidos mais
apropriados para o monitoramento do uso
correto do medicamento. Os analitos se
apresentam nas matrizes de forma bastante
variada. Muitas vezes ndo se encontram na
forma da droga originalmente administrada,
mas na forma de derivados ou metabdlitos.
A maioria das drogas veterinarias é extraida
das matrizes por solventes organicos, agua
ou solucbes tampdo. No entanto, algumas
vezes, elas se encontram em forma
conjugada, com ligagdes ou interagdes
fracas com a matriz e necessitam de
condi¢des mais especificas para sua extragdo
como, por exemplo, hidroélises quimicas ou
enzimaticas. Em reacGes de hidrolise
quimica, geralmente sdo verificadas
variacbes de pH, temperatura e tempo de
extracdo, que devem ser otimizadas por
serem capazes de provocar degradacdo do
analito a ser pesquisado. Com relacdo a
hidrolise enzimética, geralmente se estudam
pequenas variacBes da reacdo em meio
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alcalino ou levemente acido. Em ambos os
casos, a otimizacdo dos métodos objetiva
maior eficiéncia na extragcdo dos residuos da
matriz  em estudo. Poucos analitos
apresentam intera¢cBes com a matriz 0 que
promove dificuldade na extracdo dos
mesmos. Entre eles, destacam-se 0sS
nitrofuranos, florfenicol e triclabendazol
(Kinsella et al., 2009).

2.2  Validacédo de
Analiticos

Métodos

Uma das tendéncias em quimica analitica
moderna é o desenvolvimento de novas
técnicas analiticas e métodos capazes de
identificar e quantificar os componentes em
amostras complexas, tais como as
relacionadas com os alimentos. O uso de
técnicas associadas, como a combinagdo de
cromatografia com espectrometria de massas
é exemplo dessa evolugdo (Trullols et al.,
2004).

Ha um demanda crescente e significativa por
informagGes rapidas e confiaveis e, embora a
maioria das informacdes se refira a aspectos
guantitativos, mais e mais sistemas
analiticos que resultem em respostas binarias
do tipo sim/ndo estdo sendo desenvolvidos.
Tais sistemas indicam se o analito se
encontra acima ou abaixo de um limite
especifico (Pulido et al., 2002).

Em laboratérios de rotina é comum, na
primeira etapa do processo de anélise, a
determinacdo da presenga ou ndo de um ou
mais analitos na amostra e, se assim for,
prosseguir para a segunda etapa na qual se
realiza a estimativa do nivel de concentracao
do analito. Métodos qualitativos sdo usados,
nesses casos, como técnicas de triagem que
permitem economia de tempo e redugdo no
custo de analise (Trullols et al., 2004).

A qualidade dos resultados fornecidos por
esses métodos qualitativos é de extrema
importancia e, para garantir que um novo
método  analitico  gere  informag0es

46

confidveis e interpretaveis sobre a amostra,
ele deve ser submetido a uma avalia¢do
denominada validacdo (Trullols et al., 2004;
Moreira, 2012).

Muitas diretrizes de validacdo estdo
disponiveis e sdo aceitas por Orgaos
reguladores, e as orientacBGes gerais sobre 0
procedimento de validacdo para métodos de
andlise qualitativos podem ser encontradas
na Decisdo 2002/657/CE  (European
Commission, 2002). Os principais 6rgaos
que regulamentam a validacdo de métodos
analiticos no Brasil séd0 o MAPA (Brasil,
2009), a ANVISA (2003) e o Instituto
Nacional de Metrologia, Normalizacdo e
Qualidade Instrumental (INMETRO, 2011).

A validacdo é um recurso importante em
qualquer método de medida, pois estd
intimamente relacionada com a qualidade
dos resultados. Um método de andlise
caracteriza-se por seus parametros de
desempenho, que tém de ser avaliados.
Esses valores de desempenho devem ser
requisitos que o método de andlise deve
satisfazer, mas, acima de tudo, oS
parametros de desempenho dependem do
tipo de método e de suas caracteristicas
intrinsecas. Considerando a aplicabilidade
dos métodos qualitativos de andlise e a
importancia dos campos em que eles sdo
usados, a validagio do método &
fundamental para a qualidade dos resultados
finais (Moreira, 2012).

Segundo o Guia para validacdo de métodos
de triagem de medicamentos veterinarios
(European Commission, 2010), a escolha da
concentragdo alvo do analito para a
validacdo deve levar em consideracdo que,
apos a triagem, a amostra sera classificada
como conforme ou ndo conforme. Para 0s
analitos autorizados, a concentracdo alvo
podera ser o LMR ou um valor abaixo. Para
os analitos proibidos ou ndo autorizados a
concentracdo alvo deve ser igual ou inferior
ao LMPR (limite minimo de performance
requerida), ou seja, a menor concentragéo do



analito que se espera detectar no método de
triagem.

3. Material e Métodos

Todas as etapas do procedimento de
validagdo foram baseadas no método de
referéncia LMV/RMV/SM/PTC/04. AN,
versao 3, de 08 de abril de 2010, validado no
Community Reference Laboratory for
Antimicrobial Residues, Agence Francaise
de Sécurité Sanitaire des Aliments (AFFSA),
Laboratoire d’Etude et de Recherche sur les
Médicaments Vétérinaires et les
Désinfectants, localizado na Franca e que foi
fornecido a0 LANAGRO/MG por meio de
convénio de cooperacdo técnica sob forma
de treinamento (Gaugain-Juhel et al., 2010).
O método original foi validado para as
matrizes masculo e leite e, por isso,
otimizacbes foram necessdrias para a
aplicacdo do método na matriz ovo.

Todos as analises descritas foram realizadas
no Laboratério de  Residuos de
Medicamentos Veterinarios (LRM/PL) do
Laboratorio Nacional Agropecudrio
(LANAGRO/MG), localizado em Pedro
Leopoldo/Minas Gerais.

3.1 Padrodes, Solugdes e Reagentes
Preparo de solucGes

As solucbes padroes de antibidticos foram
preparadas a partir de padrdes de referéncia
que apresentavam certificado declarando
pureza, validade entre outros (tab. 5). As
concentracbes das  solugbes  estoque
obedeceram as concentracdes trabalhadas
em cada método de rotina desenvolvido no
laboratorio, com as devidas correcfes pelo
grau de pureza. Posteriormente, as solugdes
estoque foram diluidas resultando nos niveis
de concentracdo de trabalho (solucbes de
adicéo).

Tabela 5 - Informacg0es referentes aos padrdes de antimicrobianos para o preparo das solucbes padrbes
utilizadas na validagdo do método multirresiduos

Padréo Pl({)r/g)za Marca e Origem Padréo Pl({)r/g)za Marca e Origem
Amoxicilina 993  ° i(iTear'nnghrgh Espectinomicina 99,8 Si(%”l“ear‘n'z‘:]dhr;;h
Ampicilina 98,6 Slgr?gaAA?rlch rl\);hldroestreptomlu 98 Slg”(]gj\plgmh
Oxacilina 90,8 Sigrzw;l]é:grich Estreptomicina 76,7 Sign(qéj‘pl\‘;mh
Cloxacilina 88,4 Sign(wé-L,JAAI?rich Kanamicina 90 Si(%nlwear;g\:]dhr;h
Dicloxacilina 99,8 Sigr?g[ﬁblgrich Apramicina >97,7 Sigrzgg:grich
Penicilina G >98 SigT;JgSriCh Gentamicina 69,1 SigTEDAA‘;riCh
Penicilina V 98,9 Si(%”l“ear;]’;‘:]dhr;h Neomicina 86.3 Si(%nlwear;]/;\:]dhr;h
Cefazolina 96,8 Sign(wé-L,JAAI?rich Tobramicina 100 Sign(qéj‘pl\‘;mh
Nafcilina 85,6 Sig”(“gj‘A";"Ch Higromicina 66 Sig”(“gj‘p'\‘;“d‘
Sulfafenazol >99 Sigr?g[ﬁblgrich Amicacina 74,8 Sigrg::g:grich
Sulfaclorpiridazina 99,7 Si(?o\r?ear;;z:]dhr:):h Lincomicina 95 Sigf?;;ggfi(?h
Sulfadiazina 9%05 * szlgﬁgitﬁger Tetraciclina 97,7 Si(?o\nsear;é:]dhr;h
Sulfatiazol 9%55 * szlgﬁgf‘tﬁger Oxitetraciclina 98,1 Si(%nsear-ng:]dhr;h

47



Cont. tabela 5

Sulfametazina 99,8 Si(?o\r?ear;:\:]dhr:):h Clortetraciclina 91,7 Sigr?gaAA?rich
Sulfametoxipiridazina 99,2 Si(?o\r?ear;]ﬁa\:]dhr:):h Epitetraciclina 943 Acr(%sé%rig:;lics
Sulfamerazina 99,9 Si(%nlwear;g\:]dhrgh Epiclortetraciclina 90,4 Acr((;);é%rigg;]ics
Sulfisoxazole 99,9 Si(%nlwear%,z\:]dhrgh Epioxitetraciclina 81,3 Acr((;)asé%rig:;]ics
Sulfadoxina 99,9 Si(?o\r?ear;:\:]dhr:):h Doxiciclina 98 Sigrg:;g:grich
Sulfaquinoxalina 96 Si(?o\r?ear;:\:]dhr:):h Norfloxacina 08 Sigf?giﬁgfiCh
Sulfametoxazol 99,9 Si(%nsear;fa\:]dhrgh Ciprofloxacina ND* CI(Dé\larI]Z%'gps
Sulfadimetoxina 99,9 Si(%nsear;fa\:]dhrgh Enrofloxacina 99 Si(%nsear;é:]dhr;h
Espiramicina 88,9 Si(?o\r?ear;:\:]dhr:):h Acido nalidixico 99,5 Acr(c'ésé%rigz;ics
Tilmicosina 86,5 S i(%r?ear;;:\:]dhr:):h Sarafloxacina 97,2 S i(s']o‘r?ear;:\:]dhr;;:h
Eritromicina 94 Sign(wé-L,JAAI?rich Acido oxolinico 98,7 SigT;;’g!griCh
Tilosina 87,7 Si(%”fearx;‘:]dhr;;h Flumequina 99,9 Si(%”l“ear;]’;‘:]dhrgh
Clindamicina 99 Sigr?g[ﬁblgrich

* Néo declarado

Durante os procedimentos de otimizacdo do
método referenciado (Gaugain-Juhel et al.,
2010) foram preparadas, em fase movel,
solucdes variando entre 1 e 5 pg.mL™, a
partir da solucdo estoque de alguns analitos,
para 0 processo de otimizagdo da fonte de
ionizacdo e para a confirmagdo das
transicBes que seriam utilizadas para cada
analito. As transigdes foram selecionadas
com base no método de referéncia e, para
aquelas cuja resposta analitica apresentou
baixa intensidade de sinal ou pouca
definicdo de pico, as solucdes de otimizacdo
foram utilizadas para infusdo direta no
espectrdbmetro de massas. As transi¢bes
utilizadas para cada analito e as condigdes
de trabalho otimizadas serdo apresentadas
posteriormente.

Solugdes de adicéo (pool)

Solucdes de adicdo foram preparadas a partir
de aliquotas das solugdes estoque que foram

48

diluidas em &gua destilada e deionizada
(Milli-Q). Foram preparadas duas solugdes
de adicdo distintas contendo o pool de
analitos que seriam usados nos dois
procedimentos de extracdo (extracdo por
acido tricloroacético e extragdo por
acetonitrila). Para o grupo das quinolonas e
das sulfonamidas, devido as altas
concentracdes dos analitos nas solugdes
estoque, foi necessario preparar solucdes
intermedidrias e, posteriormente, aliquotas
dessas solucGes foram diluidas para o
preparo da solugédo de adicdo (tabs. 6 e 7).

A concentracdo dos analitos na solucéo de
adicdo foi calculada de acordo com o valor
do LMR ou do nivel de interesse
(concentragdo alvo de triagem) definido para
cada analito, levando em consideragdo o
volume da solucdo de adicdo que seria
acrescentado na amostra durante 0s
procedimentos de extracdo para a validacéo
do método, que foi de 200 pL.



Tabela 6 - Concentragdo dos analitos e aliquotas das solugBes estoque e intermediaria utilizadas no
preparo da solucdo de adicdo e concentragdo final do analito na solucdo de adicdo, utilizada no processo
de extracdo por acido tricloroacética - TCA

Concentracéo Concentracéo Concentragéo
. Volume - Volume -
Analitos analito Sol. Interm. analito Sol. Adicao anall'Fo~
Sol. Estoque (L) Sol. Interm. (L) Sol. Adicao
(ug.mL™) (ug.mL™) (ug.mL™)
Quinolonas
Norfloxacina 1002,0 249,5
Ciprofloxacina 1012,0 247,0
Sarafloxacina 1015,0 246,3
Acido oxolinico 1007,0 248,3 50 10 0.10
Acido nalidixico 1021,0 244.9
Flumequina 1012,0 247,0
Enrofloxacina 500,0 500,0
Tetraciclinas
Tetraciclina
Oxitetraciclina
Clortetraciclina 200,0 _ _ 1.0 40
Doxiciclina
Epitetraciclina
Epioxitetraciclina
Epiclortetraciclina
Aminoglicosideos
Espectinomicina
Estreptomicina
Dihidroestreptomicina
Gentamicina 200,0 . . 1,25 5,0
Neomicina
Apramicina
Tobramicina
Higromicina
Amicacina
Kanamicina 194 - - 0,129 05
Lincomicina 100,0 - - 0,25 !

Tabela 7 - Concentracdo dos analitos e aliquotas das solucBes estoque e intermediéria utilizadas no
preparo da solucéo de adicdo e concentragdo final do analito na solucdo de adicdo, utilizada no processo
de extracdo por acetonitrila - ACN

Concentragéo Volume para  Concentracdo Volume para  Concentracgéo

do analito na preparo da do analito na preparo da do analito na
Analitos Solugéo Solugdo Solugéo Solugéo de Solugéo de
Estoque Intermedidria  Intermediaria Adicdo Adicdo
(ug.mL™) (uL) (ug.mL™) (uL) (ug.mL™)
Macrolideos
Espiramicina
E_ritr(_)mic_ina 100,0 ) ) 0,75 1,50
Tilmicosina
Clindamicina
Tilosina 1,00 2,00
Sulfonamidas
Sulfadimetoxina 999,0 500 100 0,50 0,10
Sulfatiazol 1000,4 500
Sulfaquinoxalina 989,5 505
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Cont. tabela 7

Sulfadoxina 958,0 522

Sulfadiazina 991,0 505

Sulfisoxazole 1001,4 500

Sulfametoxazol 1002,6 500 10,0 0.50 0.10
Sulfametazina 1002,0 500

Sulfamerazina 1000,0 500

Sulfaclorpiridazina 1001,8 500

Sulfametoxipiridazina 1003,2 500

Beta-lactamicos

Amoxicilina

Ampicilina

Penicilina G

Oxacilina 3 N 0125 0,50
Cloxacilina 200,0

Dicloxacilina

Penicilina V

Nafcilina

Cefazolina

Solucdo de adicdo de padréo interno
(Sulfafenazol)

Como padrdo interno (PI), presente em
ambos os procedimentos de extracdo, foi
utilizado o sulfafenazol. Sua escolha foi
devido ao ndo uso do medicamento na rotina
da préatica veterinaria.

Para o preparo da solucdo de adicdo do
padrdo interno foram diluidos 50 pL da
solugdo estoque de sulfafenazol em um
baldo volumétrico de 50 mL. O volume foi
ajustado com agua destilada e deionizada
(Milli-Q), resultando em uma concentragéo
final de 1,0 pg.mL™ Esta solucdo foi
preparada mensalmente e conservada em
freezer com temperatura controlada e
mantida abaixo de -10°C.

Reagentes e solventes
Para os procedimentos de extracdo das

amostras  foram  utilizados o  4cido
tricloroacético — TCA (J.T.Baker 99,9%), o
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acetato de aménio (Sigma-Aldrich, 98%), o
acido heptafluorobutirico - HFBA (Fluka

98%) e a acetonitrila - ACN (Suprassolv
Merck).

Para 0 processo de extracdo por acido
tricloroacético foi utilizada uma solugéo de
TCA a 5% que foi obtida dissolvendo 50 g
do acido tricloroacético em 1 litro de agua
destilada e deionizada (Milli-Q). Para o
processo de extragdo por acetonitrila foi
utilizado para o0 procedimento de
ressuspensdo da amostra uma solucdo 2
mol.L" de acetato de amdnio que foi
preparada dissolvendo 15,4g do acetato de
aménio em 100 mL de agua destilada e
deionizada (Milli-Q). Essa solucdo foi
diluida 10 vezes para obter a concentragdo
de 0,2 mol.L™.

As fases moveis foram compostas de
solucbes de HFBA 0,1% e 0,2% preparadas
pela adicdo de 1 e 2 mL do 4&cido,
respectivamente, em 900 mL de 4&gua,
ajustando o volume para 1 litro.



3.2 Otimizacdo dos Parametros

Instrumentais

Cromatografia Liquida Acoplada a
Espectrometria de Massas Sequencial

As condicGes de trabalho para o sistema
cromatografico e para o detector de massas
foram estabelecidas por meio de infusdes de
solugbes padrdes dos analitos, preparadas
individualmente.

Um sistema de Cromatografia Liquida Ultra
Réapida (Prominence UFLC Shimadzu) foi
usado para a separagao cromatografica. Com
relacdo ao sistema cromatogréafico foram
avaliados: coluna do tipo Cig, temperatura
da coluna, composicdo da fase moével e
diferentes gradientes para a fase mével, com
base no método  de referéncia
LMV/RMV/SM/PTC/04.NA (Gaugain-Juhel
et al., 2010).

Nesta  validacdo  foi  utilizado o
espectrometro de massas triplo
guadrupolo/lon  Trap  Linear (4000
QTRAP®) da AB Sciex equipado com fonte
de ionizacdo electrospray usada no modo
positivo. A aquisi¢do de dados foi feita pelo
programa Analyst® (versdo 1.5.1). A
otimizacdo das condicfes do espectrometro
de massas foi realizada por meio de infusdo
direta das solucbes de padrdes que
apresentaram menor intensidade de sinal,
com 0 objetivo de obter o maior sinal
analitico do ion precursor de cada analito a
ser estudado. Posteriormente, 0s ions
precursores foram fragmentados na camera
de colisdo para obtencdo dos ions-produto e
o0 potencial de desagregacédo (DP — potencial
declustering) e a energia de colisdo (EC —
collision energy) foram otimizadas para
alguns analitos com o intuito de aumentar a
intensidade do sinal. O nitrogénio foi
utilizado como gas de colisdo possibilitando
a analise no modo MRM sendo monitoradas,
no minimo, duas transi¢des (m/z) para cada
composto. A transicdo com  maior

intensidade (transicdo 1) foi usada para a
identificacdo e a transicdo de menor
intensidade (transicdo 2) foi usada para a
confirmacdo do analito. A presenca de duas
transicbes com valor de sinal/ruido >3 em
combinagdo com o tempo de retencdo
garantem a identificacdo e confirmagdo dos
analitos.

3.3 Procedimentos de Extragdo

Preparo da Amostra

Os ovos, provenientes da Fazenda da Escola
de Veterinaria da Universidade Federal de
Minas Gerais localizada em Igarapé/Minas
Gerais, de aves que certificadamente néo
receberam  medicamentos na  racéo,
permaneceram em temperatura ambiente até
0 inicio do preparo das amostras. Depois de
quebrados em recipientes de pléstico, o0s
ovos (gema e clara) foram homogeneizados
em Ultra Turrax. Pesou-se 2,0 + 0,1 gramas
da amostra em tubo de polipropileno de 50
mL que foram mantidas congeladas, em
temperaturas inferiores a -10°C, até o
momento da analise.

Durante a validacdo, foram preparadas 40
amostras brancas (20 amostras para cada
procedimento de extracao), oriundas de ovos
diferentes, a fim de verificar a possivel
ocorréncia de supressdo ou realce de sinais
provocados pela matriz ovo (efeito de
matriz).

Otimizagdo dos Procedimentos de
Extracdo

O desafio para wuma andlise de
multirresiduos € encontrar métodos de
extracdo capazes de extrair um grande
nimero de analitos com propriedades
quimicas  diferentes  (lipossolubilidade,
hidrossolubilidade, caracteristicas alcalinas e
acidas, dentre outras) e em concentracdes
variando de acordo com o nivel de interesse
estabelecido para cada grupo/analito. Pode-
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se  considerar impossivel otimizar
procedimentos de clean-up para todos o0s
analitos, principalmente quando a etapa de
purificacdo deve ser rapida e simples.

Frente a demanda dos laboratorios de rotina
em responder com resultados rapidos e
confidveis a um grande nimero de amostras,
a caracteristica de rapidez exigida para o
método de triagem impede a otimizacdo de
um processo de extracdo e clean-up para
todos os analitos.

Segundo Gaugain-Juhel et al. (2009), no
campo de medicamentos veterinarios, duas
rotas de extragdo sdo encontradas quando se
utiliza a matriz masculo. A primeira rota
seria 0 uso da extracdo com acetonitrila para
macrolideos, sulfonamidas, penicilinas e
cefalosporinas. A segunda rota seria 0 uso
de wuma extracdo 4&cida com acido
tricloroacético para os analitos dos grupos
das quinolonas, aminoglicosideos,
lincosamidas e tetraciclinas.

Dois diferentes processos de extracdo foram
utilizados para permitir a validagdo do
método de triagem multirresiduos e a
diferenciacdo de todos os 50 analitos
utilizados (47 antimicrobianos e trés
epimeros de tetraciclinas). A acetonitrila foi
0 solvente de extragdo utilizado para extrair
os analitos dos grupos das penicilinas, das
cefalosporinas, das sulfonamidas e dos
macrolideos. A solucdo de acido
tricloroacético a 5% foi 0 meio aquoso acido
utilizado para a extracdo dos analitos
pertencentes aos grupos das tetraciclinas,
dos aminoglicosideos, lincosamidas e das
guinolonas. Como padrdo interno foi
utilizado o sulfafenazol em ambos os
procedimentos de extrag&o.

Durante os procedimentos de extracdo por
TCA observou-se a necessidade de otimizar
0 processo de centrifugacdo das amostras
com o objetivo de se obter extratos mais
limpidos e com menos interferentes da
matriz ovo. Para tanto o procedimento foi
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otimizado a partir da analise de amostras de
ovo sem adicdo de analitos (amostras
brancas) e amostras adicionadas de padrdes
dos analitos (amostras fortificadas), além de
uma amostra do branco de reagentes. Para a
obtencdo de um extrato com menos
interferente da matriz foi realizada a
centrifugacdo das amostras a
aproximadamente 3000xg, a 4°C por cinco e
por dez minutos e, a aproximadamente,
14462xg, a 4°C, por 12 minutos em
ultracentrifuga.

Extracdo por Acido Tricloroacético -
TCA

Os tubos de polipropileno, contendo as
amostras de ovos, foram retirados do
congelador e mantidos em temperatura
ambiente até o total descongelamento. As
amostras foram fortificadas nas
concentracgdes desejadas (200 pL da solugéo
de padréo interno, 200 pL da solucdo de
adicdo e 600 pL de agua) e agitadas em
vortex, permanecendo em repouso por dez
minutos. Na sequencia, adicionou-se 8 mL
da solucdo de TCA a 5%, com nova agitacdo
do sistema em homogeneizador horizontal
por 10 minutos. Foram transferidos para
tubos de ultracentrifuga do tipo Eppendorf®
1,5 mL do extrato obtido. O sistema foi
ultracentrifugado a  aproximadamente
14462xg, a 4°C, por 12 minutos. O
sobrenadante foi transferido para seringa de
3 mL, filtrado em filtros de membrana PTFE
(politetrafluoretileno) 0,22 pym x 13 mm
(FilterPro®) em um vial, e 20 pL do extrato
foi injetado e analisado pelo sistema CL-
EM/EM (fig. 7).

Extracédo por Acetonitrila - ACN

As etapas de descongelamento e adigdo de
padrdo interno, solucéo de adicdo e agua sao
semelhantes as da extracdo por TCA. No
entanto, foram adicionados 8 mL de
acetonitrila. O extrato, ap6s 10 minutos de
homogeneizagdo, foi centrifugado a
aproximadamente 3000xg, a 4°C, por 10



minutos. Um volume de 6 mL do
sobrenadante foi transferido para tubo de
vidro e evaporado, sob fluxo de ar, a 40
3°C em banho de &gua com agitacdo até
secagem. Ao residuo foram adicionados 600
UL da solugdo 0,2 mol.L™ de acetato de

amonio e, apds homogeneizagdo em vortex,
o0 extrato foi transferido para seringa de 3
mL, filtrado em membrana PTFE 0,22 pm x
13 mm (FilterPro®) em um vial com insert,
e 20 pL do extrato foi injetado e analisado
pelo sistema CL-EM/EM (fig. 7).

Pesar 2,0 gramas (+ 0,1) da amostra de ovo em tubo de 50 mL

Adicionar 200 pL da solugdo do padréo interno (Sulfafenazol)
Adicionar 200 pL da solucdo pool de antibidticos para as amostras fortificadas
Adicionar 800 pL (para amostras brancas) de agua pura
Adicionar 600 pL (para amostras fortificadas) de agua pura

Agitar em vortex

Deixar descansar por 10 minutos

Extragdo TCA - Acido Tricloroacético
(tetraciclinas — aminoglicosideos — lincosamidas - quinolonas)

Adicionar 8 mL de TCA 5%

Agitar por 10 minutos em agitador horizontal

Centrifugar a aproximadamente 14462xg, 4°C, 12 minutos

Filtrar em membrana de PTFE 0,22 um

Injetar no CL-EM/EM

Extracdo ACN - Acetonitrila
(penicilinas, cefalosporinas, macrolideos e sulfonamidas)

Adicionar 8 mL de acetonitrila

Agitar por 10 minutos em agitador horizontal

Centrifugar a aproximadamente 3000xg, 4°C, 10 minutos

Transferir 6 mL do sobrenadante para tubo de vidro

Evaporar até secura sob fluxo de ar a 40 + 3°C

Dissolver o residuo em 600 pL de solugdo acetato de amdnio 0,2 mol.L™

Agitar em vortex

Filtrar em membrana de PTFE 0,22 um

Injetar no CL-EM/EM

Figura 7 - Representacdo esquematica dos procedimentos de extragdo empregados na validagdo do
método multirresiduos.

53




3.4 Delineamento Experimental da
Validacéo

Os procedimentos de validacdo adotados
estdo de acordo com as diretrizes previstas
na Decisdo 2002/657/CE  (European
Commission, 2002). As  substancias
estudadas pertencem a classe dos beta-
lactamicos, das sulfonamidas, dos
macrolideos, dos aminoglicosideos e
lincosamidas, das tetraciclinas e das
quinolonas. Para definir a concentragéo alvo
de triagem dos analitos foram utilizados
como valores de referéncia os limites
estabelecidos no Codex Alimentarius, no
Regulamento N.° 37/2010 da Unido
Europeia e no PNCRC de 2011.

A concentracdo alvo de triagem foi
estabelecida de acordo com o Guia para
validacdo de métodos de triagem (European
Commission, 2010):

¢ Analitos autorizados — concentracao
alvo de triagem é igual ou inferior
ao LMR sendo, de preferéncia,
fixado em metade do LMR sempre
que possivel.

e Analitos proibidos e ndo autorizados
— concentracdo alvo de triagem deve
ser igual ou menor que o LMDR,;

e Analitos sem LMR estabelecido —
deve, quando possivel, ser igual ou
menor que concentragdes
recomendadas pelos Laboratérios de
Referéncia da Comunidade
Europeia.

Dessa forma, utilizou-se o valor do LMR
para os analitos que possuem LMR e para 0s
analitos que ndo possuem LMR
estabelecido, mas que no grupo h& um
analito com LMR, a concentracdo alvo
estabelecida foi a mesma do analito do
grupo. Para 0s grupos que ndo possuem
analitos com LMR estabelecido o valor da
concentragdo alvo de triagem foi baseado na
menor resposta analitica obtida por injecGes
no CL-EM/EM.

Com o objetivo de reduzir o valor da
concentracdo alvo de triagem para oS
analitos com LMR estabelecido realizou-se a
validacdo em dois niveis diferentes: no nivel
da concentragdo alvo de triagem e em 0,75
desse valor. As concentragcbes dos 50
analitos usados (47 antimicrobianos e trés
epimeros de tetraciclinas) nos
procedimentos de validacdo do método
encontram-se na tab. 8.

Tabela 8 — Limite de referéncia dos analitos estabelecido para a validagdo do método multirresiduos

executada em dois niveis de concentragao

Grupos Analitos

0,75 do Limite de
Referéncia

Hg.kg™

Limite de Referéncia
ug.kg™

Amoxicilina
Ampicilina
Oxacilina
Cloxacilina
Dicloxacilina
Penicilina G
Penicilina V

Beta-lactamicos
(7 analitos)

50 375

Tetraciclina + epitetraciclina
Oxitetraciclina +
epiclortetraciclina
Clortetraciclina +
epiclortetraciclina
Doxiciclina

Tetraciclinas*
(7 analitos)
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Cont. tabela 8

Sulfadimetoxina
Sulfatiazol
Sulfaquinoxalina
Sulfadoxina
Sulfadiazina
Sulfisoxazole
Sulfametoxazol
Sulfametazina
Sulfamerazina
Sulfaclorpiridazina
Sulfametoxipiridazina

Sulfonamidas
(11 analitos)

10 7,5

Espectinomicina
Apramicina
Gentamicina
Estreptomicina
Dihidroestreptomicina
Tobramicina
Neomicina
Higromicina
Amicacina

Aminoglicosideos
(10 analitos)

500 375

Kanamicina

50 375

Espiramicina
Tilmicosina
Eritromicina

Macrolideos
(4 analitos)

150 112,5

Tilosina

200 150

Enrofloxacina
Flumequina
Norfloxacina
Acido Oxolinico
Ciprofloxacina
Acido nalidixico
Sarafloxacina

Quinolonas
(7 analitos)

10 7,5

Lincosamidas Clindamicina

150 112,5

(2 analitos) Lincomicina

50 375

Cefazolina
Nafcilina

Cefalosporinas
(2 analitos)

50 37,5

* Para a validacéo das tetraciclinas foram utilizados os padrdes de epimeros da tetraciclina, oxitetraciclina

e clortetraciclina.

Nota: O limite de referéncia foi estabelecido com base no disposto no item 1.1.4 para todos os analitos.

3.5 Protocolo de Validagdo para
Método Qualitativo

A identificagdo de um maior ndmero de
analitos com maior sensibilidade realizada
em menor tempo de analise € um dos
objetivos de se validar métodos de triagem,
consequentemente, é possivel emitir laudos
com maior rapidez, pois os resultados séo
emitidos como conforme (concentracdo do
analito menor que o LMR) ou néo conforme
(concentragdo do analito maior que o LMR).
Contudo, o desenvolvimento e a otimizacéo
de um método multirresiduo exigem

condicBes de trabalho capazes de extrair um
grande  numero de analitos com
caracteristicas bem distintas de uma mesma
matriz.

O processo de validagéo foi estabelecido de
acordo com o Guide pour La validation des
méthodes biologiques de dépistage version
1, documento interno ndo publicado (Gaudin
& Sanders, 2007) respeitando os critérios da
Decisédo 2002/657/CE (European
Commission, 2002). O objetivo da validacdo
é provar a adequacao do método em alcancar
0 objetivo para o qual ele sera utilizado.
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Segundo a Decisdo 2002/657/CE, métodos
qualitativos de analise devem permitir a
deteccdo de todas as substancias alvo com
uma taxa de falsos conformes < 5% (erro )
no nivel de interesse. Isso significa que o
CCs; do método deverd ser encontrado
abaixo desse nivel de interesse. No caso de
suspeito de um resultado ndo conforme, esse
deve ser confirmado por um método de
andlise confirmatdrio. Por trabalharmos com
duas a trés transicdes por analito e avaliacdo
das respostas nos respectivos tempos de
retencdo, o método é confirmatdrio.

Para a validacdo qualitativa foram
determinados 0s seguintes parametros:
Threshold Value (Tyapr), limite de deteccéo
(LD), Cut-off factor ou Fator de corte (F.) e
Capacidade de deteccdo ou CCgq (Gaugain-
Juhel et al.,, 2009; Moreira, 2012). Tais
pardmetros estdo em conformidade com as
diretrizes para validacdo de métodos de
triagem de residuos de medicamentos
veterinarios estabelecidos pelo Guidelines
for the validation of screening methods for
residues of veterinary medicines dos
laboratérios de residuos de referéncia da
comunidade européia (European
Commission, 2010).

Determinagdo do “Threshold Value”
(TvaLor)

O primeiro passo para avaliar a capacidade
de deteccdo do método é calcular 0 Tygor
para cada composto de interesse. O Tygor € O
valor limite correspondente a resposta
analitica (area) minima a partir da qual é
possivel detectar o analito e considerar a
amostra verdadeiramente positiva.

Para determinar este parametro, 20 amostras
brancas (ovos diferentes) foram testadas de
acordo com o0s métodos de extracdo
descritos no item 1.1.3. A resposta analitica
do branco (linha de base ou ruido), no tempo
de retencdo referente a cada analito, foi
determinada em cada cromatograma para as
duas transicdes MRM (identificacdo ou 12
transicdo e confirmagéo ou 22 transi¢do). O
valor da média dos ruidos (B) e a estimativa
do desvio padrdo referente aos brancos
foram calculados (SDg). O Tyaor foi
estimado a partir do valor da média dos
ruidos obtido das 20 amostras analisadas
(fig. 8) e calculado de acordo com a equacgéo
01 (Gaugain-Juhel et al., 2010):

Toaor = B + 1,64 X SDg (Eq. 01)

Sendo, B e SDg,, respectivamente, a média e
0 desvio padrdo das respostas instrumentais
(area dos picos) de amostras brancas no
tempo de retencdo referente a cada analito.
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Figura 8 - Representacéo
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Determinacgdo do Limite de Deteccéo
(LD)

Existem varias defini¢bes e critérios para a
estimativa do limite de detec¢éo (LD). O
Vocabuladrio  Internacional  Metroldgico
(VIM) o define como um valor quantitativo,
obtido por procedimento de medigdo, para o
qual a probabilidade de um resultado falso
negativo de um analito em uma amostra é f,
dada uma probabilidade de um falso positivo
a, sendo que, geralmente a= =0,05. O LD
de um procedimento individual analitico
também pode ser definido como a menor
concentracdo do analito em uma amostra
capaz de ser detectada, mas ndo
necessariamente quantificada, podendo ser
estimada por avaliacdo visual, relagdo sinal-
ruido e desvio padrdo da amostra (Moreira,
2012).

Para o célculo do LD foi considerado o valor
da média das respostas das amostras
brancas, a concentracdo conhecida do
analito e a média das respostas analiticas das
amostras  fortificadas na concentracdo
conhecida, e calculado de acordo com a
equacdo 02 (Gaugain-Juhel et al., 2010):

LD =3B * [C]
Man

(Eq. 02)

Sendo, B a média das respostas
instrumentais (area dos picos) de amostras
brancas no tempo de retencdo referente a
cada analito, C a concentracdo conhecida de
cada analito e M,, a média das respostas
analiticas (areas dos picos cromatogréaficos)
das amostras e das duas transicdes MRM de
cada analito.

Determinacéo do Fator de Corte (Fc)

O Fator de corte (F¢) ou Nivel de corte (N.)
¢ a resposta analitica que indica que uma
amostra contém uma substancia com
concentracdo igual ou superior ao nivel de
interesse. Para determinacdo deste parametro

20 amostras brancas de matriz ovo foram
fortificadas nos niveis desejados (LMR e
0,75 do LMR) de todos os analitos. A
andlise foi repetida em mais dois momentos
diferentes, totalizando 60 amostras. Foram
calculadas a média e a estimativa do desvio
padrdo das respostas instrumentais (&rea do
pico) para cada analito (n=60) e para as duas
transicdes. Finalmente, F. foi estimado de
acordo com a equacéo 03 (Gaugain-Juhel et
al., 2010):

Fe = Mgy - 1.64 X SDy,

(Eq. 03)

Sendo, M,, e SD,, séo, respectivamente, a
média e o0 desvio padrdo das respostas
analiticas (areas dos picos cromatograficos)
das 60 amostras e das duas transicbes MRM
de cada analito. Estatisticamente, espera-se
que 95% das amostras fortificadas no nivel
de interesse estejam com o valor da resposta
analitica acima do valor de F..

Capacidade de Detecgao (CCp)

De acordo com as diretrizes para validagéo
de métodos de triagem (European
Commission, 2010), a capacidade de
deteccéo de métodos qualitativos (CCg) pode
ser avaliada apenas quando o valor do F, for
maior que 0 Ty, OU Seja, a média das
respostas analiticas das amostras fortificadas
subtraida de 1,64 vezes o valor do desvio
padrdo é maior que a média das respostas
analiticas das amostras brancas acrescidas de
1,64 vezes o desvio padrdo da média
(Gaugain-Juhel et al., 2009). Dessa forma,
0s valores de F. e Ty podem levar a
diferentes situaces:

e quando o valor do F. ¢ maior que o
Traor: tem-se a melhor situacdo que
corresponde a uma taxa de falso-
negativo menor que 5%.
Consequentemente, o CC; &
definitivamente menor que o nivel
de interesse.
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e quando o F; é menor que 0 Tyor: S€
0 T vaior fOr considerado como limite
de positividade, entdo mais que 5%
das amostras serdo consideradas

como negativas e,
consequentemente, CCs  esta
realmente acima do nivel de

interesse. Desta forma, o nivel de
concentragdo alvo de triagem devera
ser maior ao utilizado.

Sensibilidade

A sensibilidade é um pardmetro que
demonstra a variacdo da resposta em funcéo
da concentracdo do analito sendo
dependente do analito e da técnica de
deteccéo utilizada (Moreira, 2012). Pode ser
determinada como sendo o numero de
positivos dividido pelo nimero de amostras
verdadeiramente positivas, expressas como
porcentagem. Uma amostra € considerada
positiva desde que o sinal esteja acima do
Tvaorr Uma sensibilidade acima de 95%
significa que o CCg esta abaixo do nivel de
concentracdo testado na validagdo e o
namero de falso-negativos é
verdadeiramente menor que 5%.

Para determinar a sensibilidade do método,
as respostas instrumentais (area do pico), de
20 amostras brancas fortificadas na
concentracdo alvo de interesse foram
comparadas com o F.. Quando a resposta
analitica da amostra era maior que o F; a
amostra foi considerada ndo conforme, isto
é, com uma concentracdo superior a
concentracdo de interesse, ou seja, positiva.
Se a resposta analitica encontrada fosse
menor que o valor de F, entdo, a amostra
seria considerada conforme, isto é, com uma
concentracdo inferior a do nivel de interesse.
Assim, a sensibilidade do método foi
estimada a partir da equacdo 04 (Gaugain-
Juhel et al., 2010):

N° de amostras consideradas positivas x 100

N° de amostras positivas (Eq. 04)

A fig. 9 ilustra o delineamento utilizado no
processo de validagdo do método de
multirresiduos apresentando as
concentracdes alvo de triagem utilizadas e o
nimero total de amostras por procedimento
de extracéo.

Delineamento

experimental
da Validac&o

Extracdo acido
tricloroacético
TCA

;I_/

Extrag&o por
acetonitrila
ACN

;I_/

( ) (
20 amostras 20 amostras 20 amostras

@ ) (
20 amostras 20 amostras 20 amostras

brancas de
matriz ovo

fortificadas na

\_concentracéo )

fortificadas em 0,75
da concentracao
\__alvo de triacem )/

brancas de
matriz ovo

fortificadas na

\_concentracéo )

fortificadas em 0,75
da concentragédo
\__alvo de triacem )

( 20 amostras )
fortificadas na

\_concentracao J

4 20 amostras
fortificadas em 0,75
da concentracao

\__alvo de triacem )

( 20 amostras b
fortificadas na

\_concentracao J

4 20 amostras

fortificadas em 0,75
da concentragao

\__alvo de triagem )/

(1 20 amostras h
fortificadas na

\_concentracéo )

4 20 amostras
fortificadas em 0,75
da concentracao

\__alvo de triacem )

1 20 amostras D
fortificadas na

\_concentracao J

4 20 amostras

fortificadas em 0,75
da concentragao

\__alvo de triagem )/

Figura 9 - Representacdo esquematica do delineamento experimental da validagdo e do nimero total de
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4. Resultados e Discussao

41 Otimizagdo dos Parametros
Instrumentais e de Extracao

Otimizagéo dos Parametros

Instrumentais

As condicdes cromatogréficas e
espectrométricas foram baseadas no método
de Referéncia LMV/RMV/SM/PTC/04. AN,
versdo 3 (Gaugain-Juhel et al., 2010) e
otimizadas de modo a maximizar a resposta
analitica dos compostos de interesse que
apresentavam baixa intensidade de sinal.

As separacbes cromatograficas foram
realizadas empregando-se coluna Agilent -
Zorbax Eclipse XDB-C18 (4,6 x 30 mm, 3.5
um) conectada a uma pré-coluna Agilent
Eclipse XDB C-18 (4,6 x 12,5 mm, 5 um).
A temperatura da coluna foi fixada em 35
°C, com méxima de 40°C. Os parametros da
fonte de ionizagdo foram: voltagem do
capilar a 5,5 kV e temperatura da fonte a
650°C. A variagéo da pressdo das bombas A
e B foi de 0 a 300 Bars (valor médio de 110
Bars), com um fluxo total de 0,6 mL.min™,
iniciando com 10% do solvente B (Tab. 10)

e um volume de injecdo de 20 pL para
ambas as extracdes. O tempo de corrida total
foi de 13 minutos para a extragdo por &cido
tricloroacético (TCA) e de 16 minutos para a
extragdo por acetonitrila (ACN).

A eluicio dos analitos no sistema
cromatografico consistiu de um gradiente
composto de duas fases: fase moével A
composta por 0,1% de acido
heptafluorobutirico em &gua, e a fase movel
B composta por acetonitrila, utilizados para
a injecdo dos extratos extraidos pelo método
de ACN (acetonitrila). Com relagdo ao uso
das mesmas fases para os extratos extraidos
pelo método de TCA, mesmo podendo
provocar um efeito de supressdo idnica na
ionizacdo por electrospray, sua utilizacdo foi
preferivel devido as suas propriedades
vantajosas de pareamento de ions que
permite incluir bases fortes, como o0s
aminoglicosideos. Contudo, na concentracéo
de 0,1% n&o houve boa resposta dos analitos
desse grupo e, consequentemente, Vvarias
infusdes foram realizadas com o intuito de
melhorar as condigdes instrumentais. O
melhor resultado de sinal foi obtido com a
alteracdo da concentracdo do HFBA para
0,2% para a extracdo por TCA (tab. 9).

Tabela 9 - Gradientes das fases méveis em funcdo do tempo de corrida utilizados na validacdo do método
multirresiduos, empregando extragao por acetonitrila (ACN) e por &cido tricloroacético (TCA)

Extracdo por ACN

Extracdo por TCA

ng:?i?jge Fase mével A? Fase mével B ng:?%ge Fase movel A Fase mével B
(minuto) (%) (%) (minuto) (%) (%)

0,01 90 10 0,01 90 10

4,0 70 30 7 50 50

50 70 30 11 50 50

8,0 30 70 12 90 10

11,0 30 70 13 90 10

13,0 90 10 13,1 Stop

16,0 90 10

16,1 Stop

20,1% de 4cido heptafluorobutirico em agua. ® acetonitrila. ©0,2% de acido heptafluorobutirico em agua.

As condicdes de trabalho do espectrometro
de massas foram estabelecidas com a
infuséo direta dos analitos que apresentaram
problemas na intensidade do sinal e ap6s o0s
testes de otimizacdo o espectrémetro de

massas foi operado em modo MRM
(Multiple Reaction Monitoring) Scheduled,
com janela de deteccdo de 60 segundos. A
ionizagdo por electrospray foi realizada no
modo positivo para todos os analitos e 0
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potencial de entrada (EP) foi de 10 volts.
Nitrogénio foi usado como géas de colisdo
(CAD) e gas de dessolvatacdo (CUR) as
pressdes de 8,0 e 20,0 psi, respectivamente.
Ar sintético ultrapuro foi empregado como
gas nebulizante (GS1) e como gas secante
aquecido (GS2) a pressao de 50 psi.

Os fragmentos usados para a determinacédo
em modo MRM para o ion precursor e ions
produto, o potencial de desagregagéo (DP), a
energia de colisdo (CE), o potencial de saida
da célula de colisdo (CXP) e o tempo de
retencdo para cada transicdo estdo
apresentados nas tabs. 10 e 11.

Tabela 10 - Transicbes MRM e condi¢des espectrométricas utilizadas para cada analito extraido pelo
método de 4cido tricloroacético com base no método de referéncia e ap6s os testes de otimizagdo

Analitos DP 18Transicdo CE 22Transicho CE 3*Transicho CE CXP* TR
V) (m/2) V) (m/2) V) (m/z) VM V)

Norfloxacina 60 320/302 33 320/231 50 - - 12 4.7
Ciprofloxacina 61 332/314 30 332/231 47 - - 12 4.8
Sarafloxacina 50 386/368 30 386/348 40 - - 12 5.6
Acido oxolinico 53 262/244 25 262/216 40 - - 12 5.4
Acido nalidixico 42 233/215 30 233/187 35 - - 12 6.8
Flumequina 44 262/244 25 262/202 45 - - 12 7.0
Enrofloxacina 72 360/342 30 360/286 50 - - 12 5.2
Tetraciclina 55 445/410 27 445/427 25 - - 12 5.2
Oxitetraciclina 41 461/201 59 461/283 53 - - 12 49
Clortetraciclina 61 479/98 67 479/275 55 - - 12 6.0
Doxiciclina 55 445/428 25 445/154 40 - - 12 6.3
Espectinomicina 66 351/207 31 351/189 33 - - 12 3.6
Estreptomicina 157 582/263 45 582/246 51 582/407 54 12 4.3
Dihidroestreptomicina 120 584/263 42 584/246 54 584/409 4 12 4.3
Gentamicina 50 478/157 25 464/322 20 464/160 20 12 55
Neomicina 120 615/161 41 615/296 35 - - 8/18 5.9
Apramicina 82 540/217 35 540/378 25 - - 12 5.2
Tobramicina 50 468/163 20 468/324 55 - - 12/11 5.3
Higromicina 50 528/177 25 528/352 25 - - 12 4.2
Amicacina 60 586/425 21 586/163 53 - - 20/14 4.8
Kanamicina 70 485/163 35 485/205 35 - - 12 4.8
Lincomicina 60 407/126 40 407/359 26 - - 12 4.3
Sulfafenazol (P1)* 50 315/156 - - - - - 12 6.0

* Padrdo Interno

Nota: MRM - “Multiple Reaction Monitoring”; DP - potencial de desagregacao; CE - energia de colisdo;
CXP* - potencial de saida da célula de colisdo, que variou para as duas transi¢cdes, em alguns analitos; V
- volts; m/z — razdo massa/carga; TR — tempo de retencéo.

60



Tabela 11 - Transicdes MRM e condicOes espectrométricas utilizadas para cada analito extraido pelo

método de acetonitrila com base no método de referéncia e ap6s o0s testes de otimizacdo

DP

12 Transicdo

CE

22 Transicao

CE

32 Transicao

CE

CXP

Analitos R I N L I
Espiramicina 56 422/174 31 422/101 25 - - 16/8 74
Eritromicina 66 734/158 43 734/576 27 - - 14/8 7.6
Tilmicosina 56 869/174 63 869/696 57 - - 10/34 7.8
Clindamicina 75 425/126 43 425/377 27 - - 22/10 6.9
Tilosina 115 916/174 55 916/772 43 - - 6/20 7.8
Sulfadimetoxina 50 311/156 23 311/108 37 - - 12 6.1
Sulfatiazol 53 256/156 20 256/108 34 - - 12 31
Sulfaquinoxalina 50 301/156 23 301/108 40 - - 12 6.2
Sulfadoxina 60 311/156 25 311/108 40 - - 12 5.0
Sulfadiazina 53 251/156 22 251/108 30 - - 12 2.6
Sulfisoxazole 46 268/156 21 268/113 23 - - 12 5.4
Sulfametoxazol 60 254/108 35 254/92 35 - - 12 5.0
Sulfametazina 50 279/156 25 279/108 36 - - 12 3.6
Sulfamerazina 60 265/92 35 265/156 35 - - 12 31
Sulfaclorpiridazina 51 285/156 21 285/92 39 - - 12 4.6
Sulfametoxipiridazina 60 281/156 25 281/108 35 - - 12 4.0
Amoxicilina 52 366/349 13 366/114 34 366/208 20 4 3.9
Ampicilina 50 350/106 20 350/160 20 - - 12 51
Penicilina G 70 335/176 21 335/160 21 335/114 37 10/20 7.3
Oxacilina 50 402/160 18 402/243 18 - - 12 8.0
Cloxacilina 50 436/160 20 436/277 20 - - 12 8.3
Dicloxacilina 50 470/160 20 470/311 20 - - 12 8.6
Penicilina V 66 351/160 15 351/192 17 - - 8/12 1.7
Nafcilina 50 415/199 20 415/171 50 - - 12 8.4
Cefazolina 50 455/323 15 455/156 23 - - 12 4.1
Sulfafenazol (P1)** 50 315/156 23 - - - - 12 6.5

**Padrao Interno

Nota: MRM - “Multiple Reaction Monitoring”; TCA - &cido tricloroacético; DP - potencial de
desagregacdo; CE - energia de colisdo; CXP* - potencial de saida da célula de colisdo, que variou para as
duas transicdes, em alguns analitos; V — volts; m/z — razdo massa/carga; TR — tempo de retencdo.
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Para cada analito foi avaliado o perfil dos
fons gerados no espectrOmetro com base na
intensidade relativa dos mesmos, que
representa a razdo da resposta instrumental
do ion de menor intensidade pela resposta do
fon de maior intensidade, em porcentagem.
Segundo a Decisdo 2002/657/CE (European
Commission, 2002) as intensidades relativas
dos ions detectados devem obedecer as
tolerancias estabelecidas quando se utiliza
determinacgd@o por espectrometria de massas
com fragmentacdo de ion precursor (tab.
12).

Tabela 12 - Tolerdncias méaximas permitidas para
as intensidades relativas dos ions usando a
técnica de Cromatografia Liquida acoplada a
Espectrometria de Massas

Intensidade relativa (% pico base) CL-EM
>50 % +20%
>20% - 50% +25%
>10% - 20% + 30%
<10% +50%

Fonte: European Commission, 2002.
Legenda: CL-EM: Cromatografia Liquida -
Espectrometria de Massas.

A razdo entre os ions de cada analito para
cada amostra  extraida por  4&cido
tricloroacético e acetonitrila foi avaliada. Os
dados da média geral da razdo entre os ions
calculados para todas as respostas analiticas
(60 respostas analiticas por analito por
procedimento de extracdo) obtidas no
procedimento de validagdo executado no
nivel de 0,75 da concentracdo alvo de
triagem (item 1.1.4, tab. 9) estdo reportados
nas tabs. 13 e 14.

Tabela 13 - Determinacao e avaliagdo da intensidade relativa dos ions estudados para os analitos extraidos
por acido tricloroacético, segundo os valores de tolerancia méaximos definidos pela Decisdo 2002/657/CE

Média Desvio - Tolerancias
Analitos geral Padré&o Coef_mgnte de maximas Avaliacdo
(%) (%) Variagdo (%) o mitidas (%) *

Quinolonas
Norfloxacina 26,9 4.2 15,7 +25% Aceitavel
Ciprofloxacina 79,9 12,15 15,2 +20% Aceitavel
Sarafloxacina 5,8 2,2 37,8 +50% Aceitavel
Acido oxolinico 17,1 1,6 9,6 +30% Aceitavel
Acido nalidixico 96,2 2,9 3,0 +20% Aceitavel
Flumequina 9,6 1,5 15,5 +50% Aceitével
Enrofloxacina 28,2 5,28 18,7 +25% Aceitavel
Tetraciclinas
Tetraciclina 25,9 2,1 8,2 +25% Aceitavel
Oxitetraciclina 50,1 4,1 8,2 +20% Aceitével
Clortetraciclina 84,4 5,0 59 +20% Aceitével
Doxiciclina 5,8 0,6 9,7 +50% Aceitével
Aminoglicosideos
Espectinomicina 52,1 2,6 49 +20% Aceitavel
Estreptomicina 55,1 74 13,2 +20% Aceitével
Dihidroestreptomicina 33,1 3,2 9,7 +25% Aceitével
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Cont. tabela 13

Gentamicina 132,5 20,1 15,1 +20% Aceitével
Neomicina 25,9 2,7 10,4 +20% Aceitavel
Apramicina 112,6 13,3 11,8 +20% Aceitavel
Tobramicina 7,4 2,0 26,6 +50% Aceitavel
Higromicina 207,4 19,9 9,6 +20% Aceitavel
Amicacina 374,9 52,7 14,0 +20% Aceitavel
Kanamicina 455 5,7 124 +25% Aceitavel
Lincomicina 8,2 0,7 8,2 +50% Aceitavel

*Fonte: European Commission, 2002.

Tabela 14 - Determinacao e avaliagdo da intensidade relativa dos ions estudados para os analitos extraidos
por acetonitrila, segundo os valores de tolerancia maximos definidos pela Decisdo 2002/657/CE

Média Desvio - Tolerancias
Analitos geral Padréo Coef_|C|gnte0de maximas Avaliagéo
(%) (%) Variagao (%) o mitidas (96) *

Macrolideos
Espiramicina 65,7 8,4 12,8 +20% Aceitavel
Eritromicina 50,3 2,0 4,1 +20% Aceitavel
Tilmicosina 61,1 34 5,6 +20% Aceitavel
Clindamicina 8,9 0,3 35 +50% Aceitével
Tilosina 35,1 14 41 +25% Aceitavel
Sulfonamidas
Sulfadimetoxina 30,8 15 47 +25% Aceitavel
Sulfatiazol 33,6 1,5 44 +25% Aceitével
Sulfaquinoxalina 33,6 1,3 3,7 +25% Aceitavel
Sulfadoxina 30,8 1,5 4,7 +25% Aceitével
Sulfadiazina 39,2 34 8,6 +25% Aceitavel
Sulfisoxazole 59,8 5,0 8,4 +20% Aceitavel
Sulfametoxazol 117,3 9,5 8,1 +20% Aceitavel
Sulfametazina 76,8 3,2 4,2 +20% Aceitével
Sulfamerazina 44,6 3,0 6,7 +25% Aceitavel
Sulfaclorpiridazina 39,4 1,8 4,6 +25% Aceitavel
Sulfametoxipiridazina 40,7 2,0 49 +25% Aceitavel
Beta-lactamicos
Amoxicilina 96,7 75,4 78,0 +20% Inaceitavel
Ampicilina 116,7 206,6 177,1 +20% Inaceitéavel
Penicilina G 103,7 11,2 10,8 +20% Aceitével
Oxacilina 105,4 9,3 8,8 +20% Aceitavel
Cloxacilina 120,5 7,2 6,0 +20% Aceitavel
Dicloxacilina 65,9 4.2 6,3 +20% Aceitavel
Penicilina V 9,9 3,1 31,2 +50% Aceitavel
Nafcilina 314 0,9 2,8 +25% Aceitével
Cefazolina 53,6 33 6,2 +20% Aceitével

*Fonte: European Commission, 2002.
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Todos os analitos estudados apresentaram a

razdo dos ions dentro das faixas de
tolerancias estabelecidas pela Decisdo
2002/657/CE  (European ~ Commission,

2002), exceto a amoxicilina e a ampicilina
gue ndo apresentaram tal desempenho, pois
os coeficientes de variacdo das médias
gerais calculadas de 78 e 177,1 para a
amoxicilina e ampicilina, respectivamente,
apresentaram valores bastante superiores a
tolerancia méaxima permitida, que é de 20%.
Dessa forma, a razdo entre os ions utilizados
para esses analitos ndo demonstraram um
perfil dentro do esperado, 0 que reduz a
confiabilidade do uso dos mesmos para a
identificacdo dos analitos, quando se usa a
concentracdo de 37,5 ug.kg™ para a triagem.
Contudo, as condigBes experimentais
estabelecidas para esse método foram
consideradas satisfatérias para os demais
analitos, pois 0s picos apresentaram boa
resolucdo e o perfil, estando dentro do
esperado e cumprindo com o0s limites
maximos  estabelecidos pela  Decisdo
2002/657/CE (European Commission, 2002)

permite 0 uso das transices para a
identificacdo segura dos analitos.

Com relagdo a amoxicilina, quando usada no
pool de analitos e injetada sem a presenca de
matriz (padrdo direto), apresentou picos
cromatograficos com boa resolugdo e
intensidade de sinal. No entanto, nos
experimentos que envolveram a adicdo do
pool de analitos as amostras brancas
(presenca de matriz ovo), a amoxicilina

apresentou um  perfil  cromatografico
diferenciado para todas as transigcdes
utilizadas no processo de validacéo,

resultantes de um processo de degradacdo do
analito. Na fig. 10 é possivel verificar a
diferenca na conformagcdo do pico da
amoxicilina quando injetada no pool de
analitos, mas sem a presenca de matriz ovo e
com a presenca de matriz. Nas figs. 11 e 12
estdo apresentados 0s picos resultantes de
uma injecdo da amoxicilina sem a presenca
de matriz ovo na amostra e com a presenca
da matriz ovo demonstrando a irregularidade
do pico do analito com a presenca da matriz.

50000

Wi 5624 s
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Figura 10 — Cromatogramas das trés transi¢des da amoxicilina quando injetada no pool de analitos sem a
presenca da matriz ovo (a) e com a presenca da matriz ovo (b).
Nota: Cromatogramas extraidos diretamente do Programa Analyst, verséo 1.5.1.

W XIC of +MRM (53 pairs): 366,1/349,1 amu Expected RT: 3,9 ID: AMOX 1 from Sample 2 (P DIRETO) of FEV 10 2012 MAO 3DIA LMR.wiff (Turbo Spray. Max. 2,8e4 cps.|
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Figura 11 — Cromatogramas, nas condig¢des de trabalho da validacéo, das trés transi¢des da amoxicilina
quando injetada no pool de analitos sem a presenca da matriz ovo.
Nota: Cromatogramas extraidos diretamente do Programa Analyst, versdo 1.5.1.
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W XIC of +MRM (53 pairs): 366,1/349,1 amu Expected RT: 3,9 ID: AMOX 1 from Sample 26 (MAO 19) of OUT 21 2011 MAO 3DIA.wiff (Turbo Spray) Max. 85,4 cps.|
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Figura 12 — Cromatogramas, nas condicdes de trabalho da validacdo, das trés transi¢des da amoxicilina na
presenca de matriz ovo.
Nota: Cromatogramas extraidos diretamente do Programa Analyst, versdo 1.5.1.

O formato dos picos da amoxicilina em
amostra branca de matriz ovo adicionada de
padrdes resultou no comprometimento da
resposta deste analito ao longo de todo o
processo de validagdo. Em experimento de
validagdo de beta-lactamicos, Almeida
(2011) obteve resultados semelhantes no
perfil cromatografico da amoxicilina,
contudo, o procedimento de validacdo foi
realizado com matriz rim o que demonstra
ser um comportamento do analito
independente da matriz usada. Segundo o
autor, a diferenca no formato dos picos se
deve ao fato de que este analito possui
estabilidade relativamente baixa. Para Reyns
et al. (2008), a conversdo da amoxicilina nos
metabolitos acido amoxiléico e
dicetopiperazina-2,5-diona, principalmente
em condi¢Oes extremas de pH, pode ser uma
explicacdo. Além disso, 0 uso de solventes
organicos como acetonitrila e metanol deve
ser evitado na extragcdo da amoxicilina, pois
favorecem a degradacdo da mesma (Oka et
al., 1995). Bogialli et al. (2004), para
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extracdo da amoxicilina, utilizaram &gua a
temperatura de 65°C e pH 3, obtendo
recuperacdes de 90% para amoxicilina e
ampicilina, contudo, essas condi¢es podem
comprometer a determinacdo dos demais
beta-lactamicos.

A ampicilina ndo apresentou 0 mesmo
comportamento em seus picos
cromatograficos gerados na validacdo que
usou 0,75 da concentracdo alvo de triagem,
contudo, houve uma variacdo na intensidade
do sinal entre as amostras, em um mesmo
dia de validacdo e em diferentes momentos
do processo com grandes diferengas nas
razbes entre ions que acarretaram em alto
coeficiente de variacdo (tab. 15). Desta
forma, o coeficiente de variagdo das médias
geradas ficou fora do limite de tolerdncia
estabelecido pela Decisdo 2002/657/CE que
¢ de 20% para intensidades relativas
superiores a 50% (European Commission,
2002).



Tabela 15 — Percentual de intensidade relativa dos ions estudados para a ampicilina ao longo dos trés
diferentes momentos do processo de valida¢do — extragdo por acetonitrila

Amostras 1° momento 2° momento 3° momento
(%0) (%0) (%0)
MAO1 52,2 58,9 78,9
MAO 2 43,1 64,1 315,4
MAO 3 46,3 57,5 67,8
MAO 4 41,3 61,4 49,1
MAO 5 42,5 55,4 1310,9
MAO 6 45,1 65,8 383,5
MAO 7 45,9 60,4 212,8
MAO 8 48,0 61,8 51,3
MAO 9 459 53,7 49,6
MAO 10 51,8 52,4 50,4
MAO 11 425 52,2 53,3
MAO 12 439 54,2 163,2
MAO 13 453 54,7 45,8
MAO 14 46,3 54,5 658,8
MAO 15 47,9 52,4 237,2
MAO 16 455 56,7 457
MAO 17 38,6 54,8 48,5
MAO 18 736,8 53,6 49,5
MAO 19 41,3 48,0 355,5
MAO 20 46,9 49,8 52,9
Média Geral (%) 79,9 56,1 214,0
Desvio Padréo (%) 154,7 4,7 305,5
Coeficiente de Variacdo (%) 193,7 8,4 142,8
Tolerancias Maximas* +20% +20% +20%
Avaliacio Inaceitavel Aceitavel Inaceitavel

*Fonte: European Commission, 2002.

Nota: MAO - (Multirresiduo — Acetonitrila — Ovo) - Sigla de identificacdo do método em

validacdo/método de extragdo/matriz usada.

Momento — dias diferentes de injecdo das 20 amostras que totalizaram 60 amostras injetadas, por

procedimento de extracao.

Se reportassemos apenas os dados de razéo
entre ions do ensaio de recuperacdo do
segundo momento (segundo dia de injecdo)
teriamos valores compativeis com a
tolerdancia  estabelecida pela  Decisdo
2002/657/CE  (European  Commission,
2002). A analise da razdo entre os ions da
ampicilina  no primeiro momento da
validagdo (primeiro dia) demonstra um valor
de intensidade para a amostra 18, bem
distinta dos demais. Esse fato ndo ocorreu
no segundo momento da validagdo, mas
voltou a ocorrer no terceiro momento do
processo de validacdo o que resultou nas
respostas inaceitaveis para o primeiro e
terceiro momento e aceitavel para o segundo
momento.

A fig. 13 ilustra os cromatogramas, gerados
na condicdo de trabalho da validagéo, e os
picos cromatogréaficos da primeira transi¢do
da ampicilina nos quais € possivel verificar
pelo eixo y a variagdo significativa na
intensidade do sinal do analito.

Cada cromatograma foi gerado por
diferentes amostras (MAO 04 E MAO 18)
que faziam parte de um mesmo momento da
validacdo, composto por 20 amostras
brancas fortificadas no mesmo nivel de
concentracdo e injetadas no CL-EM/EM..
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W XIC of +MRM (53 pairs): 350,0/106,0 amu Expected RT: 5,1 ID: Ampicilina 1 from Sample 23 (MAO 18) of OUT 18 2011 MAO 1DIA.wiff (Turbo Spray)
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Figura 13 - Cromatogramas gerados por diferentes amostras, injetadas no equipamento de cromatografia
liquida acoplado a espectrometria de massas, em um mesmo dia de validacéo para a ampicilina.
Nota: Cromatogramas extraidos diretamente do Programa Analyst, versdo 1.5.1.

A analise dos resultados da ampicilina para a
validacéo realizada no valor de concentracdo
alvo de triagem demonstra adequacdo
segundo a Deciséo 2002/657/CE (European
Commission, 2002). A média geral das
respostas analiticas nos trés momentos da
validacdo foi de 40,4% com um desvio
padrdo de 3,9% e um coeficiente de variacdo
igual a 9,7%. Espera-se um valor de
tolerdncia méaxima de +25%, ou seja, para a
validagdo realizada na concentracdo de 50
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Hg.kg™ a razéo entre os fons obedeceu ao
limite de tolerancia.

Os cromatogramas apresentados a seguir
foram obtidos do Programa Analyst, versao
15.1 e representam todos os analitos
extraidos pelo &cido tricloroacético e uma
transicdo de cada analito estudado,
ilustrando os formatos dos picos e o tempo
de retencdo nas condicBes de trabalho da
validagdo. Os sinais apresentados s&o



oriundos da injecdo de uma solugdo de alvo de triagem sem a presenga de matriz

adicdo (pool dos analitos) na concentracéo 0Vvo.
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Figura 14 — Cromatogramas, nas condices de trabalho da validacao, de todos os analitos extraidos pelo
acido tricloroacético (a) e da primeira transicéo dos analitos flumequina (b), &cido oxolinico (c) e acido
nalidixico (d).
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Figura 15 - Cromatogramas nas condicfes de trabalho da validacdo da primeira transi¢do dos analitos

espectinomicina (a), enrofloxacina (b), ciprofloxacina (c) e norfloxacina (d).
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Figura 16 — Cromatogramas, nas condicdes de trabalho da validacéo, da primeira transicdo dos analitos
lincomicina (a), doxiciclina (b), tetraciclina (c) e sarafloxacina (d).
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Figura 17 — Cromatogramas, nas condigdes de trabalho da validacdo, da primeira transicdo dos analitos
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gentamicina (a), clortetraciclina (b), tobramicina (c) e oxitetraciclina (d).
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Figura 18 — Cromatogramas, nas condigdes de trabalho da validacdo, da primeira transicdo dos analitos
dihidroestreptomicina (a), neomicina (b), amicacina (c) e estreptomicina (d).
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Figura 19 — Cromatogramas, nas condigdes de trabalho da validacdo, da primeira transi¢cdo dos analitos
higromicina (a), apramicina (b), kanamicina (c) e clortetraciclina (d).

Os cromatogramas apresentados a seguir
foram obtidos do Programa Analyst, versao
1.5.1 e ilustram todos os analitos extraidos
pela acetonitrila e uma transicdo de cada
analito estudado, os formatos dos picos e 0
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tempo de retencdo nas condigdes de trabalho
da validagdo. Os sinais apresentados s&o
oriundos da injecdo de uma solugdo de
adicdo (pool dos analitos) na concentragdo
alvo de triagem.
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Figura 20 — Cromatogramas, nas condices de trabalho da validacao, de todos os analitos extraidos pela
acetonitrila (a) e da primeira transi¢do dos analitos sulfatiazol (b), sulfametoxazol (c), e sulfadiazina (d).
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Figura 21 — Cromatogramas, nas condicdes de trabalho da validacéo, da primeira transicdo dos analitos

sulfametoxipiridazina (a), sulfametazina (b), sulfisoxazole (c) e sulfamerazina (d).
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Figura 22 — Cromatogramas, nas condicdes de trabalho da validacéo, da primeira transicdo dos analitos
sulfaclorpiridazina (a), sulfadimetoxina (b), sulfadoxina (c) e sulfaquinoxalina (d).
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Figura 23 — Cromatogramas, nas condicdes de trabalho da validacdo, da primeira transicdo dos analitos
penicilina G (a), amoxicilina (b), penicilina V (c) e ampicilina (d).
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Figura 24 — Cromatogramas, nas condicdes de trabalho da validacéo, da primeira transicdo dos analitos
oxacilina (a), clindamicina (b), espiramicina (c) e nafcilina (d).
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Figura 25 — Cromatogramas, nas condicdes de trabalho da validacdo, da primeira transicdo dos analitos
cloxacilina (a), eritromicina (b), dicloxacilina (c) e cefazolina (d).
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Figura 26 — Cromatogramas, nas condigdes de trabalho da validacdo, da primeira transicdo dos analitos
tilmicosina (a), tylosina (b) e sulfafenazol (c).

Apo6s o término dos testes de otimizacdo 0s
pardmetros determinados foram fixados e
utilizados em todos 0s experimentos da
validacao.

4.2 Otimizagao dos Procedimentos
de Extracédo

Preparo da amostra

brancas,
em cada
valor que
da Decisdo
Commission,

Foram testadas 20 amostras
oriundas de lotes diferentes,
procedimento de extracdo,
contempla as premissas
2002/657/CE  (European

2002), que estabelece analise de 20 ou mais
amostras para verificagcdo da especificidade
do método. A especificidade foi analisada
para cada analito (duas ou trés transicdes),
em seus respectivos tempos de retencédo e a
média dos resultados das respostas
analiticas, vezes trés, foi utilizada para o
calculo do limite de deteccdo do método,
que sera posteriormente apresentado. Os
resultados das amostras extraidas pelo acido
tricloroacético provaram que o método foi
capaz de detectar todos os analitos sem a
ocorréncia de supressdo total ou realce no
sinal dos mesmos pela matriz, com excecéo
para o analito flumequina.  Nos
cromatogramas gerados pelas amostras
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brancas de matriz ovo extraidas pelo acido
tricloroacético foi possivel identificar um
pico com boa intensidade de sinal no tempo
de retencédo da flumequina (fig. 27).

Para as amostras brancas de matriz ovo
extraidas pela acetonitrila os resultados
apresentaram equivaléncia nula em relacéo
aos analitos, ou seja, nenhum pico foi

detectado no tempo de retencdo
correspondente a cada analito o que pode ser
observado na fig. 28. Os picos identificados
pelo tempo de retencédo se referem ao padréo
interno (sulfafenazol). Logo, a matriz ovo
ndo apresentou perfis capazes de interferir
na deteccdo dos analitos demonstrando a alta
especificidade do método em validagdo.

9476

9000

Padrédo
Interno

8500

8000

7500

7000

6500

6000

5500

5000

4500

Intensity, cps

3500

3000

2500

2000

1500

1000

500

(M\N\N !
h
L

W XIC of +MRM (46 pairs): 315,0/156,0 amu Expected RT: 6,0 ID: Sulfafenazol (PT) from Sample 7 (BROVO-5) of AGO 26 2011 MTO BRANCOS wiff (Tu.

5,86

\

\

|
Al |

Max. 9475,6 cps.

Amostra branca de
“ matriz ovo

\ TCA

/Gviﬁ/e.asJ, " \

ol
10 2,0 30 40 50

6,0
Time, min

70 80 9,0 10,0 110 12,0

Figura 27 - Cromatograma gerado pela inje¢cdo de amostra branca de matriz ovo extraida por &cido

Figura 28 - Cromatograma gerado pela injegdo de amostra branca de matriz ovo extraida por acetonitrila
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Nota: Cromatograma extraido do Programa Analyst, versdo 1.5.1.



O efeito de matriz € um pardmetro
importante a ser estudado quando se utiliza
métodos cromatograficos com detecgdo por
espectrometria de massas (Almeida, 2011).
Segundo Paschoal et al. (2008), as diversas
substancias que compdem a matriz bioldgica
podem causar supressdo na ionizacdo dos
analitos de interesse, podendo reduzir
consideravelmente a sensibilidade do
método. Apesar da Decisdo 2002/657/CE
(European  Commission,  2002) néo
mencionar este estudo, muitos autores
recomendam 0 mesmo como
complementacdo da validacdo. Segundo o
FDA (2001) e Moreira (2012), o efeito de
matriz deve ser investigado, pois coeluentes
de matrizes complexas influenciam na
ionizacdo dos analitos e, consequentemente,
na precisdo e reprodutibilidade do método,
principalmente quando sdo utilizados
padrdes externos. Para verificar o efeito de
matriz  quando se utiliza métodos
guantitativos realiza-se a comparacdo das
curvas de padrBes em solvente e curva de

extrato de matriz branca adicionada de
padrdes, contudo, para métodos qualitativos,
tais curvas nao sao realizadas.

Durante a analise dos resultados da injecéo
das amostras brancas (extracdo por acido
tricloroacético) observou-se a presenca de
um pico no tempo de retencdo da
flumequina. Tal pico interferiu no resultado
analitico da primeira transi¢do do analito. Na
tentativa de avaliar a fonte do interferente os
cromatogramas gerados pelas inje¢bes de
amostras de branco de reagente foram
analisados e pode-se observar 0 mesmo sinal
(fig. 29). Logo, a presenca deste interferente,
oriundo da solucdo de acido tricloroacético a
5%, resultou no realce do sinal analitico da
primeira transicdo da flumequina e,
consequentemente, a validacdo para essa
transicéo foi afetada. A tentativa de alterar o
tempo de retencdo para esse analito ndo foi
eficaz. Para o branco de reagentes usado na
extracdo  por  acetonitrila, nenhum
interferente foi observado (fig. 30).
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Figura 29 - Cromatograma gerado pela injegdo de uma amostra de branco reagente — extragédo por acido
tricloroacético (TCA), sem a presenca de matriz ovo e de padrdo interno.
Nota: amostra branco de reagente contém apenas reagentes, solventes e agua que séo utilizados durante o
procedimento de extracdo da amostra sem a presencga de matriz e sem fortificagdo com analitos ou padréo
interno.
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Figura 30 - Cromatograma gerado pela inje¢do de uma amostra de branco reagente — extracao por
acetonitrila (ACN), sem a presenca de matriz ovo.
Nota: amostra branco de reagente contém apenas reagentes, solventes e agua que séo utilizados durante o
procedimento de extracdo da amostra sem a presencga de matriz e sem fortificagdo com analitos ou padréo
interno.

Extracédo por TCA

Neste trabalho foram utilizadas duas rotas
para 0 processo de extracdo. A maior
dificuldade é adequar o solvente de extracao
aos analitos do grupo dos aminoglicosideos,
para os quais sdo usadas extracOes acidas. O
uso do TCA a 5% foi capaz de extrair os
analitos do grupo, mas a resposta analitica
ndo se mostrou adequada na concentracdo de
HFBA da fase movel utilizada no método
original (0,1%). Por isso, durante o0s
procedimentos  de  otimizacdo  dos
parametros instrumentais optou-se pelo uso
de uma concentragdo maior de HFBA na
fase movel (0,2%), o que resultou em
melhores respostas analiticas.

Para os procedimentos de extracdo foram
testados  diferentes procedimentos de
centrifugacdo. Foi observado que o extrato
final obtido pela extragdo por TCA
apresentava turbidez e dificuldade de se
filtrar por membrana de 0,22 um quando
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utilizada a centrifugacdo a 3000xg por 5
minutos. Com o objetivo de se obter um
extrato mais limpido foi, apds a
homogeneizacdo da amostra, extraida para
tubos de microcentrifuga Eppendorf uma
aliquota de 1,5 mL. Os tubos foram
ultracentrifugados a 14462xg por 12
minutos. Para a realizacdo do teste foram
analisadas 20 amostras brancas fortificadas
na concentragdo alvo de triagem. O
resultado desse experimento indicou que o
uso da ultracentrifugacdo proporcionou um
extrato menos turvo e mais facilmente
filtrado por membrana de 0,22 um, quando
comparado com extrato obtido pelo processo
de centrifugacéo realizado a 3000xg.

4.3  Validagéo para Método
Quialitativo

O procedimento de validagdo descrito j& tem
sido testado para métodos microbioldgicos e
seu uso pode ser considerado inédito na
metodologia de cromatografia liquida



acoplada a espectrometria de massas
sequencial (Gaugain-Juhel et al., 2009). O
limite de deteccdo, a sensibilidade e o CCg
foram avaliados durante a validacéo e serdo
descritos a seguir para cada grupo de
antibidticos.

Determinacdo do “Threshold Value”
(TvaLor) € Determinagdo do Fator de
Corte (F;)

O Tuaior (resposta analitica minima a partir da
qual é possivel detectar o analito) e o F,
(resposta analitica que indica que uma
amostra contém uma substdncia com
concentracdo igual ou superior ao nivel de

interesse) foram calculados para cada analito
e para as duas transi¢cbes de cada analito.
Foram utilizadas as areas geradas por cada
transicdo de cada analito para o célculo dos
pardmetros utilizados na validagdo (item
1.1.5).

Os resultados obtidos para as duas transi¢coes
(identificagdo e confirmacdo) de cada analito
a partir das injecfes dos extratos das
amostras fortificadas para a extracdo por
acido tricloroacético, nos dois niveis de
concentracdo alvo de triagem, encontram-se
nas tabelas abaixo (tabs. 16 e 17) e as
interpretacbes  dos  resultados  serdo
apresentadas por grupo de antimicrobianos.

Tabela 16 - Valores de T or € F¢ para os analitos extraidos por acido tricloroacético validados em 0,75 da

concentragdo alvo de triagem

Avaliacdo de Fc e

Grupo Analitos Transicéo Tvalor F. T
Valor

Espectinomicina v 1.23E+02 6.05E+04 Fe> Tvalor

p 22 4.63E+01 3.35E+04 FC > Tvaior

. 12 3.81E+01 9.04E+03 FC > Tvalor

Estreptomicina 22 1.68E+01 5.57E+03 FC > Tyair

. . 12 3.07E+02 4.62E+04 FC > Tvaior

Dihidroestreptomicina 2 1 03E+02 1.38E+04 Fc > Tyaor

Kanamicina 12 9.34E+02 7.26E+03 FC > Tvalor

8 2 1.38E+02 3.26E+03 FC > Tvaior

= . 12 4.98E+03 2.08E+04 FC > Tvaor
w

8 Gentamicina 2 5.09E+03 1.16E+04 Fc > Tvator

=3 - 12 5.50E+03 3.94E+03 FC < Tvator
o

£ Neomicina 28 1.58E+03 8.16E+02 F < Tyaor

g Apramicing 12 9.52E+02 1.32E+04 FC > Tvaior

22 2.93E+03 1.16E+04 FC > Tvaor

Hiaromicing 12 6.25E+01 7.58E+03 FC > Tyaor

9 22 2.46E+01 3.41E+03 FC > Tvaior

Amicacing 12 1.48E+03 3.64E+04 FC > Tvalor

2a 5.09E+02 8.73E+03 FC > Tvaor

.. 12 3.32E+03 1.42E+04 Fc > Tvalor

Tobramicina 2a 1.43E+04 9.49E+02 Fc < Tvalor

_ . 12 2.25E+02 1.29E+05 FC > Tvalor

Lincomicina 28 2.97E+01 1.00E+04 Fc > Tyaor

. - 12 1.58E+02 8.54E+04 FC > Tvalor

Oxitetraciclina 22 4.66E+01 4.08E+04 Fe > Tyaor

_ - 12 1.50E+01 1.19E+04 FC > Tvaor

§ § Clortetraciclina 22 6.70E+00 1.05E+04 Fe > Tyaior

D = - 12 1.83E+02 2.64E+05 Fc>T

23 Valor

Tetraciclina 2 2.29E+02 7.03E+04 F& > Tyaor

Dox|c|c||na 13 917E+01 994E+04 FC > TVa|or

23 102E+02 183E+04 FC > TVa|or
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Cont. tabela 16

Norfloxacina ;: 13;5:8% igégigg Eﬁ z RZ:Z:
Ciprofioxacina R 1 v e
§ Enrofloxacina %2 éégg:gi %85:82 IEE : R::::
é Sarafloxacina ;Z ;g;g:gi éi?gigi Eﬁ z R::Z:
& Acido Oxolinico . S eoEa0s S SoE08 s RZ:T
Acido Nalidixico 2 Loreer  amEeod  FooTem
Flumeaing O v 7 SRS o

Nota: F. — Fator de Corte ou Cutt-off Factor; T, - Threshold Value

Tabela 17 - Valores de T € F. para os analitos extraidos por acido tricloroacético validados na
concentragdo alvo de triagem

Avaliagdo de F . e

Grupo Analitos Transicéo T valor Fe T
Valor
Espectinomicina ¢ 1.72E+02 8.54E+04 FE> Tvalor
P 2 4.63E+01 5.48E+04 FC > Tyaior
Estreptomicina v 3.81E+01 4.75E+04 FC > Tvaor
P 2 1.68E+01 1.80E+04 FC > Tyaior
. .. 18 3.07E+02 1.32E+05 Fc > Tvajor
Dihidroestreptomicina % 1.03E+02 4 61E+04 Fe > Tuaer
Kanamicina 18 9.34E+02 2.63E+04 Fc > Tvaior
§ 28 1.38E+02 1.11E+04 Fc > Tvajor
g Gentamicina 18 5.09E+03 1.87E+05 Fc > Tvalor
§ 28 4.98E+03 1.56E+05 Fc > Tyvaior
=) .. 18 5.50E+03 9.14E+04 Fc > Tvalor
o

2 Neomicina 2 1.58E+03 2 50E+04 FC > Tyaior
g Apramicina 12 9.46E+02 9.63E+04 FC > Tvator
28 2.93E+03 8.07E+04 Fc > Tvajor
Higromicina ¢ 6.01E+01 3.76E+04 Fe > Tvalor
9 22 7.14E+00 1.93E+04 FC > Tvalor
Amicacina 18 1.48E+03 1.09E+05 Fc > Tvaior
28 5.09E+02 3.48E+04 Fc > Tvajor
L. 18 1.43E+04 4 A7E+05 Fc > Tvaior
Tobramicina 22 3.34E+03 1.42E+05 FC > Tvaior
Lincomicina ¢ 2.28E+02 6.51E+05 Fe > Tvalor
28 3.07E+01 5.39E+04 Fc > Tvajor
. - 18 1.48E+02 2.62E+05 Fc > Tvaior
Oxitetraciclina 2 6.42E+01 1.32E+05 FC > Tvator
_ - 1@ 1.50E+01 4,35E+04 Fc > Tvalor
§ § Clortetraciclina o8 6.70E+00 3.56E+04 FC > Tyaior

T = - 18 2.03E+02 8.00E+05 Fc>T
2S5 Valor
Tetraciclina 2 2 89E+02 1.89E+05 Fe > Tyaor
Doxiciclina ¢ 9.17E+01 3.05E+05 Fe > Tvalor
22 1.02E+02 5.90E+04 Fc > Tvajor
. 18 1.88E+02 1.36E+04 Fc > Tvalor
g Norfloxacina 2 4536401 3.36E403 Fe > Tyaor
<_g Ciprofloxacina 18 3.28E+02 1.03E+04 Fc > Tvaior
£ P 2 3.21E+01 8.24E+03 Fc > Tvalor
o . 12 2.01E+02 1.09E+04 Fc > Tvalor
Enrofloxacina o8 7 25E+01 2 83E+03 Fc > Tyaior
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Cont. tabela 17

Quinolonas

Sarafloxacina ¢ 131E+02 1.66E+04 FE> Tvalor

22 2.08E+01 836.78 Fc > Tvaior

L meE e e

Acido Nalidixico ;: ié;g:g; iggg:gj Eg z RZ:Z:
a

Flumequine 2 imem 174 Fo T

Nota: F. — Fator de Corte ou Cutt-off Factor; T, - Threshold Value

Aminoglicosideos e Lincosamidas

Apenas a neomicina do grupo dos
aminoglicosideos e a lincomicina do grupo
das  lincosamidas  apresentam LMR
estabelecido de 500 pg.kg™ e 50 pg.kg™,
respectivamente  (Codex  Alimentarius
Commission, 2011; Comunidade Econdmica
Europeia, 2010). O nivel de concentracao
alvo para a validacdo dos aminoglicosideos
foi de 375 e 500 upg.kg™, com excecdo da
kanamicina que foi validada na concentracéo
de 37,5 e 50 pg.kg™. J4 o procedimento de
validagdo para a lincomicina foi realizado
nos valores de 0,75 do LMR estabelecido
(37,5 pg.kg™) e no valor do LMR (50 pg.kg

1).

Os analitos que apresentaram resultados
insatisfatérios, na validacdo realizada em
0,75 da concentragdo alvo de triagem (375
ng.kg™), foram a neomicina, pois os valores
de F. calculados sdo menores que os valores
de T (Fc < Tyaor) para as duas transicdes e a
tobramicina que apresentou resultado
insatisfatério para a segunda transicdo
pesquisada. Neste caso, se for usada na
rotina do método a concentracdo de 375
Hg.kg™, para a neomicina ndo sera confiavel
a identificacdo e confirmacdo, ja para a
tobramicina a transicdo que apresentou
resultado dentro do esperado poderd ser
usada como identificadora da presenca ou
ndo do analito, sem ser possivel confirmar
sua presenca por esse metodo.

Tetraciclinas

As tetraciclinas foram validadas na
concentracdo de 300 (0,75 da concentragdo
alvo de triagem) e 400 pg.kg® (Codex
Alimentarius Commission, 2011) mesmo néo
sendo recomendado o uso de doxiciclina
para poedeiras. As 60 amostras analisadas
para cada nivel de concentragdo validado
apresentaram resultados satisfatérios para
todos os analitos estando os valores de F;
acima do Ty em todas elas. Estes
resultados significam que o CCg de todos os
analitos estdo abaixo dos niveis de
concentracdo testados durante a validacao.

Quinolonas

O uso de enrofloxacina e de flumequina ndo
¢ indicado para poedeiras e 0s demais
analitos do grupo ndo possuem limite
estabelecido. A partir dai usou-se o valor de
10 ug.kg® como concentracdo alvo de
triagem, conforme disposto no item 1.1.4.

Para as quinolonas o0s  resultados
encontrados, quando se utilizou a
concentragdo de 7,5 ug.kg'l, foram

satisfatorios para a maioria dos analitos
pesquisados estando o CCg abaixo do nivel
validado, exceto para a primeira transicdo da
flumequina. Para as amostras fortificadas no
valor do nivel de interesse os resultados
foram muito satisfatorios, pois o CCy ficou
abaixo do nivel validado para todos os
analitos, exceto para a primeira transicao da
flumequina que apresentou  resultado
insatisfatorio novamente. Esse fato ocorreu
por haver um interferente do TCA que
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apresenta massa e tempo de retencdo
semelhantes ao da primeira transicdo da
flumequina, como discutido anteriormente.

Na validacdo que foi realizada no valor do
LMR ou do nivel de concentracdo alvo dos
analitos todos os resultados foram
satisfatorios, com o CCg abaixo dos valores
utilizados neste experimento (F. > Tvajor)-

Tabela 18 - Valores de Ty, € F. para os analitos

concentracdo alvo de triagem

Para o procedimento de extracdo realizado
com acetonitrila, os resultados obtidos para
as duas transicbes de cada analito
encontram-se nas tabs. 18 e 19. Da mesma
forma, a analise e interpretacdo dos
resultados serdo realizadas por grupo de
antimicrobianos.

extraidos por acetonitrila validados em 0,75 da

Avaliagdo de F e

Grupos Analitos Transicéo Tvalor Fc

TVanr
e 12 1.29E+02 2.67E+04 Fc > Tvator
Sulfadiazina o8 1.16E+02 1.03E+04 FC > Tvaior
. 1@ 3.72E+02 1.74E+04 Fc > Tvaior
Sulfatiazol 02 2.87E+02 5.83E+03 F& > Tyaor
A 12 1.09E+02 3.74E+03 Fc > Tvalor
Sulfametazina o8 1.65E+02 2 67E+03 FC > Tyaior
. 12 1.86E+02 4.95E+04 Fc > Tvaior
Sulfametoxipiridazina 2 1 43E+02 2 01E+04 FC > Tyuer
" . 12 1.09E+03 2.98E+05 Fc > Tvalor
._(95 Sulfadoxlna 2a 2.07E+0?2 9.03E+04 Fc> TVanr

£ ) . 12 5.54E+02 4.24E+04 Fc>Ty
g alor
E Sulfaquinoxalina 02 1.73E+02 1.44E+04 FC > Tyaor
= 1@ 1.05E+03 2.47E+04 Fc > Tvaior
Z Sulfametoxazol 02 3.16E+02 2.83E+04 F& > Tyaor
L 1@ 3.45E+01 1.67E+04 Fc > Tyalor
Sulfaclorpiridazina 2 3.93E+02 6.41E+03 Fe > Tyaior
. 12 1.25E+02 3.58E+04 Fc > Tvalor
Sulfisoxazole 02 1.37E+02 2.16E+04 Fe > Tyaor
. . 12 1.09E+03 2.98E+05 Fc > Tvalor
Sulfadimetoxina 2 2 07E+02 9.04E+04 Fe > Tyaor
Sulfamerazina ¢ 9.46E+01 8.18£+03 Fe > Tvalor
28 1.46E+02 1.66E+04 Fc > Tvajor
Eritromicina 12 1.60E+01 1.20E+05 Fc > Tvalor
28 7.17E+00 6.12E+04 Fc > Tvajor

. - 1@ 1.30E+02 8.85E+04 Fc>T
® Valor
2 % Espiramicina 2a 5.59E+01 5.81E+04 FC > Tvaior
§ = Tilmicosina 12 0.00E+00 4.58E+05 Fc > Tvaior
g s 28 0.00E+00 2.71E+05 Fc > Tvajor
2= . 12 1.12E+01 1.39E+06 Fc > Tvajor
= o Tilosina

28 1.73E+01 4,79E+05 Fc > Tvaior
. L. 12 5.40E+01 2.49E+06 Fc > Tvaior
Clindamicina 02 2.01E+01 2.18E+05 FC > Tyaor
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Cont. tabela 18

Beta-lactamicos

- 0 2.07E+01 1.61E+03 FC> Tvanr
Penicilina V 28 3.50E+401 5.69E+01 FC > Tyaior
P 13 394E+01 210E+03 Fc > TVa|or
Penicilina G 2 3.79E+01 1.97E+03 Fe > Tyaor
- 1 5.21E+02 1.24E+04 FC < Tyaior
Amoxicilina 2 1.10E+03 -2.78E+03 Fe < Tyaor
— 1 2.34E+01 20.58E+02 Fe < Tyaor
Ampicilina 2 1.52E+01 1.03E+03 FC > Tyaior
R 1 6.42E+00 3.27E+03 FC> Tyair
2 5.89E+01 3.23E+403 FC > Tyaior

Cloxacilina ¢ 3.57E+01 8.85£+03 FE> Tvalor
22 6.04E+01 4.40E+03 Fc > Tvaior

. 12 1.94E+02 3.27E+04 Fc > Tvaior
NaFcilina 2 2.73E+03 1.04E+04 Fe > Tyaor
S 1 3.09E+01 747E+02 FC> Tyair
22 3.48E+02 4. 50E+02 Fc > Tvaior

. 18 7.69E+00 4,48E+03 Fc > Tvaior
Cefazolina 2 1.03E+02 2.34E+03 FC > Tyaior

Nota: F. — Fator de Corte ou Cutt-off Factor; T, - Threshold Value

Tabela 19 - Valores de T, € F. para os analitos extraidos por acetonitrila validados na concentracéo
alvo de triagem

Avaliacdo de . e

Grupos Analitos Transicao Tvalor Fe Tvalor
a
s lme e oo
a
Sulfatiazol ;a %Eigﬁ iég;gj Eﬁ i RZ:Z:
a
Sulfametazina ;a 122;83 3(5)3382 Ez : RZ:Z:
Sulfametoxipiridazina ;Z ijgg:g; ggggigj IEE Z R::::
é Sulfadoxina ;: ;835:82 igégigg Ei z RZ:Z:
:_E Sulfaquinoxalina ;Z i?gg:gg giggigj IEE : R::::
-_— a
& Sulfametoxazol ;a éggg:gg gg;g:gj Ez z RZ:Z:
Sulfaclorpiridazina ;Z gggg:gé gggggg Ez : R::::
a
o oo auea ot
a
Sulfadimetoxina ;a ;8?;:82 igégigg Ez : RZ:Z:
Sulfamerazina r JavEror S ooioa oo
2a 1.46E+02 3.60E+04 Fc > Tvaior
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Cont. tabela 19

S g 1.60E+01 T11E+05 FC> Tvanr
2 7.17E+00 4.71E+04 FC > Tyaior

. 1 1.30E+02 1.69E+05 FcoT
® Valor
2 & Espiramicina 22 5.59E+01 1.15E+05 FC > Tuair
88 1 0.00E+00 8.41E+04 FC> Tyaior
5 2 0.00E+00 5.06E+04 F& > Tyaor
85 oo 1 1.12E+01 1.59E+06 FC> Tyaior
22 1.73E+01 6.48E+05 Fc > Tyaior
... 1 5.40E+01 2.27E+06 FC> Tyaor
Clindamicina 2 2.01E+01 2.13E405 F& > Tyaor
- 1 2.07E+01 3.60E+03 FC> Tuaior
Penicilina V o8 3.50E+01 3.02E+02 FC > Tyaior
- 1 3.94E+01 5.50E+03 FC> Tuaior
Penicilina G 2 3.79E+01 5.57E+03 Fe > Tyaor
PR 1 521E+02 1.47E+03 FC> Tyaor
22 1.10E+03 -5.22E+02 Fc < Tvalor
2 _— 1@ 2.34E+01 1.59E+03 Fc > Tvator
£ Ampicilina 2 1.52E+401 656.50 FC > Tyapr
5 R 1 6.42E+00 4.75E+03 FC> Tyaor
g 2 5.80E+01 A.77E+03 F& > Tyaor
& . 1 3.57E+01 1.64E+04 FC> Tyaior
2 Cloxacilina o8 6.04E+01 1.92E+04 FC > Tvaior
” 1 1.04E+02 5.10E+04 FC> Tyaor
NaFcilina 2 2.73E+03 1.59E+04 Fe > Tyaor
S 1 3.00E+01 5.86E+03 FC> Tyaor
22 3.48E+02 3.57E+03 FC > Tyaior
. 12 7.69E+00 -3.60E+02 Fc < Tvalor
Cefazolina 2 1.03E+02 -2.67E+02 Fe < Tyapr

Nota: F. — Fator de Corte ou Cutt-off Factor; T, - Threshold Value

Sulfonamidas e Macrolideos

Os resultados obtidos para a extragdo com
ACN foram satisfatorios, nas amostras
fortificadas em 0,75 do LMR ou no nivel de
interesse (7,5 e 10 ug.kg™, respectivamente)
para todos os analitos do grupo das
sulfonamidas e dos macrolideos. Desta
forma, o CCy estimado ficou abaixo dos
niveis utilizados, pois todos os F. foram
maiores que 0 Tyaor-

Beta-lactamicos e Cefazolina

De todos os analitos pesquisados, com
excecdo da amoxicilina (para as duas
transicbes) e da ampicilina (primeira
transicdo), pois os valores de F. sdo menores
que 0 Ty, 0 Nivel de concentracdo de 37,5
ng.kg® foi validado com sucesso. Na
avaliacdo das 60 amostras fortificadas no
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nivel de interesse (50 pg.kg™) apenas a
segunda transi¢do da amoxicilina apresentou
resultado insatisfatorio, com o valor de F,
menor que o valor de T encontrado.

A analise dos resultados das amostras
fortificadas no nivel de interesse (50 pg.kg™)
para a cefazolina demonstrou uma reducéo
significativa dos sinais do analito o que
resultou em um valor de F; inferior ao Tyaor.
Contudo, no procedimento realizado em
0,75 desse valor os resultados encontrados
foram satisfatérios, permitindo, assim, o seu
uso na rotina de analises do laboratorio.
Cabe ressaltar que novas pesquisas com
valores de concentracdo superiores as
testadas deverdo ser executadas pelos
técnicos do laboratério nas anélises de rotina
com o objetivo de verificar o perfil das
respostas analiticas para a cefazolina.



Limite de
Sensibilidade

Deteccdo (LD) e

Os limites de detecgdo e a sensibilidade para
todos os analitos extraidos pelo &cido
tricloroacético a 5% (TCA) na validagdo
executada no nivel de 0,75 da concentragdo
alvo de triagem e no nivel da concentracdo

alvo de triagem (item
apresentados nas tabelas seguintes e
discutidos  posteriormente. Os valores
obtidos para cada parametro foram
calculados com base nas equacgdes
apresentadas no item 1.1.5 (Gaugain-Juhel et
al., 2010).

1.1.4) serdo

Tabela 20 - Limite de deteccdo e sensibilidade das duas transi¢des dos analitos do grupo dos
aminoglicosideos e da lincomicina validados nos dois niveis de concentracdo alvo de triagem

12 Transicdo

0,75 x Concentragéo Alvo

Concentracéo Alvo

Analito (ngTkDg 2 Sensibilidade (%) (ngTkDg 4 Sensibilidade (%)
Espectinomicina <1 100 <1 95
Estreptomicina <1 100 <1 100
Dihidroestreptomicina <1 100 <1 100
Kanamicina 1,56 100 <1 100
Gentamicina 23,38 100 4,68 100
Neomicina 38,03 100 6,22 100
Apramicina 31,43 100 7,60 100
Higromicina <1 100 <1 100
Amicacina 8,04 100 3,71 100
Tobramicina 27,82 100 5,18 100
Lincomicina <1 100 <1 100

28 Transicao
0,75 x Concentracéo Alvo Concentracao Alvo

Analito (ngTkDg . Sensibilidade (%) (uglfl% 5 Sensibilidade (%)
Espectinomicina <1 100 <1 100
Estreptomicina <1 100 <1 100
Dihidroestreptomicina <1 100 <1 95
Kanamicina 1,12 100 4,87 100
Gentamicina 17,90 100 5,44 100
Neomicina 46,69 100 6,91 100
Apramicina 22,60 100 5,22 95
Higromicina 1,46 100 <1 100
Amicacina 6,09 100 3,29 100
Tobramicina 1676,55 100 7,01 100
Lincomicina <1 100 <1 100
Nota: LD - limite de detec¢do; Os resultados calculados de LD que apresentaram valores inferiores a 1

(um) pg.kg™ foram apresentados pelo simbolo (<) seguido de 1.

Os limites de deteccdo para 0s
aminoglicosideos  foram calculados e
variaram de 0,04 a 3803 pgkg’
(neomicina) para a primeira transicdo e de

0,04 a 1676,55 ug.kg™ (tobramicina) para a

segunda transicdo na validagdo em 0,75 da
concentragdo alvo de triagem. Para a
validacdo realizada na concentracéo alvo de
triagem os limites de deteccdo variaram de
0,01 a 7,60 ug.kg™ (apramicina) e de 0,13 a
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7,01 pg.kg™? (tobramicina). A sensibilidade
do método variou de 95% a 100% para todos
os analitos do grupo estando, dessa forma,
dentro do esperado, que deve ser igual ou

superior a 95% para que o CC; esteja abaixo
do nivel de concentracdo testado e, com isso,
0 numero de falso-negativo seja inferior a
5% (Gaugain-Juhel et al., 2009).

Tabela 21 - Limite de detecgdo e sensibilidade das duas transi¢fes dos analitos do grupo das tetraciclinas
validados nos dois niveis de concentragdo alvo de triagem

12 Transicio

0,75 x Concentragéo Alvo

1 x Concentracgéo Alvo

Analito (uglfIZJ 5 Sensibilidade (%) (pglfg . Sensibilidade (%)
Oxitetraciclina <1 100 <1 100
Tetraciclina <1 100 <1 100
Clortetraciclina <1 100 <1 100
Doxiciclina <1 100 <1 100

28 Transicao
0,75 x Concentracéo Alvo 1 x Concentracéo Alvo

Analito (ngTkDg 4 Sensibilidade (%) (pglfg 2 Sensibilidade (%)
Oxitetraciclina <1 100 <1 100
Tetraciclina 1,08 100 <1 100
Clortetraciclina <1 100 <1 100
Doxiciclina 7,36 100 <1 100
Nota: LD - limite de detec¢do; Os resultados calculados de LD que apresentaram valores inferiores a 1

(um) pg.kg™ foram apresentados pelo simbolo (<) seguido de 1.

Para os analitos do grupo das tetraciclinas os
limites de deteccdo para a primeira transicdo
variaram de 0,13 a 0,38 pg.kg'1 na validacéo
gue usou o valor de 0,75 da concentracio
alvo e de 0,06 a 0,15 pg.kg™ quando se usou
o valor da concentracdo alvo Para a segunda
transicdo os valores variaram de 0,10 a 7,36

ug.kg? e de 005 a 056 pg.kg?

respectivamente.

A sensibilidade foi calculada para todos os
analitos nos dois niveis de validacdo e todos
os resultados encontrados estdo em de
acordo com o esperado (> 95%).

Tabela 22 - Limite de deteccdo e sensibilidade das duas transi¢des dos analitos do grupo das quinolonas
validados nos dois niveis de concentragdo alvo de triagem

12 Transicao

0,75 x Concentragéo Alvo

1 x Concentragéo Alvo

Analito (uglfIZJ 5 Sensibilidade (%) (uglfIZJ 5 Sensibilidade (%)
Norfloxacina <1 100 <1 100
Ciprofloxacina <1 100 <1 100
Enrofloxacina <1 100 <1 100
Sarafloxacina <1 100 <1 100
Acido oxolinico <1 100 <1 100
Acido Nalidixico <1 100 <1 100
Flumequina 7,88 100 <1 100
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Cont, tabela 22

28 Transicao

0,75 x Concentragao Alvo

1 x Concentragdo Alvo

Analito (pglfg . Sensibilidade (%) (uglfIZJ 5 Sensibilidade (%)
Norfloxacina <1 100 <1 100
Ciprofloxacina <1 100 <1 100
Enrofloxacina <1 100 <1 100
Sarafloxacina <1 100 <1 100
Acido oxolinico <1 100 <1 100
Acido Nalidixico <1 100 <1 100
Flumequina 20,48 100 <1 100
Nota: LD - limite de detec¢do; Os resultados calculados de LD que apresentaram valores inferiores a 1

(um) pg.kg™ foram apresentados pelo simbolo (<) seguido de 1.

O limite de detecgdo para as quinolonas foi
calculado para os dois niveis de validagdo
(0,75 e concentracdo alvo de triagem) e
variou, para a primeira transicdo de 0,06 a
7,88 pg.kg™® (flumequina) e de 0,04 a 20,48
ng.kg? (flumequina), respectivamente. E
para a segunda transicdo os valores ficaram
entre 0,04 a0,44 pg.kg™ e entre 0,03 a 0,15
ng.kg™. Para todos os analitos do grupo,
independente da concentracdo alvo de

triagem usada, a sensibilidade encontrada foi
de 100%.

Para os analitos extraidos pelo ACN o0s
limites de deteccdo e a sensibilidade para
cada transicdo nos dois niveis de
concentracdo alvo de triagem (0,75 da
concentracdo e na concentracdo alvo) serdo
apresentados a seguir.

Tabela 23 - Limite de deteccdo e sensibilidade das duas transi¢fes dos analitos do grupo das sulfonamidas
validados nos dois niveis de concentragdo alvo de triagem

12 Transicao

0,75 x Concentragéo Alvo

1 x Concentragdo Alvo

Analito (“g'jkDg 2 Sensibilidade (%) (ngTkDg 4 Sensibilidade (%)
Sulfadiazina <1 100 <1 100
Sulfatiazol <1 100 <1 100
Sulfametazina <1 100 <1 100
Sulfametoxipiridazina <1 100 <1 100
Sulfadoxina <1 100 <1 100
Sulfaguinoxalina <1 100 <1 100
Sulfametoxazol <1 95 <1 100
Sulfaclorpiridazina <1 100 <1 100
Sulfisoxazole <1 100 <1 100
Sulfadimetoxina <1 100 <1 100
Sulfamerazina <1 100 <1 100

22 Transicao

0,75 x Concentracéo Alvo

1 x Concentragao Alvo

. LD A LD .
Analito g Sensibilidade (% g Sensibilidade (%
(hg-kg™) (%) (bg-kg™) (%)
Sulfadiazina <1 100 <1 100
Sulfatiazol <1 90 <1 100
Sulfametazina <1 100 <1 100
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Cont. tabela 23

Sulfametoxipiridazina <1
Sulfadoxina <1
Sulfaquinoxalina <1
Sulfametoxazol <1
Sulfaclorpiridazina <1
Sulfisoxazole <1
Sulfadimetoxina <1
Sulfamerazina <1

100
100
100
100
100
100
100
100

<1 100
<1 100
<1 100
<1 100
<1 100
<1 100
<1 100
<1 100

Nota:

LD - limite de deteccéo; Os resultados calculados de LD que apresentaram valores inferiores a 1

(um) pg.kg™ foram apresentados pelo simbolo (<) seguido de 1.

Os limites de deteccdo calculados em ambos
0s procedimentos de validagdo foram
inferiores a 1 pg.kg' para todas as
sulfonamidas e a sensibilidade do método
para as duas transi¢cbes nos dois niveis de
validacdo estdo de acordo com o valor
esperado que deve ser superior a 95%
(Gaugain-Juhel et al., 2009), com excec¢do
da sensibilidade encontrada para a 22

transicho do sulfatiazol em 0,75 da
concentragdo alvo de triagem ou 7,5 ug.™”
que apresentou resultado igual a 90% abaixo
do valor esperado. Contudo, uma Unica
transicdo com sensibilidade > 95% pode
garantir uma capacidade de deteccdo
suficiente para o analito e direcionar a
amostra para a confirmacao.

Tabela 24 - Limite de detec¢do e sensibilidade das duas transi¢des dos analitos do grupo dos macrolideos
e para a clindamicina validados nos dois niveis de concentragdo alvo de triagem

12 Transicao

0,75 x Concentracéo Alvo

1 x Concentragao Alvo

Analito (ngTkDg 4 Sensibilidade (%) (ngTkDg 4 Sensibilidade (%)
Eritromicina <1 100 <1 100
Espiramicina <1 100 <1 100
Tilmicosina <1 100 <1 100
Tilosina <1 100 <1 100
Clindamicina <1 100 <1 100

22 Transicao
0,75 x Concentragéo Alvo 1 x Concentragéo Alvo
(uglfIZJ 4 Sensibilidade (%) (uglfIZJ 5 Sensibilidade (%)
Eritromicina <1 100 <1 100
Espiramicina <1 100 <1 100
Tilmicosina <1 100 <1 100
Tilosina <1 100 <1 100
Clindamicina <1 100 <1 100

Nota:

LD - limite de deteccéo; Os resultados calculados de LD que apresentaram valores inferiores a 1

(um) pg.kg™ foram apresentados pelo simbolo (<) seguido de 1.

Os resultados encontrados para todos o0s
analitos do grupo dos macrolideos e para a
clindamicina apresentaram limites de
deteccdo inferiores a 1 pg.kg™.
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Com relacdo a sensibilidade todos o0s
analitos apresentaram resultados acima do
valor esperado (95%) para ambas as
transigoes.



Tabela 25 - Limite de deteccdo e sensibilidade das duas transicBes dos analitos do grupo dos beta-

lactamicos validados nos dois niveis de concentracdo alvo de triagem

12 Transigdo

0,75 x Concentragdo Alvo

1 x Concentracdo Alvo

LD

LD

Analito (ug.ka) Sensibilidade (%) (g.kg™) Sensibilidade (%)
Penicilina V <1 100 <1 100
Penicilina G <1 100 <1 100
Amoxicilina 1,15 - 2,55 100
Ampicilina <1 - <1 100
Oxacilina <1 100 <1 100
Cloxacilina <1 100 <1 100
Nafcilina <1 100 <1 100
Dicloxacilina <1 100 <1 100
Cefazolina <1 100 <1 100

28 Transigdo
0,75 x Concentragdo Alvo 1 x Concentragéo Alvo
(ugITEg 2 Sensibilidade (%) (pglfg - Sensibilidade (%)

Penicilina V <1 100 1,76 100
Penicilina G <1 100 <1 100
Amoxicilina 3,17 - 12,05 -
Ampicilina <1 100 <1 100
Oxacilina <1 100 <1 100
Cloxacilina <1 100 <1 100
Nafcilina 1,59 100 2,35 100
Dicloxacilina 1,34 100 2,10 100
Cefazolina <1 100 2,98 100

Nota: LD - limite de detec¢do; Os resultados calculados de LD que apresentaram valores inferiores a 1
(um) pg.kg™ foram apresentados pelo simbolo (<) seguido de 1.

Para os analitos do grupo dos beta-
lactamicos a validacdo realizada em 0,75 da
concentracdo alvo de triagem ndo apresentou
resultados satisfatérios para a amoxicilina e
a ampicilina. Devido ao valor negativo de F,
encontrado para esses analitos o teste de
sensibilidade do método ndo foi realizado,
com excecdo da 22 transicdo da ampicilina
que apresentou resultado satisfatorio para a
sensibilidade e, com isso, pode ser usada
para a triagem do analito se for usada na
rotina das anélises o valor de 37,5 ug.kg™
para a triagem.

O teste de sensibilidade do método néo foi
realizado para a segunda transicdo da
amoxicilina quando foi utilizada a

concentracdo de 50 pg.kg? pelo mesmo
motivo exposto anteriormente. Para 0sS
demais analitos e para a primeira transicdo
da amoxicilina, o0s resultados de
sensibilidade encontrados foram
satisfatorios.

A compilacdo dos resultados de todos os
analitos  validados nos valores de
concentracdo alvo de triagem esta disposta
na tab. 26.
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Tabela 26 - Resultados encontrados para os analitos na validacdo realizada na concentracdo alvo de
triagem

12 Transi¢do 22 Transicdo
Analito F/ LD Sensib LD Sensib.

TwB | 9 | okg?y) | @) | FMTeeB | € | qgigh | o)
Espectinomicina Fc> Tyar | <Cval <1 95 Fc > Tyar | <Cval <1 100
Estreptomicina FC> Tyaor | <Cval <1 100 FC > Tyaor | <Cval <1 100
Dihidroestreptomicina | Fc > Ty | <Cval <1 100 Fc > Tyar | <Cval <1 95
Kanamicina FC> Tyaor | <Cval <1 100 Fc > Tyaor | <Cval 4,87 100
Gentamicina FC> Tyaor | <Cval 4,68 100 FC > Tyaor | <Cval 5,44 100
Neomicina Fc > Tyaor | <Cval 6,22 100 Fc > Tyar | <Cval 6,91 100
Apramicina FC> Tyaor | <Cval 7,60 100 FC > Tyaor | <Cval 5,22 95
Higromicina FCc > Tyaior | <Cval <1 100 Fc > Tyar | <Cval <1 100
Amicacina Fc > Tyaor | <Cval 3,71 100 Fc > Tyar | <Cval 3,29 100
Tobramicina FC> Tyaor | <Cval 5,18 100 FC > Tyaor | <Cval 7,01 100
Lincomicina Fc > Tyaor | <Cval <1 100 Fc > Tyar | <Cval <1 100
Oxitetraciclina FC> Tyaor | <Cval <1 100 Fc > Tyaor | <Cval <1 100
Clortetraciclina Fc > Tyaor | <Cval <1 100 Fc > Tyaor | <Cval <1 100
Tetraciclina Fc > Tyaor | <Cval <1 100 Fc > Tyar | <Cval <1 100
Doxiciclina Fc > Tyaor | <Cval <1 100 Fc > Tyaor | <Cval <1 100
Norfloxacina FCc > Tyaor | <Cval <1 100 Fc > Tyar | <Cval <1 100
Ciprofloxacina Fc > Tyaor | <Cval <1 100 Fc > Tyaor | <Cval <1 100
Enrofloxacina Fc > Tyaor | <Cval <1 100 Fc > Tyaor | <Cval <1 100
Sarafloxacina Fc > Tyaor | <Cval <1 100 Fc > Tyaor | <Cval <1 100
Acido Oxolinico Fc > Tyaor | <Cval <1 100 Fc > Tyaor | <Cval <1 100
Acido Nalidixico Fc > Tyaor | <Cval <1 100 Fc > Tyaor | <Cval <1 100
Flumequina Fc<B >Cval <1 100 Fc > Tyar | <Cval <1 100
Sulfadiazina FC> Tyaor | <Cval <1 100 FC > Tyaor | <Cval <1 100
Sulfatiazol FCc > Tyaor | <Cval <1 100 Fc > Tyar | <Cval <1 100
Sulfametazina Fc > Tyaor | <Cval <1 100 Fc > Tyaor | <Cval <1 100
Sulfametoxipiridazina FC> Tyaor | <Cval <1 100 FC > Tyaor | <Cval <1 100
Sulfadoxina Fc > Tyaor | <Cval <1 100 Fc > Tyar | <Cval <1 100
Sulfaquinoxalina FC> Tyaor | <Cval <1 100 Fc > Tyaor | <Cval <1 100
Sulfametoxazol FC> Tyaor | <Cval <1 100 FC > Tyaor | <Cval <1 100
Sulfaclorpiridazina Fc > Tyaor | <Cval <1 100 Fc > Tyaor | <Cval <1 100
Sulfisoxazole FC> Tyaor | <Cval <1 100 FC > Tyaor | <Cval <1 100
Sulfadimetoxina FCc > Tyaor | <Cval <1 100 Fc > Tyar | <Cval <1 100
Sulfamerazina Fc > Tyaor | <Cval <1 100 Fc > Tyar | <Cval <1 100
Eritromicina FC> Tyaor | <Cval <1 100 FC > Tyaor | <Cval <1 100
Espiramicina Fc > Tyaor | <Cval <1 100 Fc > Tyaor | <Cval <1 100
Tilmicosina FC> Tyaor | <Cval <1 100 Fc > Tyaor | <Cval <1 100
Tilosina FC> Tyaor | <Cval <1 100 FC > Tyaor | <Cval <1 100
Clindamicina Fc > Tyaor | <Cval <1 100 Fc > Tyar | <Cval <1 100
Penicilina vV FC> Tyaor | <Cval <1 100 FC > Tyaor | <Cval 1,76 100
Penicilina G FCc > Tyaor | <Cval <1 100 Fc > Tyar | <Cval <1 100
Amoxicilina Fc > Tyaor | <Cval 2,55 100 Fc<B >Cval 12,05 100
Ampicilina FC> Tyaor | <Cval <1 100 FC > Tyaor | <Cval <1 100
Oxacilina Fc > Tyaor | <Cval <1 100 Fc > Tyaor | <Cval <1 100
Cloxacilina FC> Tyaor | <Cval <1 100 Fc > Tyaor | <Cval <1 100
Nafcilina FC> Tyaor | <Cval <1 100 FC > Tyaor | <Cval 2,35 100
Dicloxacilina Fc > Tyaor | <Cval <1 100 Fc > Tyar | <Cval 2,10 100
Cefazolina Fc<B >Cval <1 100 Fc<B >Cval 2,98 100
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Nota:

LD - limite de deteccdo; Os resultados calculados de LD que apresentaram valores inferiores a 1

(um) pg.kg™ foram apresentados pelo simbolo (<) seguindo de 1.
Cval — Concentracdo alvo de triagem usada na validacéo.
B - trés vezes o valor da area apresentada no tempo de retengdo de cada analito (duas transi¢des)

nas amostras brancas de matriz ovo.
Sensib. — Sensibilidade

F. — Fator de Corte ou Cutt-off Factor; T, - Threshold Value

Os resultados da validacdo, que foi
desenvolvida no valor de concentragéo alvo
de triagem, demonstraram claramente que o
método € aceitavel para a identificagdo e
confirmacdo de todos os analitos testados,
com algumas ressalvas que foram discutidas
ao longo da apresentacao dos resultados.

Particularmente, os seguintes analitos devem
ser levados em consideracdo: flumequina
(primeira transicdo com Fator de Corte
menor que a média das respostas analiticas
das amostras brancas), amoxicilina (Fator de
Corte com valor inferior ao valor da média
das respostas analiticas das amostras brancas
para a segunda transicdo e teste de
sensibilidade ndo realizado) e cefazolina
(Fator de Corte com valor inferior ao valor
da média das respostas analiticas das
amostras brancas para as duas transigdes).

Os resultados alcangados na validagdo que
foi executada em 0,75 da concentracdo alvo
(tab. 27) também podem ser considerados
satisfatorios para 0 método proposto, com
excecdo da sensibilidade para a segunda
transicdo do sulfatiazol que esta abaixo do
valor esperado. Para as duas transicbes da
amoxicilina e primeira transicdo da
ampicilina o teste de sensibilidade do
método n&o foi realizado, pois o valor de F,
encontrado foi negativo. Cabe ressaltar que a
sensibilidade para a segunda transicdo da
ampicilina foi de 100% e o valor de Fc
encontrado foi maior que o valor de T, ou
seja, pode ser usada na triagem sendo
necessario confirmar a presenca da
ampicilina por outro método, que devera ser
validado pelo laboratorio, caso seja utilizado
esse valor de concentracdo para o analito na
rotina de analise.

Tabela 27 - Resultados encontrados para os analitos na validagdo realizada em 0,75 da concentracdo alvo

de triagem
12 Transicdo 22 Transigao
Analito Fo/ Tvaiod ce LD Sensib. | Fo/ Tyaod ce LD Sensib.

B P | (gkgh) | (%) B P | (uokgh) | (%)
Espectinomicina Fc > Tyaor | <Cval <1 100 Fc > Tyaor | <Cval <1 100
Estreptomicina Fc > Tyaor | <Cval <1 100 Fc> Tyaor | <Cval <1 100
Dihidroestreptomicina | Fc > T | <Cval <1 100 Fc > Tyaor | <Cval <1 100
Kanamicina Fc > Tyaor | <Cval 1,56 100 Fc> Tyaor | <Cval 1,12 100
Gentamicina Fc > Tyaor | <Cval 23,38 100 Fc> Tyaor | <Cval 17,90 100
Neomicina B>FC< | scval | 3803 1001 B>Fe< | Soval | 46,69 100

Tvalor Tvalor

Apramicina Fc > Tyaor | <Cval 31,43 100 Fc > Tyaor | <Cval 22,60 100
Higromicina Fc > Tyaor | <Cval <1 100 Fc > Tyaor | <Cval 1,46 100
Amicacina Fc > Tyaor | <Cval 8,04 100 Fc > Tyaer | <Cval 6,09 100
Tobramicina Fc > Tyaor | <Cval 27,82 100 Fc<B >Cval | 1676,55 100
Lincomicina Fc > Tyaor | <Cval <1 100 Fc > Tyaor | <Cval <1 100
Oxitetraciclina Fc > Tyaor | <Cval <1 100 Fc > Tyaor | <Cval <1 100
Clortetraciclina Fc > Tyaor | <Cval <1 100 Fc > Tyaor | <Cval <1 100
Tetraciclina Fc > Tyaor | <Cval <1 100 Fc > Tyaor | <Cval 1,08 100
Doxiciclina Fc > Tyaor | <Cval <1 100 Fc> Tyaor | <Cval 7,36 100
Norfloxacina Fc > Tyaor | <Cval <1 100 Fc > Tyaor | <Cval <1 100
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Cont. tabela 27

Ciprofloxacina Fc > Tyaor | <Cval <1 100 Fc > Tyaor | <Cval <1 100
Enrofloxacina Fc > Tyaor | <Cval <1 100 Fc> Tyaor | <Cval <1 100
Sarafloxacina Fc > Tyaor | <Cval <1 100 Fc > Tyaor | <Cval <1 100
Acido Oxolinico Fc > Tyaor | <Cval <1 100 Fc > Tyaor | <Cval <1 100
Acido Nalidixico Fc > Tyaor | <Cval <1 100 Fc > Tyaor | <Cval <1 100
Flumequina B.T.;; < >Cval 7,88 100 FC > Tyaor | <Cval 20,48 100
Sulfadiazina FC > Tyaor | <Cval <1 100 FC > Tyaor | <Cval <1 100
Sulfatiazol Fc > Tyaor | <Cval <1 100 Fc > Tyaor | <Cval <1 90
Sulfametazina Fc > Tyaor | <Cval <1 100 Fc > Tyaor | <Cval <1 100
Sulfametoxipiridazina | Fc > Ty | <Cval <1 100 Fc> Tyaor | <Cval <1 100
Sulfadoxina FCc > Tyaor | <Cval <1 100 Fc > Tyaor | <Cval <1 100
Sulfaquinoxalina Fc > Tyaor | <Cval <1 100 Fc > Tyaor | <Cval <1 100
Sulfametoxazol Fc > Tyaor | <Cval <1 95 Fc > Tyaor | <Cval <1 100
Sulfaclorpiridazina Fc > Tyaor | <Cval <1 100 Fc > Tyaor | <Cval <1 100
Sulfisoxazole Fc > Tyaor | <Cval <1 100 Fc> Tyaor | <Cval <1 100
Sulfadimetoxina Fc > Tyaor | <Cval <1 100 Fc> Tyaor | <Cval <1 100
Sulfamerazina Fc > Tyaor | <Cval <1 100 Fc > Tyaor | <Cval <1 100
Eritromicina Fc > Tyaor | <Cval <1 100 Fc > Tyaor | <Cval <1 100
Espiramicina Fc > Tyaor | <Cval <1 100 Fc > Tyaor | <Cval <1 100
Tilmicosina Fc > Tyaor | <Cval <1 100 Fc > Tyaor | <Cval <1 100
Tilosina Fc > Tyaor | <Cval <1 100 Fc> Tyaor | <Cval <1 100
Clindamicina Fc > Tyaor | <Cval <1 100 Fc > Tyaor | <Cval <1 100
Penicilina V Fc > Tyaor | <Cval <1 100 Fc > Tyaor | <Cval <1 100
Penicilina G Fc > Tyaor | <Cval <1 100 Fc > Tyaor | <Cval <1 100
Amoxicilina Fc < Byaior | <Cval 1,15 -* Fc<B >Cval 3,17 -*
Ampicilina Fc > Tyaor | <Cval <1 -* Fc> Tyaor | <Cval <1 100
Oxacilina Fc > Tyaor | <Cval <1 100 Fc > Tyaor | <Cval <1 100
Cloxacilina Fc > Tyaor | <Cval <1 100 Fc> Tyaor | <Cval <1 100
Nafcilina Fc > Tyaor | <Cval <1 100 Fc > Tyaor | <Cval 1,59 100
Dicloxacilina Fc > Tyaor | <Cval <1 100 Fc > Tyaor | <Cval 1,34 100
Cefazolina Fc > Tyaor | <Cval <1 100 Fc> Tyaor | <Cval <1 100

* Sensibilidade ndo foi calculada.

Nota: LD - limite de detecgdo; Os resultados calculados de LD que apresentaram valores inferiores a 1
(um) pg.kg™ foram apresentados pelo simbolo (<) seguindo de 1.
Cval — Concentracdo alvo de triagem usada na validacéo.
B - trés vezes o valor da area apresentada no tempo de retengdo de cada analito (duas transi¢des)

nas amostras brancas de matriz ovo.
Sensib. — Sensibilidade

F. — Fator de Corte ou Cutt-off Factor; Ty, - Threshold Value

O procedimento de validacdo mostrou-se
eficiente para a grande maioria dos analitos,
mas foram detectados valores do Fator de
Corte inferiores a Ty para a segunda
transicdo da tobramicina, valores variando
entre 0 T € a média das respostas
analiticas das amostras brancas para as duas
transicbes da neomicina e para a primeira
transicdo da flumequina e valor do Fator de
Corte inferior & média das respostas

98

analiticas das amostras brancas para as duas
transicbes da amoxicilina. Contudo, para
todos os analitos resultados satisfatorios
foram obtidos para, pelo menos, uma
transicdo quando validados no valor de
concentracdo alvo, 0 que permite 0 Seu USO
para a identificacdo do analito pelo método
de triagem proposto. A robustez do método
seré avaliada durante sua utilizagdo na rotina
de analises do laboratorio.




5. Conclusodes

O método de CL-EM/EM proposto
permite rapida e eficiente triagem
dos analitos em ovos estando de
acordo com o0s requerimentos da
Deciséo 2002/657/EC da Comissdo
Europeia.

O método pode ser utilizado na
rotina do laboratério para a triagem
e confirmacédo de 44 analitos.

A amoxicilina e a ampicilina
apresentaram resultados inaceitaveis
para as intensidades relativas dos
ions, nas condic@es utilizadas neste

procedimento de validacéo.
Contudo, na concentracdo de 50
ng.kg* e 37,5 ng.kg™?,
respectivamente, 0 método pode ser
utilizado para triagem  desses
analitos.

Devido ao interferente no reagente
utilizado no processo de extragéo
por TCA a 5% a flumequina, nas
condigoes utilizadas neste
procedimento de validagdo, s6
podera ser triada pelo método.
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CAPITULO 111

PESQUISA DE RESIDUOS DE ANTIMICROBIANOS EM OVOS

RESUMO

Com o0 objetivo de avaliar o método
validado com a presenca de residuos de
antimicrobianos em ovos e 0 tempo de
permanéncia  desses  residuos  foram
utilizadas 600 galinhas de postura, da
linhagem Hy-Line, com 40 semanas de
idade, que foram divididas em seis grupos.
Cinco grupos receberam ragdo contendo
antimicrobianos e um grupo controle que
nédo recebeu racao contendo
antimicrobianos. As classes utilizadas foram
quinolonas  (enrofloxacina), tetraciclinas
(oxitetraciclina e doxiciclina), lincosamidas
(lincomicina) e aminoglicosideos
(neomicina). Os ovos produzidos pelas
galinhas foram coletados diariamente a
partir do dia zero, quando nenhum grupo
recebeu racdo com antimicrobiano e por
mais 15 dias (cinco dias de medicagéo e dez
dias apés a suspensdo do uso do
medicamento). Cada grupo amostral foi
composto por seis repeticdes e cada
repeticio foi composta por dez ovos,
totalizando 60 ovos/tratamento/dia. As 576
amostras geradas foram analisadas pelo
método qualitativo e confirmatério validado
para a determinacdo de multirresiduos em
ovos por cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas sequencial. Dos
cinco analitos pesquisados apenas a
neomicina nao gerou residuos detectaveis
nos ovos. Residuos de lincomicina,
oxitetraciclina, doxiciclina, enrofloxacina e
seu metabdlito (ciprofloxacina) foram
detectados desde o dia um do periodo
experimental até o (Gltimo dia do

experimento em todas as amostras
analisadas.
Palavras-chave: 0VOSs, residuos,

antimicrobianos, CL-EM/EM.
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ABSTRACT

Aiming to assess the method validated by
the existence of antimicrobial residues in
eggs and the length of stay of such residues
we used 600 laying hens, Hy-Line, 40 weeks
old, which were divided into six groups.
Five groups received feed containing
antimicrobials and a control group that did
not receive feed containing antimicrobials.
The classes used were quinolones
(enrofloxacin), tetracyclines (oxytetracycline
and doxycycline), lincosamides
(lincomycin) and aminoglycosides
(neomycin). The eggs produced by hens
were collected daily from day zero, when no
group received feed containing antimicrobial
and for another 15 days (five days of
medication and ten days  after
discontinuation of the drug). Each group was
composed of six replicates and each
replicate consisted of ten eggs, totaling 60
eggs per treatment per day. The 576
generated samples were analyzed by
qualitative ~and  confirmatory = method
validated for the determination of
multiresidue in eggs by liquid
chromatography  coupled to mass
spectrometry sequence. Out of the five
analytes studied, only neomycin did not
generate detectable residues in eggs.
Residues of lincomycin, oxytetracycline,
doxycycline, enrofloxacin and its metabolite
(ciprofloxacin) were detected from day one
of the trial until the last day of the
experiment in all samples analyzed.

Keywords: eggs, residue, antimicrobials,
LC-MS/MS



1. Introducéo

Na avicultura moderna, utiliza-se um grande
nimero de medicamentos no dia-a-dia da
producdo e muitos deles séo adicionados, em
massa, a racdo ou na agua de beber (Kan &
Petz, 2001; Kan, 2003) como promotores de
crescimento, para prevengdo de doencas ou
tratamento ou, ainda, empregados nas
situacBes de estresse, como movimentagéo,
vacinagdo ou debicagem. Os medicamentos
também podem ser ingeridos de forma nédo
intencional, via racdo, por contaminacdo
durante a producdo nas fabricas (moinhos)
ou no transporte (Donoghue et al., 1997;
Donoghue, 2003; Kan, 2003).

Para aprovar o uso de medicamentos o Food
and Drug Administration (FDA) exige o
desenvolvimento de método oficial de
andlise para avaliar a concentragdo de
residuos nos tecidos comestiveis. Contudo, o
FDA ndo pode exigir métodos em tecidos
gue ndo fazem parte da reinvidicacdo do uso
dos medicamentos. Um exemplo dessa
situacdo  seria  exigir método para
enrofloxacina em ovos quando ndo h&
pedido de aprovacdo do uso para galinhas
poedeiras.

Em alguns paises, como os Estados Unidos,
0 uso de antibiéticos como promotores de
crescimento é autorizado, porém esse tipo de
utilizacdo é proibido na Unido Europeia
desde 2006 (Companyé et al., 2009).
Segundo Goetting et al. (2011) a presenca de
residuos em ovos deve ser uma preocupagao,
pois apesar de haver poucos medicamentos
registrados para uso em galinhas poedeiras,
varios estdo aprovados para 0 Uuso em
producdo de outras espécies.

Os aditivos para uso em racdes de aves
comegaram a ser proibidos no Brasil a partir
de 1998. Atualmente, as drogas proibidas
como aditivos sdo cloranfenicol, penicilina,
tetraciclinas, sulfonamidas  sistémicas,
arseniacais, antimoniais, olaquindox e
violeta genciana. O cloranfenicol e

nitrofuranos sdo proibidos inclusive para uso
terapéutico desde 2003 (Santana et al.,
2011). Segundo esses autores descreveram é
indispensavel que as indicagdes técnicas de
todos 0sS antimicrobianos sejam
rigorosamente seguidas sobre o uso nas
racbes. Entretanto, isso ndo é suficiente,
sendo necessario que se amplie o programa
de fiscalizacdo e controle de residuos nos
produtos finais, pois ndo é garantido que a
proibicdo elimine o uso, uma vez que ha
deficiéncia na fiscalizacdo de venda e de uso
de medicamentos veterindrios e de
promotores de crescimento.

2. Revisdo Bibliografica

2.1 Formacgdo do Ovo e Residuos de
Medicamentos

O ovo, que inicia sua formag&o no ovario, se
desenvolve a medida que caminha pelos
compartimentos do oviduto (infundibulo,
magno, istmo, Utero e vagina), desta
maneira, seus trés principais componentes
(gema, albumen e casca) sdao formados em
etapas diferenciadas. No ovario forma-se a
gema com a incorporacdo de sais minerais,
proteinas e lipidios, que sdo produzidos no
figado e transportados pela circulacdo para
os foliculos em desenvolvimento (o6cito). A
gema, que leva de sete a onze dias para
amadurecer e, ap6s a ovulagdo, entra no
oviduto, onde ¢ envolvida por varias
camadas de albumen no magno. Este
processo de formacdo do albumen ocorre em
aproximadamente duas a trés horas. Apds a
deposicdo do albimen na gema, e formacao
da membrana da casca no istmo, ocorre a
formacdo da casca do ovo no Utero (o
processo de formag&o da casca pode levar de
18 a 20 horas). O processo de formacdo de
um ovo, apés a ovulagdo, dura
aproximadamente 25 horas (Donoghue et al.,
1997; Kan, 2003).

O ovario de poedeiras em producdo ativa
contém trés tipos de foliculos que estdo,
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simultaneamente, em diferentes estagios ou
fases de desenvolvimento, sdo elas: a fase de
desenvolvimento lento, que pode levar
meses ou até mesmo anos (os foliculos
muito pequenos sdo também chamados de
foliculos brancos por ndo haver sido
realizado o depdsito de carotendides); a fase
intermediaria de crescimento (com duracédo
média de 60 dias); e a fase de crescimento
rapido que dura cerca de 10 dias. Nesse
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periodo o peso do foliculo aumenta
exponencialmente, passando de um a 20
gramas (fig. 31). Como um foliculo ovula
aproximadamente a cada 24 horas, cerca de
10 foliculos se apresentam, a0 mesmo
tempo, em diferentes fases do crescimento
rapido (Donoghue e Myers, 2000). A fig. 32
demonstra o ovario com foliculos em
diferentes fases de desenvolvimento.
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Figura 31 - Curva de crescimento folicular
Fonte: Kan, 2003.

Figura 32 - Fotografia de um ovério de galinha intacto (centro superior) e dissecado com as diferentes
fases de formacgdo da gema.
Fonte: Donoghue e Myers, 2000.
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Alguns medicamentos veterinarios possuem
acdo local enquanto outros sdo designados
para agir sistemicamente e, com isso, seréo
absorvidos pelo trato digestivo da galinha.
Quando esses compostos atingem a corrente
sanguinea poderdo ser distribuidos por todo
0 organismo. Em poedeiras, pode-se incluir
0 ovario e o oviduto. O processo fisiologico
de producdo de ovos e as caracteristicas
fisico-quimicas dos compostos quimicos
determinardo 0 comportamento
farmacocinético e a distribuicdo para os
ovos. Portanto, residuos de medicamentos
poderdo ser detectados tanto na gema quanto
na clara apds o uso intencional ou ndo. Além
disso, devido as caracteristicas proprias de
formagdo do ovo, dias ou semanas apds o
tratamento podem ser necessarios para a
obtencdo de ovos isentos de residuos do
medicamento (Kan & Petz, 2001; Goetting
etal., 2011).

A diminuicdo de residuos de medicamentos
veterinarios em ovos depende da
concentragdo plasmatica dos farmacos. Os
medicamentos que sdo  rapidamente
eliminados do organismo desaparecem da
clara em dois a trés dias apds cessar a
exposicdo, enquanto que na gema o0
desaparecimento leva cerca de dez dias.
Entretanto, se o nivel de exposigdo for muito
alto e o medicamento se depositar na gema,
acumulando-se nos diferentes estagios de
desenvolvimento, € possivel detectar
farmacos em  foliculos de estagio
intermediario e, com isso, encontrar residuos
ap6s 70 dias da exposicdo. A gema é
considerada como o principal local para a
presenca de residuos de medicamentos.
Entretanto, alguns medicamentos séo
encontrados em maior concentracdo na
clara, como as sulfonamidas, espiramicina,
oxitetraciclina e a sulfamonometoxina.
Logo, a dosagem dos medicamentos para
galinhas  poedeiras, mesmo  quando
rapidamente excretados, pode expor o0
consumidor a ovos contendo residuos
(Donoghue & Myers, 2000; Goetting et al.,
2011).

Donoghue et al. (1997), demonstraram a
presenca de residuos de ampicilina em ovos
até cinco dias ap6s o fim da medicacéo.
Provavelmente, esses residuos foram
incorporados e armazenados em gemas pré-
ovulatdrias. Os autores concluiram que a
presenca do residuo apds a interrupcdo da
medicacdo ndo pode ter sido causada por
transferéncia pelo plasma. Essa concluséo é
suportada pela caracteristica de curta meia-
vida do composto e pela sensibilidade do
método utilizado (limite de deteccdo 0,6
Hg.kg™h), que ndo conseguiu detectar a
ampicilina no plasma um dia apdés a
suspensdo da medicacéo.

O desenvolvimento pré-ovulatério das
gemas foi considerado por Donoghue e
Myers (2000) como um importante
momento para o armazenamento de residuos
e outros contaminantes devido & fisiologia
da  galinha de  postura. Mesmo
medicamentos de baixa propriedade
lipofilica e meia-vida curta (30 minutos),
tais como a ampicilina, podem ser
transferidos e armazenados nas gemas por
dias ou semanas antes da postura. Isto tem
implicacdo significativa na seguranca do
alimento, pois 0s ovos podem conter niveis
elevados de residuos de medicamentos por
um periodo prolongado.

Segundo Donoghue (2003), a deposicao de
residuos na gema ou albimen pode ser
dependente das propriedades fisico-quimicas
do medicamento. Algumas caracteristicas da
substancia, tais como tendéncia para se ligar
a proteinas do plasma, hidrofobicidade ou
hidrofilicidade, capacidade para se mover
por tipos diferentes do tecido podem ser
responsaveis por sua distribuicdo. Porém,
Martinez em 1998, descreveu que a cinética
de um medicamento nem sempre pode ser
prevista a partir de suas propriedades
quimicas e que as diferencas verificadas na
distribuicdo dos residuos entre a gema e a
clara acontecem devido as diferentes
propriedades fisico-quimicas que
obviamente condicionam a farmacocinética

103



das substincias. Desta maneira, a
distribuicdo dos residuos dos medicamentos
pode ocorrer de diferentes formas. A droga
pode estar ligada as proteinas plasmaéticas, o
que determina a
possibilidade/disponibilidade das
substancias de se distribuirem para 0s varios
tecidos; o peso molecular do residuo
também pode determinar sua distribuigdo,
pois pode proporcionar facilidades em se
difundir passivamente pelas membranas
celulares; a solubilidade lipidica da droga
(medida pelo coeficiente de particdo
alcool/dgua) e os valores de pKa que
determinam a ionizacdo ou ndo ionizacao
das moléculas também podem influenciar na
distribuicdo dos farmacos pelos diferentes
tecidos, por interferir na penetracdo das
membranas biolégicas.

A quantidade de deposi¢do de um farmaco
no ovo é dependente e proporcional a
guantidade de material que se deposita
diariamente para a formacéo das camadas da
gema em desenvolvimento. As gemas, nos
ultimos estagios de desenvolvimento, podem
incorporar mais residuos nas camadas
externas. Por outro lado, as gemas em fases
mais  precoces do  desenvolvimento
incorporam menos residuos (Donoghue et
al., 1996; Donoghue & Myers, 2000).

A farmacocinética da deposicao de residuos
em gema e clara de ovo apresenta as
seguintes  caracteristicas  distintas:  0s
residuos de medicamentos aparecem em
primeiro lugar na clara do ovo, pelo menos
quando a droga é distribuida para este
compartimento; residuo em clara de ovo é

um reflexo dos niveis plasmaticos dos
medicamentos e, portanto, mostram um
nivel constante; residuos na gema refletem
0s niveis plasmaticos durante os dez dias de
crescimento rapido, assim, dependendo do
tempo de exposi¢cdo ao farmaco em relacdo
ao crescimento da gema o nivel pode
aumentar, ser constante ou diminuir;
residuos de medicamentos em gema
geralmente requerem exposicdo por cerca de
oito a 10 dias para atingir um nivel
constante. Por outro lado, uma Unica
exposicdo pode ser suficiente para deteccdo
na clara ou gema de ovo dependendo das
caracteristicas do medicamento e da
sensibilidade do método analitico usado; o
desaparecimento dos residuos da clara
depende do nivel plasméatico do
medicamento, aqueles que rapidamente séo
eliminados também desaparecem em cerca
de dois a trés dias apds a suspensdo da
medicacdo, contudo, o desaparecimento de
residuos da gema geralmente leva cerca de
dez dias; se o nivel de exposi¢do for muito
elevado e o limite de deteccdo da
metodologia de analise for muito baixo, 0s
residuos depositados nas gemas que estdo na
fase intermédia do crescimento serdo
detectaveis (Kan & Petz, 2000; Donoghue &
Hairston, 2000). Esta dltima caracteristica
pode explicar a presenca de residuos de
cloranfenicol em ovos até 70 dias apo6s a
administracdo (Arnold & Somogyi, 1986).

A tab. 28 apresenta resultados de trabalhos
experimentais onde a exposicdo das aves aos
antibioticos foi suficiente para detectar
niveis constantes de residuos em clara e
gema de ovo (Kan, 2003).

Tabela 28 — Dados compilados da literatura sobre a presenca de residuos de medicamentos em clara e

gema
Quantidade Quantidade
Composto presente naclara presente na gema Modo de exposi¢cdo ao medicamento
mg.kg* mg.kg
Sulfanilamida 35 1000 mg.L™* na 4gua por 8 dias
Sulfadiazina 0,32 400 mg.L* na agua por 5 dias
Sulfadimetoxina 8,2 500 mg.kg™ na ragéo por 14 dias
Sulfamerazina 23 2000 mg.kg™ na raco por 25 dias
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Cont. tabela 28

Sulfaquinoxalina 2,3
Clortetraciclina 0,1
Doxiciclina 0,015
0,08
0,15
Oxitetraciclina 0,1
<0,05
0,21
0,17
0,6
Tetraciclina 0,1
Enrofloxacina 1,1
Ciprofloxacina <0,15
Tilosina 5
Eriromicina 0,47
Espiramicina 0,40
3
2,7
Tilosina 0,05
5
1

2,0
0,4
<0,01
0,04
0,07
0,06
0,2
0,25
0,5
0,5
0,15
0,3
0,18

1,54
0,32
2,2
4,2
0,05

200 mg.kg™ na racéo por 7 dias
600 mg.kg™* na racéo por 5 dias
1,1 mg.kg™* na raco por 21 dias
6,7 mg.kg ™! na racéo por 21 dias
11,5 mg.kg™ na ragdo por 21 dias
400 mg.kg™ na raco por 7 dias
400 mg.L? 7 dias

500 mg.kg ™ na ragéo por 14 dias
600 mg.kg™ na racéo por 7 dias
2000 mg.kg™ na racéo por 7 dias
200 mg.kg™ na racéo por 14 dias
5 mg.kg™ na agua por 5 dias

5 mg.kg™ na agua por 5 dias
8000 mg.kg™ na racéo por 7 dias
0,5 g.L™! na 4gua por 7 dias

400 mg.kg™ na racéo por 7 dias
1000 mg.kg™ na racéo por 7 dias
0,5 g.L™ na 4gua por 7 dias

500 mg.g™* na racdo por 14 dias
8000 mg.kg™ na racéo por 7 dias
0,5 g.L™! na 4gua por 7 dias

Fonte: adaptado de Kan, 2003.

Os resultados indicaram que as sulfonamidas
apresentaram niveis apreciaveis, tanto na
clara quanto na gema e que as tetraciclinas,
como um grupo, mostraram resultados
divergentes. Compostos lipofilicos, como a
doxiciclina apresentaram niveis mais altos
na clara. Contrariamente, a oxitetraciclina e
a  clortetraciclina ~ mostraram  niveis
significativos na gema.

2.2 Administracdo de Medicamentos e
Periodo de Caréncia

Devido a natureza incomum de formacgéo do
ovo, muitos principios de transferéncia de
residuos para animais domésticos ndo se
aplicam as aves. Mesmo quando a
medicacgdo é realizada em apenas um dia é
possivel encontrar ovos contendo niveis
variados de residuos por semanas apos a
retirada da droga. Cada foliculo em
desenvolvimento pré-ovulatério age como
um compartimento farmacocinético Unico,
independente da concentracdo presente nos
demais foliculos. Portanto, a avaliacdo do
padrdo ou duracdo de residuos em ovos com
base na meia-vida do medicamento, como é
feito em animais domésticos, pode expor o
consumidor a residuos violatorios por um

periodo prolongado de tempo (Donoghue,
1998).

Néo € viavel avaliar a taxa de transferéncia
para todos os medicamentos disponiveis em
todas as concentracbes de dosagem
possiveis. A maioria das proteinas
depositadas como clara de ovo sdo,
provavelmente, formadas no dia anterior a
secregdo e, desta maneira, se 0S
medicamentos sdo administrados apds esse
periodo, espera-se que 0s residuos ndo sejam
sequestrados no magno e 0s ovos produzidos
estejam livres de residuos e seguros para
consumo. Porém, algumas proteinas sdo
sintetizadas durante o processo de formacgéo
do albimen em volta do 6vulo, além disso,
agua é adicionada ao alblmen durante a
passagem pelo trato reprodutivo. Se o0s
residuos forem incorporados durante essas
Gltimas fases de formacdo do albumen,
entdo, 0s mesmos poderdo estar presentes no
primeiro ovo recolhido no dia seguinte a
medicagdo (Donoghue & Hairston, 2000).

A utilizagdo terapéutica de medicamentos de
uso veterinario em galinhas poedeiras leva
ao aparecimento, nos ovos, de residuos das
substancias  ativas  administradas. O
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estabelecimento de periodos de caréncia
para 0s medicamentos visa proteger a saude
dos consumidores, face a um eventual risco
decorrente da exposicdo a esses mesmos
residuos. Contudo, nos sistemas intensivos
da producdo avicola, em particular de
galinhas poedeiras, o respeito pelo intervalo
de seguranca pode conduzir a importantes
prejuizos financeiros para os produtores,
uma vez que 0S ovos ndo podem ser
utilizados para consumo humano durante o
tratamento e o periodo de tempo
correspondente ao intervalo de seguranca
(Pinto, 2011).

A oxitetraciclina é amplamente utilizada
como medicamento veterinario, contudo, o
consumo de produtos de origem animal,
contendo residuos do medicamento, pode
provocar serios efeitos sobre a saude, tais
como inducdo de reacOes alérgicas para
alguns individuos, desenvolvimento de
resisténcia bacteriana, teratogenicidade no
primeiro  trimestre da gravidez e
descoloramento dos dentes. A protecdo da
salde publica contra possiveis efeitos
nocivos dos residuos de medicamentos
veterinarios é uma preocupacgdo
relativamente recente. A intencdo inicial era
a de alcancar a eliminacdo completa de
todos o0s vestigios de residuos de
medicamentos em produtos alimentares.
Portanto, 0s  medicamentos  foram,
inicialmente, aprovados com base na
auséncia de residuos (Furusawa, 1999).

Com o objetivo de verificar a taxa de
deplecdo da oxitetraciclina em ovos e,
consequentemente, estabelecer um periodo
de caréncia Omija e colaboradores (1994)
trabalharam com 20 galinhas poedeiras
divididas em quatro grupos (n = 5).
Oxitetraciclina foi administrada via agua em
concentracdes de 0, 400, 600 e 800 mg.L'l,
respectivamente, durante sete dias. Os ovos
foram colhidos por até 17 dias ap6s a
administracdo do medicamento e a presenga
de residuos foi analisada por método
microbiolégico. O pico maximo de
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oxitetraciclina foi observado na clara dois
dias antes que na gema sendo o periodo de
deplecdo na clara menor do que na gema
(dias 10 e 13, respectivamente). Os autores
observaram que a oxitetraciclina atingiu pico
mais rapido na clara, contudo, sua
persisténcia foi maior na gema e concluiram,
assim, que o periodo de -caréncia é
dependente da concentracao do
antimicrobiano administrado.

Donoghue e Hairston (1999), em estudo
realizado para determinar a presenca de
residuos de oxitetraciclina nos componentes
do ovo, utilizaram 20 galinhas poedeiras
distribuidas em dois grupos que receberam
racio contendo 50 ou 200 g.tont de
oxitetraciclina, durante cinco dias. Nao
foram observados residuos de oxitetraciclina
na gema durante e apds a suspensdo da
medicacdo nos ovos obtidos das galinhas
que receberam racéo contendo 50 g.tol™ de
oxitetraciclina. Contudo, na clara, no quinto
dia e um dia ap6s a suspensao da medicagado
(racio contendo 200 g.ton™), foram
detectados residuos com concentracdes
muito préximas do limite de sensibilidade
do ensaio (117 pg.kg?). Os autores
concluiram que, a contaminagdo cruzada da
ragdo com oxitetraciclina ndo seria capaz de
produzir niveis consistentemente detectaveis
de residuos em ovos.

Donoghue & Hairston (2000), tabalhando
com oxitetraciclina, demonstraram que,
residuos de medicamentos sollveis em agua
se incorporam no albumen do ovo durante as
duas ultimas fases de formacdo do ovo,
pouco antes da postura. Por isso, produtores,
veterinarios ou agéncias reguladoras devem
considerar a possibilidade de que os residuos
estardo presentes ja nos primeiros 0ovos
produzidos apds a introducdo da medicacao.

Hintono et al. (2007) analisaram ovos de
poedeiras que receberam oxitetraciclina, via
agua de beber, na dose de 2 g.L'l, durante
sete dias. Os resultados indicaram a presenga
de residuos de oxitetraciclina na clara a



partir do segundo dia de tratamento e na
gema a partir do quarto dia. Os residuos
ainda foram encontrados no sétimo dia apds
a interrupcdo da administracéo, contudo, em
concentracdo inferior ao limite maximo
permitido. Somente apds 14 dias, 0os ovos
ndo apresentaram mais residuos do
medicamento.

Segundo Goetting e colaboradores (2011) os
niveis de residuos encontrados nos ovos e a
taxa de deplecéo do medicamento dependem
diretamente do método de administracdo e
da dose utilizada. A tab. 29 apresenta dados
compilados da literatura para a presenca de
residuos de oxitetraciclina e doxicilina em
ovos apo6s o uso de diferentes dosagens e
duracdo do tratamento.

Tabela 29 — Perfil de residuos de oxitetraciclina e doxiciclina em ovos, apos tratamento de galinhas
poedeiras, e acompanhamento da eliminacao do residuo no ovo apds a retirada do medicamento

- . Duragédo Presenca do residuo

Tetraciclina Dose Via tratamento (dias) (dias)*
01g.L" 5 Gema: 0; Clara: 0
0,25¢g.L"* 5 Gema: 4; Clara: 3
04g.L* ) 7 Gema: 3; Clara: 0
05g.L* Agua 5 Gema: 4; Clara: 3
050.L" 7 Gema: 10; Clara: 6
0,60.L" 7 Gema: 5; Clara: 1
20g.L? 7 Gema: 12; Clara: 9

Oxitetraciclina 20 mg.kg! 7 Gema: 0; Clara: 0

50 mg.kg* 28 Ovo inteiro: 0
50 mg.kg™ 5 Gema: 0; Clara: 0
100 mg.kg™* < 28 Ovo inteiro: 0
200 mg.kg™* Ragao 5 Gema: 0; Clara: 1
300 mg.kg™* 7 Gema: 2; Clara: 1
300 mg.kg™* 7 Gema: 4; Clara: 2
800 mg.kg* 7 Ovo inteiro: > 10

Doxiciclina 0,5 g.L‘1 Agua 7 Gema: 27; Clara: 25

Fonte: Adaptado de Goetting et al. (2011).

Nota: * Dias depois da retirada do medicamento até o residuo ndo mais ser detectado no ovo (clara ou

gema).

Estudos com poedeiras que receberam ragéo
experimentalmente  contaminada ~ com
doxicilcina foram realizados por
Vandenberge et al. (2012). As ragdes foram
produzidas com concentracbes de 2,5%,
5,0% e 10% da dose terapéutica (250 mg.kg’
1) e, por isso, foram consideradas racgdes
com contaminacdo cruzada. Amostras de
ovo inteiro, clara e gema, coletadas durante
0 periodo de tratamento e apés a retirada do
medicamento, foram  analisados  por
cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas sequencial. Uma
fase de plateau foi alcangada em trés a cinco
dias do experimento e, para 0 grupo que
recebeu a racdo com 10% de contaminacéo,
a doxiciclina foi detectada no ovo integral,
clara e gema até o dia 13 do periodo
experimental.

Um estudo sobre a taxa de deplecdo de
residuos de enrofloxacina em ovos foi
realizado apds a administracdo em galinhas
poedeiras na dosegem de 12 mg.dia”,
durante cinco dias. Albumen e gema foram
separadas e 0s niveis de residuos foram
determinados utilizando a metodologia da
cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas. O primeiro
resultado positivo encontrado foi observado
48 horas ap6s o inicio do tratamento e 0
nivel maximo foi encontrado no terceiro dia
do tratamento. Neste estudo, os picos de
enrofloxacina e ciprofloxacina aumentaram
gradualmente até o quinto dia e foi possivel
detecta-los, em niveis consideraveis, até o
dia 12 do experimento quando reduziram
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para valores inferiores a 30 ug.kg™(Lolo et
al., 2005).

Estudos com o uso de fluoroquinolona
foram conduzidos com o objetivo de
determinar a transferéncia de residuos para
os ovos de galinhas  poedeiras.
Sarafloxacina, radioativamente marcada, foi
administrada oralmente a seis galinhas
poedeiras, durante cinco dias consecutivos.
Os ovos foram coletados durante 15 dias
ap6s o tratamento. Gema e clara de ovos
foram separadas e analisadas para pesquisar
o total de residuos radioativos. A
radioatividade foi detectada na gema e no
alblmen no segundo dia de medicacdo e
atingiu nivel maximo em 24 horas apés a
retirada do medicamento. Em seguida, os
niveis de sarafloxacina na albumina
decresceram e eram indetectaveis dois dias
apo6s a ultima dose. Os niveis na gema
diminuiram mais lentamente e foram
indetectaveis somente sete dias apds a
retirada do medicamento (Food and Drug
Administration, 2012).

2.3 Avaliagdo de Residuos de
Antimicrobianos em Ovos

No Brasil, macrolideos, tetraciclinas 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 bovinos,
suinos, aves e equinos (Brasil, 2012). Em
2011, 180 ovos foram amostrados pelo
PNCRC para a pesquisa de cloranfenicol,
sulfonamidas (sulfatiazol, sulfametazina,

sulfadiazina, sulfaquinoxalina,
sulfametoxazol e sulfadimetoxina) e
fluoroquinolonas (enrofloxacina e
ciprofloxacina) e nenhuma  amostra

analisada apresentou resultados acima do
Limite Maximo de Residuos estabelecido
(Brasil, 2012b).
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Para as lincosamidas existem medicamentos
veterinarios registrados no Brasil com o
intuito de tratar e controlar infeccbes em
galinhas poedeiras com base na associacdo
de lincomicina e espectinomicina, e com a
recomendagdo de que os ovos devem ser
descartados por até dez dias apds a Ultima
administragdo. Contudo, outros produtos
com base na mesma associagdo ndo séo
indicados para animais produtores de ovos
(Brasil, 2008).

Um levantamento realizado por Pinto (2011)
demonstrou que 13,11% das amostras
colhidas entre 2000 e 2009, em
conformidade com o Plano Europeu de
Controlo de Residuos (PECR), apresentaram
residuos de antimicrobianos, dentre eles:
ciprofloxacina, enrofloxacina, norfloxacina,
sulfadiazina, sulfadimetoxina,
clortetraciclina, doxiciclina e tilmicosina.
Cabe ressaltar que sulfonamidas e
quinolonas séo constituintes de
medicamentos autorizados para utilizacdo
em aves, mas ndo para administracdo a
galinhas poedeiras.

Spisso et. al. (2010a) validaram um método
para deteccdo de macrolideos e lincosamidas
em ovos por cromatografia liquida associada
a espectrometria de massas sequencial. A
validagdo para a lincomicina foi realizada
em 25, 50, 75, 100 e 125 pg.kg™ o que
equivale a 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 e 2.5 do LMR.
Os limites de deteccdo (LD) e gquantificacdo
(LQ) do método foram de 1,6 e 5,3 pg.kg™,
respectivamente. Com o método validado foi
possivel detectara presenca de residuo de
lincomicina em uma (01) amostra obtida do
mercado, em concentracdo entre LD e LQ
(fig. 33).
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Figura 33 — Cromatograma MRM de amostra de ovo com tragos de lincomicina com concentracdo

estimada entre o LD e LQ.

O método de cromatografia liquida acoplada
a espectrometria de massas validado foi
utilizado para a identificacdo e quantificacdo
de residuos de lincosamidas em ovos
comerciais vendidos na regido metropolitana
do Rio de Janeiro. O método foi aplicado a
100 amostras e os resultados mostraram a
presencga de lincomicina em niveis residuais
em 4% das amostras (Spisso et al., 2010b).

3. Material e Métodos

O experimento foi conduzido na Fazenda
Experimental Prof. Hélio Barbosa da Escola
de Veterinaria da UFMG, localizada no
municipio de Igarapé, Minas Gerais.

As aves utilizadas no experimento foram
alojadas em galpédo de postura convencional
e submetidas a manejo semelhante aos
usados nas criagcbes comerciais. Foram
utilizadas 600 galinhas de postura, da
linhagem Hy-Line, com 40 semanas de
idade, alojadas em gaiolas (cinco aves por
gaiola), recebendo agua e racéo a vontade.

Para avaliar a presenca de residuos de
medicamentos em ovos foram utilizados
cinco compostos de diferentes classes
adicionados a racdo das aves. As classes
utilizadas foram: quinolonas
(enrofloxacina), tetraciclinas (oxitetraciclina
e doxiciclina), lincosamidas (lincomicina) e
aminoglicosideos (neomicina), adquiridos
no comércio varejista. As racdes contendo

0s medicamentos foram produzidas na
fabrica da propria fazenda e o0s
medicamentos foram adicionados a racao e
homogeneizados com o auxilio de um
misturador em *y”.

Os tratamentos, definidos de acordo com o
medicamento administrado & ragdo das aves,
foram: grupo controle, racdo sem
antibiotico; tratamento 01, racdo contendo
neomicina; tratamento 02, ragdo contendo
lincomicina; tratamento 03, racdo contendo
oxitetraciclina;  tratamento 04, racdo
contendo doxiciclina; tratamento 05, racdo
contendo enrofloxacina.

As dosagens dos antimicrobianos usados no
experimento "in vivo" foram calculadas com
base nas informac@es constantes na bula que
resultaram nas concentracdes de 196 mg.kg™
de sulfato de neomicina; 220 mg.kg™ de
lincomicina; 550 mg.kg'1 de oxitetraciclina;
100 mg.kg™ de doxiciclina e 100 mg.kg™ de
enrofloxacina na ragéo.

O periodo experimental total foi de 16 dias.
No dia zero a ragdo oferecida para todas as
aves ndo continha nenhum medicamento.
Apos a coleta de todos os ovos do dia zero
foi introduzida a racdo contendo o
medicamento para 0s cinco grupos tratados.
O periodo total de tratamento foi de cinco
dias e, apds esse periodo, racdo sem o
medicamento voltou a ser oferecida para
todas as aves. Amostras de todos os
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tratamentos foram coletadas por mais dez
dias. Os ovos coletados de todos 0s grupos
foram identificados individualmente com o
tratamento e o dia do experimento.

Foram utilizadas 100 aves para cada
tratamento e em cada dia do periodo
experimental foram colhidos 60 ovos por
tratamento (dez ovos por repeticdo — seis
repeticdes por tratamento), totalizando 360
ovos por dia. Os ovos foram acondicionados
em bandejas e armazenados em caixas de
papeldo, mantidas em temperatura ambiente
(Brasil, 2011) até o envio ao Laboratério de
Residuos de Medicamentos Veterinarios
(LRM) do Laboratério Nacional
Agropecudrio de Minas Gerais
(LANAGRO/MG) do Ministério da
Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento
(MAPA), localizado em Pedro
Leopoldo/MG.

O delineamento experimental para as
avaliagdes da presenca ou ndo de residuos de
antimicrobianos nos ovos foi em
subparcelas, constituido por seis tratamentos
(grupo controle, tratamento 1, 2, 3, 4 e 5).
Cada tratamento era composto por seis
repeticdes (A, B, C, D, E e F). Cada amostra
foi composta por 10 ovos (500g). Os
tratamentos foram posicionados inteiramente
ao acaso dentro do galpdo de producdo. O
delineamento experimental (seis tratamentos
X seis repeticdes x 16 dias) gerou um total de
576 amostras para extracdo e analise por
CL-EM/EM pelo método de extracdo por
TCA.

Preparo das Amostras

Cada amostra a ser analisada foi composta
por dez ovos ou 500 g de ovo inteiro (Brasil,
2011). O preparo das amostras se deu
conforme o descrito no item 1.1.3.

Os ovos foram quebrados e acondicionados
em recipientes de plastico. Posteriormente,
foram homogeneizados em Ultra Turrax.
Pesou-se 2,0 + 0,1 gramas da amostra, em
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tubo de polipropileno de 50 mL, que foram
mantidas congeladas, em temperaturas
inferiores a -15°C, até o0 momento da analise.

Procedimento de  Extragdo e
Parametros Instrumentais

Para a extracdo dos compostos foi utilizada
0 método de TCA a %5 (item 1.1.3 —
Extracdo por Acido Tricloroacético). As
analises das 576 amostras geradas pelo
experimento “in vivo” foram divididas em
grupos para que em cada dia de injecdo
fosse analisado um nimero maximo de 36
amostras. As bateladas foram montadas
aleatoriamente entre tratamentos (seis),
repeticdes (seis) e dias do experimento (16).
Em cada dia de analise (extracdo e injecéo
das amostras no equipamento), além das
amostras branco de matriz e branco de
reagente, foi utilizada uma amostra
“Controle Positivo” fortificada com o pool
dos analitos validados pela extragdo com o
acido tricloroacético na concentracdo de
0,75 do Limite de Referéncia ou
Concentracdo Alvo de Triagem estabelecida
para a validacdo do método (tab. 9), com
excecao da neomicina que foi fortificada em
500 ug.kg™. (tab. 9, item 1.1.4).

As condic¢Oes de trabalho para o sistema
cromatografico e para o detector de massas
foram estabelecidas durante o procedimento
de validacdo e constam nos itens 1.1.2 e
1.2.1 do Capitulo 1.

O acompanhamento do perfil gerado por
cada residuo nas amostras, ao longo de todos
os dias do experimento, foi realizado pela
analise dos cromatogramas analiticos. Foram
monitoradas as duas transi¢cbes de cada
analito e o tempo de retencdo esperado para
a identificacdo e confirmacéo da presenca de
residuos dos antimicrobianos utilizados (tab.
30). Os resultados obtidos  nos
cromatogramas gerados serdo apresentados
na forma de razdo entre areas (area do pico
da primeira transicdo do analito pela area do
pico do padrdo interno — sulfafenazol).



Tabela 30 — TransicBes e tempo de retencdo dos antimicrobianos utilizados no experimento “in vivo” e

pesquisados nas amostras de ovos

- - Tempo de
a a
Tratamentos Analitos 1*transicdo 2 transicdo Retencdo
(m/z) )
(minutos)
1 Neomicina 615/161 615/293 5.90
2 Lincomicina 407/126 407/359 4.30
3 Oxitetraciclina 461/201 461/283 4,90
4 Doxiciclina 445/428 445/154 6.30
5 Enrofloxacina 360/342 360/286 5.20

Nota: m/z — razdo massa/carga para cada transicdo monitorada dos analitos.

Em cada cromatograma gerado no CL-
EM/EM, como rotina de andlise, todos 0s
demais analitos validados pelo método de
extragdo por 4&cido tricloroacético foram
monitorados por suas respectivas transigdes
e tempos de retencdo (tab. 11). O valor de
razdo entre a area dos picos dos analitos com
a area do pico do padrédo interno foi utilizado
para determinar o0 status da amostra
(conforme ou nédo conforme), de acordo com

0 previsto para 0 método de triagem
validado (Capitulo 1).

4. Resultados e Discusséo
A tab. 31 apresenta os valores das médias

das razBes entre areas obtidas (repeticGes),
por tratamento e dia do experimento.

Tabela 31 — Médias das razdes entre as areas™ das seis repeticdes obtidas a partir das respostas analiticas

geradas pelas amostras do experimento “in vivo”

Dia Grupo Trat. 1 Trat. 2 Trat. 3 Trat. 4 Trat. 5
Controle Neomicina Lincomicina Oxitetra. Doxiciclina Enrofloxacina
0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,06 0,00
1 0,00 0,00 1,04 0,13 13,30 16,04
2 0,00 0,00 6,87 0,53 38,08 41,50
3 0,00 0,00 9,55 0,88 36,52 61,71
4 0,00 0,00 11,79 1,07 38,66 70,38
5 0,00 0,01 11,66 1,31 48,34 59,70
6 0,00 0,00 10,02 1,09 34,04 63,63
7 0,00 0,00 5,46 0,63 17,13 33,27
8 0,00 0,01 2,93 0,50 9,30 14,57
9 0,00 0,00 1,68 0,48 6,61 8,22
10 0,00 0,00 0,99 0,43 4,71 3,16
11 0,00 0,00 0,78 0,29 4,41 2,72
12 0,00 0,00 0,28 0,21 1,60 0,88
13 0,00 0,00 0,14 0,14 1,30 0,60
14 0,00 0,00 0,08 0,14 0,93 0,54
15 0,00 0,00 0,05 0,13 0,65 0,29

Legenda: Trat. — tratamento; Oxitetra. — oxitetraciclina.

* Razdo entre a area do analito e o padrdo interno (sulfafenazol).

Avaliando os dados é possivel verificar que,
ndo houve deteccdo de residuos nas
amostras do grupo controle, o que demonstra
a ndo ocorréncia de contaminacdo, e do
tratamento 1 (racdo contendo neomicina) em
nenhum dos dias do periodo experimental.
Contudo, para os demais tratamentos (2, 3, 4
e 5), houve deteccdo de residuos nas

amostras obtidas a partir do primeiro dia, ou
seja, em menos de 24 horas ap6s o inicio do
fornecimento da racdo contendo o0s
medicamentos. Os dados apresentados
demonstram a presenca de residuos de
lincomicina (tratamento 2), oxitetraciclina
(tratamento 3), doxiciclina (tratamento 4) e
enrofloxacina (tratamento 5) durante todo o
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periodo de fornecimento da racdo contendo
0s antimicrobianos (dias 1 a 5) e, também,
apo6s a suspensdo do tratamento (dias 6 a
15).

A neomicina (tratamento 1), medicamento
com acdo efetiva no trato gastrointestinal,
possui pouca absorcdo e, provavelmente,

concentragcBes detectaveis pelo método
validado. Para testificar a presenca do
principio ativo, o medicamento foi diluido
na concentracdo de trabalho do método de
rotina do laboratério para andlise de
aminoglicosideos por CL-EM/EM (Almeida
et al.,, 2012). A presenca da neomicina foi
confirmada como pode ser observado no

ndo foi capaz de atingir, em 0voOS, cromatograma da fig. 34.
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Figura 34- Cromatograma gerado pela injecdo do medicamento usado no tratamento 1 para verificar a
presenca do principio ativo (heomicina).
Nota: injecdo realizada CL-EM/EM, no dia 26 de julho, no modo MRM, das duas transi¢es do analito no
tempo de retencdo esperado (2.28).

Durante as analises laboratoriais, 0s extratos
do tratamento 1 foram injetados no método
de rotina do laboratério para analise de
aminoglicosideos por CL-EM/EM, com o
objetivo de verificar a possivel presenca do
residuo em concentragfes mais baixas, que o
limite de detec¢do do método validado, mas
que poderiam ser detectadas pelo método de
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rotina do laboratério devido ao seu baixo
limite de deteccdo (50 pg.kg™). O analito foi
detectado no pool de antimicrobianos do
Controle Positivo, mas ndo foi detectado nos
estratos das amostras (fig. 35), confirmando
os resultados anteriormente encontrados.
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Figura 35 - Cromatogramas das transicdes da neomicina gerados pela injecdo do Controle Positivo
contendo o pool de analitos (a) e do extrato da amostra do tratamento 1 (neomicina), dia 3, repeticdo A

(b).
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Grupo Controle

Os cromatogramas das amostras do grupo
controle foram analisados para verificar a
presenca das transicdes dos analitos

validados no método, em seus respectivos
tempo de retencéo (tab. 30). A fig. 36 ilustra
0 cromatograma de uma amostra do
tratamento 1 (um), repeticdo C, do dia 5
(cinco) do periodo experimental.
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Figura 36- Cromatograma gerado por amostra do tratamento 1 (controle - ragdo sem antimicrobiano), do

dia 5 do periodo experimental.

Em nenhuma das amostras do grupo
controle foi observado pico cromatografico,
no tempo de retencdo de cada analito do
experimento. Dessa forma, pode-se dizer
que ndo houve, durante o periodo
experimental, nenhum tipo de contaminacéo
da racdo com antimicrobianos durante o
preparo na fabrica e/ou no tratamento das
aves. Contudo, foi possivel identificar nos
cromatogramas o interferente oriundo do
acido tricloroacético, presente no tempo da
flumequina, e o pico gerado pelo padrdo
interno (sulfafenazol).
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Tratamento 1 - Neomicina

Analisando todos os cromatogramas gerados
pelas amostras pertencentes ao tratamento 1
e pesquisando a presenca das duas transicoes
e 0 tempo de retencdo da neomicina nédo
foram observados picos cromatograficos que
identificassem a presenca do analito em
nenhuma das amostras (seis repeticdes e 16
dias de experimento), como é possivel
observar no cromatograma da fig. 37 que
ilustra os cromatogramas gerados pelas
amostras do tratamento 1 em todos os dias
do periodo experimental, inclusive durante o
uso da racdo com o medicamento.
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Figura 37 — Cromatograma gerado pela amostra 16 do tratamento 1 (neomicina), no dia 5 do periodo
experimental, repeticéo B.

A neomicina, que € um aminoglicosideo
produzido pelo Streptomyces fradiae, é
utilizada primariamente no tratamento de
infeccbes causadas por microrganismos
aerébios Gram-negativos e alguns Gram-
positivos. Devido a sua alta toxicidade e
baixa eficiéncia contra Klebsiella sp., E. coli
e Pseudomas sp., seu uso fica limitado para
0 tratamento de infecgBes intestinais,
incluindo o quadro de salmoneloses em
perus e frangos (Ito et al., 2005).

A auséncia de residuos de neomicina nas
amostras analisadas poderia ser explicada
pelas suas propriedades farmacocinéticas,
em grande parte atribuidas a sua
caracteristica polar. A neomicina ndo é
significativamente absorvida pelo trato
gastrointestinal sendo excretada nas fezes
depois de administradas por via oral. Para
aves, estima-se que apenas 3% da dose
administrada seja absorvida, contudo, é raro

encontrar residuos de aminoglicosideos em
ovos apds administracdo oral (Ito et al.,
2005; Goetting et al., 2011).

Segundo Reeves & Swan (1999) a baixa
lipossolubilidade da substancia, que limita
sua difusdo pelas membranas bioldgicas,
associada ao baixo percentual de ligacdo as
proteinas plasmaticas (25%) seriam as
causas da neomicina ndo atingir niveis
terapéuticos, quando administrada por via
oral. Além disso, os aminoglicosideos, como
classe, ndo sdo biotransformados de maneira
significativa, apds administracdo parenteral,
sendo eliminados pela urina na sua forma
inalterada. O volume de distribuicdo é
relativamente baixo (<0,35 L.kg'l), porém, a
ligag&o seletiva aos tecidos pode ocorrer nos
rins, onde os residuos podem permanecer
por periodos prolongados (Spinosa, 2011c).
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Os resultados deste experimento corroboram
com os encontrados por Roudaut (1989),
citado por Goetting et al. (2011). O autor
pesquisou a taxa de transferéncia de
aminoglicosideos em ovos quando utilizou
diferentes vias de administracdo do
medicamento. Clara, gema e ovo inteiro
foram analisados separadamente ap06s a
administracdo oral de dihidroestreptomicina
(DHS), neomicina e espectinomicina e apos
injecdo intramuscular de DHS. Os residuos
foram determinados por método de difusdo
em Agar e a neomicina foi administrada via
4gua na dose de 25 mg.kg™, durante 5 dias.
Apenas a DHS, administrada por via
intramuscular,  resultou em  residuos
detectaveis nos ovos, contudo, a quantidade
total de DHS presente nos ovos representou
apenas 1% da dose administrada.

Tratamento 2 - Lincomicina

A presenca da lincomicina foi pesquisada
nos cromatogramas das amostras do
tratamento 2. Picos cromatograficos no
tempo de retencdo esperado para a
lincomicina foram observados e, dessa
forma, pela andlise das duas transicoes foi
possivel confirmar a presenca do residuo. A
fig. 38 apresenta o pico cromatogréfico da
lincomicina extraido do cromatograma
gerado pelo Controle Positivo (pool de
analitos) e a fig. 39 apresenta dois
cromatogramas de diferentes dias do periodo
experimental (dia 2 e dia 5) nos quais foi
possivel identificar os picos cromatogréficos
do residuo de lincomicina, do padrdo interno
e do interferente do processo de extracdo
(TCA). Os resultados das 96 amostras do
tratamento 2 estdo apresentados na tab. 32.
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Figura 38 — Cromatograma extraido para isolamento do analito do cromatograma gerado pela injecdo do
Controle Positivo.
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Figura 39 — Cromatogramas gerados pela inje¢do no CL-EM/EM das amostras T2D2A (a) e T2D5D (b)

para pesquisa de residuos de lincomicina nos ovos.
Nota: T — tratamento; D - dia do periodo experimental e A e D — repetices.
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Tabela 32 - Médias das razfes entre areas das amostras do tratamento 2 para todos os dias do periodo

experimental

Dias Médias Coeficiente de Varia¢do
0 0,00 -

1 1,04 19,19
2 6,87 26,68
3 9,55 15,37
4 11,79 17,62
5 11,66 21,62
6 10,02 31,15
7 5,42 27,41
8 2,93 53,3
9 1,68 18,21
10 0,99 31,85
11 0,78 32,8
12 0,28 38,42
13 0,14 24,14
14 0,08 38,31
15 0,05 43,74

A partir das médias das respostas de razéo
entre areas é possivel analisar a cinética da
lincomicina. A razdo entre areas (area do
pico cromatografico da lincomicina pela
area do pico cromatografico do padrdo

interno) do controle positivo permitiu
analisar o perfil do analito ao longo dos dias
experimentais (graf. 1). O controle positivo
para a licomicina foi fortificado na
concentragdo de 37,5 pg.67kg™.
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6,00
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Grafico 1 — Respostas das médias das repeti¢es do tratamento 2 ao longo do periodo experimental.
Nota: as setas no grafico sinalizam o inicio e o fim da medicacéo.

Os resultados indicaram a presenca de
residuos de lincomicina a partir dos ovos
coletados no dia 1 (um) do experimento, ou
seja, em menos de 24 horas ap6s o inicio do
tratamento (ragdo com medicamento).
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Prosseguindo com a analise dos resultados
observou-se que, do dia 2 (dois) do
experimento até o sexto dia, os valores
médios encontrados (6,87; 9,55; 11,79;
11,66 e 10,02, respectivamente) foram



superiores ao valor do Controle Positivo
(6,27) e, por isso, tais amostras seriam
consideradas ndo conformes. Seriam, ainda,
destinadas a andlise por um método
guantitativo, com o intuito de verificar a
possivel violacdo da amostra frente ao valor
do LMR estabelecido na legislagcdo para a
lincomicina em ovos (50 ug.kg™). Os
valores maximos das razbes entre &reas
foram observados no periodo final do
tratamento (entre o quarto e quinto dia) e
residuos nas amostras ainda foram
detectados até o Ultimo dia do periodo

experimental. Contudo, ap6s o sexto dia, 0s
valores encontrados sdo inferiores ao
controle positivo e, consequentemente, ao
limite maximo permitido para a lincomicina
em ovos (amostras conforme).

Uma estimativa da concentracdo de
lincomicina nas amostras é apresentada no
graf. 2. Essa estimativa foi calculada com
base na concentragdo de fortificagdo do
Controle Positivo e sua relagdo com a média
da resposta obtida frente as médias das
respostas das amostras.
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—e— Lincomicina
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Gréfico 2 — Estimativa da concentragdo das amostras do tratamento 2 (lincomicna) obtidas no
experimento “in vivo”, ao longo do periodo experimental.
Nota: as setas no grafico sinalizam o inicio e o fim da medicacéo.

As lincosamidas s&o antimicrobianos de
carater basico, muito lipossollveis, com alta
afinidade por proteinas plasméticas e,
consequentemente, amplamente distribuidas
(entre 1,0 e 1,4 Lkg") (Spinosa, 2011a).
Nos Estados Unidos ¢é utilizada como
promotor de crescimento e para controle de
enterite necrética causada por Clostridium
sp. A associagdo da lincomicina com a
espectinomicina é comercializada para uso
oral em galinhas e recomendada para o
controle da aerossaculite e Doencas Crénico
Respiratorias (Ito et al., 2005).

Um estudo com lincomicina marcada (**C)
foi realizado em poedeiras. As aves
receberam a medicagdo por meio de pilulas a
cada 12 horas, durante 12 dias consecutivos.
Os resultados obtidos variaram de 1,2 - 12,0
1g.kg™ durante o periodo de tratamento e de
1-4 pg.kg™, trés dias ap6s o tratamento. As
concentragdes encontradas na gema foram,
aproximadamente, trés vezes superiores aos
da clara (EMEA, 2000).

Encontra-se, na literatura, uma série de
informacdes sobre o periodo de caréncia da
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lincomicina. Por outro lado, quando se trata
de ovos, essas informagdes sdo praticamente
inexistentes. Podem-se encontrar
informacfes que consideram o uso Seguro,
sem a necessidade de caréncia para o
consumo dos ovos, a informacdes que
recomendam 0 ndo uso da lincomicina para
aves de postura.

O medicamento utilizado neste experimento
néo apresentou informacdes e indicacgdo para

uso em poedeiras e, consequentemente, ndo
ha determinacéo do periodo de caréncia.

Tratamentos 3 e 4 - Oxitetracilcina e
Doxiciclina

Os resultados das médias das razdes entre
areas das amostras dos tratamentos 3
(oxitetraciclina) e 4 (doxiciclina) estdo
apresentados nas tabs. 33 e 34.

Tabela 33 - Médias das razdes entre areas das amostras dos tratamentos 3 e 4 para todos os dias do

periodo experimental
Dias Médias COEf'c.' Gl e Médias Coeficiente de Variagdo
Variacdo
Tratamento 3 Tratamento 4

0 0,00 - 0 -

1 0,13 35,06 13,30 21,25
2 0,53 25,60 38,08 18,53
3 0,88 16,30 36,52 27,30
4 1,07 18,15 38,66 18,41
5 1,13 22,19 48,34 18,88
6 1,09 16,59 34,04 22,66
7 0,63 17,61 17,13 19,01
8 0,50 23,52 9,30 9,01
9 0,48 20,68 6,61 12,57
10 0,43 34,09 4,71 19,86
11 0,29 25,57 4,41 37,98
12 0,21 23,97 1,60 17,10
13 0,14 35,48 1,30 24,95
14 0,14 41,10 0,93 27,10
15 0,13 27,58 0,65 15,13

Os resultados médios apresentados para a
oxitetraciclina possuem cinética semelhante
aos resultados da doxiciclina, mas em
valores bem inferiores de &rea 0 que,
consequentemente, pode ser entendido como
valores de concentracdo de residuos no ovo
inferiores aos encontrados para a
doxiciclina.

Baixos valores de oxitetraciclina também
foram encontrados por Donoghue e Hairston
(1999) com o uso de uma concentracdo de
200 g.ton™, durante cinco dias. Os residuos
s6 foram observados no quinto e sexto dia

120

do experimento. Apesar dos baixos valores
de razdo entre é&reas detectados neste
trabalho foi possivel verificar a presenca da
oxitetraciclina desde o dia 1 até o dia 15 do
experimento, contudo, a concentracdo
utilizada foi 2,75 vezes maior que a utilizada
por Donoghue e Hairston (1999) o que
poderia explicar essa diferenga na cinética
do analito.

Os cromatogramas
oxitetraciclina e
apresentados na fig. 40.

gerados pela
doxiciclina  estdo
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Figura 40 — Cromatogramas gerados pelas amostras do tratamento 3, dia 3, repeticdo C (a) e tratamento 4,
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A evolucdo do perfil de residuos de ambas
as tetraciclinas, analisadas em funcdo dos

Controles Positivos fortificados em 300
Hg.kg™?, esté representada nos grafs. 3 e 4.
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Gréfico 3 - Respostas das médias das repetigdes do tratamento 3 ao longo do periodo experimental.
Nota: as setas no gréafico sinalizam o inicio e o fim da medicacéo.
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Gréfico 4 - Respostas das médias das repetigdes do tratamento 3 ao longo do periodo experimental.
Nota: as setas no gréafico sinalizam o inicio e o fim da medicacéo.

Tetraciclina, oxitetraciclina e clortetraciclina
possuem LMR estabelecido no Codex
Alimentarius de 400 ug.kg™, mas para a
doxiciclina ndo ha LMR e a indicacéo é a de
ndo uso em galinhas poedeiras (Codex
Alimentarius Commission, 2001). Pelos
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resultados apresentados para a
oxitetraciclina ndo ha, em nenhum dia do
periodo  experimental, amostras  nao
conformes, pois todas as médias das razdes
entre areas, ao longo do periodo
experimental, estdo abaixo da faixa do



Controle Positivo (Graf. 3). J& para a
doxiciclina foi possivel observar que as
razbes ente areas resultantes das amostras
analisadas apresentaram resultado néo
conforme desde o dia 1 (um) do periodo
experimental e se manteve dessa forma até o
dia 9 (nove). A ndo conformidade das
amostras estd relacionada com o nivel de
validagdo (concentracdo alvo de triagem)
utilizado para a doxiciclina, que foi o
mesmo vigente para as demais tetraciclinas.

As tetraciclinas sdo  antimicrobianos
bacteriostéaticos que podem ser
administradas tanto por via oral, sendo
absorvidas pelo trato digestivo, como por
vias parenterais. Todos os antimicrobianos
do grupo sdo muito bem absorvidos,
contudo, a presenca de alimentos no trato
digestivo pode prejudicar a absorcdo das
tetraciclinas, com excecdo da minociclina e
doxiciclina (Ito et al., 2005; Spinosa, 2011).

A absorcdo e distribuicdo das tetraciclinas
podem variar com a lipossolubilidade das
diferentes tetraciclinas. A oxitetraciclina é a
menos lipofilica do grupo e, portanto, a que
possui menor taxa de absorcdo apos
administracdo via oral. Ja& a doxiciclina,
antimicrobiano  sintético  derivado da
oxitetraciclina, ¢ a mais lipofilica das
tetraciclinas (5 a 10 vezes mais) atingindo
uma biodisponibilidade elevada de 90 a
100% (lto et al., 2005; Goetting et al., 2011,
Spinosa, 2011).

As tetraciclinas, uma vez absorvidas, sdo
distribuidas pelo organismo e se concentram
no figado e rins. Sdo, também, depositadas
nos ovos sendo detectadas primeiramente na
clara, logo ap6s a administracdo, mas
atingem altos niveis de concentracdo na
gema, persistindo por varios dias (Omija et
al., 1994; Zurhelle et al., 2000). A deposicéo
da doxiciclina em ovos atinge niveis bem
mais altos do que os atingidos pela
tetraciclina e esta, por sua vez, atinge niveis
de concentragdo mais altos que a
oxitetraciclina, quando utilizadas na mesma

dosagem e rota de administracdo (Goetting
etal.,, 2011).

Trabalho com resultados semelhantes aos
encontrados  neste  experimento  foi
desenvolvido por Yoshimura et al. em 1991.
Poedeiras  receberam  doxiciclina e
oxitetraciclina dissolvidas em agua (0,5 g.L
1), durante sete dias consecutivos. Os ovos,
colhidos diariamente, durante e apds a
medicagdo foram analisados por método
microbiol6gico. As concentragbes dos
medicamentos aumentaram a cada dia,
concomitantemente ao avango da
medicacdo. Apesar das semelhangas nas
estruturas quimicas das substancias, a
doxiciclina foi encontrada em concentragdes
mais elevadas, permanecendo por um
periodo maior nos ovos, sendo encontrada
quase um més apds o fim da medicagdo. Os
autores concluiram que as variagdes na
persisténcia dos residuos nos ovos refletem
as diferencas na absor¢éo e na capacidade de
penetracdo da substancia nos tecidos.

O desaparecimento do residuo depende dos
niveis plasmaticos  atingidos  pelo
medicamento. Quando os niveis plasmaticos
da substancia sdo rapidamente reduzidos do
organismo os residuos também desaparecem
da clara em dois a trés dias apds o fim da
exposicao. Por outro lado, 0
desaparecimento na gema geralmente leva,
aproximadamente, dez dias. As substancias
lipofilicas, absorvidas durante a fase de
crescimento rapido da gema, ja sdo
detectadas nos ovos. No entanto, se o nivel
de exposicdo é muito alto e o limite de
deteccdo para o farmaco testado muito
baixo, os residuos depositados nas gemas,
que se encontram na fase intermédia de
crescimento, também serdo detectados
(Omija et al., 1994; Kan & Petz, 2001). O
mesmo foi concluido por Vandenberge et al.
(2012) que, mesmo utilizando baixas
dosagens de doxicilina na ragdo (25 mg.kg
1), detectaram residuos de doxicilina até o
dia 13 do experimento.
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Neste experimento, ndo foi possivel
determinar até quando haveria residuos nos
ovos de ambas as tetraciclinas sendo
necessario um periodo maior de dias de
acompanhamento. Contudo, pela
comparagdo dos valores de areas
encontrados para o analito com o valor do
Controle Positivo ndo houve violagdo dos
limites estabelecidos para a oxitetracilcina.
Achado semelhante foi observado por
Hintono et al. (2007) que encontraram
residuos de oxitetraciclina em ovos até sete
dias apés a interrupcdo da medicagéo,
contudo, com valores abaixo do limite
permitido.

Tratamento 5 - Enrofloxacina

A presenca de residuos de enrofloxacina foi
pesquisada nos cromatogramas das amostras
do tratamento 5. Picos cromatograficos no
tempo de retencdo esperado e a andlise da
presenca das duas transi¢des do analito
possibilitaram confirmar a presenca do
residuo nas amostras de ovos (fig. 41). Os
resultados das 96 razBes entre &reas das
amostras do tratamento 5 estdo apresentados
na tab. 34.
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Figura 41 - Cromatograma gerado pela amostra do tratamento 5, dia 5, repeti¢ao D.




Tabela 34 - Médias de razdo entre areas das amostras do tratamento 5 para todos os dias do periodo

experimental

Dias Médias Coeficiente de Varia¢do

0 0,00 -

1 16,04 45,87
2 41,50 21,02
3 61,71 12,88
4 70,38 7,89
5 59,70 26,61
6 63,63 16,12
7 33,27 24,61
8 14,57 12,89
9 8,22 27,11
10 3,16 22,29
11 2,72 28,35
12 0,88 22,83
13 0,60 47,02
14 0,54 50,21
15 0,29 37,99

Os resultados obtidos demonstraram a
presenca de residuos de enrofloxacina a
partir do dia 1 (um) do experimento, ou seja,
em menos de 24 horas apés a
disponibilizagédo do medicamento,
estendendo até o ultimo dia do periodo
experimental. Segundo Lolo et al., (2005)
residuos das fluoroquinolonas aparecem nos
ovos dentro de 24 horas apés a primeira
dose e persistem por varios dias apds o
término do tratamento.

As quinolonas, antimicrobianos obtidos por
sintese laboratorial, possuem amplo espectro
de acdo e possuem ampla aplicagdo tanto na
medicina humana quanto na veterinaria.
Uma das principais vantagens do uso das
fluoroquinolonas é sua ampla distribuicdo
pelo organismo. Ap6s a administracdo por
via oral, as quinolonas sdo rapidamente
absorvidas, contudo, o pico méaximo de
concentragdo varia conforme a espécie.
Assim, por exemplo, ap6s a administragdo
oral de enrofloxacina, esta quinolona de
segunda geracdo atinge o0 pico maximo de
concentracdo séricaem 0,5; 0,9; 1,4; 2,5; 5,4
horas, em equinos, cées, perus, galinhas e
bezerros (Gorniak, 2011).

A enrofloxacina  é uma piperanil
fluorociclopropil quinolona estruturalmente

semelhante a ciprofloxacina, que é seu
metabdlito. No entanto, a farmacocinética da
ciprofloxacina  é diferente e sua
biodisponibilidade é metade ou menos da
metade no organismo da ave, quando
comparada a enrofloxacina (Ito et al., 2005).
O uso é proibido para animais de producgao
nos Estados Unidos (Goetting et al., 2011), e
na Unido Europeia sua aplicacdo ndo é
indicada para poedeiras (Comunidade
Econbmica Europeia, 2010). Contudo, pelo
seu amplo espectro de acdo, a enrofloxacina
e seus analogos sdo recomendados para
tratar galinhas e perus de infeccGes por E.
coli, e Pasteurella multocida, coriza
infecciosa das galinhas, infeccbes por
Ornithobacterium rhinotracheale, celulite
por Gram-negativos, estafilococose,
salmoneloses, dentre outras infecgdes (Ito et
al., 2005).

Na avaliacdo dos cromatogramas gerados
(fig. 42) pelas amostras do tratamento 5 foi
possivel ~ detectar a  presenca  da
ciprofloxacina. Pelo cromatograma, é
possivel ~ comparar a resposta da
enrofloxacina com a resposta analitica da
ciprofloxacina e percebe-se que ha uma
diferenga significativa na area gerada pelos
analitos.
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Figura 42 — Cromatograma gerado pela amostra do tratamento 5, dia 4 do periodo experimental, repeti¢do
B (a). Pico da primeira transicdo da ciprofloxacina (b).
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Por se tratar, neste caso, de um metabdlito
da enrofloxacina a diferenca entre os niveis
de enrofloxacina e ciprofloxacina em ovos é
esperada e, segundo Goetting et al., (2011)
sdo encontradas na literatura variagdes que
dependem da dose administrada e da via de
administracéo utilizada.

A evolucdo do perfil de residuos de ambas
as fluoroquinolonas, analisadas em fungdo
do Controle Positivo fortificado em 7,5
Hg.kg™?, esta representada no graf. 5.
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Gréfico 5 - Respostas das médias das repeti¢des do tratamento 5 ao longo do periodo experimental.
Nota: as setas no grafico sinalizam o inicio e o fim da medicacéo.

Analisando os resultados € possivel observar
gue, para todos os dias do experimento, com
excecdo do dia zero, as médias (seis
repeticdes) das respostas das razBes entre as
areas da enrofloxacina pela area do padrdo
interno estdo acima da média da razdo entre
areas do controle positivo. De acordo com o
método validado e utilizado para a analise,
as respostas do dia 1 ao dia 15 do periodo
experimental sdo ndo conformes e, por isso,
seria necessario quantifica-las.

Considerando que, o PNCRC de 2012
estabelece como LMR o valor de 10 ug.kg™
para enrofloxacina deve-se analisar 0
periodo de caréncia para essa substancia

quando do seu uso em poedeiras, pois apos a
interrupcdo do seu uso no experimento foi
possivel detecta-la por mais dez dias.

As respostas analiticas da enrofloxacina, em
todos os dias do experimento, foram maiores
que as da ciprofloxacina (grafico 6). Tais
resultados estdo de acordo com os achados
de Gorla et al. (1997) e Lolo et al., (2005)
que detectaram o metabdlito em niveis
inferiores nos ovos de galinhas tratadas com
enrofloxacina. Contudo, a curva de deplecdo
do residuo da enrofloxacina é mais rapida se
comparada com a de seu metabdlito, que
apresenta um taxa de deplecdo mais suave.
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Grafico 6 - Respostas das médias das repeti¢des das amostras do tratamento 5 para o analito
ciprofloxacina ao longo do periodo experimental.
Nota: as setas no grafico sinalizam o inicio e o fim da medicacéo.

Lolo et al. (2005) observaram a mesma
caracteristica para 0 metabolito da
enrofloxacina. Ap6s a administracdo da
Gltima dose do tratamento, a curva de
enrofloxacina caiu rapidamente, enguanto
que o metabdlito ciprofloxacina permaneceu
por varios dias na gema. O nivel méximo foi
atingido no sétimo dia. Para os autores o
metabolismo da enrofloxacina pode ser a
explicacdo para o achado. O figado € o
6rgdo no qual ocorre a metabolizagdo da
enrofloxacina e também o 6rgdo que produz
lipoproteinas (os constituintes principais da
gema). Dessa forma, é possivel compreender
o maior nivel de residuo da ciprofloxacina
encontrado na gema e a sua persisténcia por
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mais tempo nos niveis proximos do valor
maximo, antes de diminuir.

Os resultados das analises demonstraram
gue as amostras do dia 1 (um) ao dia 12 do
periodo experimental apresentaram
resultados acima do Controle Positivo e,
consequentemente, sdo consideradas como
ndo conforme. Na rotina de analises do
laboratério, tais amostras seriam
direcionadas para um método quantitativo
com o intuito de verificar se houve ou néo
violagdo do Limite Méaximo de Residuos,
que é de 10 pg.kg™ para a ciprofloxacina
(PNCRC, 2012).



5. Conclusodes

O acompanhamento do perfil de residuos
nos ovos, produzidos durante e apds 0 uso
por cinco dias de neomicina, lincomicina,
oxitetraciclina, doxiciclina e enrofloxacina
adicionados na ragdo nas concentracfes
recomendadas pela bula dos medicamentos,
por meio do método multirresiduos por CL-
EM/EM validado (Capitulo 2) permitiu
concluir que:

Todos os principios ativos utilizados
(lincomicina, oxitetraciclina,
doxiciclina e enrofloxacina) séo
capazes de gerar residuos em ovos,
com excecdo da neomicina.

A concentracdo do residuo de
lincomicina, provavelmente, viola o
Limite Residual Méaximo
estabelecido.

Residuo de oxitetraciclina ndo
ultrapassa o Limite Maximo de
Residuos estabelecido pelo Codex
Alimentarius.

A doxiciclina, ndo indicada para uso
em galinhas poedeiras pelo Codex
Alimentarius, gera residuos durante
todo o periodo de tratamento e por,
pelo menos, 10 dias apdés a
suspensdo do uso.

A enrofloxacina e seu metabolito
(ciprofloxacina) geram residuos em
ovos e, provavelmente, os valores
encontrados ultrapassam o Limite
Maximo de Residuos estabelecido
para ambos os analitos, segundo o
PNCRC de 2012.
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4. Apéndice
Unidades de medidas

Mg - micrograma

Hg.kg™ — micrograma por quilo
ng.mL ™" — micrograma por mililitro
HL — microlitro

pL — microlitro

pm — micrometro

mol.L™* — mol por litro

mL - mililitro

mm — milimetro

Abreviaturas e Siglas

ABNT — Associacdo Brasileira de Normas
Técnicas

ACN - Acetonitrila

AFFSA - Agence Frangaise de Sécurité
Sanitaire des Aliments

ANVISA - Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria

APCI - lonizagdo quimica a pressdo
atmosférica

APPI - Fotoionizagdo a pressao atmosférica
CAD - gés de colisdo

CCAB - Comité do Codex Alimentarius do
Brasil

CCRC - Coordenagdo de Controle de
Residuos e Contaminantes

CE - Comunidade Europeia

CEE - Comunidade Econémica Europeia
CID - Dissociagao Induzida por Colisdo

CL - Cromatografia Liquida

CLAE/EM - Cromatografia liquida de alta
eficiéncia acoplada a espectrometria de
massas

CLUE - Cromatografia Liquida de Ultra
Eficiéncia

COMISA - Consultation Mondiale de
Industrie de La Santé Animale
CONMETRO - Conselho Nacional de
Metrologia, Normalizacdo e Qualidade
Industrial

CP — Controle Positivo

CUR - gas de dessolvatacao

Cval- Concentracdo da validacéo

CXP - potencial de saida da célula de
colisdo

DP - Potencial de Desagregacdo (Potencial
Declustering)

EC - Energia de Colisdo (Collision Energy)
ELISA - Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay

EM — Espectrometria de Massas

EMEA - European Agency for the
Evaluation of Medical Products

EP - potencial de entrada

ESI - Electrospray

FAO - Organizacéo das Nagdes Unidas para
a Agricultura e Alimentacéo

Fc — Fator de Corte

FDA - Food and Drug Administration
FEDESA - Federacdo Europeia de Salde
Animal

GS1 - gés nebulizante

GS2 - gas secante aquecido

HFBA — Acido Heptafluorobutirico

IBGE - Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica

IDA’s - Ingestbes Diarias Aceitaveis

IN — Instrucdo Normativa

INMETRO - Instituto Nacional de
Metrologia, Normalizagdo e Qualidade
Instrumental
LANAGRO -
Agropecudrio
LD - limite de detecgéo

LMDR - Limite Maximo de Desempenho
Requerido

LMR (s) — Limite (s) Maximo (s) de
Residuo (s)

LRM - Laboratério de Residuos de
Medicamentos Veterinarios

MALDI - lonizacdo de matriz assistida por
laser

MAPA - Ministério da Agricultura,
Pecuéria e Abastecimento

MERCOSUL - Mercado Comum do Sul
MRM - Multiple Reaction Monitoring
(Monitoracéo de Reagdes Multiplas)

°C — graus Celsius

OMS - Organizacdo Mundial da Saude
PABA - &cido para-aminobenzoico

PAMvet — PR - Programa Estadual de
Controle de Residuos de Medicamentos

Laboratério  Nacional
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PAMvet - Programa de Analise de Residuos
de Medicamentos  Veterinarios em
Alimentos

Pl — Padréo Interno

PNCRC - Plano Nacional de Controle de
Residuos e Contaminantes em Produtos de
Origem Animal

PTFE - Politetrafluoretileno

Q1 - Primeiro Quadrupolo

Q3 - Terceiro Quadrupolo

SDA - Secretaria de Defesa Agropecuéria
SINDAN - Sindicato Nacional da Industria
de Produtos para Saude Animal

TCA - Acido Tricloroacético

Tvaior - Threshold Value (valor de T)
UBABEF - Unido Brasileira de Avicultura
UV - Utravioleta

XIC - Extracted lon Chromatogram
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