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RESUMO

A Cromatografia Liqiiida de Alta Eficiéncia (HPLC) foi utilizada na
identificagdo de isoniazida (hidrazida do acido isonicotinico) no leite
de bovinos tratados com a dose de 25 mg/kg/dia, em dias
alternados, foi também verificado o efeito da pasteurizagio sobre a
concentragdo residual de isoniazida no leite destes animais. A
liberagdo da droga no leite dos animais apresentou uma varia¢do
ciclica com picos no primeiro dia apos a administragdo da droga,
com média de 1104,48 ug/l, e queda dois dias apds, com média de
104,12 pg/l. Quatro dias apos a Gitima administragdo da droga ndo
foi mais possivel, pela técnica utilizada, a identificagdo de residuos
de isoniazida no leite. Verificou-se que existe a influéncia do peso e
producdo de leite do animal em relagdo a quantidade da droga
excretada e que a pasteurizagdo diminuiu, em média 47,07%, a

concentracdo de residuo de i1soniazida no leite.

Palavras Chave: Tuberculose bovina, Isoniazida, HPLC.
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1 INTRODUCAO

A Tuberculose € a principal causa de morte devido a um tnico
agente infeccioso entre adultos em todo o mundo. E estimado que a
incidéncia e mortalidade de Tuberculose humana entre 1990 ¢ 1999
sera de 88 milhdes e 30 mithdes respectivamente, com a maioria dos
casos em paises em desenvolvimento. Mycobacterium tuberculosis é
a causa mais comum de Tuberculose humana, mas uma proporgio
de casos se deve ao Mycobacterium bovis. Em paises
industrializados, programas de controle e eliminagdo da Tuberculose
amimal, junto com a pasteurizagio de leite, diminuiram
drasticamente a incidéncia da doenga causada por M. bovis tanto em
bovinos quanto no homem. Entretanto, em paises em
desenvolvimento, a Tuberculose amimal esta amplamente difundida,
as medidas de controle nio sio aplicadas ou s3o aplicadas
esporadicamente € a pasteurizagdo € raramente praticada. A
correlagdo direta entre infecgdo por M. bovis em bovinos e a doenga
na populacio humana foi bem documentada em paises
industrializados. Entretanto, pouca informagdo é encontrada nos
paises em desenvolvimento, onde os fatores de risco para a infegfo
pelo M. bovis tanto em animais quanto no homem estio presentes

{Costvi et al,1998).
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Tuberculose € a principal infecgdo oportunistica em pessoas
infectadas com HIV (Sindrome da imunodeficiéncia Adquirida). A
grande maioria das pessoas portadoras desta dupla infeccdo moram
em paises em desenvolvimento, mas tanto infec¢des por HIV como
por M. bovis foram reportadas em paises industrializados. A
epidemia da infecgio por HIV em paises desenvolvidos,
particularmente em paises em que infecgdo por M. bovis esta
presente nos animais e em que as condicdes favorecem as
transmissGes zoonoticas, podem fazer da Tuberculose bovina uma
séria amea¢a a saide publica para pessoas de grupos de risco

(Cosivi et al, 1998)

Trabalhando com dados parciais, o Departamento de Defesa Animal
do Ministério da Agricultura e Abastecimento (M.A.Ab.) apontou,
no ano de 1996, a presenga de Tuberculose em 551 rebanhos
bovinos no pais computando 2.307 animais positivos. Considerados
elevados, estes dados nio refletem, porém, a realidade, }& que nem
todos os animais sio testados ou tem a existéncia da doenga
comunicada, apesar desta ser uma enfermidade de notificagio

obnigatoria (Pitombo,1997).

No Brasil ndo existe um programa de controle ou erradicacdo da

Tuberculose bovina. Esta atividade esta inserida em um programa
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genérico denominado Programa de Controle das Doengas Animais,
desenvolvido pelo Ministério da Agricultura ¢ do Abastecimento,
Secretanas Estaduais de Agricultura e entidades afins (Ferreira Neto
& Bernardi, 1997). A legislagdo sanitaria animal brasileira ¢ bem
adequada ao tratar de enfermidades contagiosas, ao obrigar o
sacrificio de animais positivos a tuberculinizagdo e prevendo a
indenizagio dos pecuaristas em um quarto do valor do animal
sacrificado (Brasil, 1934, 1943). Mas, se fosse cumprida 4 risca em
todas as propriedades, ndo haveria recursos para o pagamento das
indenizagdes. Entretanto, apesar da luta destes orgdos, o esforgo
para o controle da Tuberculose bovina ndo surtiu efeito, em

decorréncia a uma série de razdes, tais como as crises econdomicas.

Dentre os fatores que dificultariam o controle da Tuberculose
bovina no Pais poderiam ser citados: a dimensdo do rebanho
brasileiro - estimado em 151 milhdes de cabegas em 1994, maior
rebanho comercial do mundo (FAO-WHO-OIE, 1994), a extensio
territorial, a existéncia de fronteiras com outros dez paises, as
diferencas regionais quanto a infra-estrutura e condigdes socio-
econdmicas, a heterogeneidade das criagdes quanto ao modo de
produgdo e situagdo sanitaria e a insuficiéncia dos recursos
financeiros destinadas aos orgdos oficiais que se ocupam da saude

animal (Ferreira Neto & Bernardi, 1997).
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Devido a estes fatores, um programa de controle da Tuberculose
bovina especifico para o Brasil deve ser montado com medidas
indicadas “para regides nas quais seria inviavel a realizacio da
erradicagdo como medida inicial, por ser a doenca endémica e

altamente disseminada™ (Ferreira Neto & Bernardi, 1997).

Embora a maioria dos paises desenvolvidos continue utilizando
métodos de comprovada eficiéncia como o sacrificio dos animais
reagentes a tuberculinizagio, a Tuberculose bovina ainda assim nio
foi erradicada de alguns paises do primeiro mundo como, por
exempio, os Estados Unidos (Mota & Nakajima, 1992). Uma
alternativa aos programas classicos de controle de Tuberculose
bovina que se baselam no sacrificio dos animais seria a utilizagdo do

tratamento dos animais infectados.

No Brasil, estudos realizados com esquemas de tratamentos
intermitentes com isoniazida (hidrazida do acido isonicotinico)
demonstraram uma eficiéncia de até 100% no controle da
Tuberculose bovina em rebanhos infectados (Langenegger et al.,
1991a e b). Devido a estes estudos, houve uma difusdo na utilizagio
do tratamento com isoniazida no controle da Tuberculose bovina em

Nosso meio, sem o necessario acompanhamento e responsabilidade.




21

Além disto, a legislagio sanitaria animal brasileira nio prevé a
utiliza¢@o do tratamento no controle da Tuberculose bovina (Brasil,

1934),
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2 OBJETIVOS

O presente trabalho teve por objetivos:

Avaliar a aplicabilidade da técnica de Cromatografia Liqlida de
Alta Eficiéncia (HPLC) na identificagio de isoniazida no leite
de bovinos tratados;

Pesquisar a concentragio de residuo liberado no leite de animais,
recebendo a dosagem padrio de isoniazida empregada no
tratamento da Tuberculose bovina no Brasil (25 mg/kg/dia de
peso vivo em dias alternados),

Verificar o efeito da pasteurizagdo sobre a concentragio da

1sontazida no leite.




3 BIBLIOGRAFIA CONSULTADA

A isoniazida continua sendo considerada a droga de primeira linha
para o tratamento da Tuberculose. Esta ¢ bactenostatica para o
Mycobacterium sp em “repouso”, enquanto possui agdo bactericida
para microrganismos em rapida divisdo. O seu mecanismo de agdo
embora desconhecido sugere varias hipoteses, incluindo efeitos
sobre lipidios, biossintese de acidos nucléicos e glicolise. Takayama
et al. (1975) sugeriram uma agdo primaria da isoniazida inibindo a
biossintese de acidos micolicos, que sdo importantes constituintes
da parede celular das micobactérias. Como os acidos micolicos sdo
peculiares das micobactérias, esta acdo poderia explicar o elevado
grau de seletividade da atividade antimicrobiana da isoniazida. A
exposi¢do a isoniazida provoca perda da alcool-acido resisténcia e
diminuigdo na quantidade de lipideos extraidos por metanol dos
microrganismos. A isomiazida € rapidamente absorvida quando
administrada por via oral ou parenterai sofrendo rapida difusdo em
todos os ligliidos e células do organismo (Mandell & Petri Jr,,

1996).
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A toxicidade da isoniazida para o homem com a dose maxima de
300 mg/dia por dois meses (10-20 mg/kg/dia em criangas), refere-se
ao sistema nervoso central e periférico sendo isto devido a uma
caréncia de piridoxina, que provavelmente se deve a competigdo da
isoniazida com essa (Leschiera et al., 1923). SO estdo descritos 0s
fendmenos de neurite periférica, insdnia, agitagdo e tremor
muscular, reten¢do urinaria, convulsio e fendmenos psicoticos.
Quase todas estas alteragdes podem ser prevenidas pela aplicagdo
simultdnea de pindoxina e isoniazida. Em alguns pacientes nota-se a
presenga de reagdo de hipersensibilidade, caracterizada pela
presenca de erupgdo cutinea, febre, linfoadenopatia, vasculite e
raramente a sindrome tipo lupus eritrematoso, em outros casos
observa-se toxicidade sangiiinea com anemia aplastica, hemolitica e
sideroblastica, agranulocitose, trombocitopenia e eosinofilia. Estes
efeitos colaterais devem-se ndo s6 a dose e a duragio da
administragdo, mas também a inativagdo lenta deste farmaco

(Leschiera et al., 1993)

Camurri (1953), realizando tratamento de Tuberculose, administrou
isoniazida na dose de 3,2 mg/kg/dia e observou que a droga estava
presente no leite de mies em lactagdo em poucas horas. As
concentragdes foram a metade ou um quarto mais baixo do que o

valor encontrado no sangue das mies naquele momento. Lass e
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Bunger (1953) reportaram a elimina¢do, de isoniazida no leite
humano apo6s administragdo de 200 mg da droga por via oral. Na
amostra coletada duas horas apds administragido da droga foram
encontrados em média 2000 pg/l e em amostras colhidas sete horas
apos a administragdo 500 pg/l de isoniazida no leite, que
corresponde a 40 e 60 % dos niveis séricos da droga. Estes
pediatras concluiram que um montante de 2000 pg/l de isoniazida
no leite ndo era suficiente para causar algum efeito nos bebés.
Bromberg et al. (1954), administrando 200 mg de isoniazida
oralmente para cinco mdes em lacta¢do, determinou uma média de
3800 g/l de isoniazida no leite durante um periodo de uma a trés

horas apos a administragio.

Varios autores na Italia ¢ na Africa do Sul utilizaram a isoniazida no
tratamento da Tuberculose bovina, obtendo resultados variaveis. Na
Itaha, Morreti & Pedini (1952), administraram isoniazida na
dosagem de 4mg/kg/dia, por via intra-muscular, por periodos de 30
a 60 dias consecutivos. Os resultados revelaram apenas melthora
clinica dos animais. Observagdes semelhantes foram feitas nos anos

seguintes por Mucci (1953) e Sandro (1954).
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O uso de doses maiores, cerca de 10mg/kg/dia, e durante periodos
mais longos de aplicagdo da isoniazida (até 18 meses)
proporcionaram melhores resultados, sendo observados, além da
melhora clinica, gradual dessensibilizagdo alérgica, em até 80,7%
dos animais tratados. Entretanto, alguns dos amimais aparentemente
curados voltaram a ser reagentes a tuberculinizagdo (Nai e Crespi,
1958; Kleeberg, 1959; Nai e Perini, 1960; Cerruti et al., 1961,
1962).

Estudos realizados na Africa do Sul, onde os animais foram tratados
com doses de isoniazida de 20 mg/kg/dia, mostraram que o
tratamento era eficiente na cura dos animais infectados podendo ser
utilizado para o controle da Tuberculose bovina em areas de alta
prevaléncia (Kleeberg e Weyland, 1961, Kleeberg e Worthington,
1963, Kleeberg et al., 1966).

No Brasil, estudos realizados com esquemas de tratamentos
diferentes, onde se utilizavam doses de 25 mg/kg/dia de isoniazida e
tratamento mtermitente, ou seja em dias alternados, mostraram uma
eficiéncia de até 100% no controle da Tuberculose em rebanhos

bovinos infectados pelo M. bovis (Langenegger et al.,1991a e b).




27

O tratamento de vacas com isoniazida nio tem influéncia direta na
producdo de leite ou no seu gosto. Rebanhos com mais de 100
vacas em lactagdo receberam isoniazida na dosagem de 10
mg/kg/dia por periodos de oito a nove meses e o leite foi entregue
para os consumidores tanto pasteurizado quanto fresco, ndo

havendo reclamagio desses consumidores (Kleeberg et al, 1961).

A absor¢do de isoniazida, sua distribuigio pelo corpo e sua
eliminagdo pela urina foram estudadas intensivamente no homem e
animais de laboratorio. A droga pode ser detectada no sangue e
pode ser encontrada nos fluidos pleural e cerebroespinhal trés horas
apos sua administragdo. No mesmo periodo, a isoniazida ja esta

amplamente distribuida pelos tecidos (Kleeberg et al, 1961).

Fol estabelecido que os niveis de isoniazida no leite de bovinos, em
fun¢do do tempo apos uma dose oral, varia significativamente entre
os ammais. Pode-se assumir que as diferengas nas concentragdes
lacteas sdo resultado de variagdes pela acetilagio da isoniazida pelo

figado e da produgio de leite dos animais (Kleeberg et al, 1961).

Verificou-se ainda que a administragio diaria de isoniazida nas
dosagens de 10 mg/kg/dia e 20 mg/kg/dia determinam uma

eliminagdo no leite de 240 pg/l e de 400 ng/l, respectivamente.
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Considerando-se que uma crianga consome meio litro de leite por
dia, devera ingerir 0,1 a 0,2 mg de isoniazida por dia. Este estudo
foi realizado com uma técnica espectrofotométrica de detecgdo de
isoniazida no leite, sendo 107,0 pg/l a menor quantidade detectada
durante o experimento, 17 horas apos a administragdo (Kleeberg et

al., 1961).

Na Italia, a isoniazida foi extensivamente empregada na Medicina
Veterinaria para o tratamento de Tuberculose bovina até 1968
quando seu uso foi declarado ilegal pelo fato de causar a
negativagdo dos animais positivos a tuberculinizagdo. Por ndo se
detectar os focos de Tuberculose bovina devido a auséncia de
diferenga entre animais positivos e animais tratados com esta droga.
Isto podenia levar ao inssucesso na erradicagdo da Tuberculose
bovina. Além disto, poderia trazer problemas de saude publica como
a interagdo da 1soniazida com outras drogas, de desordens hepaticas
e de aumento potencial de cepas de Mycobacterium tuberculosis

resistentes a isoniazida (Defilippi et al, 1995).

Estas consequéncias podem ocorrer pela rapida difusio da
isoniazida no leite (Leschiera et al., 1993; Defilippi et al., 1995).
Pela administragdo de 10mg/kg/dia de isomiazida em trés vacas foi

demonstrado que sua difusdo no leite se compara com aquela no
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sangue: 0 nivel maximo de isoniazida aparece 5-7 horas apos
administragdo, com concentra¢do da droga de 1600-2000 e 1400-
1700 ug/l, respectivamente no sangue e no leite, e que a droga ainda
pode ser detectada, na concentragic de 10 pg/l em ambos os
liqiidos quatro a cinco dias apés sua administragio. Verificou-se
também que a concentragdo de isoniazida no leite de bovinos
congelado a —20°C por seis meses, apresenta uma variagio desta de
—-13,3 a 11,3% e diminui cerca de 40% aos doze meses apos

congelamento (Leschiera et al., 1993).

Apesar da isoniazida ser uma droga altamente hidrofilica, sua
presenca foi recentemente confirmada em queijos produzidos a
partir de leite contaminado com a droga (Defilippi et al., 1994),
demonstrando que a isoniazida também pode estar presente em

produtos lacteos.

Uma série de métodos analiticos, incluindo espectrofotometria,
espectrofluorometria, cromatografia gasosa e cromatografia liquida
foram descritos na literatura para a identificagio de isoniazida e
alguns de seus metabdlitos em fluidos biologicos de pacientes
submetidos a tratamento contra Tuberculose. Entretanto poucas sdo
as informagdes existentes sobre a identificacdo especifica de

isoniazida no leite (Defilippi et al, 1994).
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Apenas trés procedimentos estio em uso atualmente para a
determinagZo quantitativa de isoniazida no leite. Os dois primeiros
desenvolvidos por Ruffo (1965), sio baseados em medidas
espectrofotomeétricas e biologicas, que possuem baixa sensibilidade:
160 e 50 pg/l, respectivamente. O terceiro € baseado na
Cromatografia Liqiida de Alta Eficiéncia (HPLC) e foi
desenvolvido e amplamente empregado na Itdlia (Defilippi et al,
1994). Esta técnica provou ser de confianga, com alta sensibilidade
{0,1 ug/l) e ser de rapida realizagdo. Entretanto, possuia duas
limitagdes praticas; (1) o uso de uma coluna de cromatografia rara e
(2) o uso de uma amostra para definir 0 volume de injegdo de 100 pl
(“loop”) adaptada no sistema HPLC. Posteriormente estas
limitagGes foram resolvidas, sem haver mudangas no seu modelo de
derivagdo com cinamaldéido, que tem a fungdo de tornar a amostra
de leite mais visivel ou seja sensivel aos raios ultra violeta (UV),
mas explorando uma variedade de condigdes cromatograficas ¢

diferentes técnicas de pré-concentragdo (Defilippi et al, 1995).




4 MATERIAL E METODOS

4.1 Animais Experimentais

Foram utilizadas seis fémeas bovinas mestigas Europeu/Zebu, no
ter¢o médio do periodo de lactagdo (Tabela 1). Os animais foram

submetidos a uma ordenha diaria.

Tabela 1 - Peso, dose de isoniazida e tempo apos o parto dos
animais Europeu/Zebu utilizados no experimento.

Animal Peso (kg) Dose de Tempo Pos-Parto
Isoniazida (g)' (meses)

1 375 937 3
2 330 8,25

3 335 837 2
4 435 10,87 5
5 400 10,00 6
6 420 10,50 5

1 - Dose de isoniazida fornecida aos animais durante o experimento, equivalendo a

25mg/kg/dia de peso vivo (Langenegger et al,1991b).
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4.2 Administracio da Isoniazida

A isoniazida (Interchange, China) foi administrada por via oral na
dose de 25 mg/kg/dia, as segundas, quartas e sextas-feiras, durante
duas semanas, perfazendo um total de seis aplicagdes. A
administracdo da droga foi sempre feita na parte da manhi logo
apos a ordenha do dia, sendo que a primeira dose foi administrada
no dia 0 do experimento. Preparou-se uma suspensio da dose de
isoniazida em 50 mi de dgua que foi administrada por via oral aos
animais com seringa dosificadora. Este intervalo de administragdo
da droga € o que vem sendo empregado no tratamento de bovinos
tuberculosos, em oitenta doses, com uma duracdo do tratamento de

cerca de seis meses (Langenegger et al, 1991b).

4.3 Coleta de Amostras de Leite

Cinco mililitros de leite de cada animal tratado, da mistura do leite
de todos ao animais e da mistura do leite dos animais tratados apos
a pasteurizagio foram coletadas durante todo o periodo de
administragdo da droga e até o sexto dia apds a ultima
administragdo, no dia 17 do experimento. Todas as amostras foram
coletadas no mesmo horario, ou seja, mantendo um intervalo de

tempo entre as coletas de 24 horas. As amostras coletadas nos dias
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5, 6, 12 ¢ 13 do experimento foram congeladas a —20° C até a

realizagdo do teste, dois dias apos a coleta.

Amostras coletadas nos dias -3, -2, -1 e 0 foram utilizadas como

controles negativos para identificagdo da isoniazida.

4.4 Pasteurizacio

Apés a coleta da amostra para a identificagio da quantidade de
1soniazida na mistura do leite de todos os animais tratados, este leite
foi submetido a pasteurizagdo rapida 4 72-75°C por 16 segundos em
um pasteurizador de placas (Mec-Brasil, Pompéia, Sio Paulo),

segundo Kessler (1981).

Para o controle da pasteurizagio foram empregados as provas de
fosfatase alcalina e peroxidase, sendo considerados como aprovadas
as amostras que apresentaram reacdo negativa a prova de fosfatase

alcalina e reagio positiva a prova de peroxidase (Brasil, 1981).

4.5 Preparo das Amostras de Leite

As amostras de leite com 2 ml foram desproteinizadas com uma
solugdo de 4cido tricloroacético a 20% por 10 minutos a

temperatura ambiente e entdo centrifugadas a 4000 rpm por 15
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minutos. O sobrenadante (600 pl) foi filtrado em membrana de
nitrocelulose de 0,45 pum e, entdo, derivado utilizando-se uma
solucdo de cinamaldeido a 1% em metanol, agitado em um agitador
de tubos por alguns segundos e deixado a temperatura ambiente por

5 minutos até ser injetado (Defilippi et al, 1994).

4.6 Identificaciio de Isonmiazida pela Cromatografia Liqiiida
de Alta Eficiéncia (HPL.C)
A identificacdo de residuos de isoniazida no leite foi realizada em
um cromatografo TSP (Thermo Separation Products Inc,
California, USA), utilizando-se coluna Lichorsphere 100 RP18 (250
mm X 4 mm ID) (Merck, Alemanha), fluxo da fase movel de
Iml/min, detector UV a 330 nm e volume de injegdo de 100 pl,
segundo metodologia descrita por Defilippi et al. (1995). Injetou-se
o branco e os padrdes de isoniazida preparados junto com as
amostras a serem estudadas, para ser construida uma curva padrdo
(Figura 1). Para se preparar esta curva padrio, trés tubos contendo
2 ml de leite proveniente de animal nio tratado foram adicionados,
respectivamente, de 600, 300 e 150 pl de uma solugio padrio de
isoniazida contendo de 1 pg/l e um quarto tubo sem adi¢do de

isontazida serviu de branco (Figura 2: A, B, C e D).
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Figura 1 - Curva Padrdo construida a partir de amostras contendo 0,
150, 300 e 600 pg/t de isoniazida.
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Figura 2 - Cromatogramas das amostras de leite utilizadas como
padrio, adicionadas respectivamente de 0 (A), 150 (B), 300 (C) e
600 (D) pg/l de uma solugdo padrio de isoniazida.




4.7 Avaliacio da Utilizacio da HPLC na Rotina de
Identificacio de Residuos de Isoniazida no Leite

A utilizagdo da HPLC na rotina de detecgio de residuos de

isoniazida no leite foi avaliada pela sua praticidade (facilidade de

realizagdo da técnica), rapidez (namero de amostras possiveis de

serem testadas por dia) e sensibilidade (quantidade minima

detectavel).

4.8 Analises Estatisticas

A comparagio das médias das concentragdes de residuos de
isoniazida no leite, da relagio entre o peso e produgio de leite dos
amimais e concentragio de residuo de isoniazida excretada e do
efeito da pasteurizagio sobre as concentragdes de residuos deste
farmaco no leite de animais tratados foram realizados pelos testes de
t de Student, de Student-Newman-Keuls (SNK) e de Tukey
utilizando p<0,05 como significativo (Snedecor & Cochran,1980).
Também foi realizado uma analise de regressio das concentragdes

de residuos de isoniazida apds pasteurizagio (Snedecor & Cochran,

1980).




5 RESULTADOS

As Figuras 3 A e B mostram cromatogramas de amostras de leite do
animal 01, respectivamente antes da administragdo da droga no dia
-3 do experimento, e apds um dia (x 24 h) da primeira
administragdo de isoniazida, no dia 1 do experimento. Pode-se
observar a presenga do pico, de isoniazida em 4.429 minutos de
retengdo, entre os picos do acido tricloroacético e do cinamaldeido,
24 horas ap6s a administragdo da droga (Figura 3 B), e a auséncia
da droga no leite do animal 01 antes da droga ser administrada

(Figura 3 A).

Perfis semelhantes ao demonstrado para o animal 01 no dia -3 do
experimento, foram encontrados para todos os animais nos dias -3,
-2, -1 e 0, quando ndo houve presenca de isoniazida no leite destes

antes de se iniciar as administra¢des da droga (Figura 3 A, Tabela

2).
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Figura 3 - Cromatograma da pesquisa de isoniazida no leite do
animal 01 no dia -3 antes da administra¢do da droga — conccetragao
0,0 ug/l - (A) e cromatograma da pesquisa de isoniazida no leite do
animal 01 no dia | apos a administragdo de 25 mg/kg/dia de
isoniazida - 767, 3ug/l — (B).
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As concentragbes médias diarias de residuos de isomiazida
amostras de leite, coletadas dos animais durante o experimento,

assim como a comparagdo entre elas, encontram-se na Tabela 2.

Tabela 2 - Concentragio média de residuos de isoniazida no leite de
animats tratados.

Dia Tratamento' Concentragio média de Comparagdes entre
isoniazida no leite (ug/)° as médias’
-3 0 -
-2 0 -
-1 0 -
0 T G E
1 1111.36 BC
2 T 53.46 E
3 908.53 CD
4 T 82.02 E
5 1595.30 A
6 170.01 E
7 T +41.65 E
8 928.14 CD
9 T 70.82 E
10 759.60 D
11 T 95.43 E
12 132398 B
13 152,98 E
14 40.32 E
15 0 -
16 0 -
17 0 -

I-T-Aplicagio de isoniazida na dosagem de 25 mg/kg/dia de peso vivo. {Langenegger et
al, 1991b)

2-Concentragdio média de isoniazida no leite dos animais experimentais por dia do
experimento (meédia)

3-Teste de meédias, SNK ¢ Tukev, com erro de 3%, onde letras diferentes significam
diferenga estatistica entre as médias.
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Ha uma flutuagio nos residuos de isoniazida no leite dos animais em
fun¢do do tempo apos a administra¢do da droga. Um dia (+ 24 h)
apos a administragdo da isoniazida houve um aumento significativo,
nas concentragbes da droga no leite dos animais tratados
apresentando uma média de 110448 g/l decrescendo
significativamente para uma média de 104,12 ng/l, dois dias (£ 48 h)

ap6s a administragdo (Tabela 2).

Nas condigdes de tratamento utilizadas, o periodo de eliminag¢io de
isoniazida no leite apds o término do periodo de administragdo da
droga, assim como as variagdes de eliminagio da droga durante o
tratamento, apresentam um mesmo padrio para todos os animais do
experimento (Figura 4) apesar das variagbes  individuais
apresentadas. A partir do dia 15 do experimento, quarto dia apos a
tltima administragio da droga, realizada no dia 11 do experimento,
ndo foram identificados residuos de isoniazida no leite dos animais

tratados (Tabela 2).
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A Tabela 3 apresenta o peso dos animais experimentais a época do
experimento, a sua produgdo total de leite durante o periodo do
experimento, ou seja, do dia zero ao dia quinze do experimento, o
calculo da produgio de leite dos animais por quilo de peso vivo, que
¢ realizado pela produgéo total de leite de cada animal dividida pelo
seu peso. Foi entio calculada uma relagio entre o residuo
acumulado, que € a concentragdo de isoniazida no leite, dada em
ng/l, vezes as suas produgdes de leite diarias, que resuita no total de
isoniazida eliminada no leite de cada animal por dia, isto
muitiplicado pela produgdo de leite por quilo de peso vivo. Isto nos
apresenta uma relagdo entre o peso, a produgiio de leite ¢ a
quantidade da droga eliminada no leite dos animais. Foi entdo
realizada uma comparagio entre estas, onde diferentes letras

representam diferenca siginificativa.
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Tabela 3 - Relagdo entre o peso, a produgio de leite e a excrecio de
isoniazida no leite de animais tratados com uma dose de 25

mg?kg/dia de isoniazida.

Animal Peso Prod.Leite Prod. Leite Relagio residuo Comparagdes
(kg)' (kg)* porkgde  acumulado X produgic  entre os
peso’ de leite’ residuos’
4 435 94.8 0.21 252350.8 A
6 420 104,35 0.24 2279328 B
3 335 101.2 0.30 164793.2 C
5 400 120.5 0.30 160251.4 C
1 375 105.3 0.28 1439278 D
2 330 107.9 0.32 1159156 E

1-Peso dos animais experimentats  época do expenmento.
2-Produciio totat de leite dos animais experimentais durante o periode do experimento

(dia 0 a dia 13).

3-Calculo da produgao de leite dos animais por quiio de peso vivo (produgdo total de
leite dividida pelo peso dos animais).
4-Relaciio entre o residuo acumulado ¢ concentracdo de 1soniazida no leite X produgio de
leite) e sua produgéo de leite por quilo de peso vivo.
5-Comparagdes da (relagdo entre o residuo acumuiado ¢ a produgdo de leite por quilo de
peso vivo) entre os animais, onde diferentes letras representam diferengas significativas

entre as relagdes.
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A meédia de produgio didria de leite do conjunto dos animais do
expenimento, durante os 21 dias de duragio do experimento, foi de
39,42 kg de leite/dia. Esta mistura do leite de todos os animais
tratados, apos a coleta das amostras de leite in natura, foi submetida
a pasteurizagio rapida, durante 09 dias do experimenio. A
concentragdo de isoniazida na mistura de leite antes e apds a

pasteurizagdo pode ser verificada na Tabela 4 e Figura 5.

Todas as amostras de leite apos pasteurizagio apresentaram reagdo
negativa a prova de fosfatase alcalina e positiva a prova de
peroxidase, evidenciando que as amostras foram adequadamente

pasteunizadas (Brasil, 1981).

As concentragdes de isoniazida no leite apds a pasteurizagdo
sofreram uma reducdo significativa em rela¢do ao leite “in natura”
(t= 2,25, p= 0,01 e gl= 8), apresentando uma reducio média de
47,07% com intervalo de 10,8 a 100% (Tabela 4 e Figura 5). A
analise de regressdo da redugfio da concentragido da isoniazida apos
a pasteurizagio do leite resulta na equagio Y= 26,20 + 0,49 * X,
com r’= 0,76 € p= 0,001,
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Figura 5 - Comparagdo entre a concentragdo de isoniazida no leite
antes e apos a pasteurizagio.
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Tabela 4 - Comparagdo entre a concentragio de residuos de

isoniazida no leite antes e apods a pasteurizagio.

Dia Concentracio de isoniazida no leite ~ Porcentagem de
(ugh) Redugio
in natura _Pasteurizado  Reducio

1 1236,9 423,88 813,02 65,73 %
2 1393 62,522 76.778 55,11 %
3 687,51 307,21 380,3 55,31 %
4 196,48 113,57 82,91 42,19 %
7 52,067 0 52,067 100,00 %
8 839,17 629,51 209,66 24,98 %
9 127 65,078 61,922 48,75 %
10 574,47 455,13 119,34 20,77 %
11 96,245 85,848 10,397 10,80 %
Média - - - 47,07 %

A utilizacdo da Cromatografia Ligiiida de Alta Eficiéncia na rotina
de identificagdo de residuos de isoniazida no leite foi considerada de
facil realizag¢io, sendo uma técnica rapida, eficiente ¢ com uma boa
sensibilidade, sendo a quantidade minima detectada nas amostras

deste experimento de 19,85 ug/l.
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6 DISCUSSAO

A rapida eliminagio da isoniazida no leite de bovinos tratados foi
observada no presente estudo, onde as concentragdes maximas de
isoniazida foram evidenciadas um dia (+ 24 h) apos a administracio
da droga. Além disto, foi observado no presente trabalho que apos
quatro dias da ultima administragdo a concentracdo de isoniazida
estava abaixo da sensibilidade analitica do método de detecgio
empregado (0,1 ug/l) (Defilippi et al., 1995). Apesar das diferengas
nas dosagens e modo de administragdo utilizados, esses resultados
podem ser comparados com os de Leschiera et al.(1993) e os de
Defilippi et al (1995), segundo os quais a isoniazida pode ser
eliminada rapidamente no leite e no sangue dos bovinos,
apresentando nivels maximos cinco a sete horas apos sua
administraio e que esta ainda pode ser identificada quatro a cinco

dias apos a ultima administragdo da droga.

Comparando-se a concentragdo média da droga no leite obtida um
dia apos a administragdo de uma suspensio aquosa da isoniazida,
1111,36 pg/l, na dose de 25 mg/kg/dia, com os dados de Leschiera
et al. (1993) que obtiveram um dia apds a administragio de
isoniazida misturada na ra¢do uma concentracio média da droga de

575 pg/l no leite dos animais, na dose de 10 mg/kg/dia, pode-se
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considerar as concentragdes de residuos de isoniazida identificadas
no leite, no presente estudo equivalentes aos encontrados por
Leschiera et al, 1993, nfio havendo diferenca quanto as vias de

administragdo da droga na concentragdo de residuos no leite.

A eliminagdo da isoniazida no leite obedece um padrio de flutuagio,
com niveis maximos um dia apos a administracio e reducdo dois
dias pés-aplicagdo, ndo havendo diferenca significativa entre os dias
seguintes & administracdo e entre os segundos dias apés a
administragdo de isoniazida, com excegdo dos dias 5 e 12 do
experimento (Tabela 2). Entretanto, vale ressaltar que as amostras
dos dias 5 € 12 do experimento tiveram que ser congeladas a —~20°C
¢ ser analisadas dois dias depois, devido a problemas técnicos
durante os fins de semana. Pode-se observar em Lischiera et al.
(1993), que a comparagdo entre a concentra¢io de isoniazida em
leite de bovinos tratados, “in natura” e congelado a —20°C por seis
meses, que as amostras tiveram, apos seis meses de congelamento,

variagbes em suas concentragdes de residuo de —13,3% a +1 1,3%.

Segundo Kleeberg et al. (1961), quanto maior a produgio de leite
das vacas menor seria a concentragio de isoniazida residual no leite
destas, possivelmente por apresentar uma maior diluicdo. Como

pode ser observado na Tabela 3, calculando-se uma relagdo entre o
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peso dos amimais, suas produgdes de leite e o residuo de isoniazida
acumulado, nota-se que o peso dos animais, em fungdo do qual a
dose de isoniazida foi calculada, junto com suas respectivas
produgdes de leite, tém influéncia na quantidade de residuo de
isoniazida eliminado no leite de bovinos. O animal nimero 4 que
apresentou a menor produgdo de leite total durante o experimento,
948 kg de leite, e o maior peso, 435 kg de peso vivo,
consequentemente recebeu a maior dose de isoniazida dentre os
animais experimentais. Isto levou a uma maior concentragio da
droga no leite, traduzida por uma maior quantidade de residuo de
isoniazida eliminado. Pode-se observar uma relagio inversa no
amimal numero 2, que apresentou o menor peso, 330 kg, e a maior
producao de leite, 107,9 kg de leite, recebendo a menor dose de
isoniazida dentre os animais experimentais, levando a uma menor

concentragio da droga no leite.

Submetendo as amostras da mistura do leite de todos os animais a
pasteurizagdo houve uma diminuigdo na concentracio residual da
isoniazida, mas ndo o seu total desaparecimento, como relatado por
Kleeberg et al (1961). Estes autores sugerem que a maioria dos
diferentes procedimentos por ele utilizados como pasteurizagio,
aguecimentos e armazenagens, resultaram no desaparecimento total

da isoniazida do leite. Entretanto todas as determinagdes foram
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realizadas com uma técnica espectrofotomeétrica de identificagio de
isoniazida no leite, sendo 107,0 pg/l a menor quantidade
dentificada durante o expernimento, isto 17 horas apos a sua
administracdo (Kleeberg et al, 1961). Ja a técnica de HPLC
empregada no presente trabalho apresenta uma sensibilidade bem
mais alta (0,1 pg/l) segundo Detilippi et al. (1994), sendo a menor
concentragdo de isoniazida no leite de bovinos tratados identificada

durante o experimento de 19,85 pg/l.

Lass e Bunger (1953), reportaram uma eliminagdo de isoniazida em
leite humano apos a administragdo por via oral de 200 mg da droga
(para uma pessoa de 60 kg a dose seria de 3,6 mg/kg/dia) foram
encontrados em meédia 2000 pg/l de residuo de isoniazida em
amostras coletadas duas horas apos a administragdo e 5000 pg/l sete
horas apos esta. Estes pediatras concluiram que o montante de 2000
ug/l de isoniazida no leite ndo seria suficiente para causar algum

efeito maléfico em bebés.

Kleeberg et al., 1961 venficou que a administragdo diana de
isoniazida em bovinos nas dosagens de 10 mg/kg/dia e 20 mg/kg/dia
determinam uma eliminagdo no leite de 240 pg/l e de 400 ug/,

respectivamente. Considerando-se que uma crnianga consome meio
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litro de leite por dia, devera ingerir 0,1 a 0,2 mg de isoniazida por

dia (Kleeberg et al., 1961).

No presente estudo a média da concentragéo residual de isoniazida
no leite dos animais tratados, com uma dose de 25mg/kg/dia,
considerando-se apenas os dias em que houve presenca de residuo
no leite, foide 523,82 ug/l com uma variagdo de 1595,30 a 40,32
pg/l (Tabela 2).

Considerando-se que apenas o leite de animais tratados esta sendo
analisado, se considerarmos que nem todos os animais de uma
fazenda estariam sendo submetidos ao tratamento, a concentragio
de isoniazida no leite total da fazenda tenderia a diminuir por causa
do fator diluigdo, isto € quando se unir o leite dos animais sendo
submetidos a tratamento e 0s que ndo estio. Apds isto, haveria a
pasteurizagio que diminuiria ainda mais esta concentracio residual,
sendo que o seu montante poderia ndo ter significincia na satde
humana ou para qualquer medida no que diz respeito a erradicagio
da Tuberculose bovina. Apesar disto, deve ser enfatizado que a
legislagdo brasileira “ndo permite a utilizagdo de leite para consumo
humano que apresente elementos estranhos a sua composigio

normal (Art. 542) ou ao qual for adicionado de substincias
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conservadoras ou de qualquer elementos estranhos a sua

composigio (Art.543)” (RIISPOA, 1997).

Estas sub-doses de isoniazida ingeridas na alimentagio, como de
qualquer outro agente antimicrobiano, podem levar ao aparecimento
de amostras de Mycobacteria resistentes a isoniazida. Casos de
pacientes infectados com o virus HIV e com M. bovis resistente a
isoniazida ja foram descritos (Blazquez et al, 1997). Este fenémeno
de aumento de resisténcia as drogas € uma consequéncia de
programas de controle de Tuberculose mal executados e enfocados
de forma inapropriada, tendo se amplificado e acelerado devido a
epidemia de HIV. As cepas resistentes a drogas s3o tdo contagiosas
quanto os bastonetes normais e os indices de cura de pelo menos
95%, que podem ser conseguidos na infecgio por bastonetes
sensiveis, caem para 70% ou menos quando ocorre resisténcia a
1soniazida e rifampicina (Snider et al, 1994). Por isto, cuidados
devem ser tomados para se evitar o uso indiscriminado e sem
acompanhamento técnico do tratamento da Tuberculose bovina com

isoniazida.
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7 CONCLUSOES

A identificac@o de residuo de isoniazida no leite de bovinos pela
Cromatografia Liqiida de Alta Eficiéncia apresentou-se como
uma técnica pratica, rapida e sensivel, adequando-se a rotina
laboratorial da deteccdo desta droga,

O residuo de isoniazida no leite de bovinos tratados com a dose
de 25mg/kg/dia em dias alternados apresenta uma variagio
ciclica com picos no primeiro dia apés administragio da droga e
queda dois dias apos;

Quatro dias apos a ultima administragdo da droga ndo foi mais
possivel, pela técnica utilizada, a identificacdo de residuos de
1soniazida no leite;

A quantidade total diaria de residuo de isoniazida no leite é
influenciada pelo peso e produgdo de leite dos animais;

A pasteurizagdo leva a uma diminuigdo das concentragdes de

1soniazida no leite identificadas pela HPLC.
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8 SUMMARY

High Performance Liquid Chromatography (HPLC) was used in the
identification of Isoniazid (Hydrazid Isonicotinic Acid) in mik of
cattle treated with 25 mg/kg/day every other day. The effect of
pasteurization was also verified on the residual concentration of the
drug in the milk of these animals. Excretion of the drug on the milk
showed a cyclical variation, with an average increase of 1104,48
ug/l one day after application of the drug, and an average decrease
after two days of application for 104,12 pg/l. The technique used
did not identify any residue of isoniazid in the milk four days after
the last application of the drug. It was observed that the weight and
the milk production of the animals studied influenced the amount of
drug excreted. Pasteurization decreased, the residue of isoniazid in

the milk by an average of 47,07%.

Key Words: Bovine Tuberculosis, Isoniazid, HPLC.
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