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RESUMO

Com objetivo de avaliar a presenca e 0s niveis de residuos de anticoccidianos em
amostras de musculo de frangos de corte, por cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada a espectrometria de massas sequencial (HPLC/MS-MS), foram utilizados 720
frangos de corte da linhagem Cobb criados por 41 dias. Os tratamentos, definidos de
acordo com o medicamento fornecido as aves via ragdo, foram os seguintes: A- controle
(sem anticoccidiano durante todo o periodo de cria¢do); B- nicarbazina (racdo contendo
nicarbazina do primeiro até o 21° dia de criagdo); C- nicarbazina + narasina (nicarbazina
+ narasina na racdo do primeiro até o 28° dia de criacdo); D- salinomicina (com o
anticoccidicano do primeiro até o 34° dia de criacdo); E- semduramicina (com o
anticoccidicano do primeiro até o 34° dia de criacdo) e; F- monensina (com o
anticoccidicano do primeiro até o 34° dia de cria¢do). Para coleta de amostras do musculo
do peito e da coxa e avaliacdo de residuos das drogas utilizadas foram abatidas seis aves
por tratamento semanalmente durante o periodo de fornecimento da racdo com
medicamento e por mais seis dias apds a retirada do anticoccidiano. Residuos de
dinitrocarbalinida (DNC), metébolito da Nicarbazina, acima do limite maximo de
residuos (LMR) aceitavel (200 pg.Kg™) foram observados nos dois tratamentos em que
ela foi utilizada, no tratamento B até o sexto dia ap0s a retirada da ragdo contendo o
medicamento e, no tratamento C até o quarto dia apos a retirada dos medicamentos da
racdo. Residuos de semduramicina, acima do LMR (50 pg.Kg™) foram observados apenas
durante seu fornecimento via racdo e, residuos de narasina e monesina ndo ultrapassaram
os valores de LMR (15 pgKg?! e 10 pgKg? respectivamente) nem durante o
fornecimento da racdo com o medicamento. A salinomicina ndo apresentou residuos
possiveis de serem detectados pelo método utilizado durante todo o periodo do
tratamento.

Palavras chave: carne de frango, residuos, anticoccidianos, HPLC/MS-MS



ABSTRACT

In order to evaluate the presence and levels of anticoccidial residue in broiler chickens
muscle, by high-performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry (HPLC
| MS-MS) were used 720 broiler chickens from Cobb line, reared by 41 days. The
treatments, defined according to the anticoccidial provided by ration to poultry, were as
follows: A- control (no anticoccidial throughout the breeding period); B- nicarbazin (with
anticoccidial from the first to the 21th day of rearing); C- nicarbazin + narasin (with
anticoccidial from the first to the 28th day of rearing); D salinomycin (with anticoccidial
from the first to the 34th day of rearing); E semduramicin (with anticoccidial from the
first to the 34th day of rearing) and; F- monensin (with anticoccidial from the first to the
34th day of rearing). To collect thigh and breast muscle samples and evaluation of drug
residues used were slaughtered six birds per treatment weekly during the feeding period
with anticoccidial and for six days after the discontinuation of the drug. Nicarbazin
residues (dinitrocarbalinida - DNC) were observed in both treatment where it was used
until the sixth day of the withdrawal period and until the fourth day of withdrawal period,
the DNC values were above the maximum residue limit (MRL ) acceptable by global
regulatory agencies (200 pg.Kg?). Semduramicin residues above the MRL (50 ng.Kg?)
were only observed during feeding period with the drug and narasin and monesin residues
did not exceed the MRL values (15 pg.Kge 10 ug.Kg?, respectively) neither the feeding
period with the drugs. The salinomycin showed no possible residues to be detected by the
method used throughout the treatment period.

Keywords: broiler chicken meat; residues; anticoccidial; HPLC/MS-MS



1 INTRODUCAO

A producéo brasileira de carne de frango em 2015 foi de 13,14 milhdes de toneladas, mantendo
0 pais na posicdo de segundo maior produtor ficando atrds somente dos Estados Unidos (17,25
milhGes de toneladas). Do volume total de frangos produzido, 67,3% foram destinados ao
consumo interno e 32,7% para exportagdes, sendo que esse volume exportado colocou o pais na
posicdo de maior exportador mundial de carne de aves (ABPA, 2016). O sucesso da avicultura
nacional é decorréncia direta dos avancos tecnolégicos ligados a sele¢do genética e ao manejo das
aves, e essa caracteristica tem feito com que a avicultura possua os mais destacados indices de
produtividade entre os diversos segmentos da pecuaria, pois a industria avicola se caracteriza pela
continua agregacgao de novas tecnologias.

A presenga de doencas infecciosas nas granjas, entre elas a coccidiose, causa serios prejuizos
econdmicos a avicultura, sendo importante que os técnicos e produtores estejam atentos aos
agentes infecciosos, & epidemiologia e as medidas profilaticas a serem adotadas. E essencial
manter estritas medidas de higiene e de biosseguranga na granja para manter a concentracdo de
oocistos a mais baixa possivel. O conceito de integridade intestinal com a proliferacdo de uma
microbiota eutrofica, tem uma relacdo direta com o uso dos agentes anticoccidianos, que atuam
como coadjuvantes a outros agentes manipuladores do parasita no intestino das aves, e dessa
forma, sdo considerados como fatores fundamentais na manutencdo do equilibrio intestinal
(Dutra, 2002).

Por serem utilizados por longos periodos durante a criacdo, residuos de anticoccidianos podem
estar presentes nos produtos de origem animal, podendo ser um fator de risco para a sadude
humana. Dessa maneira, para garantir a seguranga no consumo de carne de frango é preciso
respeitar o periodo de retirada determinado para cada medicamento. Esse periodo é o tempo
necessario para que a concentracdo de residuos de uma determinada droga, ou seus metabdlitos,
reduza a niveis iguais ou inferiores ao nivel de tolerancia nos tecidos de 99% dos animais do lote.

O calculo do periodo de caréncia de um medicamento é feito por um método estatistico que foi
proposto pelo Comité de Medicamentos para uso Veterinario (Committee for Veterinary
Medicinal Products - CVMP) da Agéncia Europeia de Medicina (EMEA) em 1995. O CVMP ¢
responsavel pela elaboracdo de pareceres sobre questbes relativas as drogas veterinarias e
regulamenta esses assuntos (Myllyniemi, 2004; Doyle, 2006).

O nivel de tolerancia de uma droga é compreendido como Limite M&ximo de Residuos (LMR).
Os valores de LMR sdo determinados por diversos 6rgaos regulatérios mundiais, como o Codex
Alimentarius e 0 Comité de Produtos Alimentares da Agéncia Europeia de Medicina (EMEA). A
competéncia de estabelecer o LMR no Brasil é do Ministério da Satde e quando ndo ha valores
nacionais estabelecidos, sdo utilizados os valores de LMR harmonizados e internalizados no
ambito do MERCOSUL, do Codex Alimentarius, das Diretivas da Unido Europeia ou da Agéncia
Reguladora de Medicamentos e Alimentos dos Estados Unidos (Food and Drug Administration,
FDA) (Brasil, 1999).

A concentracdo maxima aceitavel e legalmente permitida de residuos de medicamentos
veterinario em produtos de origem animal é expressa em microgramas por quilograma ou por litro
(ng.Kgtou pug.L?t) de alimento e é calculada com base na Ingestdo Didria Aceitavel (IDA), que,
por sua vez, é a quantidade expressa em miligramas por quilograma (mg.Kg?) ou pg.Kg*de peso

12



corporal, que pode ser ingerida diariamente por um ser humano durante toda a sua vida, sem riscos
apreciaveis a sua saude. A IDA é determinada com base nos niveis maximos de ingestdo de cada
droga em que ndo se observam efeitos deletérios por meio de testes toxicoldgicos
(teratogenicidade, carcinogenicidade, mutagenicidade e efeitos imunopatoldgicos) executados em
animais (EEC, 1990; Mitchel et al., 1998).

Para atender as exigéncias do mercado internacional, foi instituido pelo Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA), o Plano Nacional de Controle de Residuos e Contaminantes
em Produtos de Origem Animal (PNCRC), com o objetivo de inspecionar e monitorar, baseando-
se em andlise de risco, a presenca de residuos de substancias quimicas que podem ser nocivas ao
consumidor. Esse plano foi instituido pela Portaria Ministerial n° 51, de 06 de maio de 1986 e
adequado pela Portaria Ministerial n° 527, de 15 de agosto de 1995, e contém tabelas que
regulamentam o controle de anticoccidianos, entre outros, em carnes, leite, mel, ovos, pescados e
seus derivados (Brasil, 1986; Brasil, 1995).

A presenga de residuos de anticoccidianos em produtos de origem animal pode ser detectada por
diversos métodos analiticos, dos quais se destacam os métodos microbioldgicos, de ensaio por
inibicdo enzimatica e imunoensaios. Existem também métodos de andlise por ensaios fisico-
guimicos que utilizam, principalmente, técnicas cromatograficas acopladas a espectrometria de
massas que podem confirmar e quantificar a presenga de residuos das drogas nos alimentos
(Becker et al., 2004). Os laboratorios que realizam analises de residuos de anticoccidianos
principalmente em alimentos necessitam ter alta capacidade técnica. Todos os métodos analiticos
utilizados precisam ser de alta confiabilidade, que é garantida com o emprego de procedimentos
de validagdo bem elaborados visando produzir alimentos mais seguros para 0 consumidor
(Paschoal et al., 2008).

2 OBJETIVOS

Os objetivos desse trabalho foram avaliar a presenca e os niveis de residuos de anticoccidianos
em amostras de musculo de frangos de corte, que foram tratados com nicarbazina, nicarbazina +
narasina, salinomicina, monensina e semduramicina na racao e avaliar o periodo residual apds a
interrupcdo do fornecimento desses medicamentos utilizando metodologia validada de
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas sequencial
(HPLC/MS-MS).

3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Coccidiose

A coccidiose é uma doenca parasitaria causada por protozodrios intracelulares dos géneros
Eimeria spp., Isospora spp., Neospora spp., Sarcocystis spp., Toxoplasma spp. e Cryptosporidium
spp. que podem acometer o trato gastrointestinal dos animais. Protozoarios da classe Coccidia
sdo hospedeiro-especificos, ou seja, cada espécie de protozoario ataca uma espécie de animal. As
espécies importantes para as aves sao Eimeria tenella, E. necatrix, E. brunetti, E. maxima, E.
mitis, E. praecox e E. acervulina. Normalmente, essa doenca se manifesta na forma subclinica e
resulta em retardo do crescimento, diminui¢cdo do ganho de peso e piora na conversao alimentar
sem causar mortalidade. Em casos especificos, se manifesta na forma clinica causando enterite e
diarreia, com consequente diminui¢&o na absorcéo intestinal de nutrientes. Também pode ocorrer
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um efeito sinérgico da coccidiose com outros agentes patogénicos como, por exemplo,
Clostridium spp., Escherichia coli e Salmonella spp. (Gonzales, 2001; Pirdgine, 2010).

Segundo Costa (2001), E. acervulina, E. maxima e E. tenella sdo os protozoarios mais comuns
em frango de corte e tém a sua ocorréncia monitorada nessas criacbes por meio das lesdes
macroscopicas observadas no intestino das aves. E. mitis e E. praecox também sdo comuns em
frango de corte, mas ndo sdo monitoradas, em parte por ndo produzirem lesdes macroscépicas
que facilitem esse monitoramento e também por ndo serem consideradas importantes na cadeia
produtiva. E. brunetti possivelmente ndo ocorre no Brasil e E. necatrix é o agente comum de
coccidiose em matrizes.

O ciclo de vida de Eimeria spp. é dividido em trés etapas: merogonia ou esquizogonia (fase
assexuada- endogena), gametogonia (fase sexuada- endogena) e esporogonia (esporulagéo-
exogena) (Fig.1). Todo ciclo é desenvolvido em um dnico hospedeiro (monoxeno). As aves se
infectam ao ingerirem oocistos esporulados presentes na cama, ha agua, no alimento ou no solo.
Os oocistos rompem-se sob acdo mecéanica da moela e acdo enzimética da quimiotripsina e sais
biliares, liberando os esporozoitos. Esses infectam as células da mucosa intestinal. Dentro da
célula intestinal os esporozoitos se transformam em trofozoito. O trofozoito sofre diversas
divisdes mitoticas, processo chamado de esquizogonia ou merogonia, formando os merozoitos. O
conjunto de merozoitos é chamado de esquizonte. Os merozoitos da geracéo final de esquizogonia
penetram em novas células intestinais e iniciam a fase sexuada do ciclo endégeno. Nessa fase 0s
merozoitos se diferenciam em microgamontes (masculino) e macrogamontes (feminino). Os
microgametas fecundam os macrogametas formando o zigoto e posteriormente 0s 0ocistos nao
esporulados. Os oocistos ndo esporulados sdo eliminados juntamente com as fezes e ho meio
ambiente dependendo das condicbes de temperatura, umidade e presenca de oxigénio, sofrem o
processo de esporogonia, tornando-se esporulado e infectante (Levine, 1988; Kawazoe, 2000;
Fortes, 2004).

Para sobreviver, em nivel celular, as coccideas dependem de dois ciclos para obtengéo de energia,
conhecidos como glicélise e sistema de transporte de elétrons (ETS). A glic6lise ocorre
predominantemente nos estagios extracelulares do ciclo vital dos parasitas, enquanto as coccideas
ainda estdo na luz do trato intestinal da ave. Apds a invasdo das células da parede intestinal, ha
predominancia dos ETS. A glicolise, atuando na auséncia de oxigénio, gera duas unidades de
energia a partir de cada molécula de glicose, assegurando a energia para a manutencdo do parasita.
O ETS, que necessita da presenga de oxigénio molecular, fornece 15 vezes mais unidades de
energia por molécula de glicose (Evans, 2010).
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Figura 1 Ciclo de vida de Eimeria spp.
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As perdas na avicultura de corte associadas a coccidiose sdo acentuadas devido ao ciclo produtivo
curto e a alta densidade de criacdo, que promove reinfeccdo das aves e dificulta um programa de
controle efetivo (Zhao et al., 2001). Um animal com coccidiose elimina uma grande quantidade
de oocistos nas excretas, 0s quais podem permanecer viaveis por muitos anos, além de poderem
ser transportados para outras areas de diversas maneiras (animais, homem, equipamentos)
expandindo ainda mais a contaminacdo (Gonzales, 2001).

A reinfecgdo dos frangos com oocistos é potencializada pela existéncia de material de cama de
frango sobre os pisos dos aviarios comerciais. Em cria¢@es intensivas, a utilizacdo da cama do
avidrio visa evitar o contato direto da ave com o piso, servir de substrato para absor¢do da agua,
incorporacdo de fezes e contribuir para a reducdo das oscilagbes de temperatura no aviario. A
utilizacdo de cama nova a cada lote seria o ideal do ponto de vista da satide animal. Porém, devido
a escassez de matéria-prima, aumento de custos e impacto ambiental da disposicdo desses
residuos, o reaproveitamento da cama nos aviarios tornou-se uma pratica comum, que pode
favorecer a permanéncia desses agentes no ambiente (Fiorentin, 2005).

3.2 Controle de Coccidiose

Segundo Gonzales (2001), existem trés métodos de controlar a coccidiose, que sdo 0s sanitarios
(desinfeccdo), os medicamentosos (preventiva e curativa) e os imunoldgicos (vacina). A
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utilizacdo de métodos sanitarios de controle, como pratica isolada, dificilmente resulta no controle
da doenca. Desse modo, para um controle efetivo € necesséria a associagao entre os trés métodos.

O correto manejo da cama e do ambiente € de extrema importancia no combate a coccidiose. A
cama é um dos locais onde ocorre parte do ciclo do protozoario, e o tratamento correto para a
reutilizacdo contribuird para a menor sobrevivéncia de oocistos que poderdo contaminar lotes
futuros (Nery, 2009).

A utilizacdo de vacinas é uma alternativa que vem ganhando destaque em planteis de reproducéo.
As vacinas de oocistos vivos podem ser administradas de varias maneiras. Tradicionalmente, tém
sido administradas na racao ou na agua, normalmente durante os primeiros quatro dias de vida da
ave. A exposicao aos 0ocistos provoca protecao necessaria para manter o peso e a uniformidade
das aves durante a fase de crescimento. A imunidade conferida pela vacina viva de baixa dose e
atenuada é protetora, pois permite o desenvolvimento completo do ciclo do parasita, estimulando
todas as vias de resposta imune (Lillehoj et al., 2000; Nery, 2009).

Quando as manifestacBes clinicas sdo acentuadas, o tratamento do animal doente é de valor
relativo porque ja houve destruicdo de tecidos do hospedeiro e nenhuma droga é capaz de
regenera-los. O tratamento iniciado logo apds o aparecimento dos primeiros sintomas é capaz de
controlar a doenga antes que atinja todo o lote susceptivel. Em lotes de animais confinados, o uso
de drogas especificas deve ser recomendado para todos 0s animais susceptiveis e mantidos no
ambiente contaminado. Os lotes de frangos doentes devem receber tratamento sintomatico para
controlar a diarreia, a desidratagdo e as frequentes infec¢des secundarias (Lima, 2004).

Existem diversos programas de controle de coccidiose aviaria baseados na adigdo de
medicamentos na ragao das aves j& no primeiro dia de vida das aves até o 37° ou 38° dia de idade
dos frangos. Esses programas visam prevenir a coccidiose € minimizar os prejuizos decorrentes
dos surtos da doenca nos plantéis avicolas. Os programas mais utilizados atualmente sdo: o cheio
(ou continuo) e o dual (ou duplo) (Kawazoe, 2000; Ferreira, 2011).

No programa cheio, utiliza-se um determinado medicamento continuamente na racao,
respeitando-se os periodos de retirada, que podem variar de 3 a 10 dias, ou mesmo sem o uso de
periodos de retirada do medicamento no final do ciclo de producdo. Nesse caso é importante
salientar que determinados medicamentos deixam residuos na carcaga podendo ser um risco
potencial e indesejavel para saude publica (Ferreira, 2011).

No programa dual, utiliza-se um determinado medicamento na primeira fase de produgdo (1° ao
21° dia de idade) e outro na segunda fase (22° ao 38° dia de idade). Na primeira fase normalmente
é fornecido um anticoccidiano sintético, como a nicarbazina, que elimina uma grande parte das
eimerias em uma idade em que se nota aumento do desafio. Na segunda fase é utilizado um
ion6foro que permite o escape de alguns coccideos que completardo o ciclo, proporcionando o
aparecimento de lesBes na mucosa intestinal, mas com vantagem de beneficiar enormemente o
desenvolvimento de imunidade celular. O uso de medicamentos combinados é desejavel e eficaz,
pois ocorre diminuigdo das concentracBes medicamentosas em relacdo ao uso dos mesmos
medicamentos em dose Unica (Ferreira, 2011).

3.3 Agentes anticoccidianos:
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O uso de agentes anticoccidianos no controle da coccidiose em frangos de corte € uma medida
preventiva muito utilizada na producdo. Porém, o éxito do produto dependerd do periodo de
utilizacdo da droga, das recomendacdes de uso, bem como qual a dosagem e em gque época do ano
utilizar, da interacdo sinérgica ou antagdnica com outros medicamentos, do desafio existente na
granja e da resisténcia dos parasitas ao principio ativo (Andrade, 2004).

Existem dois grupos de anticoccidianos, o0s sintetizados quimicamente, tais como
sulfaquinoxalina, robenidine, diclazuril, toltrazuril, amprélio e nicarbazina e os ionéforos,
naturalmente produzidos por fermentagcdo, como a monensina, lasalocida, salinomicina,
maduramicina, narasina e semduramicina.

Nicarbazina é o nome genérico de um complexo equimolar de 4,4- dinitrocarbalinida (DNC) e 2
hidroxi, 4,6 dimetilpirimidina (HDP), usado como aditivo alimentar na concentragdo maxima de
125mg/kg de peso vivo, para prevencdo de coccidiose em frangos de corte (Fig. 2) (EFSA,
2008b). A utilizagdo desse anticoccidiano leva ao aumento do débito cardiaco e queda na taxa
respiratoria, podendo causar morte por estresse caldrico, quando os animais sdo mantidos em
temperaturas elevadas. Devido ao aumento do metabolismo causado pela nicarbazina, seu uso
ndo é recomendado para frangos de corte em fase de crescimento (Beers et al., 1989; Wiernusz e
Teeter, 1995). Também ndo deve ser ministrado a poedeiras e reprodutoras nas fases de postura,
pois os residuos podem comprometer a qualidade, a pigmentacdo e o tamanho do ovo destinado
ao consumo. A qualidade dos ovos férteis também é seriamente comprometida pela nicarbazina,
observando-se a diminuicao na eclodibilidade (Ferreira, 2011).

Figura 2 Estrutura quimica da nicarbazina
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Fonte: EFSA, 2008b

Os iondforos sdo compostos de poliéteres do &cido carboxilico, produzidos por fermentacéao (Fig.
3). A lasalocida, a monensina, a narasina, a salinomicina e a semduramicina sdo produzidas pelos
micro-organismos Streptomyces lasaliensis, Streptomyces cinnamonensis, Streptomyces
aureofaciens, Streptomyces albus, e Actinomadura roseorufa, respectivamente (Dutra, 2002).
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Figura 3 Estrutura quimica dos ionéforos
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3.3.1 Mecanismos de a¢do dos anticoccidianos:

Os diversos compostos quimicos possuem mecanismos de agdo bastante especificos direcionados
para o metabolismo dos parasitas (Fig. 4). Essas drogas podem ser coccidiostaticas e/ou
coccidicidas e o efeito sobre o0 parasita vai desde a interferéncia com o metabolismo mitocondrial
(clopidol, decoquinato, nicarbazina, robenidine) até o antagonismo com vitaminas (amproélio)
(Dutra, 2002).

A nicarbazina atua na fase de esquizonte de 22 geracdo e em menor grau na fase de esquizonte de
12 geracdo, interferindo no metabolismo mitocondrial, interrompendo o ciclo de formagéo e
desenvolvimento dos merozoitos. A molécula de nicarbazina pode penetrar na célula coccidiana
e paralisar o suprimento de energia intracelular (ATP) cessando dessa forma o funcionamento da
bomba de sodio e potassio. Com isso ocorre um influxo abundante de sédio e consequentemente
de 4gua levando a morte celular (EFSA, 2003; Kant et al., 2013).
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Figura 4 Atuacéo de diferentes anticoccidianos durante o ciclo de vida da Eimeria
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Os iondforos atuam como carreadores de ions que formam complexos lipidicos soltveis com
cations, preferencialmente com potassio (K*), sédio (Na*), célcio (Ca*™), magnésio (Mg*™),
permitindo que esses ions atravessem a membrana celular do parasita, promovendo desbalango
no transporte idnico normal na membrana celular e levando & morte do protozoéario (EFSA, 2004,
Bellaver, 2005).

O uso concomitante de narasina e nicarbazina afeta o sistema de producéo de energia das células
coccidianas através de diferentes vias. O controle e a morte do parasita sdo resultantes da alteracao
e da interrupcao dos mecanismos de fornecimento de energia a célula. A medida que as coccideas
invadem o trato digestivo da ave, a narasina atua sobre as membranas da célula coccidiana,
promovendo a entrada de sodio. Ocorre uma deplecéo das reservas de energia de manutencao do
organismo pela ativacdo do mecanismo da bomba de s6dio-potéssio para remover o excesso de
sodio do interior das células. Quando ocorre a deplecdo da energia, cessa o funcionamento do
mecanismo das bombas. A lise das células coccidianas ocorre quando a pressao osmética no
interior do parasita passa a ser excessiva e as membranas celulares ndo mais a suportam. Os
organismos sobreviventes a acdao da narasina penetram nas células do epitélio intestinal da ave,
mas ja estdo enfraquecidos e se reproduzem com menor eficiéncia. Quando o esporozoito
coccidiano penetra o enterécito do hospedeiro, tem imediato acesso ao oxigénio molecular e o
ETS, localizado na mitocéndria do parasito, é ativado. A nicarbazina interfere no processo de
fosforilacdo oxidativa fundamental para as vias ETS do parasita e a coccidea invasora é privada
da fonte de obtencdo de energia necessaria para manter um ambiente estavel, o que leva a morte
do parasita (Evans, 2010).

3.3.2 Metabolizacdo e estudos de deplecdo dos anticoccidianos
3.3.2.1 Nicarbazina
Quando a nicarbazina é fornecida na racdo de frangos de corte, a fracdo HDP atua aumentando a

absorcao intestinal enquanto que o DNC atua como coccidiostatico (Cuckler et al., 1955; Rogers
et al., 1983). Estudos de metabolizacdo mostram que parte do farmaco néo é absorvido, sendo
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eliminado pelas fezes. Na parte absorvida, 0 HDP é eliminado dentro de 24 horas e 0 DNC
permanece no sangue por aproximadamente quatro dias antes de ser eliminado (Yoder, 2005).
Dessa forma, a analise de residuos de nicarbazina é baseada na molécula de DNC (Clarke, et al.,
2014).

Cannavan e Kennedy (2000) realizaram dois experimentos para avaliar os niveis de residuos de
nicarbazina em tecidos de frangos de corte. O primeiro experimento foi realizado com o objetivo
de determinar se o fornecimento de nicarbazina até o 28° dia com nove dias de periodo de retirada
resultaria em residuos de DNC, no figado e no masculo das aves alojadas em cama ou em gaiola,
acima do LMR (200 pg.Kg?). Foram alojados 10 frangos de corte, divididos em dois grupos. Um
grupo alojado em cama e outro em gaiola. Os dois grupos receberem racéo contendo 100 ppm de
nicarbazina até o 28° dia e apos esse periodo até o 37° dia, as aves receberam racdo sem
anticoccidiano. Os animais foram abatidos ap6s os nove dias do periodo de retirada e amostras de
figado e muasculo foram coletadas para pesquisa de DNC por cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massa (LC-MS). Maiores concentracGes de DNC foram encontradas nas aves
alojadas em cama sobrepostas. No figado os niveis encontrados (223,8 + 74,2 png.Kg™) apds nove
dias do periodo de retirada ultrapassaram o LMR, ndo sendo observado o mesmo no musculo
(14,0 + 8,4 pug.Kgt). Nas aves alojadas em gaiola, as médias das concentracées de DNC foram
abaixo do LMR tanto no musculo (2,4 + 0,3 pug.Kg?) quanto no figado (23,7 + 3,9 ug.Kg?). De
acordo com os autores a cama foi a principal fonte de contaminacdo por nicarbazina, e devido ao
processo de reciclagem fecal, maiores niveis de DNC foram encontrados nas aves alojadas em
cama.

O segundo experimento realizado por Cannavan e Kennedy (2000) objetivou estabelecer uma
relacdo entre o fornecimento de racao fortificadas com nicarbazina durante o periodo de retirada
e a presenca de residuos de DNC nos tecidos. Foram utilizadas cinco dietas com diferentes
concentracdes de nicarbazina (0,2; 0,4; 1,6; 4,2 e 13,5ppm) e cinquenta frangos de corte divididos
em cinco grupos com 10 animais cada. Para cada grupo de 10 animais, cinco foram criados em
gaiola e cinco em cama sobreposta. Os animais receberam ragdo contendo lasalocida até o 32°
dia, e apds esse periodo cada grupo recebeu ragdo fortificada com nicarbazina até o 37° dia
(equivalente a cinco dias de periodo de retirada). Apds esse periodo as aves foram abatidas e
amostras de figado e masculo foram coletadas para a pesquisa de residuos de DNC por LC-MS.
Foi observada uma relacéo proporcional entre a quantidade de DNC nos tecidos e a quantidade
de nicarbazina na racdo. Tanto nos animais alojados em cama como nos alojados em gaiola, o
nivel DNC no figado ultrapassou o LMR (200 pg.Kg?) quando receberam racédo contaminada
com 4,2 e 13,5 ppm de nicarbazina. No musculo, as concentra¢fes de residuos de DNC néo
ultrapassaram o valor de LMR. Através de analise de regressdo os autores observaram que niveis
de DNC no figado acima do LMR podem ocorrer quando 0s animais recebem racdo com niveis
de contaminacéo por nicarbazina acima de 2,4 ppm no periodo de retirada.

A Autoridade Europeia para Seguranca em Alimentos (EFSA, 2010) divulgou um estudo, em que
quatro grupos de frangos de corte (trés fémeas e trés machos de 21 dias de idade) receberam ragéo
com 125 ppm de nicarbazina durante sete dias consecutivos. Seis animais foram abatidos em trés
diferentes periodos de retirada (24 horas, cinco dias e 10 dias) e amostras de figado, rins, mdsculo,
pele e gordura foram coletados para pesquisa de residuos por cromatografia liquida acoplada ao
espectrémetro de massa sequencial (LC/MS-MS). A presenca de DNC foi observada em todos
os tecidos pesquisados e nos trés periodos de retirada, sendo observado no musculo com 24horas,
cinco e dez dias, nas seguintes concentracdes 4.431 + 571 pug.Kg?; 69,0 + 16,0 ug.Kg'e 2,0 +
1,0 ng.Kg*, respectivamente.
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Em outro estudo de deplecao, utilizando frangos de corte, divulgado pela EFSA (2010) grupos de
animais (trés fémeas e trés machos) que receberam racdo com 125ppm de nicarbazina durante 28
dias, foram abatidos com um, cinco, sete, nove, 11 e 14 dias de periodo de retirada do
medicamento e amostras de figado, rins, musculo, pele e gordura foram coletadas para a pesquisa
de DNC por LC-MS/MS. A presenga de DNC foi observada em todos os tecidos na coleta do
primeiro dia e do quinto dia ap0és a retirada do medicamento, com excegéo dos rins. A partir do
sétimo dia de coleta, todos os tecidos, exceto gordura e pele, apresentaram niveis de DNC abaixo
do limite de quantificacdo (LoQ) (25,0 ug.Kg') do método. No misculo a concentracoes
observadas foram de 2.110 + 506pug.Kg! e de 450 + 8,0 pgKg! no 1° e no 5°dia,
respectivamente.

3.3.2.2 Narasina

Em um estudo de deplecgdo, utilizando o método de cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HLPC), relatado pela EFSA (2004) quatro frangos de corte fémeas e quatro machos foram
alimentados com racdo contendo 80 ppm de narasina durante cinco dias consecutivos. Em
seguida, os animais foram abatidos para pesquisa de residuos com zero, seis, 12 e 24 horas apds
a retirada da racdo contendo o medicamento. Os residuos de narasina foram eliminados
rapidamente de todos os tecidos, com exce¢do da gordura, na qual a concentracdo mensurada foi
de 28 ug.Kg! apés seis horas da retirada da racdo. Apds 12 horas, concentragdes inferiores ao
LoQ do método, de 25 ng.Kg?, foram detectadas na gordura de alguns animais.

A EFSA (2004) publicou um estudo, no qual foram utilizadas 26 galinhas que receberam racao
contendo 80 ppm de narasina. Em seguida, essas aves receberam uma dose Unica (equivalente a
ingestdo diéria através da alimentacdo) de narasina marcada com C14. A narasina foi excretada
rapidamente, e dentro de 48 horas, 85% da dose foi recuperada na excreta.

Olejnik et al. (2011), utilizando LC-MS/MS, avaliaram a presenca de residuos de nicarbazina e
de narasina, em figado e musculo do peito de galinhas de postura. As aves receberam durante 14
dias, racdo contendo 79,3 + 6,82 ppm de narasina e 86,2 + 7,74 ppm de nicarbazina. Apos os 14
dias de fornecimento, essa primeira racdo foi retirada e grupos de trés animais foram abatidos
durante 22 dias. Uma segunda racao foi fornecida durante esse periodo, contendo contaminagao
acidental de 5,13 + 0,590 ppm para narasina e niveis abaixo de 0,5 ppm para nicarbazina. No
figado, a DNC foi detectada durante todo o periodo analisado, com concentracfes iniciais de
4.440 + 569 pg.Kg? e finais de 30,5 + 32,4 pug.Kg™. As concentragdes de narasina, encontradas
no figado, logo no segundo dia, apresentaram valores proximos ao LoQ do método, de 1,13 pg.Kg"
! e ndo variaram significativamente durante todo o periodo de retirada, mantendo os valores
médios de 1,65 + 1,14 pg.Kg?*. Nas amostras de mUsculo do peito, a DNC foi detectada, numa
concentragéo de 415 + 47,6 pg.Kg* no dia zero do periodo de retirada e em concentragdes abaixo
de 25 pg.Kg* apés o segundo dia. Residuos de narasina foram detectados no musculo de peito
em uma concentracéo de 10,9 + 8,44 ug.Kg™ no primeiro dia de avaliagéo e, a partir do segundo
dia, ja apresentava valores abaixo do LoD (0,21 pg.Kg™) do método.

3.3.2.3 Salinomicina
A distribuicéo de salinomicina nos tecidos de frangos de corte foi avaliada, por Atef et al., (1993).
Os autores utilizaram 70 aves da linhagem Hubbard com idades entre 40 e 45 dias, que foram

divididas em dois grupos de 35 animais. O primeiro grupo recebeu uma Unica dose de
salinomicina, de 20 mg/kg de peso corporal, por gavagem e, 0 segundo grupo recebeu racéo
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contendo 60 ppm de salinomicina durante duas semanas. Cinco aves foram abatidas em cada
grupo apds duas, quatro, seis, oito, 24 e 48 horas da Ultima administracdo, e foram coletadas
amostras de musculo da coxa, musculo do peito, figado, rins, gordura, coracdo e pele para a
pesquisa de residuos de medicamentos pela técnica de cromatografia em camada delgada (CCD).
A salinomicina foi rapidamente distribuida para todos os tecidos e nos animais que receberam a
droga por gavagem, as concentragGes foram mais altas quando comparado aos animais que
receberam via racdo. Nos animais que receberam a dose Unica por gavagem, 0s maiores teores de
salinomicina foram encontrados no figado (2.300+90 pg.kg?), seguido pelos rins (2.100 +
40pg.kg™t), masculo da coxa (1.900 £ 40ug.kg™), masculo do peito (1.900 + 40ug.kg?), gordura
(1.650 + 40pg.kg™), coragio (1.300 + 70pg.kg™) e pele (90 + 30pug.kg™), com duas horas apés o
fornecimento da droga. As concentragdes da salinomicina no musculo do peito e musculo da coxa,
para os periodos de analise de duas, quatro, seis e oito horas apds a retirada da racdo foram,
respectivamente, 1.900 + 40ug.kg™(na coxa e no peito), 900 + 40pg.kg™(na coxa e no peito), 600
+ 20ug.kgl(na coxa e no peito), 200 + 30ug.kg? (no misculo da coxa) e 170 + 20ug.kg™? (no
musculo do peito). Apds 24 horas da retirada da droga ndo foi mais possivel detectar residuos de
salinomicina no musculo do peito e da coxa, no coracao e na pele, porém, residuos da droga ainda
foram encontrados na gordura apés 48 horas do fornecimento do medicamento.

Os animais que receberam salinomicina pela racdo também apresentaram as maiores
concentragdes de residuos no figado (1.100 + 40ug.kg™?), seguido da gordura (900 = 30ug.kg?),
coragdo (700 + 20ug.kg™), musculo da coxa (680 + 20ug.g*), musculo do peito e rins (670 +
20ug.kgt), e pele (380 + 30ug.kg™?) com duas horas ap6s a interrupcdo do fornecimento. As
concentragdes de residuos no musculo do peito e da coxa com duas, quatro, seis e oito horas apds
a ultima administragdo foram, respectivamente, 680 + 20ug.kg™® (misculo da coxa) e 670 *
20ug kg (misculo do peito), 370 + 20ug.kg’(para ambos), 150 + 20pug.kg? (para ambos),
100pg.kg™ (no musculo da coxa) e 120ug kg™ (no misculo do peito). Apos 24 horas de periodo
de retirada, a salinomicina foi detectada somente no figado, gordura e rins na concentracdo de
100 ug.kg?, ndo sendo mais detectada apés 48horas. Os autores concluiram ser necessario no
minimo trés dias de periodo de retirada para que ndo sejam detectadas concentragdes prejudiciais
da droga nos tecidos das aves abatidas.

Kennedy et al. (1995) ao avaliarem o tempo de deplecdo da salinomicina, utilizaram 40 frangos
de corte machos, que receberam racdo contendo 60 ppm da droga durante 14 dias. A deplecdo
plasmética foi muito rapida, e dentro de 48 horas residuos da droga ndo foram mais detectados
ficando abaixo do LoD do método, de 0,16 pg.Kg™. No musculo e no figado, as concentracoes
encontradas no Ultimo dia do tratamento (14° dia) foram de 2,5 pg.Kg' e 14 pg.Kg?,
respectivamente, e a deplecdo completa no musculo foi observada no 2° dia ap6s o periodo de
retirada do medicamento, enquanto que a eliminagdo completa no figado ocorreu apos o 4° dia,
quando os valores encontrados foram inferiores ao LoD do métodos, de 0,3 ug.Kg™.

3.3.2.4 Monensina

Okada et al. (1980) realizaram um trabalho utilizando trés grupos compostos de vinte aves. Cada
grupo recebeu racao contendo diferentes niveis de monensina (80, 100 e 120 ppm) durante nove
semanas. Cinco aves de cada grupo foram abatidas com 0, 24, 48 e 72 horas ap0s a retirada da
racao contendo o medicamento, e amostras de musculo, figado, rins e gordura foram coletadas e
analisadas por CCD. Residuos de monensina foi detectado no tempo zero do periodo de retirada
em todos os tecidos pesquisados, e ndo houve diferenga estatistica entre os tratamentos. A
concentracdo de monensina encontrada no musculo no tempo zero do periodo de retirada variou
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de 29 ng.Kgta 35 pg.Kg?.Na coleta realizada 24 horas ap6s a retirada do medicamento a presenca
de residuos foi observada apenas na gordura, ndo sendo mais detectados residuos em nenhum
tecido nas coletas subsequentes.

A monensina sodica é absorvida de forma limitada (11-31%) e eliminada principalmente pelas
fezes (99% depois de 48 horas) sendo que a excrecdo biliar representa 10 a 15% (EFSA, 2006).
EFSA (2006) divulgou um experimento em que grupos de frangos de corte, compostos por trés
fémeas e trés machos, receberam racdo contendo 125 ppm de monensina durante 35 dias e em
seguida foram abatidos ap6s zero, um, dois e quatro dias da retirada da racdo medicada, para
pesquisa de residuos no figado, rins, masculo, pele e gordura, por LC-MS/MS. Na coleta do dia
zero do periodo de retirada, residuos de monensina foram detectados em todos os tecidos, e a
concentracdo encontrada no musculo foi de 10 ug.Kg?. Nas demais coletas, residuos da droga
foram encontrados apenas na pele e na gordura.

Chéneau et al. (2007) desenvolveram e validaram um método de LC-MS/MS, para avaliacdo da
farmacocinética da monensina e determinagdo da concentragdo desse medicamento no plasma e
em tecidos comestiveis de frangos de corte. Para verificagdo da aplicabilidade do método, 68
frangos de corte foram alimentados com ragdo contendo monensina na concentracdo de 121 ppm
do primeiro ao 33° dia de vida. Apos a retirada do medicamento da racdo até o 36° dia, 6 a 10
animais foram abatidos em intervalos de tempo de duas horas para observar o periodo de deplegdo
da monensina. Os residuos de monensina declinaram rapidamente, e foram observadas durante 8
e 10 horas no plasma, figado e masculo da coxa e permaneceram presentes na gordura por até
18h apos a sua retirada da racao.

3.3.2.5 Semduramicina

Lynch et al. (1992) forneceram ragdo contendo 25 ppm de semduramicina a frangos de corte
durante 44 dias. Seis animais foram abatidos com seis, 12, 18, 24, 36 e 48 horas ap0s a retirada
da racdo contendo o medicamento e amostras de figado foram coletadas para pesquisa de residuos
de semduramicina por HPLC. Residuos da droga foram encontrados no figado, nas concentra¢des
de 166 pg.Kg'e de 17 ng.Kg?, apés 6 horas e 24 horas da retirada da ragdo contendo a
semduramicina, respectivamente.

O Comité Cientifico sobre Nutricdo Animal, da Comunidade Europeia divulgou um trabalho no
qual frangos de corte receberam racao contendo 25 ppm de semduramicina durante sete dias e em
seguida foram abatidos seis animais apos seis, 12, 24, 48 e 120 horas da retirada da ragdo contendo
o medicamento. Amostras de figado, rins, musculo, pele e pele com gordura foram coletadas para
a pesquisa de residuos. O método utilizado néo foi divulgado. Residuos de semduramicina foram
detectados em todos os tecidos e periodos analisados, e as maiores concentragdes foram
observadas no figado. No musculo, as concentracdes encontradas nos periodos avaliados (seis,
12, 24, 48 e 120 horas) foram de 15 ug.Kg?, 7 pg.Kg?, 3 ug.Kg?, 2 pug.Kg! e 1 pg.Kg?,
respectivamente (EC, 2002a).

O periodo de deplecdo da semduramicina foi avaliada em um estudo que utilizou 160 frangos de
corte, sendo 80 machos e 80 fémeas. Os animais foram alojados em quatro boxes, contendo 40
aves cada, de acordo com o sexo. Ragdo sem anticoccidiano (controle) foi fornecida para os
animais de dois boxes durante todo o periodo experimental, sendo um boxe de fémea e outro de
macho. Os frangos de corte, machos e fémeas, alojados nos outros dois boxes, receberam racéo
contendo 25 ppm de semduramicina, durante 42 dias. Apds seis horas da retirada da ragdo
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contendo o anticoccidiano, 12 machos e 12 fémeas de cada tratamento foram abatidos para coleta
de amostras de figado. Apos 12 e 18 horas, mais seis machos e seis fémeas de cada grupo foram
abatidos. As amostras foram analisadas por HPLC. As médias das concentragdes de residuos de
semduramicina no figado das fémeas para os trés periodos de coleta (6, 12, 18 horas), foram 77,8
ug.Kg?, 48 ug.Kg e 40,9 ng.Kg, respectivamente, e para 0s machos os valores encontrados
foram 155 ug.Kg?, 45,9 ng.Kg! e 38,3 ng.Kg*(Phibro, 2007).

3.4 Contaminacao de ra¢do com anticoccidianos

O uso de uma Unica linha para producdo de ragdes para diversas espécies e categorias de animais
€ uma pratica comum nas fabricas de racdo. Essa situacdo possibilita a transferéncia de
anticoccidianos de uma ragdo para outra, podendo ser fornecido a animais sensiveis e representar
um risco a salde humana devido & ocorréncia de residuos nos produtos de origem animal
(Cannavan e Kennedy, 2000; Pietruk et al., 2015).

Sabendo que € inevitavel a ocorréncia de algum nivel de contaminacdo, o Regulamento n° 08/
2009 do Parlamento Europeu de 11/02/2009, estabeleceu limites maximos de contaminagdo
cruzada de anticoccidianos em racdo. Considerando a aplicacdo de boas préaticas de fabricagdo,
os valores de contaminacdo cruzada permitidos correspondem a 1% e 3% da concentracdo
méaxima de anticoccidianos, que pode ser adicionada a racéo, para espécies sensiveis e espécies
ndo alvo, respectivamente. A taxa de 1% também deve ser considerada para ragdes utilizadas
durante o periodo que antecede o abate, para ragdes de animais que ndo recebem anticoccidianos
e para ragOes de animais que produzem alimento continuamente, como vacas leiteiras e poedeiras.
Na Tab.1 estdo definidos os limites maximos de 1% e 3 % de contaminacgdo cruzada para todos
os anticoccidianos de uso permitido na Unido Europeia (EC, 2009).

Tabela 1 Limites maximos de 1% e 3% de contaminacéo cruzada de ragéo, para todos o0s
anticoccidianos permitidos na Comunidade Europeia

Anticoccidiano 1% de contaminacéo 3% de contaminacéo
cruzada (mg.kg™?) cruzada (mg.kg?)
Decoquinato 0,400 1,200
Diclazuril 0,001 0,003
Halofuginona 0,030 0,090
Lasalocida 1,250 3,750
Maduramicina 0,050 0,150
Monensina 1,250 3,750
Narasina 0,700 2,100
Nicarbazina 0,500 1,500
Robenidine 0,700 2,100
Salinomicina 0,700 2,100
Semduramicina 0,250 0,750

Fonte:EC, 2009

McEvoy et al. (2003) investigaram alguns mecanismos de contaminagdo por nicarbazina em
fabrica de racdo. Trés sequéncias de trés toneladas de racdo para limpeza da linha foram
produzidas apés a producdo de racdo contendo nicarbazina (125 ppm). Foram coletadas amostras
do lote da ragdo de limpeza, em dois pontos da linha antes da peletizagdo e em um ponto apds a
peletizacdo. O estudo foi repetido em mais duas ocasides. Antes da peletizacdo, as maiores
concentragdes de nicarbazina (3,4 mg.kg?) foram observadas na primeira tonelada produzida apés
a racdo com nicarbazina. Depois disso, as concentragBes cairam nos lotes sucessivos. As amostras
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coletadas ap0ds a peletizacdo continham concentragdes maiores de nicarbazina. Depois de oito
toneladas produzidas, a concentragdo (7,2 mg.kg?) encontrada estava entre 10 ou 20 vezes maior
do que as concentracfes correspondentes coletadas logo apds a etapa de mistura. A pratica de
retornar com material peneirado apds a peletizacao para a etapa de pré peletizacdo foi identificada
como causa do problema. Mudangas como 0 ndo reencaminhamento do material peneirado, uma
melhor segregacéo das racGes contendo nicarbazina das que nao possuem, pela separagéo da linha
de mistura e a instalacdo de um novo elevador com um menor espa¢o morto (trés ao invés de 15-
20 kg) reduziram fortemente a incidéncia de ragcdo contaminada com nicarbazina.

Um estudo realizado na Dinamarca, durante o periodo de 2004 a 2007, analisou 111 amostras de
ragdo sem anticoccidianos que foram obtidas do primeiro lote produzido, logo apoés a fabricagéo
de racéo contendo anticoccidiano e a realizagdo do procedimento de limpeza, para avaliacdo dos
niveis de contaminagdo. Trés amostras apresentaram contaminacd0 com narasina nas
concentracdes de 0,015; 0,035 e 0,6 mg.kg?*; em 13 amostras foi encontrado o anticoccidiano
salinomicina, em concentragdes variando entre 0,07 e 2,95 mg.kg? e em duas amostras foi
observada a presenca de monensina nas concentracoes de 0,034 e 2,46 mg.kg(EFSA, 2007;
EFSA, 2008c; EFSA, 2008d).

Rokka et al. (2013) pesquisaram a ocorréncia de anticoccidianos em amostras de ragéo coletadas
no programa finlandés de controle de racdo e em amostras obtidas em uma linha de produgéao de
uma fabrica europeia com suspeita de ocorréncia de contaminagdo cruzada. Lasalocida,
maduramicina e semduramcina ndo foram detectadas em nenhuma das amostras analisadas por
LC-MS/MS. Nas amostras do programa de controle, foram detectados residuos de monensina e
narasina em concentragdes variando de, <0,025 a 0,73 mg.kg! e <0,025 a 1,6 mg.kg?,
respectivamente. A salinomicina ndo foi detectada nas amostras do programa. Nas amostras
obtidas na fabrica de racdo, narasina foi detectada em duas rac¢oes para frango, nas concentracdes
de 16 mg.kg™ e 17 mg.kg?, mesmo ap6s a passagem de 2 ton. de ragcdo sem o medicamento. A
contaminacdo também foi observada na linha de mistura, porém as concentracdes observadas
foram menores que na linha de peletizagdo. Depois de passar 3,2 ton. de ragdo sem medicamento,
as concentracfes de monensina na ragdo de frango, coletada na linha de mistura apresentaram
valores minimos inferiores a 0,025 e os valores maximo de 0,27 mg.kg?, enquanto a concentracéo
de narasina variou entre 0,94 a 1,5 mg.kg*. A salinomicina foi detectada tanto na linha de mistura
quanto na linha de peletizacdo na faixa de 0,025 a 0,027 mg.kg?, demonstrando, assim, a
possibilidade de contaminagdo cruzada durante o preparo de um racéo.

3.5  Legislacdo

Com a finalidade de proteger a satde da populacéo, assegurando préaticas equitativas no comeércio
internacional de alimentos foi criado, em 1963, o Codex Alimentarius, programa conjunto da
Organizacdo das NagOes Unidas para a Agricultura e Alimentagdo (FAO) e da Organizacdo
Mundial de Saide (OMS), que trata da normatizag&o sobre alimentos. O Brasil tornou-se membro
desse Programa na década de 1970 e, em 1980, foi criado o Comité do Codex Alimentarius do
Brasil (CCBA), com objetivo de participar dos comités internacionais do Codex Alimentarius e
defender os interesses nacionais bem como a utilizacdo de Normas Codex como referéncia para a
elaboracdo e atualizagdo da legislacdo e regulamentacdo nacional de alimentos (Codex
Alimentarius, 2003).

No Brasil, 0 MAPA ¢ o drgdo responsavel pela regulamentacéo e fiscalizacdo de produtos e
insumos agropecuarios e, portanto, autoriza o uso controlado na racdo dos anticoccidianos que
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estdo listados na Tab. 2 (Brasil, 2008). Na Unido Europeia, de acordo com o Regulamento
n°1831/2003, os anticoccidianos licenciados como aditivos alimentares sdo o decoquinato,
diclazuril, halofuginona, lasalocida, maduramicina, monensina, narasina, hicarbazina,
salinomicina, semduramicina e robenidine (EC,2003).

Tabela 2 Anticoccidianos autorizados no Brasil e seus respectivos teores permitidos na ragéo e o
periodo de retirada

Anticoccidiano Teor permitido na ragao Periodo de retirada
Amprolio + etopabato 250 5
Clopidol 125-250 5
Clopidol + metilbenzoquato 500 5
Diclazuril 1 5
Robenidine 33 5
Narasina 60-80 5
Salinomicina (sddica) 44-66 5
Salinomicina + acido 3-nitro 500 5
Lasalocida 75-125 5
Monensina (sodica) 100-120 3
Monensina + acido 3-nitro 500 5
Maduramicina (aménio) 5-6 5
Nicarbazina 125 10
Nicarbazina + narasina 80-100 10
Nicarbazina + maduramicina 500 10
Nicarbazina + semduramicina 500-600 10
Semduramicina 25 5
Decoquinato 20-40 3
Halofuginona 3 5

Fonte: Brasil, 2008.

A administracdo de medicamentos veterinarios a animais de produgdo pode levar a presencga de
residuos nos géneros alimenticios provenientes de animais tratados, tornando necesséria a
estipulacdo de limites maximos para os residuos das substancias farmacologicamente ativas, de
modo a facilitar a comercializagéo dos produtos de origem animal. O cumprimento do periodo de
retirada tem como objetivo garantir que os alimentos ndo contenham residuos em concentragées
que excedam o limite maximo de residuos (LMR) preconizado para cada droga (Reviere, 2011).

Esses limites sdo estabelecidos a partir de estudos toxicoldgicos de curto e médio prazo. Apds a
concluséo desses estudos, organizag@es internacionais envolvidas com a salde publica analisam
os resultados e, posteriormente, recomendam os LMRs de diferentes substancias em diferentes
alimentos (BRASIL, 1999). Para o Codex Alimentarius, a responsabilidade de realizar esses
estudos é do Comité Cientifico Internacional de Especialistas em Aditivos Alimentares (JECFA)
(Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives and Contaminants), comité cientifico
composto por especialistas em aditivos e contaminantes; na Unido Europeia é a EMEA; no Brasil
é 0 Ministério da Saude (Dubugras e Pérez-Gutiérrez, 2008; Spisso, 2010). Os LMRs definidos
pelo Codex e os referenciados pelas legislagdes do Brasil, dos EUA, da Unido Europeia e do
Canada, para os anticoccidianos utilizados como aditivos alimentares estdo descritos no quadro
1.
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Quadro 1 LMR (ug.Kg?) para anticoccidianos definidos pelo Codex, referenciados pelas
legislagOes do Brasil, dos EUA, da Unido Europeia e do Canada

Droga Matrix CODEX BRASIL EUA UE Canada
Clopidol Musculo - 5000 5000 - 5000
Figado - - 15000 - 15000
Rins - - 15000 - 15000
Decoquinato Musculo - - 1000 - 1000
Outros - - 2000 - 2000
Diclazuril Musculo 500 500 500 500 500
Figado 3000 - 3000 1500 3000
Pele/gordura 1000 - 1000 550 1000
Rins 2000 - - 1000 -
Lasalocida Musculo - 20 60 20 -
Figado - - 300 - -
Rins - - 150 - -
Pele/gordura - - 300 - 350
Maduramicina Musculo - 240 240 - -
Figado - - 720 - -
Rins - - - -
Pele/gordura - - 480 - 400
Monensina Musculo 10 10 - 8 -
Figado 10 - - - -
Rins 10 - - - -
Gordura 100 - - - -
Narasina Musculo 15 15 15 50 50
Figado 50 - 50 - -
Rins 15 - 15 - -
Gordura 50 - 50 - 500
Nicarbazina Musculo 200 200 4000 4000 4000
Figado 200 - 4000 - 4000
Rins 200 - 4000 - 4000
Pele/gordura 200 - - 4000
Robenidine Pele/gordura - - 200 - 200
Outros - 100 100 - 100
Salinomicina Musculo - 100 - - -
Semduramicina Musculo - 50 130 - -
Figado - - 400 - -

FONTE: Brasil, 2014a; CODEX, 2015; GLOBAL MRL
Legenda: LMR Limite Maximo de Residuos

3.6 Programas de monitoramento de residuos em produtos de origem animal

No Brasil, existem dois programas nacionais de controle de residuos de medicamentos
veterinarios em alimentos, 0 PNCRC do MAPA, e o Programa de Analise de Residuos de
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Medicamentos Veterinarios em Alimentos expostos ao consumo (PAMVet) da Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (Brasil, 1999; Brasil, 2003).

O PAMVet foi criado com o objetivo de complementar as acdes do MAPA e analisar alimento
pronto para consumo adquirido no comércio. As amostras sdo coletadas em pontos de vendas
pelas Vigilancias Sanitarias Estaduais (VISASs) e enviadas aos laboratérios credenciados para
andlise; e, assim como o PNCRC, a amostragem segue o plano de amostragem do Codex
Alimentarius (Brasil, 2003).

O PNCRC tem como funcdo regulamentar basica, o controle e a vigilancia de produtos de origem
animal e suas ac0Oes estdo direcionadas para conhecer e evitar a violagdo dos niveis de seguranga
ou do LMR de substancias autorizadas, bem como a ocorréncia de quaisquer niveis de residuos
de compostos quimicos de uso proibido no pais. Para isso, sdo colhidas amostras de animais
abatidos e vivos, de derivados industrializados e/ou beneficiados, destinados a alimentagdo
humana, provenientes de estabelecimentos sob Inspecdo Federal (Brasil, 1999).

Por imposicao de paises importadores, o governo brasileiro criou em 1986 o Plano Nacional de
Controle de Residuos Bioldgicos em Produtos de Origem Animal (PNCRB), que, em 1999,
passou a ser chamado de Plano Nacional de Controle de Residuos em Produtos de Origem Animal
(PNCR) e, a partir de 2007, de PNCRC. O objetivo do PNCRC é cuidar da melhoria da
produtividade e da qualidade dos alimentos colocados & disposicdo da populagéo brasileira e
secundariamente, proporcionar ao pais, condi¢cGes de se adequar do ponto de vista sanitario as
regras do comércio internacional de alimentos (Brasil, 1999).

O programa é composto por trés subprogramas: o de monitoramento, o de investigacdo e o
exploratério. O primeiro tem como objetivo gerar as informacdes sobre frequéncia, niveis e
distribuicdo dos residuos no pais, ao longo do tempo. O segundo tem como meta investigar e
controlar o movimento de produtos potencialmente adulterados, enquanto o Ultimo é
desenvolvido em situacOes especiais, frente aos mais variados objetivos, tendo em comum o fato
dos resultados das analises ndo serem utilizados para a promocéo de a¢des regulatérias, nem
conduzirem ao Subprograma de investigacéo (Brasil, 1999).

As amostras monitoradas pelo PNCRC sdo coletadas de acordo com o plano de amostragem
recomendado pelo comité do Codex Alimentarius, e 0 MAPA publica anualmente no Diario
Oficial da Unido (DOU) o numero de amostras previstas para serem analisadas. As amostras sao
coletadas por Fiscais Federais Agropecuarios e encaminhadas aos Laborat6rios Nacionais
Agropecuérios (LANAGRO), onde sdo analisadas. As analises de anticoccidianos em musculo de
aves pelo PNCRC se iniciaram no ano de 2008 e um histdrico dos resultados encontra-se no
quadro 2. Durante os sete anos de analises, somente doze amostras apresentaram valores
superiores a0 LMR (200 pg.Kg?), para nicarbazina, e os niveis variaram de 291 a 867,67 pg.Kg
1
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Quadro 2 Resultados das analises fiscais de anticoccidianos realizadas pelo MAPA em musculo
de frangos de corte no periodo de 2008 a 2014

Ano Monensina Narasina Nicarbazina Salinomicina Semduramicina
N \% N \ N \% N \% N \Y

2008 77 0 72 0 468 0 73 0 NR -

2009 60 0 60 0 511 0 60 0 NR -

2010 75 0 75 0 513 1 75 0 NR -

2011 11 0 11 0 510 2 11 0 NR -

2012 135 0 135 0 513 0 135 0 28

2013 511 0 511 0 511 2 511 0 511

2014 457 0 457 0 457 7 457 0 NR -

NR: Nao realizado, N: nimero de analises realizadas, V: nimero de amostras com residuos acima do LMR,
Fontes: Brasil, 2009; Brasil, 2010; Brasil, 2011; Brasil, 2012; Brasil, 2013; Brasil, 2014b; Brasil, 2015.

3.7  Métodos de detecgdo de residuos em produtos de origem animal

Devido a necessidade de avaliar a conformidade dos produtos em relagéo aos valores de LMR
estabelecidos e o uso ilegal de algumas substancias, além da complexidade das matrizes, o
desenvolvimento de métodos analiticos sensiveis, seletivos e robustos assume grande
importancia. Os métodos bioldgicos de triagem tém sido largamente utilizados na investigacdo da
presenca de residuos de medicamentos veterinrios em varias matrizes, principalmente devido a
simplicidade na execucdo, rapidez e geralmente baixo custo (Toldra e Reig, 2006). Esses métodos
qualitativos ou semi-quantitativos sdo baseados, principalmente em técnicas imunoldgicas e
microbioldgicas. Entre as técnicas imunoldgicas, as mais comuns sdo o teste imunoenzimatico
(ELISA), o radioimunensaio (RIA) e os biossensores (Silva, 2013). Os métodos fisico-quimicos,
como a HPLC-MS/MS, sdo os mais indicados para pesquisa quantitativa e confirmatoria de
anticoccidianos em funcéo de sua alta seletividade e, principalmente, alta sensibilidade.

3.7.1 Cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas

O processo cromatografico consiste na particdo dos componentes de uma mistura entre a fase
movel e a fase estacionaria. A fase estacionaria deve ser imiscivel com a fase movel e essas duas
fases sdo escolhidas de modo que os componentes da amostra se distribuam entre elas de modo
distinto. Os analitos fortemente retidos pela fase estacionaria movem-se mais lentamente na fase
movel e, consequentemente, sdo eluidos posteriormente aos componentes com baixa interacao
com a fase estacionaria. Essa retencao seletiva dos componentes da amostra pela fase estacionaria
€ uma importante caracteristica e resulta em migracGes diferenciadas dos compostos de interesse.
No caso da cromatografia gasosa, a fase mdovel é um gas e na cromatografia liquida é um solvente.
Na cromatografia liquida, a fase estacionaria é constituida de particulas solidas empacotadas em
uma coluna, a qual é atravessada pela fase movel (Penteado et al., 2008).

Na cromatografia liquida de ultra eficiéncia (UPLC) é utilizada fase mdvel sob alta presséo, o que
permite uma reducdo no diametro das particulas da fase estacionaria, localizada no interior da
coluna cromatogréfica. O uso de particulas menores no recheio da coluna resulta em uma area
superficial (o sitio de adsorcdo) maior, 0 que promove uma separacdo mais eficiente dos
componentes da amostra. Essa "miniaturizacdo” das particulas da coluna permite o uso de colunas
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menores, volumes menores de amostras e um gasto menor de fase mével, sendo possivel trabalhar
na faixa de microlitros (uL) (Maldaner e Jardim, 2009).

O emprego da cromatografia acoplada a espectrometria de massas mostra-se vantajoso, uma vez
que € possivel obter uma grande quantidade de informacdo estrutural a respeito do analito,
assegurando assim a sua identificagdo com maior confianga do que quando ela é realizada apenas
com base nas caracteristicas de retencdo das substancias analisadas, como ocorrem nas outras
técnicas de deteccdo cromatograficas. Além disso, quando existem compostos que ndo podem ser
totalmente separados pela técnica cromatogréafica empregada, com a espectrometria de massas
sequencial é possivel detectd-los individualmente, desde que possuam diferentes massas molares
ou gerem diferentes espectros de massas (Chiaradia et al.,2008).

A espectrometria de massa é uma técnica instrumental baseada na fragmentagdo de moléculas no
estado gasoso por bombardeamento de feixe de elétrons. Essa fragmentacdo produz moléculas
carregadas e o resultado é expresso na forma de espectros de massas. Basicamente, esse
equipamento é composto por trés componentes: fonte de ionizagdo, analisador de massas e um
detector de ions (Fig.5). Primeiramente, os analitos sdo ionizados na fonte de ionizacao, que pode
ser do tipo: eletrospray (ESI), ionizacdo quimica a pressao atmosférica (APCI), fotoionizacdo a
pressdo atmosférica (APPI) entre outras. Em seguida, os ions formados sdo direcionados ao
analisador de massas, que os separa conforme sua relacdo massa-carga (m/z) e/ou promove
fragmentacdo dos mesmos. O fim do processo ocorre com a detec¢do dos ions e posterior
formac&o do espectro de massas (Guerrera e Kleiner, 2005).

Figura 5 Componentes de um espectrometro de massas: fonte de ionizacéo, analisador de massas,
detector de ions.

Fonte de Analisador Detector de
ionizagéo —)> — fons

Sistema de vacuo

3.7.1.1 Fontes de ionizagao:

A ionizacdo pelo processo eletrospray (ESI) permite a criagdo de ions na pressdo atmosférica ao
invés de vacuo. Nesse processo, a amostra é dissolvida em um solvente, usualmente ndo polar, e
pressurizada em um tubo capilar feito de aco inox, ao qual é aplicada uma voltagem tipicamente
entre 3.000 e 5.000 V. Como resultado, o liquido emerge do capilar a pressao atmosférica, na
forma de um aerossol. As goticulas formadas perdem sucessivamente o solvente (sdo
dessolvatadas) e os ions fluem para o espectrdmetro de massas induzidos pelos efeitos da atragdo
eletrostatica e pelo vacuo. Apenas 0 processo de ionizacdo ocorre a pressao atmosférica; a partir
desse ponto, o espectrometro de massas se encontra sob “vacuo”. A ESI pode ser operada no
modo positivo ou negativo, dependendo do sinal da tensdo aplicada. No modo positivo, as
goticulas que saem do “spray” terdo carga positiva e o eletrodo recebera os elétrons, ocorrendo
um processo de oxidacdo. De forma analoga, no modo negativo o oposto ocorrera (Vékey, 2001;
Smeraglia et al., 2002; Lancas, 2009).
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Como a ESI ocorre diretamente no capilar, essa fonte de ionizagdo pode ser utilizada para
compostos sensiveis a temperatura, que podem ser ionizados sem sofrer degradacdo. Além disso,
podem ser gerados ions com multiplas cargas, o que permite sua utilizacdo para compostos com
massas molares relativamente grandes (Vékey, 2001).

Na técnica APCI, os analitos provenientes da coluna de cromatografia liquida s&o introduzidos
na sonda (normalmente um tubo capilar o qual € circundado e continuamente lavado com um gas
denominado gas auxiliar, como o0 N2) cuja extremidade é circundada por um sistema de
aquecimento, na qual é utilizado um gas nebulizador para volatilizar a amostra e o solvente
(Lancas, 2009). O "spray" formado passa por uma regido aquecida na qual o vapor é seco,
formando espécies neutras que passam através de uma corona de descarga. Um campo suficiente
para gerar ionizacao é aplicado na corona. Como o solvente, proveniente do sistema de HPLC,
encontra-se em maior concentragao no "spray" que o analito, esse é ionizado preferencialmente e
passam a ocorrer reagfes entre esses ions em fase gasosa e as moléculas neutras do analito, o que
da origem aos ions do analito (Vékey, 2001; Smeraglia et al., 2002).

A APPI é muito semelhante a APCI, pois é constituida por um nebulizador aquecido que
transforma o eluente da coluna cromatografica em um "spray" e gera sua dessolvatacéo parcial.
Entretanto, na APPI, ao contrario da corona de descarga utilizada na APCI, é empregada uma
lampada UV com poténcia de 10,2 eV, cuja fungdo é ionizar as moléculas do analito presentes
nas goticulas do "spray". A ionizacdo ocorre pela absor¢do de um féton por uma molécula,
seguida da ejecdo de um elétron, formando um cétion do tipo M. Este processo é denominado
fotoionizagdo direta (Bos et al., 2006).

3.7.1.2 Analisadores de massa

O efluente da coluna cromatogréafica, apds ser ionizado é direcionado para o analisador de massas.
A principal fungdo do analisador de massas é separar, ou resolver os ions formados na fonte de
ionizacdo de acordo com a razdo m/z. Os analisadores mais conhecidos sdo o quadrupolo, o de
tempo de voo (do inglés: time-off-flight) (TOF), o de setor magnético (do inglés: magnetic-sector)
e os de armadilha de ions (do inglés: ion trap). Esses analisadores possuem diferentes recursos,
incluindo a faixa de razdo m/z, a preciséo e a resolucdo (Wents, 2010).

O analisador mais comumente utilizado em analises quantitativas é o quadrupolo, que é composto
de quatro barras metéalicas cilindricas dispostas em dois pares, sendo um par de barras mantido
em um potencial elétrico positivo e 0 outro par a um potencial negativo. Uma combinagdo de
corrente continua (DC) e radiofrequéncia (Rf) é aplicada nas barras. O par positivo de barras atua
como um filtro para massas mais elevadas, enquanto o par negativo funciona como um filtro para
massas menores. Os quadrupolos operam a uma resolugdo constante que é dependente da razéo
Rf/DC. Considerando-se uma dada amplitude para as voltagens Rf e DC, somente os ions que
apresentarem determinada razdo m/z, estardo em ressonancia com o campo aplicado e irdo passar
pelas barras do quadrupolo e atingir o detector. Os demais ions que entrarem no quadrupolo terdo
suas trajetorias instaveis e, como consequéncia, atingirdo as barras e serdo eliminados pela bomba
de vacuo (Langas, 2009).

Os analisadores ion trap operam por principios semelhantes ao quadrupolo. Porém, os ions nao

descrevem uma trajetéria através do ambiente quadrupolar, e sim sdo aprisionados dentro dele.
Existe um campo elétrico no interior do ion trap que mantém os ions em uma Orbita estavel em
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seu interior. Um potencial de Rf € aplicado e os ions sdo entdo desestabilizados e expelidos para
fora do analisador, de acordo com seus valores de m/z (Wents, 2010).

Os analisadores tempo de voo baseiam-se no principio de que ions com mesma carga tém energias
iguais e a velocidade de cada ion serd inversamente proporcional a raiz quadrada da sua massa.
Logo, se dois ions com mesma carga, mas com massas diferentes, forem acelerados através de
um campo elétrico com potencial constante, suas velocidades serdo dependentes de suas massas
e eles atingirdo o detector com “tempos de voo” diferentes (Wents, 2010).

O sistema de analisadores pode estar configurado no modo tandem. Nesse caso, tem-se mais de
um analisador, geralmente dois, que podem ser do mesmo tipo ou ndo. Os analisadores s&o
separados por uma cela de colisdo dentro da qual h&a um gas inerte, em geral argdnio ou xendnio,
que ira colidir com os ions formados e selecionados gerando o espectro de massas (Wents, 2010).

O triplo quadrupolo é um instrumento constituido por trés quadrupolos em série, sendo que 0
segundo quadrupolo néo é utilizado para separar ions de mesma razao m/z, mas sim como cela de
colisdo, na qual ocorre a fragmentacao dos ions selecionados no primeiro quadrupolo geralmente
por dissociagdo induzida por colisdo com um gas inerte (“collision-induced dissociation”) - DIC,
e também é empregado como direcionador dos ions produzidos ao terceiro quadrupolo (Chiaradia
etal., 2008).

Na DIC, o ion precursor proveniente do primeiro quadrupolo é acelerado por um potencial elétrico
para uma regido de alto vacuo no interior do segundo quadrupolo, onde sofre repetidas colisbes
com um gas inerte de elevada energia (geralmente Ar, He ou Nz), 0 que leva a um aumento na

energia potencial desse ion até ocasionar sua fragmentacdo, conduzindo a formagdo dos ions
produto. Quando DIC é realizada em baixa energia, as rea¢des de fragmentacéo levam geralmente
a perda de fragmentos neutros (HZO, MeOH, CO, COZ), dependendo da natureza do ion precursor.

Essa perda de fragmentos neutros € muito importante na determinacéo estrutural da molécula do
analito, uma vez que fornece informagdes acerca de grupos funcionais presentes na molécula.
Quando DIC é realizada sob elevada energia, as reacdes de fragmentacdo geram informagoes
estruturais mais significativas, uma vez que pode levar a quebra das moléculas em posi¢Ges
caracteristicas. Porém, quando a energia é muito elevada pode levar a uma fragmentagdo
descontrolada. Além de informag®es estruturais, DIC pode melhorar a detectabilidade do método
quando usada para gerar um ion caracteristico de uma molécula e assim realizar sua deteccdo a
partir desse ion fragmento quando a molécula do analito de interesse se encontra em presenca de
outras moléculas de mesma massa molar nominal, uma vez que reduz o ruido e aumenta a
detectabilidade. Todos os quadrupolos sdo controlados para transmitir ions de uma Gnica razdo
m/z ou de um intervalo de razdes m/z para gerar informacdo analitica mais exata. (Chiaradia et
al., 2008).

3.7.1.3 Detectores
O detector tem a funcéo de detectar e amplificar o sinal da corrente de ions que vem do analisador
e transferir o sinal para o sistema de processamento de dados. Os trés principais tipos de detectores

sdo fotomultiplicador, multiplicador de elétrons e microchanel plate (MCP) (Wentz, 2010).

No detector fotomultiplicador, o dinodo de conversao de alta voltagem converte ions positivos ou
negativos em elétrons, que sdo em seguida convertidos em luz (fétons). O fotomultiplicador é
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selado em um envelope de vidro, e assim é protegido de contaminacdo, o que faz com gue seu
tempo de vida seja mais longo (Schalley, 2000).

O multiplicador de elétrons é o detector mais utilizado nos espectrdmetros atuais. Funcionam pela
emissdo de elétrons secundarios produzidos por dinodos quando os ions provenientes dos
analisadores se chocam contra eles. Potenciais mais altos nos dinodos de converséo séo utilizados
para acelerar ions de massas altas e assim melhorar a sensibilidade. (Schalley, 2000).

O MCP ¢é um multiplicador de elétrons e consiste de capilares de vidros fundidos e cortados em
uma placa fina. O MCP apresenta uma elevada eficiéncia de deteccédo de elétrons e ions (Schalley,
2000).

O detector depende do tipo de analisador, sendo o fotomultiplicador e o multiplicador de elétrons
utilizados com analisadores quadrupolo e ion trap e apresentam faixa dinamica ampla (10°- 10%)
enquanto que o MCP ¢ utilizado com analisadores TOF e apresentam respostas extremamente
rapidas, com alta sensibilidade (Diniz, 2011).

3.7.1.4 Modos de aquisic¢do de dados

Os modos basicos de aquisi¢do de dados para espectrometria em tandem sdo varredura “full scan”,
espectro dos ions produzidos, varredura do ion precursor, perda do fragmento neutro e
monitoramento de reacfes previamente selecionadas (SRM) (Wentz, 2010).

No modo de varredura “full scan” todos os ions presentes na amostra sdo selecionados no primeiro
e no terceiro analisador, ndo havendo nenhum gas de colisdo no segundo analisador (Greber e
Singh, 2011).

No modo de espectro dos ions produzidos ou do ion “filho”, o primeiro analisador é utilizado para
separar ions moleculares especificos, tais como (M+H)* ou (M-H)". Os ions escolhidos passam
pela cela de colisdo e sdo fragmentados pelo choque das moléculas com o gas ali presente, esses
fragmentos s@o separados no segundo analisador de acordo com a razdo m/z de cada fragmento.
Como todos os ions gerados possuem 0 mesmo ion precursor selecionado anteriormente, tem-se
0 espectro de massas do composto de interesse. Esse tipo de experimento é especialmente Gtil no
fornecimento de informacdes estruturais de moléculas organicas e para a geracéo de informacdes
no sequenciamento de peptideos (Greber e Singh, 2011).

No modo varredura do ion precursor ou do ion “pai”, o primeiro analisador permite a passagem
de todos os ions da amostra, enquanto o segundo analisador é programado para monitorar
fragmentos especificos, que foram gerados por determinados ion precursores. Esses fragmentos
sdo previamente estabelecidos a partir do conhecimento do espectro de massas do ion precursor.
Esse tipo de experimento € (til no monitoramento de grupos de compostos contidos numa mesma
amostra e que produzem fragmentos em comum, por exemplo, hidrocarbonetos em uma amostra
de 6leo (Greber e Singh, 2011).

O processo de perda do fragmento neutro envolve os dois analisadores coletando dados em toda
faixa de massas, sendo que o primeiro analisador seleciona uma faixa especifica dos ions e o
segundo analisador permite somente a passagem de fragmentos que diferem em um nimero de
unidades de massas (equivalente a uma molécula neutra) dos ions transmitidos pelo primeiro
analisador (Greber e Singh, 2011).
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O SRM é utilizado para monitorar uma transicao especifica com alta sensibilidade. Nesse caso o
primeiro analisador esta configurado para selecionar ions com uma massa especifica. A energia
de colisdo € otimizada para produzir o fragmento que sera diagnosticado no segundo analisador.
Somente ions procedentes da transicdo configurada podem ser detectados. O modo SRM é
utilizado para a quantificagdo, em nivel de tracos, de analitos em mistura complexas. Quando se
monitora a fragmentac&do de varios ions precursores simultaneamente, esse modo de varredura é
denominado “monitoramento de reagdes multiplas” (“multiple-reaction monitoring”) - MRM.
Nesse modo o detector deve ser otimizado para o experimento de MRM, selecionando mais de
uma transigao para 0 mesmo ion precursor, gerando um método confirmatério. O emprego dessa
técnica fornece informacgGes referentes as transicdes monitoradas, a retencdo do composto na
coluna e ao sinal proporcional a concentracdo do analito, tornando possivel atingir niveis de
confiabilidade e sensibilidade, de acordo com os LMRs estabelecidos. Considerando que o
detector de espectrometria de massas sequencial € um filtro de massas sequencial e que o sinal de
uma determinada substancia é monitorado pelo par de ions precursor/produto, pode-se em uma
Unica corrida cromatografica detectar varios compostos (Applied Biosystems, 2004; Martins et
al., 2006; Greber e Singh, 2011). O monitoramento de pelo menos duas transi¢oes (par de ions
precursor/produto) confere ao método analitico o nimero minimo de pontos de identificacéo
necessarios para a confirmacao de substancias por espectrometria de massas sequencial de baixa
resolucéo, conforme os critérios descritos na Decisdo 2002/657/EC (EC, 2002b).

Dessa maneira, a analise de residuos de medicamentos veterindrios consiste num processo
quimico em que h& extracdo dos residuos de uma amostra, purificacdo do extrato e posterior
detecc¢do dos analitos. O avancgo das técnicas analiticas provocou uma mudanca significativa nos
procedimentos para esse tipo de analise. No passado, existiam métodos complexos que eram
capazes de analisar uma quantidade reduzida de substancias, e na maioria das vezes, eram analises
qualitativas (Brabander et al., 2009). Recentemente, foram desenvolvidos métodos que tém a
capacidade de analisar multirresiduos, como por exemplo, o método publicado por Moloney et
al. (2012) que permite a quantificagdo de 20 anticoccidianos (arprinocida, clopidol, decoquinato,
diaveridina, etopabato, halofuginona, imidocarb, ladilomicina, semduramicina, lasalocida,
monensina, maduramicina, narasina, salinomicina, robenidine, dinitrocarbanilida, toltrazuril,
sulfoxido de toltrazuril, sulfato de toltrazuil, diclazuril) em ovos e em muisculo de frango pela
técnica UPLC-MS/MS.

A metodologia LC-MS/MS foi utilizada por muitos autores para a pesquisa dos diversos
anticoccidianos nos produtos de origem animal, sendo considerada a metodologia de escolha
devido a sua alta sensibilidade e especificidade. O método desenvolvido por Dubois et al. (2004)
¢ capaz de mensurar residuos de halofuginona, diclazuril, dinitrocarbanilida, robenidine,
lasolacida, maduramicina, monensina, narasina e salinomicina em musculo de frangos de corte,
na faixa de 0,1 a 0,6 ug.Kg™. Outros pesquisadores obtiveram um LoQ de 0,1 a 1,0 pg.Kg* para
lasalocida, salinomicina, monensina, narasina e maduramicina em figado e misculo de frangos
trabalhando com método de cromatografia liquida com ionizacdo por eletrospray acoplada ao
espectrometro de massa (LC-ESI-MS/MS) (Liang et al., 2009).

3.8 Presenca de residuos de anticoccidianos em produtos de origem animal
Alguns tecidos dos animais podem ser utilizados como matrizes para a pesquisa de residuos de

anticoccidianos, tais como os rins, o figado, o masculo, a gordura e a pele (Kinsella, et al., 2009).
Quando o objetivo é avaliar a metabolizacdo da droga, figado e rins sdo os tecidos mais
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interessantes de serem analisados, porém quando a inten¢do é o conhecer o risco para 0 consumo
humano, o foco passa ser o musculo.

Uma pesquisa realizada no Reino Unido entre 1995 e 2004, avaliou a presenca de residuos de
narasina, salinomicina, monensina e nicarbazina em 7.409 amostras. Residuos de narasina néo foi
detectado em nenhum produto, ao contrario da salinomicina que foi encontrada em sete produtos.
Dois ovos de galinha de um total de 2.133 continham salinomicina nas concentracfes de 15 e 20
ug.Kg?; uma amostra de figado de frango de corte, de um total de 1.837, na concentragdo de 30
ug.Kg?; uma amostra de figado ovino, de um total de 1.765, na concentragao de 4 ug.Kg* e em
trés amostras de figado suino, de um total de 128, com concentragdes de 11, 15 e 20 pg.Kg™.
Residuos de monensina foi observado em 17 amostras de figado de frango de corte, de um total
de 2.205 amostras, com concentracdes acima de 25 pg.Kg?; em trés amostras de figado de ovino,
dentre 3.077 analisadas, em concentracdes acima de 56 pg.Kg? e em duas amostras de figado
bovino, de um total de 292, com concentracdes acima de 11 pg.Kg™. Para nicarbazina, 224
amostras de figado de frango, de um total de 1.796, apresentaram concentra¢fes acima de 100
ug.Kg? com nivel maximo de 7.200 pg.Kg; 123 amostras de ovos de galinha, de um total de
2.178, com concentracdes acima de 10 pg.Kg?, sendo o valor maximo encontrado de 900 ug.Kg-
1. 22 amostras de ovos de pato, em 97 analisadas, com valores entre 25 ug.Kge 540 pg.Kg?;
quatro amostras de carne de frango de um total de 514, com teores variando entre 25 ug.Kg* e
110 pg.Kg?! e em trés amostras de paté de figado, de um total de 120 analisadas, com
concentracdes variando de 40 ug.Kg!a 70 pg.Kg? (EFSA, 2007; EFSA, 2008b; EFSA, 2008c;
EFSA, 2008d).

Ovos, musculos e figados de diferentes espécies animais foram analisados para a presenca de
residuos de coccidiostaticos pelos Estados Membros da Unido Europeia, de acordo com o0s
requerimentos da Diretiva EC 96/23 (EC, 2002b). Entretanto os resultados encontrados pelos
Estados Membros diferiram significativamente em relagdo ao LoD e a defini¢do de conformidade
ou ndo da amostra. As concentragdes nas quais os resultados foram definidos como nédo conforme
ndo foram harmonizados dentro dos Estados Membros, mas varios paises usaram 10 pg.Kg*
como limite de ndo conformidade para monensina, narasina, nicarbazina, salinomicina e
semduramicina. Os resultados observados para nicarbazina, durante o periodo de 2004 e 2005,
mostraram que 133 das 4.311 amostras de frangos coletadas, 23 das 3.314 amostras de ovos, uma
de 340 amostras de carne de coelho e uma de 168 amostras de carne de caca foram consideradas
ndo conformes. Os LoD variaram de 1 a 100 ug.Kg* (EFSA, 2008a). Para narasina nenhuma
amostra apresentou resultado ndo conforme dentre as 12.084 amostras de diferentes tecidos
analisadas (EFSA, 2007). Para salinomicina, 30 amostras foram consideradas nédo conformes
dentre as 15.151 amostras analisadas, sendo 19 ovos de um total de 3.502, sete figados de suino,
trés amostras de figado de frango e uma de figado de coelho de um total de 6.902 amostras
analisadas. Os LoD variaram entre 0,03 a 100 ug.Kg* (EFSA, 2008c). Das 14.120 amostras
analisadas para pesquisa de residuos de monensina, somente trés amostras de figado de frango
estavam ndo conformes (10 ug.Kg?), porém as concentracdes encontradas ndo foram divulgadas.
Os LoD variaram entre 1 e 50 pug.Kg* (EFSA,2008d). A semduramicina foi pesquisada em 300
amostras (100 ovos, 100 figados de frango de corte e 100 figados de ovino) somente no ano de
2005 e nenhuma delas apresentou valores considerados ndo conformes. O LoD usado foi menor
que 1 pg.Kg? (EFSA, 2008e).

Na Bélgica foram analisadas 958 amostras de alimentos entre 2005 e 2006. Seis amostras de

frango continham DNC acima do limite estabelecido de 10 nug.Kg?, que foi definido na Bélgica.
Das amostras analisadas, 12 amostras de frango, duas de ovos e uma de coelho continham
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concentracdes de DNC superiores ao LoD de 5 pug.Kg* mas inferiores a 10 ug.Kg*, considerado
como limite de ndo conformidade (EFSA, 2008b). Para monensina, cinco amostras de frango
(sendo uma amostra de masculo), uma amostra de ovo, uma de musculo de cordeiro e uma de
musculo de pato apresentaram concentragdes maiores que o LoD (2 pg.Kg?), porém abaixo do
nivel considerado nao conforme (10 pg.Kg?) (EFSA, 2008d).

Durante o periodo de 2003 a 2004, Danaher et al. (2008) realizaram uma pesquisa em toda a
Irlanda, para verificar a ocorréncia de residuos de DNC no musculo do peito de frangos de corte.
Foram analisadas 342 amostras produzidas na Irlanda e mais 217 importadas de industrias da
Franca, Holanda e Tailandia. Como método de triagem foi utilizado o teste do imunobiossensor,
e as amostras com niveis de DNC acima de 5 ug.Kg™* foram submetidas a teste confirmatério por
cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector ultravioleta (HPLC-UV). Das 342 amostras
produzidas na Irlanda, 26% apresentaram niveis de DNC entre 5 e 183 pg.Kg?, e nenhuma
apresentou valor acima do LMR (200 pg.Kg?). Entre as 217 amostras importadas 6%
apresentaram niveis de DNC entre 2,7 a 18,7 ug.Kg*. De acordo com os autores, a diferenca dos
niveis de DNC encontrada entre os produtos do mercado interno e externo pode ser justificada
pelo uso de produtos alternativos para o controle de coccidiose nos paises que exportam para a
Irlanda e/ou melhores préaticas adotadas nas fabricas de racéo e nas fazendas de produgéo avicola.

Kim et al. (2012) avaliaram a presenca de narasina em 65 amostras de musculo de frango obtidas
em mercados locais da Coréia, utilizando a metodologia de LC-MS/MS e ndo encontraram
nenhuma amostra como concentragdes de narasina superior ao com LoQ do método, de 5ng/g.

4 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido na Fazenda Experimental Prof. Hélio Barbosa (FEPHB) da Escola
de Veterindria da Universidade Federal de Minas Gerais (EV/UFMG), localizada no municipio
de Igarapé, Minas Gerais, no Laboratdério Nacional Agropecuario de Minas Gerais
(LANAGRO/MG) e no Laboratério Nacional Agropecuario do Rio Grande do Sul
(LANAGRO/RS), do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA).

O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFMG em 02 de
dezembro de 2014 (nimero do protocolo: 300/2014).

4.1 Tratamentos

Durante a fase de criacdo das aves foram utilizados 720 pintos de um dia (360 fémeas e 360
machos), da linhagem Cobb, alojados em 12 boxes de 10 m?, contendo cama de maravalha de
madeira nova, gerando uma densidade animal de 6 aves/m?. Racédo e 4gua foram fornecidos a
vontade utilizando bebedouros e comedouros do tipo pendular. Para avaliar a presenca de residuos
de anticoccidianos na musculatura do peito e da coxa dos frangos foram utilizados seis
tratamentos, definidos de acordo com os medicamentos fornecidos as aves na ragéo.

- Tratamento A (Controle); racdo sem adi¢do de anticoccidiano, fornecida durante todo o periodo
de criacdo (inicial até 21 dias de criacdo e crescimento até 41 dias de criacdo)

- Tratamento B (Nicarbazina): racdo inicial contendo nicarbazina desde o alojamento até 21 dias
de criagdo e mais 7 dias de racéo sem adicdo de anticoccidiano;

36



- Tratamento C (Nicarbazina + Narasina); racao inicial contendo nicarbazina + narasina fornecida
desde o alojamento até 21dias de criacdo, racao crescimento contendo Nicarbazina + narasina até
28 dias de criacdo e mais 7 dias de racdo sem adicdo de anticoccidiano;

- Tratamento D (Salinomicina): racdo inicial contendo salinomicina até 21 dias de criacdo, racéo
de crescimento contendo salinomicina até 34 dias de criacdo e, racdo final sem adigdo de
anticoccidiano;

- Tratamento E (Semduramicina); racdo inicial contendo semduramicina até 21 dias de criacao,
racao de crescimento contendo semduramicina até 34 dias de criacdo e, racao final sem adigdo de
anticoccidiano;

- Tratamento F (Monensina); racdo inicial contendo monensina até 21 dias de criacdo, racdo de
crescimento contendo monensina de até 34 dias de criacdo e racdo final sem adigdo de
anticoccidiano.

As ragGes contendo os anticoccidianos (Tab. 3) foram produzidas na fabrica da prépria fazenda e
o medicamento foi adicionado a ragdo e homogeneizado com auxilio de um misturador em “y”
com capacidade de 100 Kg. Ap6s a fabricacdo, as ra¢cdes foram analisadas por LC-MS/MS para
verificar a quantidade real de anticoccidiano presente. Para cada tratamento, foram utilizadas 120
aves, alojadas em dois boxes por tratamento, contendo 30 fémeas e 30 machos em cada boxe.
Com objetivo de minimizar as possiveis contaminac¢des cruzadas entre as ragdes fornecidas, foram
utilizadas conchas individuais para distribuicdo das racdes de cada tratamento e sacos plasticos
sobre as botas, para evitar a contaminagdo das camas.

Tabela 3. Composicao das ragBes fornecidas aos frangos de corte para os tratamentos A(Controle),
B(nicarbazina), C (nicarbazina + narasina), D (salinomicina), E (semduramicina) e F (monensina)

Ingredientes Inicial Crescimento Final
Milho Gréo 57,75% 63% 63%
Farelo de soja 45% 33,25% 27,5% 27,5%
Farinha de carne e 0sso 40% 5,30% 4,6% 4,6%
Oleo de soja 2,25% 3,5% 3,5%
Calcério 0,35% 0,2% 0,2%
Sal comum 0,35% 0,4% 0,4%
DL-metionina 0,31% 0,25 0,25
L-Lisina HCL 0,24% 0,2% 0,2%
Suplemento mineral 0,05% 0,05% 0,05%
Cloreto de colina 60% 0,05% 0,05% 0,05%
L-TREONINA 0,04% 0,05% 0,05%
Enramicina 0,01% 0,01% 0,01%
Inerte 0,000 0,1% 0,1%
TOTAL 100% 100% 100%
Niveis Nutricionais Inicial Crescimento Final
PB% 22,5103 19,9436 19,9436
Arginina Dig. Aves % 1,4041 1,2195 1,2195
Célcio % 0,9456 0,7948 0,7948
Energ. Met. Aves Mcal/Kg 3,0028 3,1476 3,1476
Faosforo disponivel % 0,4506 0,4005 0,4005
Gordura % 5,4796 6,7328 6,7328
Lisina Dig. Aves % 1,2497 1,0773 1,0773
Met. + Cist. Dig. Aves % 0,8872 0,7713 0,7713
Metionina Dig. Aves % 0,6013 0,5129 0,5129
Sédio % 0,1948 0,1998 0,1998
Treonina Dig. Aves % 0,7689 0,6984 0,6984
Triptofano Dig. Aves % 0,2297 0,1979 0,1979
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Ingredientes Inicial Crescimento Final

Tratamento A- controle Sem anticoccidiano | Sem anticoccidiano | Sem anticoccidiano
Tratamento B- nicarbazina 125 ppm Sem anticoccidiano | Sem anticoccidiano
Tratamento C- narasina/ nicarbazina 50/50 ppm 50/50 ppm Sem anticoccidiano
Tratamento D- salinomicina 66 ppm 66 ppm Sem anticoccidiano
Tratamento E- semduramicina 20 ppm 20 ppm Sem anticoccidiano
Tratamento F- monensina 120 ppm 120 ppm Sem anticoccidiano

Para coleta das amostras dos musculos do peito e da coxa para analise de residuos por HPLC-
MS/MS, foram abatidas seis aves (trés machos e trés fémeas) por tratamento a partir do 14° dia
de criacdo e depois semanalmente até a retirada do anticoccidiano da racdo. Para a avaliacdo do
periodo residual, foram abatidas seis aves por tratamento ap06s zero, um, dois, quatro e seis dias
da retirada da ragéo contendo a medicacdo. As aves dos tratamentos com salinomicina, monensina
e semduramicina, foram submetidas a um periodo de jejum de seis horas ap0s a retirada da ragdo
contendo os medicamentos (35 dias de criacdo) e em seguida foram eutanasiadas para a coleta de
amostra para a pesquisa de residuos das drogas. As amostras foram coletadas e mantidas
congeladas a -20°C até 0 momento das analises. O quadro 3, resume 0s grupos de tratamento,
ragao, datas das eutanasias e nimero de aves eutanasiadas por tratamento.

Quadro 3 Tratamentos, racfes fornecidas, nimero de animais eutanasiados, idade das aves no
momento da eutanasia por tratamento.

Idade A B C D E F
das Controle | Nicarbazina | Nicarbazina | Salinomicina | Semduramicina
aves + Monensina
(dias) Narasina

AE | R | AE R AE R AE R AE R AE R
01 - A - B - C - D - E - F
02 - A - B - C - D - E - F
03 - A - B - C - D - E - F
04 - A - B - C - D - E - F
05 - A - B - C - D - E - F
06 A - B - C - D - E - F
07 - A - B - C - D - E - F
08 | _ - A - B - C - D - E - F
09 |8 - A - B - C - D - E - F
10 | € - | A - B - [ - D - E - F
11 2 - A - B - C - D - E - F
2 | g - AT - B - C - D - E - F
13 - A - B - C - D - E - F
14 6 A | 6 B 6 C 6 D 6 E 6 F
15 - A - B - C - D - E - F
16 - A - B - C - D - E - F
17 - A - B - C - D - E - F
18 - A - B - C - D - E - F
19 - A - B - C - D - E - F
20 - A - B - C - D - E - F
21 o | 6 A | 6 A 6 C 6 D 6 E 6 F
2 | 8E{-TAle6 | A |- C - D - E - |F
23 | g81-]A|6 ] A - c - D - E - F
24 e - A - A - C - D - E - F

w
(o0]
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AE AE AE AE

25 -

26 -

27 -

| | O
pgpdpdpy

28 6

29

30 -

31 -

32 -

33 -

34 -

Vo o) |o|o|of
BB > | > 00|03

35 6

36

37

38

39

1

1

1

1
IO [ OO0
IO [ OO0

Racdo final

40 - ~ - - -

> > >3 > > B> > > > > > > > > > D

> > > > > mmmmmimm|im|m|m| o

>(>|>| > > >mmmimm{m|mmim|m|xo

pdpdbdbdbdbdbdiviiviiviiviiviiviivlivlivliwlp)

D1 O OO

41 - - - - - 6 6

Legenda: A- ragdo sem anticoccidiano. B- ragcdo com nicarbazina, C- ragdo com nicarbazina + narasina, D-
racdo com salinomicina, E- ragdo com semduramcina; F- racdo com monensina, R: tipo de racéo, AE:
nUmero de aves eutanasiadas

4.2  Anélises de residuos de anticoccidianos

As amostras de musculo foram analisadas utilizando metodologia de HPLC/MS-MS validada por
Barreto (2014).

4.2.1 Padrdes, solugBes e reagentes

Os padroes analiticos dos anticoccidianos nicarbazina (DNC), narasina (NARA), salinomicina
(SALI), semduramicina (SEMD) e monensina (MONE) foram adquiridos da marca Sigma
(Steinheim, Germany) e apresentaram grau de pureza minima de 99%.

Para a construcdo da curva de calibracdo foi utilizado o método de padronizacédo interna e 0s
seguintes padrdes internos: dinitrocarbanilida-D8 (DNC-d8) e o decoquinato-D5 (DECQ-d5)
adquiridos da Witega (Berlin, Germany), foram utilizados.

Acido formico, acetato de aménio e hexano grau HPLC utilizados foram da J.T. Backer
(Phillisburg, USA). Acetonitrila (ACN), Dimetilsulféxido (DMSO), Cloroférmio (CHCI) grau
HPLC, foram adquiridos da marca Merck (Darmstadt, Germany). Agua ultrapura obtida pelo-
sistema Milli-g (Millipore, Bedford, MA, USA) foi usada durante todo experimento.

SolugBes estoques individuais dos anticoccidianos na concentragdo de 1 mg.mL? foram
preparadas dissolvendo 10 mg de cada padrdo em solvente apropriado, utilizando balGes
volumétricos de 10 mL. Os solventes utilizados foram ACN para SALI e SEMD; metanol para
NARA e MONE; DMSO para DNC, DNC-d8; ACN e cloroférmio para DECQ-d5. Solugdes de
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trabalho foram preparadas a partir da solucao estoque em ACN, atingindo a concentragéo final de
1 pg.mL* para MONE; 1,5 pg.mL™ para NARA €; 5 pg.mL* para SALI, SEMD e DNC. As
solucdes de trabalho dos padr@es internos foram preparadas diluindo cada componente (DNC-d8
e DECQ-d5) em ACN e a concentragéo final obtida foi de 5 pug.mL™.

4.2.2 Extracdo das amostras

Para os procedimentos de extracdo foram pesados 2,0 g de cada amostra de muasculo (peito e coxa
homogeneizados) em tubos de centrifuga de 50 mL que foram adicionados de 10 mL de ACN e
homogeneizados em Ultra Turrax® (IKA, USA). Depois da etapa de homogeneizacéo, as amostras
foram agitadas durante 20 minutos e posteriormente centrifugadas a 3890 x g por 10 minutos a
5°C. Os sobrenadantes obtidos fDoram transferidos para tubos de polipropileno de 15 mL e
submetidos a um processo adicional de purificacdo, sendo mantidos a -15°C por 60 minutos, para
precipitacdo das proteinas, e novamente centrifugados a 3890 x g por 20 minutos a 5°C. Os
sobrenadantes obtidos desse processo adicional, foram transferidos para tubos de polipropileno
de 50 mL e evaporados sob fluxo de nitrogénio (N.) a 45°C. Apds a evaporacgdo, foram
adicionados aos tubos 2 mL de hexano e 2 mL do solvente de reconstitui¢do (agua: ACN, 1:1,
v/v) que foram agitados a 80 rpm, durante 10 minutos. Em seguida 1mL da fase aquosa foi
transferido para um “vial” para inje¢do no sistema de HPLC-MS/MS. Como ja era esperado
encontrar concentracdes elevadas de DNC nas primeiras amostras coletadas, uma etapa de
diluicdo foi realizada durante o preparo dessas amostras, e, portanto, antes da etapa de secagem
com Nz, 20 pL das solugBes foram transferidas para os “vials” juntamente com 980 pL do
solvente de reconstituicdo. As amostras provenientes dos tratamentos, nos quais as aves
receberam DNC foram analisadas diluidas e ndo diluidas.

As anélises foram realizadas em sistema de HPLC Agilent série 1260 (Agilent Technologies, Palo
Alto, CA, USA) acoplado ao espectrdmetro de massa triplo quadrupolo AB Sciex APl 5500
QTRAP (AB Sciex, Foster City, CA, USA). A separacdo cromatogréfica foi realizada usando a
coluna Poroshell 120 EC-C18 (3.0x50mm/2.7 um) (Agilent, Milford, MA, USA) acoplada a pré
coluna C18 (Phenomenex, CA, USA) a temperatura de 40°C. O volume de injegdo foi de 4 uL. e
as fases madveis constituidas por dgua (fase mével A) e ACN (fase mével B), ambos com 0,05%
de 4cido acético e ImM de acetato de amodnio. O fluxo foi de 500pL.min™ e um tempo de 2
minutos foi aplicado para recondicionamento da coluna. O gradiente comecou com 98% de A e
diminuiu para 5% em 1 minuto, mantendo esse gradiente por 8 minutos e retornando a condigdo
inicial aos 9 minutos, completando o ciclo com 10 minutos. O tempo de corrida total,
considerando o tempo de equilibrio da coluna, foi 12 minutos.

A resolucdo do espectrémetro de massa no monitoramento maltiplo de reacdo (MRM) foi unitéria
e 0 “dwell time” aplicado foi 50 ms. Os ions precursores selecionados foram [M+H]*, [M+NH.]*
e [M+H]". O gas de colisdo (CAD), o gas de nebulizacdo (GS1), o gas de secagem (GS2) foram
aplicados nas seguintes condi¢des: 55 psi, 55psi e 20psi, respectivamente. Os parametros da fonte
de ionizacdo foram: voltagem no capilar no modo positivo 5,5kV e no modo negativo -4,5kV e
temperatura da fonte 500°C.

Os fragmentos usados para a determinacdo em modo MRM do ion precursor e ions produto, o

potencial de desagregacdo (DP), a energia de colisdo (CE), o potencial de saida da célula de
colisdo (CXP) estdo apresentados na Quadro 4.
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Quadro 4 Transicfes MRM e as condicdes espectrométricas utilizadas para cada anticoccidiano

esquisado
Droga Padrio | fon fon DP(V) | EP(V) CE(V) | CXP(V) | RT
Interno Precursor | Produto (min.)
DNC 301,00 137,00 -50 -10 -18 -13 3,37
301,00 106,80 -55 -10 -50 -15
DNC-d8 308,90 141,20 -30 -10 -22 -9 3,37
DNC-d8 | 30300 | 111,00 | -75 -10 -50 -9
Decqg-d5 423,43 377,20 236 10 33 24 4,10
423,43 205,00 236 10 55 16
MON 688,30 635,20 76 10 21 8 5,45
Decg-d5 | 688,30 461,20 76 10 33 20
SAL 768,36 733,30 61 10 25 36 5,44
768,36 715,20 61 10 33 30
NAR 782,39 747,30 106 10 27 20 5,95
782,39 729,30 106 10 31 14
SEM 890,36 629,30 41 10 35 08 4,56
890,36 647,30 41 10 27 18

Nota: MRM: Monitoramento Mdltiplo de Reagdes; DP- potencial de desagregacdo; CE- energia de colisdo;
CXP*- potencial de saida da célula de colisdo, que variou para as duas transi¢des, em alguns analitos; V-
volts; m/z- raz8o massa/carga, RT- tempo de retencdo (minutos).

O método de HPLC-MS/MS utilizado para analise de anticoccidianos no musculo, apresentou
LoQ de 12,5 ugKg* e LoD de 6,25 pug.Kg*, para nicarbazina, salinomicina e semduramicina;
LoQ de 2,5 pg.Kg™' e LoD de 1,25 pg.Kg™ para monensina e LoQ de 3,75 ug.Kg* e LoD de 1,87
ug.Kg? para narasina.

4.3  Delineamento Experimental

O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso em arranjo fatorial, sendo seis tipos de
racdo utilizada e diferentes dias de avaliagdo, com seis repeticbes cada. O delineamento
experimental gerou um total de 246 amostras para extracdo e analise por HPLC-MS/MS. Os
resultados das concentragdes dos analitos foram submetidos a analise estatistica utilizando o teste
de Kruskal Wallis.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1  Concentracdo de anticoccidianos nas ragdes

As ragOes produzidas para cada tratamento foram analisadas por HPLC-MS/MS com a finalidade
de se determinar a quantidade fornecida de cada droga nas ragfes. Os resultados encontrados
demonstraram que as concentragGes dos anticoccidianos estavam de acordo com 0s valores
calculados e adicionados na racdo, demonstrando que o uso do misturador em “y” e 0 manejo
realizado no preparo das ra¢6es foram adequados (quadro 5).

A ragdo do grupo controle para fase inicial apresentou tracos de monensina e para fase de
crescimento tragos de monensina, salinomicina e semduramicina. A Unido Europeia, de acordo
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com o Regulamento n° 08 de 2009, estabeleceu o valor correspondente a 1% da concentracdo
méaxima de cada anticoccidiano que pode ser adicionada a racdo, como nivel aceitavel de
contaminacdo para ragdo, caso ela seja destinada a animais que ndo receberéo anticoccidianos ou
para animais que estejam no periodo pré abate. Os valores de contaminagdo permitidos para
monensina, salinomicina e semduramicina sdo 1, 250 ppm, 0, 700 ppm e 0, 250ppm,
respectivamente.

Quadro 5 Quantidade em ppm de anticoccidianos utilizadas na producdo de cada racdo e a
guantidade real fornecida apds analise das ra¢des por cromatografia.

Tratamento Racdo Inicial Racdo Crescimento
Quantidade Quantidade Quantidade Quantidade
adicionada no detectada apos adicionada no detectada apos
momento da analise da racdo momento da andlise da racdo
producdo producao
A- Controle Sem Tragos ndo Sem Tracgos ndo
anticoccidiano quantificaveis de anticoccidiano quantificaveis de
monensina monensina,
salinomicina e
semduramicina
B- nicarbazina 125 ppm 125 ppm Sem nicarbazina Auséncia de
anticoccidiano
C-narasina/ 50/ 50 ppm 32/ 48 ppm 50/ 50 ppm 42/ 58 ppm
nicarbazina
D- salinomicina 66 ppm 67 ppm 66 ppm 68 ppm
E- semduramicina 20 ppm 21 ppm 20 ppm 24 ppm
F-monensina 120 ppm 130 ppm 120 ppm 100 ppm

5.2 Pesquisa de residuos de anticoccidianos em musculo de frangos de corte

5.2.1  Grupo controle

Nas andlises da presenca de residuos de anticoccidianos no musculo da coxa e do peito, dos
frangos de corte pertencentes ao grupo controle, ndo foi possivel detectar a presenca de nenhum
dos anticoccidianos utilizados nos demais tratamentos, indicando que ndo houve contaminacao
significativa durante as etapas de fabricacdo da racdo ou de tratamento dos animais. O método de
HPLC-MS/MS ¢é considerado um método confirmatério para a pesquisa de residuos de
medicamentos veterinarios, por avaliar, além do tempo de retencdo dos analitos de interesse, a
relacdo m/z de fragmentos especificos das substéncias a serem analisadas. Para que a amostra seja
considerada positiva, devem ser detectadas pelo menos duas transi¢des do analito de interesse. A
partir dos cromatogramas gerados, analisando os tempos de retencdo de cada uma das drogas
utilizadas, durante todo o periodo do experimento, as amostras do grupo controle nédo
apresentaram picos detectdveis € nem mesmo quantificaveis, com o método utilizado que
apresenta LoD de 6,25 pg kg para salinomicina, nicarbazina e semduramcina, de 1,25 pg kg?
para monensina e de 1,87 pg kg para narasina. Sendo, portanto, detectados somente 0s picos
dos padrdes internos, DNC-d8 no modo negativo e Decg- d5 no modo positivo (Fig.6)

De acordo com Cannavan e Kenedy (2000) e Pietruk et al. (2015), a utilizagdo de uma Unica linha
de producdo para a fabricacdo de diferentes racGes pode levar a ocorréncia de contaminacéo entre
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as racOes. No presente trabalho, apesar ter sido utilizada a mesma linha de producéo, a racdo do
grupo controle foi a primeira a ser produzida com objetivo de evitar esse tipo de contaminagéo.
A presenca de tracos de anticoccidianos na racdo fornecida ao grupo controle nao foi suficiente
para provocar a ocorréncia de residuos detectaveis no musculo dos animais que a receberam. Os
cuidados durante a producdo da racdo associados ao manejo criterioso na criagcdo dos animais
utilizando sacos plasticos sobre as botas e uma Unica concha para cada ra¢do durante o
arragoamento dos animais, contribuiram para que ndo ocorresse contaminagdo cruzada das racdes
e das camas, e, consequentemente, a presenca de residuos dos anticoccidianos no masculo.

Figura 6 Cromatogramas dos padrdes internos no modo positivo (Decg-d5) e negativo (DNC-d8),
e dos analitos pesquisados, referentes as amostras de muasculo de frangos de corte, pertencente ao
grupo controle, coletadas nos dias 14, 21, 28 e 35
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5.2.2 Nicarbazina

Os resultados encontrados para a pesquisa de residuos de nicarbazina (DNC) no musculo do peito
e da coxa dos frangos de corte encontram-se na Tab. 4. O LMR estabelecido para DNC na matriz
musculo de ave ¢é de 200 ug kg (Brasil, 2014a; CODEX, 2015).

Tabela 4. Resultados das concentragdes médias de residuos de nicarbazina analisados pelo
método de HPLC-MS/MS na matriz musculo de frangos de corte, durante os periodos de
tratamento com nicarbazina e de avalia¢do residual

Dia de abate Concentracdo
14 5353,33 a
21 5070,00 a
22 3431,67 a
23 1220,17 a
25 212,23 b
27 34,80 b

Médias seguidas de letras distintas, na coluna, diferem entre si pelo teste Kruskal Wallis (P<0,05).

Na avaliagdo dos animais tratados com nicarbazina altas concentra¢fes (P<0,05) de residuos de
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DNC foram detectadas durante os dias de tratamento e até dois dias ap6s o término deste. No
quarto dia apo6s a interrupcdo do fornecimento da racdo contendo a droga (25 ° dia de criagdo), 0s
valores de DNC verificados foram menores (P>0,05), porém ainda se encontravam acima do
LMR estabelecido pelo PNCRC. No 27° dia de criagdo, seis dias ap0s a retirada da droga, as
concentracdes de DNC j& se encontravam bem abaixo do LMR (Fig.7). A queda na concentracao
de DNC no musculo observada a partir da terceira coleta pode ser justificada pela retirada da
racdo contendo o medicamento. A nicarbazina mostrou ser uma droga muito absorvida e que
deixa altas concentragdes de DNC no musculo durante seu fornecimento e apresenta uma queda
acentuada dessas concentragdes ap0s a sua interrupgéo.

Figura 7 Concentragdes médias de DNC x LMR, analisados pelo método HPLC-MS/MS na matriz musculo
de frangos de corte, durante o periodo de tratamento com nicarbazina e durante a avaliagéo residual.
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A Fig.8 ilustra os cromatogramas gerados pelas andlises das amostras de muasculo da coxa e do
peito dos animais tratados com nicarbazina. Foram observados picos cromatograficos contendo
as duas transicdes no tempo de retencéo esperado para DNC em todas as coletas e, dessa forma a
presenca dos residuos foi confirmada e quantificada.

Figura 8 Cromatogramas referentes as amostras de musculo de frangos de corte, coletadas nos
dias 14, 21, 22, 23, 25 e 27 dos animais tratados com nicarbazina
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A EFSA (2010) divulgou um estudo que objetivou avaliar o periodo residual da nicarbazina na
musculatura de frangos de corte. Foram utilizados frangos de corte tratados com 125 ppm de
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nicarbazina na racdo durante 28 dias. Os animais foram abatidos com um, cinco, sete, nove, 11 e
14 dias apo6s a retirada do medicamento da ragdo e amostras de figado, rins, musculo, pele e
gordura foram coletadas para a pesquisa de DNC por LC-MS/MS. Foi observado a concentracao
de DNC na musculatura de 4.431 + 571 pg.Kg! no primeiro dia, apés a interrupcdo do
fornecimento da droga, e 69 + 8 ug.Kg™ no quinto dia, demonstrando que o periodo de retirada
de cinco dias foi suficiente para que as concentrag¢des de DNC na musculatura caissem abaixo do
LMR. Portanto, de acordo com os dados do presente trabalho e com os relatados por EFSA (2010),
a nicarbazina apresenta uma rapida metabolizacdo, sendo seis dias de periodo de retirada
suficiente para ndo serem observados valores acima do LMR, com isso o periodo de 10 dias,
recomendado pela legislacdo brasileira (Brasil, 2008) excede o prazo realmente necessario.

A utilizagdo de nicarbazina leva ao aumento do débito cardiaco e queda na taxa respiratoria,
podendo causar morte por estresse cal6rico, quando os animais sao mantidos em temperaturas
elevadas, ndo sendo indicada sua utilizacdo durante a fase de crescimento (Beers et al., 1989;
Wiernusz e Teeter, 1995). Essa restri¢cdo da droga na fase de crescimento contribui para que seus
residuos sejam eliminados antes do periodo de abate, o que pode justificar os resultados
encontrados no PNCRC durante os anos de 2008 a 2014, em que somente 0,34% das amostras
analisadas apresentaram residuos de DNC no musculo de frangos de corte. Porém deve-se atentar
para a possibilidade de erro de manejo durante o fornecimento da ragdo o que provavelmente
poderia justificar as amostras de musculo com a presenca de DNC em niveis de 291 a 867 ug.Kg
1 encontradas no PNCRC.

Na Europa, as aves sdo criadas em galpdes climatizados, permitindo o uso da nicarbazina por
periodos mais longos, 0 que seria mais uma justificativa, além da ocorréncia de erro no manejo
do fornecimento das ragdes, para as amostras com presenca de residuos de DNC. No Reino Unido,
0,8% das 519 amostras de carne de frango apresentaram valores entre 25 e 110 pg.Kg™. Na Europa
de um montante de 4.311 amostras de carne de frango 133 (3.1%) apresentaram valores acima de
10 ug.Kg! e na Bélgica entre 958 amostras, somente seis (0,6%) tiveram niveis acima de 10
ug.Kg? (EFSA, 2008b). Danaher et al. (2008), avaliaram os niveis residuais de nicarbazina em
carcagcas de frangos de corte criados na Irlanda e exportadas para aquele pais e ndo encontraram
nenhum resultado, das 559 amostras analisadas, com valores acima do LMR para a droga.

5.2.3  Narasina + Nicarbazina

Os resultados encontrados para a pesquisa de DNC no musculo da coxa e do peito dos frangos de
corte, que receberam ragdo contendo nicarbazina + narasina, encontram-se na Tab. 5. O LMR
estabelecido para DNC na matriz mésculo de ave é de 200 pg kg™ (Brasil, 2014a; CODEX, 2015).
Assim como observado no tratamento B (125ppm de nicarbazina/ 21 dias), na avaliacdo dos
animais tratados com nicarbazina + narasina, altas concentragdes (P<0,05) de residuos de DNC
foram detectadas durante todo o periodo de tratamento e por mais dois dias ap0s a interrupcao.
No quarto dia ap6s o término do tratamento das aves (32 dias de cria¢do), os valores de DNC
verificados foram menores (P>0,05) e estavam abaixo do LMR estabelecido pelo PNCRC (Fig.
10). Os niveis de DNC detectados nos trés primeiros dias de coleta (14°, 21° e 28° dias de cria¢ao)
foram muito préximos (2866 pg.Kg?, 2748 pg.Kg?! e 2288 ng.Kg?l), e a queda nos dias
subsequentes pode ser justificada pela retirada da droga no dia 28. No sexto dia ap6s a interrupgdo
do tratamento, residuos de DNC ndo foram mais detectados no musculo dos animais tratados. O
comportamento da nicarbazina no organismo das aves tratadas com nicarbazina + narasina foi
semelhante ao observado nos animais do tratamento B (125 ppm de nicarbazina), diferindo apenas
na concentracdo residual de DNC detectado no muasculo. Devido ao sinergismo entre a
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nicarbazina e narasina, houve reducéo da dose de nicarbazina (50ppm) para menos da metade da
dose do tratamento B, justificando, portanto, os menores niveis de DNC encontrados na
musculatura dos animais tratados com nicarbazina + narasina.

Tabela 5 Resultados das concentragdes médias de residuos de DNC analisados pelo método
HPLC-MS/MS na matriz musculo de frango de corte, durante o periodo de tratamento com
nicarbazina + narasina e durante a avaliacdo residual.

Dias de analise Médias das concentragdes (ug.Kg?)
14 2863,33 a

21 2748,33 a

28 2288,33 a

29 1103,83 a

30 418,66 a

32 35,63 b

34 ND b

Médias seguidas de letras distintas, na coluna, diferem entre si pelo teste Kruskal Wallis (P<0,05).
ND: néo detectado (<6,25 ng.Kg1).

Foram observados picos cromatograficos (Fig. 9) contendo as duas transi¢des no tempo de
retencdo da nicarbazina e da narasina em todas as coletas, e dessa maneira a presenca de DNC foi
confirmada e quantificada. Para narasina, a quantificagdo (LoQ: 3,75 ug.Kg?) sé foi possivel em
cinco amostras (11,9%) e a deteccdo (LoD: 1,87 ug.Kg?) em mais seis amostras (14,3%) dentre
as 42 analisadas, durante todo experimento. Todos os valores quantificados (Tab.6) para narasina
estavam abaixo do LMR (15 ug.Kg?) estabelecido para narasina na matriz masculo de ave (Brasil,
2014a; CODEX, 2015).

Tabela 6 Resultados quantificAveis de residuos de narasina analisados pelo método HPLC-
MS/MS na matriz musculo de frango de corte, durante o periodo de tratamento com nicarbazina
+ narasina e durante a avaliag¢éo residual.

Dia de criagdo Concentragéo de Narasina (ug.Kg?)
21° 3,78
4,32
28° 581
29° 3,78
30° 3,51

Figura 9 Cromatogramas referentes as amostras de musculo de frangos de corte, coletadas nos
dias 14, 21, 28, 29, 30, 32 e 34 dos animais tratados com nicarbazina + narasina na racdo
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De acordo com os dados do presente trabalho, com os resultados encontrados por Olejnik et al.
(2011) e as informagdes divulgadas por EFSA (2004) o periodo de retirada de cinco dias
estabelecido pela legislacdo (Brasil, 2008) é suficiente para que ndo seja encontrado no musculo
residuos de narasina acima do LMR.

A rapida metabolizacao da narasina, justifica os resultados referentes a presenca de residuos dessa
droga em produtos de origem animal, como os divulgados pela Unido Europeia, durante 2004 e
2005, em que 12.084 amostras foram analisadas e nenhuma amostra foi positiva para narasina
(EFSA, 2007). Assim como Kim et al. (2012), que ndo encontraram nenhuma amostra com
residuos de narasina em 65 amostras de carne de frango analisadas. Além do histérico do PNCRC
no qual durante o periodo de 2008 a 2014, foram analisadas 1.321 amostras com nenhuma positiva
para narasina (Brasil, 2009; Brasil, 2010; Brasil, 2011; Brasil, 2012; Brasil, 2013; Brasil, 2014b;
Brasil, 2015).

Apesar de Olejnik et al (2011) terem trabalhado com galinhas de postura e o presente trabalho
com frango de corte, ambos trabalhos utilizaram a associagdo de narasina e nicarbazina. Nas aves
de postura a nicarbazina a partir do segundo dia do periodo de retirada ja estava abaixo do LMR,
enquanto que no presente trabalho com frangos de corte, foram necessarios quatro dias.

Figura 10 Concentra¢fes médias de residuos de DNC x LMR analisados pelo método de HPLC-
MS/MS na matriz masculo de frango de corte, dos animais tratados com nicarbazina + narasina,
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5.2.4  Salinomicina

Picos cromatogréficos no tempo de retengdo da salinomicina foram observados, porém néo foi
possivel sua deteccdo pelo método utilizado (LOD: 6,25 ug.Kg?) (Fig. 11).
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Figura 11 Cromatogramas referentes as amostras de musculo da coxa e do peito coletadas nos
dias 14, 21, 28, 35, 36, 37, 39 e 41 dos frangos de corte tratados com salinomicina na racéo
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O periodo de retirada de uma droga visa garantir que os alimentos oriundos de animais tratados
com esse produto ndao apresentem residuos da droga em concentragdes superiores a0 LMR
preconizado. De acordo com a legislagdo brasileira (Brasil, 2008), o0 LMR para salinomicina é de
150 pg.kg?!, portanto baseado nos dados encontrados no presente trabalho e no trabalho
desenvolvido por Kennedy et al. (1995), ndo foi observada a necessidade de realizacdo de periodo
de retirada para salinomicina quando se pesquisa a presenca de residuos dessa droga na
musculatura de frangos de corte. Isso pode ser comprovado pelos resultados publicados pelo
PNCRC, durante o periodo de 2008 a 2014, em que 1.355 amostras de musculo de frango foram
analisadas e nenhuma apresentou residuos de salinomicina (Brasil, 2009; Brasil, 2010; Brasil,
2011; Brasil, 2012; Brasil, 2013; Brasil, 2014b).

Porém deve-se atentar para a possibilidade de ocorréncia de residuos da droga em outros tecidos,
como os observados no Reino Unido entre 1995 e 2004, em que 7.409 produtos de origem animal
foram analisados e residuos de salinomicina foram encontrados em sete (0,09%) produtos. Dois
(0,09%) ovos de galinha de um total de 2.133 continham salinomicina, nas concentragdes de 15
e 20 pg.Kg?, uma (0,05%) amostra de figado de frango de corte de um total de 1.837 apresentou
o residuo na concentragéo de 30 pug.Kg?; uma (0,06%) amostra de figado ovino de um total de
1.765 continha salinomicina na concentracdo de 4 ug.Kg* e em trés (2,34%) amostras de figado
suino de um total de 128, o medicamento foi detectado em concentracdes de 11, 15 e 20 ug.Kg™.
E na Unido Europeia, em que 30 (0,20%) amostras foram consideradas ndo conformes (>10
ug.Kg?) dentre as 15.151 amostras analisadas, sendo 19 (0,54%) ovos de um total de 3.502, sete
(0,10%) figados de suino, trés (0,04%) amostras de figado de frango e uma (0,01%) de figado de
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coelho de um total de 6.902 amostras analisadas (EFSA, 2008c).

De acordo com Atef et al. (1993), 8 horas de periodo de retirada foram suficientes para que as
concentracdes de salinomicina na musculatura aproximassem do LMR. Como na prética 0s
animais devem passar por um periodo minimo de jejum de 6 horas antes de serem abatidos, esse
tempo contribui para uma maior seguranca com relagdo a possibilidade de ocorréncia de residuos
de salinomicina na musculatura, caso ocorra fornecimento acidental de ragdo contendo
salinomicina proximo ao abate.

5.25 Monensina

Os resultados encontrados para a pesquisa de monensina em musculo da coxa e do peito dos
frangos de corte encontram-se na Tab. 7. O LMR estabelecido pelo PNCRC é de 10 pg.Kg™.

Tabela 7 Resultados das concentragdes médias de residuos de monensina analisados pelo
método HPLC-MS/MS na matriz musculo de frango de corte, durante os periodos de tratamento
com monensina e durante a avalia¢do residual

Dias de anélise Médias das concentracgdes (ug.Kg?)
14 3,58 a
21 4,86 a
28 3,83 a
35 ND b
36 ND b
37 ND b
39 ND b
41 ND b

Médias seguidas de letras distintas, na coluna, diferem entre si pelo teste Kruskal Wallis (P<0,05).
ND: ndo detectado (<1,25 ng.Kg™?).

Na avaliacdo dos animais tratados com monensina a presenca de residuos (P<0,05) foi detectada
somente durante as trés primeiras coletas (14°, 21° e 28° dias de criacdo) e em concentracfes
inferiores ao LMR estabelecido, de 10 pg.Kg?. A partir da Gltima coleta referente ao periodo em
que a racdo estava sendo fornecido com a droga e durante todo o periodo de retirada da droga,
residuos de monensina ndo foram mais detectados (LoD: 1,25 ug.Kg?). A auséncia de monensina
na coleta do 35° dia pode ser justificada pelo periodo de jejum de seis horas realizado nos animais
antes do abate. Os niveis residuais nas primeiras coletas ja estavam baixos e conforme
demonstrado no trabalho de Chéneau et al. (2007) 8 a 10 horas sdo suficientes para a
metabolizagdo total da monensina no musculo.
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Figura 12 Concentracdes médias de residuos de monensina x LMR analisados pelo método de
HPLC-MS/MS na matriz masculo de frango de corte, dos animais tratados com monensina,
durante o periodo de tratamento e de avaliacédo residual
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A Fig. 13 ilustra os cromatogramas gerados pelas analises das amostras de masculo da coxa e do
peito, dos animais tratados com monensina. Foram observados picos cromatograficos contendo
as duas transi¢des no tempo de retencdo esperado para monensina em todas as coletas, porém pela
andlise das duas transicBes a presenca do residuos so foi confirmada e quantificada nas trés
primeiras coletas.

Figura 13 Cromatogramas referentes as amostras coletadas nos dias 14, 21, 28, 35, 36, 37, 39 e
41 dos animais tratados com monensina na ra¢éo
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Os resultados do presente trabalho, de Okada et al. (1980), da EFSA (2006) e de Chéneua et al.
(2015) demonstram que a monensina é uma droga pouco absorvida e rapidamente metabolizada.
Condigdes que garantem uma maior seguranca com relacdo a possibilidade de ocorréncia de
residuos no musculo dos animais tratados. Esse comportamento da droga, justifica os resultados
observados no PNCRC, durante o periodo de 2008 a 2014, em que 1.258 amostras de misculo de
frango de corte foram analisadas para pesquisa de monensina e nenhuma delas apresentou
residuos (Brasil, 2009; Brasil, 2010; Brasil, 2011; Brasil, 2012; Brasil, 2013; Brasil, 2014b).

Porém a presenca de residuos de monensina tem sido relatada no figado, como os dados
divulgados no Reino Unido entre 1995 e 2004, em que foram observados em 17 (0,78%) amostras
de figado de frango de corte, de um total de 2.205 amostras analisadas, com concentragdes acima
de 25 ug.Kg?; em trés (0,1%) amostras de figado de ovino dentre 3.077 analisadas, em
concentragdes acima de 56 pg.Kg* e em duas (0,68%) amostras de figado bovino de um total de
292, com concentragdes acima de 11 pg.Kg. Assim como na Bélgica, entre 2005 e 2006, 958
amostra de alimentos foram analisadas e residuos de monensina detectados em cinco (0,52%)
amostras de frango (sendo uma amostra de musculo), uma (0,10%) amostra de ovo, uma (0,10%)
de musculo de cordeiro, uma (0,10%) de musculo de pato em concentracdes maiores do que o
LoD (2 ug.Kg?), porém abaixo do nivel considerado ndo conforme (>10 ug.Kg?) (EFSA, 2008d).

5.2.6  Semduramicina

Os resultados encontrados para a pesquisa de residuos de semduramicina em masculo da coxa e
do peito de frangos de corte encontram-se na Tab. 8. O LMR estabelecido pelo PNCRC é de 50

ng.Kg™.

61



Tabela 8. Resultados das concentracdes médias de residuos de semduramicina analisadas pelo
método HPLC-MS/MS na matriz masculo de frango de corte, tratados com semduramicina,
durante o periodo de tratamento e de avaliacdo residual

Dias de analise Médias das concentragdes (ug.Kg?)
14 117,67 a

21 143,67 a

28 125,63 a

35 40,95 a

36 ND b

37 ND b

39 ND b

41 ND b

Médias seguidas de letras distintas, na coluna, diferem entre si pelo teste Kruskal Wallis (P<0,05).
ND: ndo detectado (<6,25 ng.Kg?)

Na avaliagdo dos animais tratados com semduramicina foi observado que as maiores
concentragdes de residuos do medicamento foram encontradas durante as trés primeiras coletas
(14°, 21° e 28° dias de criacdo- tabela 7) sem diferenca estatistica entre as concentragdes
observadas (117 pg.Kg?, 143 pg.Kg?! e 125 pg.Kg?) (P<0,05). Na ultima coleta durante o
fornecimento da droga (35 dias de criagdo) o nivel residual de semduramicina atingiu valores
abaixo do LMR, isso pode ser justificado pelo periodo de jejum de seis horas realizado antes do
abate dos animais. Apos a interrupgdo do fornecimento da ragéo, ndo foi mais detectado (LoD:
6,25 ng.Kg™) residuos de semduramicina (Fig. 14).

Figura 14 ConcentracBes médias de residuos de semduramcina x LMR analisados pelo método
de HPLC-MS/MS na matriz muasculo de frango de corte, dos animais tratados com
semduramicina, durante o periodo de tratamento e de avaliacéo residual
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Em um estudo divulgado pelo Comité Europeu, frangos de corte receberam racdo contendo
25ppm de semduramicina durante sete dias e foram abatidos com seis, 12, 24, 48 e 120 horas ap6s
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a retirada da droga. Amostras de figado, musculo, rins, pele e pele com gordura foram analisadas
e a semduramicina foi detectada em todos os tecidos e durante todo o periodo analisado. No
musculo os valores observados foram de 15 pg.Kg?, 7 pg.Kg?, 3 ng.Kg?, 2 nygKgte 1 ngKg?
apos seis, 12, 24, 48 e 120 horas, respectivamente (EC, 2002). Ao contrario do que foi observado
no presente trabalho, os autores detectaram residuos no muasculo mesmo apdés a interrupgao do
tratamento. Porém, as concentra¢des encontradas foram abaixo do LMR.

Apesar do LMR da semduramicina ter sido estabelecida pelo PNCRC apenas na matriz musculo,
a pesquisa de residuos em outras matrizes também é importante para a avaliacdo das
caracteristicas de metabolizacdo da droga. Lynch et al. (1992) avaliaram amostras de figado de
frangos de corte que receberam ragdo com 25ppm de semduramicina durante 44 dias, e
verificaram que com seis horas de periodo de retirada, o nivel residual no figado foi de 166 ng.Kg
! € com 24 horas foi de 17 ug. Kg™. Em outro estudo, frangos de corte machos e fémeas receberam
racdo contendo 25 ppm de semduramicina durante 42 dias e as concentragdes de residuos de
medicamentos foram de 77,8 pg.Kg?, 48 ug.Kg*©40,9 ug.Kg* (nas amostras das fémeas) e de
155 pg.Kg?, 45,9 ug.Kg e 38,3 ug.Kg? (nas amostras dos machos), apés seis, 12 e 18 horas da
retirada da racdo medicada, respectivamente. Os valores encontrados por esses autores no figado,
foram superiores aos observados no masculo pelo Comité Europeu (EC, 2002), sugerindo que o
figado desempenha um papel importante na metabolizacdo da droga.

A Fig. 15 ilustra os cromatogramas gerados pelas analises das amostras de musculo da coxa e do
peito dos animais tratados com semduramicina. Foram observados picos cromatograficos
contendo as duas transicGes no tempo de retencdo detectado para semduramicina em todas as
coletas, porém a presenca do residuos s6 foi confirmada e quantificada nas quatro primeiras
coletas. Apds esse periodo as concentragdes estavam abaixo do LoQ.

Figura 15 Cromatogramas referentes as amostras de musculo de coxa e de peito coletadas nos
dias 14, 21, 28, 35, 36, 37, 39 e 41 dos animais tratados com semduramicina na racéo
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A répida metabolizacdo da semduramicina justifica os resultados das pesquisas de residuos da
droga em produtos de origem animal, como os encontrados na Europa, em que 300 amostras (100
ovos, 100 figado de frango de corte e 100 figado de ovino), no ano de 2005 foram analisadas, e
nenhuma apresentou valores considerados ndo conformes (10 ug.Kg?). O LoD do método foi <1
ug.Kg! (EFSA, 2008e). Assim como nos resultados do PNCRC realizado nos anos de 2013 e
2014, em que nenhuma amostra apresentou resultados positivo para semduramicina dentre 539
analisadas (Brasil, 2014b; Brasil, 2015).

O estudo e a definicdo do correto periodo de retirada dos anticoccidianos utilizados para
tratamento dos frangos de corte tem impacto econdmico e também na adequacéo do manejo. O
estabelecimento de periodos de retirada, baseado em estudos cientificos de deplecdo das drogas e
na seguranca da utilizacdo desses medicamentos, possibilita o tratamento adequado dos animais
e 0 envio para o abate de lotes tratados que obedecem o periodo necessario para a eliminacao do
medicamento e de seus residuos do organismo do animal.

6 CONCLUSAO

A avaliacdo da presenca de residuos de nicarbazina, nicarbazina + narasina, salinomicina,
semduramicina e monensina durante o periodo de fornecimento da droga e por até seis dias apds
a interrupcdo do tratamento preventivo permitiu concluir que:

¢ A nicarbazina, a narasina, a semduramicina, a monensina sdo capazes de gerar residuos
na musculatura de frangos de corte.

¢ A concentracdo de residuos de nicarbazina excede o LMR no musculo de frangos de
corte. Sendo necessario um periodo de 4 a 6 dias de retirada da droga para que residuos de DNC
na musculatura figuem abaixo do LMR exigido.

« Narasina e monensina, apesar de deixarem residuos na musculatura de frangos de corte,
ndo ultrapassam o LMR no musculo de frangos de corte, nem mesmo durante o periodo de
fornecimento da racgéo contendo a droga.

e Semduramicina deixa residuos na musculatura de frangos de corte e s6 excede o0 LMR
durante o fornecimento da ragéo.

¢ A salinomicina ndo necessita de periodo de retirada com relacdo a presenca de residuos
na musculatura de frangos de corte.
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