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SPE — Extracgao em Fase Sélida (Solid Phase Extraction)
SUPRAS - Solventes supra-moleculares

UE - Uniao Europeia



RESUMO

A coccidiose, uma parasitose causada por protozoarios do género Emeria que pode
levar a morte dos animais, constituindo uma grande ameaga para a industria avicola global.
Com o objectivo de diminuir as perdas e assegurar a saide e o bem-estar dos animais sao
amplamente utilizados coccidiostaticos de forma profilatica na industria avicola no controlo
deste tipo de infegoes. Na Uniao Europeia (UE), os coccidiostaticos estao autorizados
principalmente como aditivos na alimentagao animal, sendo extensivamente utilizados em
espécies de criagao intensiva, como aves e porcos. De acordo com a legislagao europeia foram
estabelecidos limites maximos de residuos (LMRs) para todos os géneros alimenticios de

origem animal, de forma a garantir um nivel mais elevado de protecgao da saude humana.

Neste contexto este estudo teve como objectivo a monitorizagao de residuos de
coccidiostaticos em amostras de aves colhidas nas regioes norte e centro de Portugal
Continental. Foi desenvolvida uma metodologia analitica inovadora simples, rapida, exacta e
precisa, para a determinagao de nove coccidiostaticos recorrendo a cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massa sequencial (LC-MS/MS), devido a sua versatilidade e

especificidade.

Contrariamente ao esperado, as amostras caseiras apresentaram uma contaminagao
maior relativamente as amostras adquiridas nos supermercados, com uma frequéncia de
deteccao de 47,1% e 10% respectivamente. A narasina e o lasalocida foram os coccidiostaticos
que apresentaram maior frequéncia de deteccao, e a halofuginona foi o Unico composto
detectado em teores violativos em 2 amostras apresentando o maior risco para todas as faixas

etarias.

Este estudo demonstra uma maior frequéncia de detec¢ao dos compostos idnoforos
no musculo de aves em comparagao com os compostos sintéticos, pelo que podemos inferir

uma maior utilizagao deste tipo de coccidiostaticos como aditivos nas ragoes.

Palavras-Chave: Coccidiose, coccidiostaticos, frango, peru, caseiras, supermercado, LC-

MS/MS, ingestao diaria estimada (EDI), risco.



ABSTRACT

Coccidiosis, a parasitosis caused by protozoa of the genus Emeria that can lead to the
death of animals, constitutes a major threat to the global poultry industry. In order to reduce
losses and ensure the health and welfare of animals, coccidiostats are widely used
prophylactically in the poultry industry to control this type of infection. In the European Union
(EV), coccidiostats are authorized primarily as additives for animal feed and are widely used in
farmed species such as birds and pigs. In agreement with European legislation, maximum
residue limits (MRLs) were established for all foodstuffs of animal origin, in order to guarantee

a higher level of protection of human health.

In this context, this study aimed to monitor coccidiostatic residues in samples of birds
collected in north and center of Portugal. A simple, fast, accurate and precise innovative
analytical methodology was developed for the determination of nine coccidiostats using liquid
chromatography coupled with tandem mass spectrometry (LC-MS / MS), due to its versatility

and specificity.

Contrary to expectations, home samples showed greater contamination compared to
samples purchased in supermarkets, with a detection frequency of 47.1% and 10% respectively.
Narasin and lasalocide were the coccidiostats that had the highest detection frequency, and
halofuginone was the only compound detected in violative levels in 2 samples presenting the

highest risk for each age group.

This study demonstrates a higher frequency of detection of ionophore compounds in
poultry muscle compared to synthetic compounds, so we can conclude a greater use of this

type of coccidiostats as feed additives.

Keywords: Coccidiosis, coccidiostats, poultry, turkey, homemade, supermarket, LC-MS/MS,
estimated daily intake (EDI), risk.



OBJECTIVOS

A contaminagdo dos géneros alimenticios de origem animal com residuos de
coccidiostaticos constitui uma preocupagao de saude publica a nivel mundial.
Consequentemente, e de forma a garantir a Seguranga Alimentar é necessario proceder ao

controlo continuo de acordo com a legislagao europeia em vigor.

Este projeto de dissertagao teve como principal objetivo o desenvolvimento de uma
metodologia analitica simples, exacta e precisa para a detecgao e quantificagao por LC-MS/MS
de residuos de monensina, maduramicina, halofuginona, lasalocida, narasina, salinomicina,
robenidina, decoquinato e diclazuril, permitidos na Uniao Europeia (UE) como aditivos na

alimentagao animal, em amostras de tecido muscular de aves.

Para avaliar a ocorréncia de coccidiostaticos em aves de consumo e o cumprimento
dos limites legais estabelecidos procedeu-se a recolha de amostras de frangos e perus, de
producao caseira e a venda em grandes superficies comerciais, na regiao norte e centro de

Portugal continental.

Foi realizada a avaliagao do risco para todos os coccidiostaticos em estudo calculando
a dose diaria estimada (EDI), tanto para a média de consumo, como para os que apresentam
um maior consumo, permitindo calcular o pior cenario e avaliar o risco dos residuos destas

substancias para a saude humana.

Os resultados obtidos neste estudo foram comparados com outros publicados na
literatura cientifica e com os resultados do PNCR na avaliagao do cumprimento da sua

correcta utilizagao e do risco para a saude humana.

Vi
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INTRODUCAO

A Organizagao das Nagoes Unidas (ONU) prevé um aumento significativo do
crescimento da populagao mundial, de 7,7 mil milhoes chegara aos || mil milhoes até o final

do século 21 (United Nations, 2019).

Perante este crescimento demografico, a FAO (Food and Agriculture Organization)
prevé um incremento na procura de alimentos de 70% até 2050, o que ira favorecer
inevitavelmente a expansao da cadeia de producao alimentar intensiva, com um subsequente

aumento do consumo de carne.

Temos de estar conscientes dos novos desafios alimentares e dos riscos para a saude

dos consumidores decorrentes do crescimento demografico e da globalizagao.

Na protecgao da saude humana, a Uniao Europeia (UE) elaborou um quadro legislativo
global em matéria de seguranga alimentar, que tem sido objecto de atengao constante e

adaptado em fungao das novas realidades que surgem a cada dia.

A avicultura é um dos subsetores da agropecudria que mais contribui para a
alimentagao global. De acordo com a FAO, a produgao mundial de carne de frango subiu de
7,6 para | 14 milhoes de toneladas (Grafico |) entre 1961 e 2018 e a producao de ovos subiu
de 14 para 77 milhoes de toneladas (Grafico ). Em 2017, a carne de frango representou cerca
de 37% da producao global de carne como consequéncia da maior valorizagao nutricional da

carne de aves (Food and Agriculture Organization of the United Nations, [s.d.]).
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Como podemos verificar no grafico 2 o crescimento populacional, em Portugal,
favoreceu principalmente a expansao da cadeia produtiva de carne de frango em comparagao
com a produgao de carne de peru e ovos. Entre 1990 e 1992 verificou-se um aumento
exponencial na produgao de carne de frango, de 77 803 toneladas. Apesar da diminuicao do
crescimento demografico verificado a partir de 2009 pode-se constatar que a produgao de

carne de frango e ovos, em Portugal, continua a crescer.

De acordo com a Balanga Alimentar Portuguesa, em 2016, o consumo anual per capita
de carne de animais de capoeira e de ovos foi de respectivamente 31,| kg de frango e 167

ovos (INE (Instituto Nacional de Estatistica), 2017).

O sector pecuario de produgao de carne de aves respondeu ao aumento da procura
através da intensificagao dos sistemas de produgao de frangos, o que envolve o aumento da
escala de producao e o uso de novas tecnologias. Uma das consequéncias negativas do
aumento da produgdo intensiva, é o aumento na prevaléncia das chamadas "doengas de
producdo” que normalmente resultam de uma interagdio complexa de microrganismos
patogénicos, da genética animal e do meio ambiente. Estas doengas, maioritariamente
endémicas, tornam-se ainda mais problematicas nos sistemas intensivos de produgao podendo
comprometer a saude e o bem-estar animal, diminuir a produgao e aumentar a pegada

ecoldgica (Jones et al., 2019).

Entre muitas doengas que afetam as aves em todo o mundo, a coccidiose, uma
parasitose causada por protozoarios do género Eimeria, estd associada a uma elevada
percentagem de mortalidade na industria avicola global (Quiroz-castaneda e Dantan-gonzilez,
2015). A infecgao é caracterizada por diarreia com sangue, febre, perda de peso, desidratagao
e morte, dependente da gravidade da infecgao (Matus e Boison, 2019).

Na produgao intensiva de aves, devido a contaminagao facilitada entre os animais a
coccidiose conduz a grandes perdas econdmicas pelo que € imperativo actuar na prevengao e
no tratamento da doenca. A titulo de exemplo, em 2013, a coccidiose nao controlada causou
perdas de 0,21€ por ave, quando o lucro de uma avicultura na UE é de 0,10€ por ave, o que
conduziu a grandes prejuizos (Jones et al., 2019).

A UE enquanto maior exportador e importador agricola do mundo, assume uma
crescente responsabilidade, pela seguranga alimentar a nivel mundial. Na UE estao autorizados
onze coccidiostaticos, como aditivos em alimentos para animais, particularmente para espécies
criadas intensivamente, como aves e porcos (Clarke et al, 2013), podendo também serem

utilizados como medicamento veterinario.



No ambito da seguranga alimentar e das politicas comunitarias para defesa dos
consumidores e da Saude Publica e para cumprimento dos planos de monitorizagao de
residuos nos Estados-membros da UE, é obrigatorio o controlo dos coccidiostaticos em aves,
para aferir a extensao da sua utilizagao na produgao destes animais e para avaliar o risco para

a saude humana.
I. Coccidiose

A Eimeria é um parasita protozoario apicomplexa intracelular obrigatorio, que pertence
a familia Eimeriidae. A doenga clinica depende da dose ingerida de oocistos esporulados, assim
como da susceptibilidade do hospedeiro. Os diferentes estagios de Eimeria spp. invadem as
células do intestino e do duodeno (enterocitos) e replicam-se, resultando em alteragoes
patoldgicas variaveis. Estas alteragoes vao desde a destruicao local da barreira mucosa e do
tecido subjacente, até efeitos sistémicos, como perda de sangue e morte. Coletivamente, estes
sintomas estao associados a uma redugao na produgao de ovos, a um crescimento das aves
prejudicado devido a uma ma absorgao de nutrientes, a enterite necrética por Clostridium
perfringens e ao aumento da mortalidade, especialmente em hospedeiros jovens. A Tabela |
agrupa as diferentes espécies de Eimeria de acordo com os seus hospedeiros, e entre cada

grupo da espécie mais virulenta a menos virulenta (Ahmad, El-Sayed e El-Sayed, 2016).

Tabela | - Espécies de Eimeria mais importantes nos diferentes hospedeiros.

Hospedeiro Eimeria spp. Referéncias
Frangos E. acervulina, E. brunetti, E. necatrix, E. tenella, E. maxima, E. mitis, (Barbour et al, 2015; Fatoba e
E. praecox Adeleke, 2018)

Perus E. adenoids, E. meleagrimitis, E. dispersa, E. gallopavonis, E. (Chapman, 2008; El-Sherry et
meleagridis, E. innocua, E.subrotunda al, 2019)
Ahmad, El-Sayed e El-Sayed,
Coelhos E. stiedae, E. flavescens, E. intestinalis ( 4 4
2016)
Ovelhas E. crandallis, E. ovinoidalis, E. faurei, E. granulosa, E. intricata, E. (Ahmad, El-Sayed e El-Sayed,
pallida, E. parva, E. weybridgensis 2016)
Cabras E. arloingi, E. christenseni, E. caprina, E. hirci, E. ninakohlyakimovae, (Ahmad, El-Sayed e El-Sayed,
E. dlijevi, E. spheronica, E. caprovina, E. hirci 2016)

Porcos E. debliecki, E. polita, E. scabra, E. spinosa, E. porci, E. neodebliecki, (Ahmad, El-Sayed e El-Sayed,

E. perminuta, E. suis 2016)
Gansos E. anseris, E. kotlani, E. nocens, E. stigmosa, E. truncate (Peek, 2010)
Patos E. anatis, E. battakhi, E. danailovi, E. saitamae, E. schachdagica (Peek, 2010)




Os oocistos nao esporulados (nao infetantes) sao excretados e sofrem esporulagao na
presenca de humidade, calor e oxigénio, tornando-se em oocistos esporulados (infetantes)
(Quiroz-castaneda e Dantan-gonzalez, 2015). A infecao de aves por Eimeria spp. comega
quando o hospedeiro ingere os oocistos esporulados que excitam no intestino e cada um
liberta 8 esporozoitos. Quando se encontram livres no intestino, os esporozoitos penetram
rapidamente no enterdcito do hospedeiro, encapsulam dentro de um vacuolo e replicam-se.
Os merozoitos sao entdo libertados em grande ndmero, rompem a célula hospedeira e
invadem novos enterocitos. O parasita tanto pode reinvadir a célula, como danificar o intestino
provocando manifestagoes graves. Apos a ultima geragao merogodnica, os merozoitos invadem
os enterocitos para se diferenciarem em gametdcitos masculino e feminino. Apos a fertilizagao,
forma-se um oocisto revestido por uma membrana espessa. No exterior, esta célula inicia um
processo de divisao interna, assexuada, designado por esporulagao, de que resulta um nimero

variavel de células organizadas em esporozitos (Rodrigues, 2014).

O ciclo de vida curto, entre 4-6 dias, dependendo da espécie, e a produgao abundante
de oocistos esporulados aumenta a probabilidade de infecio de uma grande populagao de
animais (Quiroz-castaneda e Dantan-gonzalez, 2015). Além disso, a natureza resistente da
parede do oocisto ajuda-o a proteger-se das condigoes externas e dos efeitos adversos dos
desinfetantes quimicos, garantindo assim sua sobrevivéncia a longo prazo no ambiente,
favorecendo a sua disseminagao, com consequente aumento das aves infetadas (Barbour et al,

2015).

Nos frangos e nos perus, assim como nas outras espécies, a Eimeria desenvolve-se em
zonas especificas do intestino apresentando diferentes graus de patogenicidade. Nas tabelas 2
e 3 indica-se, para cada espécie de Eimeria o local do intestino afectado e a respectiva

patogenicidade (Barbour et al., 2015; El-Sherry et al., 2019; Fatoba e Adeleke, 2018).



Tabela 2 - Caracteristicas das espécies de Eimeria em Frangos. (Peek, 2010)

Eimeria em Frangos
Espécie E. tenella E. brunetti E. maxima E. necatrix E. mitis | E. acervulina | E. praecox
,‘c':
Area
Parasitada y
Local Ceco e fleo e fleo e ‘
- L lleo Duodeno Ceco
recto jejuno jejuno
Patogenicidade Moderada a Moderada a Moderada Moderada Baixa Moderada Baixa
Severa Severa a Severa a Severa a Severa
Tabela 3 - Caracteristicas das espécies de Eimeria em Perus. (Peek, 2010)
Eimeria em Perus
Espécie E. adenoeides |E. meleagrimitis E. dispersa E. meleagridis | E. gallopavonis | E.innocua | E.subrotunda
% £
Area f—‘—’c.:)
. )
Parasitada o '
J
Local Ceco .Ilc.ao © Intestino 4”6.30 ¢ Recto Duodeno | Duodeno
jejuno delgado jejuno
Patogenicidade Severa Moderada Baixa Nio Moderada Nio Nio

2. Coccidiostaticos

2.1 Caracterizacao quimica dos coccidiostaticos

Os coccidiostaticos utilizados na industria avicola dividem-se em duas categorias, os
compostos ionoforos e os compostos sintéticos. Geralmente, os iondforos inibem o
desenvolvimento do parasita, interferindo na passagem de ides através da membrana celular,
afetando o equilibrio osmotico, enquanto os compostos sintéticos exercem o seu efeito

inibindo as diferentes vias bioquimicas do parasita (Quiroz-castaneda e Dantan-gonzalez,

2015).

Os compostos monensina (), salinomicina (2), narasina (3), lasalocida (4) e
maduramicina (5) e semduramicina (6) sao coccidiostaticos ionéforos, que podem ser

classificados como: ionéforos monovalentes (monensina, narasina, salinomicina), ionéforos



glicosidicos monovalentes (maduramicina, semduramicina) e ionoforo divalente (lasalocida)

(Noack, Chapman e Selzer, 2019).

Os coccidiostaticos ionéforos, sao produzidos pela fermentagao de Streptomyces spp.
ou Actinomadura spp. (Noack, Chapman e Selzer, 2019). A estrutura quimica destes compostos
consiste em varios éteres ciclicos, um grupo acido carboxilico livre numa das extremidades da
molécula e um grupo dlcool na outra extremidade. Sao denominados antibioticos poliéteres e
podem formar pseudomacrociclicomplexos com catides alcalinos. S3ao substancias que
apresentam afinidade com catides tais como K*, Na*, Ca** e Mg*’, servindo como veiculo de
transporte para estes ioes através de membranas celulares, sendo esta a base da sua actividade

biologica.

Os compostos robenidina (7) (grupo quimico das guanidinas), halofuginona (8) (grupo
quimico das 4 quinazolinonas), diclazuril (9) (grupo quimico dos benzeno-acetonitrilos),
decoquinato (10) (grupo quimico das quinolonas) e nicarbazina (1 1) (metabolitos: 4,6-dimetil-
2-hidroxipirimidina (DHP) e 4,4 -dinitrocarbanilide (DNC)) sao coccidiostaticos sintéticos.
Estes compostos sao produzidos por sintese quimica e apresentam um modo de agao
especifico. A sua classificagao € realizada de acordo com o mecanismo de acgao, sendo que o
decoquinato inibe a respiragio mitocondrial do parasita e o diclazuril, halofuginona,
nicarbazina, robenidina apresentam um modo de acgao desconhecida (Noack, Chapman e

Selzer, 2019).

Tabela 4 - Estrutura quimica dos coccidiostaticos

Nome Estrutura
Monesina
( I ) HaG OH
HiC, H
Nal.
Ho, 2 ”—.f‘r(—‘? EHy
o [}
Ho—1, \>— C:‘\z\/&\
OH,C [s]

MHy +

Salinomicina

(2)




Narasina

(©)

Lasalocida

(4)

Maduramicina

(5)

Semduramicina

(6)

Robenidina

@)

Halofuginona

(8)

Cl

HEr



Diclazuril cl

9 1

Decoquinato o

o)
(|0) H_U,ﬂu,llkfif O{CH, CHy
| %I. P

N T CHy
H

Nicarbazina _—

N N
11 : ? H=
" T i
-
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2.2 Utilizacdao dos coccidiostaticos

2.2.1 Aditivos alimentares e Medicamentos Veterinarios

A coccidiose é considerada uma das principais doengas em aves de confinamento.
Mesmo com o cumprimento de todas as normas sanitarias, as caracteristicas da Eimeria, ja
referidas, impossibilitam a sua irradicagio em todas as aves. Torna-se assim imperativo na
industria avicola intensiva a utilizagao profilatica de coccidiostaticos na prevengao ou supressao
da coccidiose, evitando deste modo perdas economicas e garantindo o bem-estar dos animais.
No caso dos frangos de engorda e de modo a evitar uma reinfecgao, através dos oocistos
esporulados da Eimeria, sao utilizados profilaticamente ao longo da vida do animal (Matus e

Boison, 2019).

Os coccidiostaticos sao substancias que inibem de forma reversivel o desenvolvimento
de determinadas fases do ciclo de reprodugao do parasita, e a retirada destes compostos pode
levar a conclusao do ciclo e possivelmente ao reaparecimento de sinais clinicos, apos a
interrupgao da medicagao (CVMP (Committee for Medicinal Products for Veterinary Use),

2018).

Os coccidiostaticos sintéticos tém sido utilizados para o controlo da coccidiose desde
o final da década de 1940. Com a descoberta dos coccidiostaticos ionéforos e a utilizagao da

monensina na década de 1970, ocorreram grandes avangos no controlo da coccidiose

(Kadykalo et al., 2017).
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De acordo com o Regulamento (CE) n.°1831/2003 do Parlamento Europeu e do
Conselho, de 22 de Setembro de 2003, estao autorizados na UE os coccidiostaticos ionoforos
salinomicina, narasina, monensina, lasalocida, maduramicina e semduramicina e os
coccidiostaticos quimicos robenidina, decoquinato, halofuginona, nicarbazina e diclazuril como
aditivos destinados a alimentagao animal em espécies em que a coccidiose é mais frequente,
como € o caso de aves, dos perus e dos coelhos (Parlamento Europeu e Conselho da Uniao

Europeia, 2003).

De acordo com o Regulamento (UE) n.° 37/2010 da Comissao de 22 de Dezembro de
2009, relativo a autorizagao dos medicamentos veterinarios em espécies produtoras de
géneros alimenticios, os coccidiostaticos também sao utilizados como medicamentos
veterinarios em espécies em que o seu uso nao € autorizado como aditivo, ou seja, para as

espécies em que a coccidiose nao é frequente (Comissao Europeia, 2010).

Alguns exemplos de coccidiostaticos utilizados como medicamentos veterinarios sao:
o clopidol que inibe a respiragdo mitocondrial do parasita, a semelhanga do decoquinato, as
sulfonamidas que inibem a via do acido félico e o amprolio que inibe competitivamente a

captagao de tiamina (Noack, Chapman e Selzer, 2019).
2.2.2 Vacinas

Durante décadas, a vacina tem sido usada para o controlo da coccidiose. Atualmente,
sao usados trés tipos de vacinas: vacinas nao atenuadas, atenuadas e recombinantes (Barbour

et al,, 2015).

A vacinagao anticoccidiana nao atenuada utiliza parasitas vivos de Eimeria e oferece uma
alternativa eficaz a quimioprofilaxia. A protegao imune € alcangada apos a ingestao de doses
controladas de oocistos. As primeiras vacinas anticoccidianas vivas, como Coccivac® e, mais

recentemente, Immucox®, incluiram oocistos de Eimeria de tipo selvagem nao modificado.

As vacinas nao atenuadas sao amplamente utilizadas a nivel mundial e sao eficazes na
protecao contra o parasita (Blake et al., 2017). Embora as vacinas nao atenuadas possam ter
muito sucesso, as infecgoes causadas por duas ou mais estirpes do parasita podem levar ao
surgimento de novas estirpes nao estudadas e muito resistentes, o que leva a ocorréncia de
novos surtos. A atenuagao do parasita parece superar este inconveniente (Ahmad, El-Sayed e

El-Sayed, 2016).
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A viruléncia da vacina anticoccidiana atenuada é geralmente reduzida devido a selecc¢ao
de isolados de Eimeria mais precoces, ou seja, isolados que nao apresentam um ciclo de vida
completo em comparagao com a estirpe Eimeria com ciclo de vida normal. Embora as vacinas
anticoccidianas atenuadas ainda sejam muito utilizadas actualmente, o baixo grau de protegao
imunoldgica exigiu que fosse complementada com adjuvantes, que consistem em diferentes
citocinas, com o intuito de melhorar a imunidade (Fatoba e Adeleke, 2018; Quiroz-castaneda

e Dantan-gonzilez, 2015).

Como resultado surgiram as vacinas anticoccidianas recombinantes que utilizam
antigénios das espécies de Eimeria que possuem propriedades imunogénicas para desencadear
uma resposta imune eficaz (Barbour et al, 2015). No entanto, a diversidade genética dos
antigénios da vacina e a ineficiéncia da vacina para combater a co-infeccao de espécies de
Eimeria levou a varias modificagoes nas vacinas recombinantes, entre elas a criagao de vacinas

de DNA de epitopos multivalentes (Fatoba e Adeleke, 2018).

No futuro, as vacinas baseadas em DNA, poderao ser desenvolvidas para proteger
contra a coccidiose e adoptarao a inclusao de genes especificos que codificam as proteinas

imunogénicas (Barbour et al.,, 2015).

Apenas existem duas vacinas aprovadas pela Agéncia Europeia do Medicamento (EMA)

a Evant® e a Evalon®, estas vacinas nio atenuadas sio utilizadas para frangos. A Evalon®
’ . . . \ ® ~

apresenta um periodo de imunidade superior a Evant® e ambas nao apresentam qualquer

contra-indicagao.
2.3 Alternativas ao uso dos coccidiostaticos

A pressao para a redugao da utilizagdo de medicamentos veterinarios na cadeia

alimentar levou a procura de estratégias alternativas para o controlo da coccidiose.

O uso de produtos naturais que incluem prebidticos e probidticos, extratos de plantas,
extratos de fungos, oleos essenciais, entre outros, € uma alternativa. A maioria dos produtos
naturais nao visa especificamente o parasita, mas tém uma acgao benéfica na microbiota

intestinal e estimulam o sistema imunolégico (Chapman et al.,, 2013).

Os prebioticos e probiodticos contribuem para restabelecer o equilibrio da microbiota
intestinal e promovem a resisténcia do sistema imunolégico das aves contra infegoes. A
suplementacao da alimentagdo animal com probidticos e prebioticos contribui para

restabelecer o equilibrio da microbiota intestinal, podendo excluir competitivamente bactérias
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patogénicas secundarias a coccidiose, como Clostridium perfringens (Kadykalo et al, 2017). A
co-administragao de probioticos com a vacinagao resulta num melhor desempenho em

comparagao a vacinagao isolada (Barbour et al,, 2015).

O uso de extratos de plantas e fungos, bem como o6leos essenciais, é baseado no
principio da fitoterapia ou aromaterapia (Kadykalo et al, 2017), mas todos os produtos
naturais tém de ser avaliados quanto a seguranca e toxicidade antes da sua autorizagao de

utilizacao (Chapman et al,, 2013).
2.4 Toxicidade

A avaliagao da toxicidade de um medicamento veterinario é fundamental para o
processo de avaliagio do risco, conforme refere o artigo 3° do Regulamento (CE) n.° 178/2002
do Parlamento Europeu e do Conselho, de 28 de Janeiro de 2002, um dos pilares para a

Seguranca Alimentar (Parlamento Europeu e o Conselho da Uniao Europeia, 2002).

O perfil toxicoldgico de cada coccidiostatico baseia-se em mecanismos de agao
moleculares. Relativamente aos iondforos ocorre uma alteragao no transporte de ioes
transmembranares. Em contraste com esse grupo bastante homogéneo, os compostos nao
ionoforos representam um grupo muito heterogéneo de compostos que, apesar de ter uma
longa histéria como coccidiostaticos, nem todos os seus mecanismos de a¢ao sao ainda

conhecidos (Dorne et al., 2013).

A presenca de coccidiostaticos nos géneros alimenticios nao pode colocar em causa a
saude do consumidor, e € necessario proceder a analise do risco para a saide humana, através
da realizagao de estudos farmacocinéticos e toxicologicos em animais de laboratério durante

o procedimento de autorizagao de introdugao no mercado.

O Regulamento (CEE) n.° 2377/90 do Conselho, de 26 de Junho de 1990, revogado
pelo Regulamento (CE) n.° 470/2009 do Parlamento Europeu e do Conselho, de 6 de Maio de
2009 e pelo Regulamento (UE) n.° 37/2010 da Comissao de 22 de Dezembro de 2009, foi o
primeiro a estabelecer os Limites Maximos de Residuos (LMRs) (Comissao Europeia, 2010;
Conselho das Comunidades Europeias, 1990; Parlamento Europeu e o Conselho da Uniao
Europeia, 2009). O Limite Maximo de Residuos é entendido como a concentragao maxima de
residuos resultantes da utilizagao de um medicamento veterinario, que nao apresenta risco de

toxicidade para a saude humana, e que ¢ aceite pela CE como legalmente autorizado.
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O estabelecimento dos LMRs ¢ calculado através dos valores da ingestao diaria
aceitavel (ADI), ou seja, a quantidade de residuos em tecidos ediveis que se pode consumir
diariamente de forma segura, durante toda a vida, sem que haja algum risco para a saude
humana (European Medicines Agency, 2012). A ADI é calculada com base no valor de
concentragao mais elevado que nao provoca efeitos adversos (NOEL) ou no valor da
concentragao mais baixa que provoca efeitos adversos, multiplicado por um factor de
seguranga (FS) ou por um factor de incerteza apropriado (Bacila et al., 2017). No célculo da
ADI, considera-se que o peso médio de um ser humano é de 60kg, e é expressa em pg/kg ou

mg/kg.

Para animais nao-alvo, raramente ha dados suficientes para permitir a identificagao de
NOAELs, portanto o nivel de efeito observavel mais baixo (LOAEL) é estimado a partir dos
dados clinicos disponiveis e é usado para caracterizar o risco para cada animal nao-alvo (Dorne

et al, 2013).

O calculo dos LMRs ¢ avaliado com base no padrao de consumo dos alimentos, na
distribuicao tecidular dos residuos do medicamento, de forma a que os LMRs sejam
proporcionais a concentragao de residuos reflectindo a sua cinética de deple¢ao em cada
tecido. Os estudos de deplegao de residuos facilitam a obtengao desta informagao e permitem

a identificagao do tecido alvo e a seleccao do residuo marcador.

O desrespeito do intervalo de seguranga (IS), intervalo obrigatério entre a
administragao do medicamento e o abate do mesmo para consumo humano estabelecido,
durante a utilizagdo de um medicamento veterinario, € uma das principais causas da presenca
de residuos de medicamentos em géneros alimenticios de origem animal, e uma preocupagao

a nivel da seguranga alimentar a nivel mundial (Dasenaki e Thomaidis, 2018).

A toxicidade cronica é a principal preocupagao a nivel da saide humana, embora
tenham sido reportados alguns casos de toxicidade aguda em humanos. A Autoridade Europeia
para a Seguranca dos Alimentos (EFSA) e o Comité Conjunto FAO/OMS Especialista em
Aditivos Alimentares (JECFA) estabeleceram, com base em dados toxicologicos, ingestao
diaria aceitavel (ADI) para todos os coccidiostaticos, em valores que variam entre 0,00003 mg
| kg de peso corporal / dia para halofuginona e 0,2 mg / kg de peso corporal / dia para

nicarbazina, dependendo da sua toxicidade (Roila et al., 2019).

No ambito do Plano Nacional de Controlo de Residuos (PNCRs) cada estado membro

(EM) da UE assegura a monitorizagao de todos os géneros alimenticios de origem animal
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destinados ao consumo humano, de modo a dar cumprimento aos LMRs estabelecidos pela

legislagao europeia, na salvaguarda da satide humana (Clarke et al., 2014).

Em espécies nao direcionadas, a identificagao e caracterizagao do risco baseia-se em
mecanismos basicos de toxicidade e em casos clinicos de intoxicagdo para identificar
concentragoes criticas para cada coccidiostatico. A toxicidade verificada em espécies animais
nao-alvo esta relacionada com: (1) consumo acidental de alimentos fortificados (na maioria
dos casos destinados a aves de engorda) por outras espécies animais; (2) erros de mistura de
alimentos ou ingestio de concentrados de pré-mistura com quantidades inseguras de
ionoforos; (3) o uso off label, acidental ou intencional, que resulta em reagoes adversas em
aves adultas (galinhas poedeiras), avestruzes, aves ornamentais e de caga, coelhos, camelos,
veados, bufalos e seres humanos; e (4) interagao medicamentosa com outros medicamentos

veterinarios (espécies-alvo e nao-animais) (Dorne et al., 2013).

A avaliagao da seguranca realizada pelo Painel dos Aditivos e Produtos ou Substancias
Usadas na Alimentagao Animal (FEEDAP) abrange a inocuidade para os animais, consumidores
e os utilizadores, bem como para o ambiente. No ambito desta avaliagao é também estudado

o risco de resisténcia cruzada nos protozoarios.
2.4.1 Resisténcia aos coccidiostaticos

Dada a ubiquidade da coccidiose é necessaria, conforme referimos, a utilizagao
profilatica dos coccidiostaticos na produgao intensiva de aves. A exposi¢ao continua a niveis
baixos de coccidiostaticos aumenta a probabilidade de selecao de estirpes resistentes e o
desenvolvimento de resisténcia dos protozoarios responsaveis pela coccidiose aos
medicamentos disponiveis, o que conduz a diminui¢ao da sua eficacia (Dasenaki e Thomaidis,

2018).

Na produgao intensiva de aves, o subsequente confinamento dos animais em espagos
que nao cumprem os estabelecidos pela legislagao europeia, associado com mas praticas de
higiene e no nao isolamento de animais infetados (Chang et al., 2019) resulta num aumento de
surtos de coccidiose (Matus e Boison, 2019). Estas situagoes de incumprimento da legislagao
durante a produgao intensiva de aves, resultam num aumento da utilizagao de coccidiostacticos

e consequentemente de casos de resisténcia parasitaria aos coccidiostaticos.

Aproximadamente 45% da alimentagao produzida anualmente na UE para aves e
coelhos contém um coccidiostatico como aditivo (Dorne et al., 2013), aumentando para 53%

no Canada (Agunos et al.,, 2017). No Reino Unido, em 201 | foram vendidos, para o controlo
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da coccidiose, cerca de 277 toneladas de coccidiostaticos, em que mais de 70% pertenciam ao

grupo dos iondforos (Noack, Chapman e Selzer, 2019).

O uso extensivo e prolongado de coccidiostaticos levou a resisténcia parasitaria contra
todas moléculas disponiveis no mercado. Em alguns casos, a resisténcia foi induzida muito
rapidamente, como no caso dos coccidiostaticos sintéticos. No caso dos ionoforos o

desenvolvimento da resisténcia levou varios anos (Kadykalo et al., 2017).

O desenvolvimento de resisténcia aos coccidiostaticos levou a esforcos crescentes
para a identificagdo de novos compostos capazes de exercer uma actividade anticoccidiana.
Um exemplo é o nitromezuril, um novo coccidiostatico que ainda se encontra em fase de

avaliagao para que possa entrar no mercado (Feia et al., 2013; Noack, Chapman e Selzer, 2019).

Com o objectivo principal de controlar a coccidiose, e uma vez que nas Ultimas décadas
nao se verificou o desenvolvimento e a aprovagao de novos medicamentos, (Noack, Chapman
e Selzer, 2019), é fundamental garantir a utilizagdo correcta dos coccidiostiticos e o
cumprimento das normas europeias de producao intensiva nos aviarios de grandes dimensoes,

com altas densidades de aves criadas em confinamento.
3. Legislacao Europeia

A autorizagao para o uso de coccidiostaticos para o controle da coccidiose em animais
de criagao é dada pela Diretiva 70/524/CEE, de 23 de novembro de 1990, com as alteragoes
que lhe foram introduzidas pelo Regulamento (CE) n.° 1831/2003 do Parlamento Europeu e
do Conselho, de 22 de Setembro de 2003, relativo aos aditivos destinados a alimentagao
animal (Comissao das Comunidades Europeias, 1990; Parlamento Europeu e Conselho da

Uniao Europeia, 2003).

O Regulamento (CE) n.° 1831/2003 cumpre os principios estabelecidos pelo
Regulamento (CE) n.°178/2002 do Parlamento Europeu e do Conselho, de 28 de Janeiro de
2002, e constituiu um grande avango no que diz respeito aos aditivos para a alimentagao
animal. Este diploma legal tem por objectivo “estabelecer um procedimento comunitdrio para a
autorizacdo da colocagdo no mercado e do uso de aditivos para a alimentacdo animal, bem como
definir regras para a supervisdo e a rotulagem daqueles aditivos e de pré-misturas, a fim de constituir
uma base para assegurar um elevado nivel de protec¢do da satide humana e animal, do bem-estar
dos animais, do ambiente e dos interesses dos utilizadores e consumidores relativamente aos aditivos

para a alimentacdo animal”.
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A EFSA (Autoridade Europeia para a Seguranca dos Alimentos) avalia a seguranga e
emite pareceres cientificos relativamente aos aditivos destinados a alimentagao animal. As
autorizagoes de introdugao no mercado tém um tempo limitado, 10 anos. O requerente deve
apresentar a identificagao do aditivo, uma descricio do método de producao, fabrico e de
andlise para determinagao de residuos, assim como a utilizagao prevista para o aditivo e uma
proposta de monitorizagdo pos comercializagao. No dossier de introdugao no mercado o
requerente também deve incluir todos os estudos efectuados sobre o aditivo. Para renovar a
autorizagao o requerente tem de enviar: uma copia da autorizagao da introdugao no mercado,
um relatério dos resultados de pds-comercializagdo e novas informagoes relativamente ao
aditivo. Os pedidos de autorizagao de introdu¢ao no mercado devem incluir estudos para o
estabelecimento e avaliagao dos limites maximos de residuos (LMRs) para os aditivos, de forma

a garantir um nivel mais elevado de protec¢ao da sallde humana e animal e do ambiente.

O Regulamento (CE) n.° 1831/2003 estabelece os LMRs para os tecidos ediveis das
diferentes espécies alvo, e a criagao de um laboratério de referéncia comunitario para a andlise
de aditivos para a alimentagao animal. Este laboratério tem como fungao: tratar das amostras
de referéncia e avaliar os métodos analiticos utilizados no controlo de coccidiostaticos na
alimentacao animal. O Laboratério de Referéncia Comunitario intervém na resolucao de

litigios entre os EM, além de outras disposicoes.

A autorizagao para coccidiostaticos pode ser concedida para mais que uma espécie
animal alvo, desde que os dados especificos da espécie sejam apresentados ao painel FEEDAP
da EFSA. As espécies-alvo tipicas sao aves de capoeira, perus e coelhos dada sua maior
susceptibilidade a infeccao. Numa determinada espécie, o seu uso pode ser limitado a uma
categoria animal ou a uma faixa etaria especifica. O exemplo mais proeminente € a situagao
em frangos. A maioria dos coccidiostaticos € licenciada para frangos de engorda e frangos de
criagao, para as quais o uso de coccidiostaticos na alimentagao ¢é indispensavel (Dorne et al.,

2013).

Para o mesmo coccidiostatico sao estabelecidos LMRs diferentes, para cada espécie
animal e tecido edivel. O Regulamento (CE) n.° 124/2009 da Comissao, de 10 de Fevereiro de
2009, e o Regulamento (UE) n.° 610/2012 da Comissao, de 9 de julho de 2012, estabelecem
os limites maximos para a presenga de coccidiostaticos em géneros alimenticios resultantes
da contaminagao cruzada inevitavel destas substancias em alimentos para animais nao visados
que tem sido alvo de uma constante actualizagao (Tabela 5) (Comissao das Comunidades

Europeias, 2009; Comissao Europeia, 2012).
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Em contrapartida, os coccidiostaticos autorizados para uso em galinhas poedeiras
apresentam um intervalo de seguranga maior, pois existe um risco consideravel que os
coccidiostaticos sejam excretados nos ovos, resultando num nivel indesejavel de exposicao do
consumidor humano. Portanto, o termo espécie-alvo abrange, na maioria dos casos, galinhas
de engorda, galinhas criadas para postura, perus até a idade de 12 ou |16 semanas (conforme
definido na autorizagao do produto especifico) e, as vezes, coelhos e galinhas pintadas (Tabela
5). E preciso enfatizar que um frango ou um peru apés o periodo definido transforma-se numa
espécie animal nao-alvo (Dorne et al.,, 2013). As concentragoes na alimentagao e os tempos
de retirada apropriados sao prescritos durante a avaliagdo de pré-comercializagao.

Tabela 5 - Limites maximos de residuo e intervalo de seguranga para cada composto, espécie e tecidos
ediveis de acordo com o regulamento 2377/1990 revogado pelo regulamento 470/2009. E de acordo
com os limites estabelecidos pelos Reg. 124/2009 e 610/2012. (European Union, 2020)(Comissao das
Comunidades Europeias, 2009)(Comissao Europeia, 2012)

Coccidiostaticos Espécies alvo LMR Intervalo de
seguranca
Frangos de engorda 25 pgl/kg de pele + gordura | dia
8 pg/kg de figado, rim e
Perus (max. 16 semanas) musculo | dia
Monensina 2 pglkg de pele + gordura,
Galinhas de postura rim e musculo; | dia
8 ug/kg de figado.
Ovos 2 uglkg -
150 pg/kg de figado;
Frangos de engorda 40 pg/kg de rim; 0 dias
I5 pg/kg de musculo, 150
pg/kg de pele/gordura.
Salinomicina 5 uglkg de figado;
Galinhas de postura 2 ug/kg de rim; 0 dias
2 pg/kg de musculo, 2 pg/kg
de pele/gordura.
Ovos 3 uglkg -
Frangos de engorda >0 ngfke p?ra todos os | dia
Narasina tecidos.
Ovos 2 uglkg -
20 pg/kg de musculo;
Frangos de engorda HErkg ce muscu o' 5 dias
100 pg/kg de pele e tecido
P 12 adiposo, figado; ]
erus (max. 12 semanas) 50 pg/kg de rim. 5 dias
Lasalocida Galinhas de postura - 5 dias
Faisoes, galinhas-pintadas,
codornizes e perdizes, exceto a - 5 dias
criagao de aves.
Ovos 5 uglkg -
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150 pg/kg de figado, pele e
gordura;

Frangos de engorda i
g 8 100 pg/kg de rim; 3 dias
Maduramicina 30 pg/kg de musculo.
Perus (max. 16 semanas) - 5 dias
Ovos 12 ug/kg -
Semduramicina Frangos de engorda - 5 dias
800 pg/kg de figado;
Frangos de engorda 350 pglkg de rim; 5 dias
200 pg/kg de musculo;
I 300 pg/kg de pele/gordura
400 pg / kg de pele /
gordura
Robenidina Perus 400 ug / kg de figado 5 dias
200 pg kg de rim
200 pg / kg de musculo
Coelhos de criagao 200 pg/kg para figado e rim; 5 dias
100 pg/kg para todos os
Coelhos de engorda outros tecidos: 5 dias
Ovos 25 uglkg -
Frangos de engorda NA 5 dias
Halofuginona
Perus (max. 12 semanas) NA 5 dias
Ovos 6 ug/kg -
Frangos de engorda | 500 pg/kg de figado; -
Perus | 000 pg/kg de rim; ]
500 pg/kg de musculo;
Diclazuril Galinhas-pintadas 500 pg/kg de pele/gordura. -
Galinhas de postura - -
Ovos 2 uglkg -
| 000 pg/kg de figado e pele
Decoquinato Frangos de engorda + gordura; -
800 pg/kg de rim;
500 pg/kg de musculo.
15 000 pg de DNC/kg de
figado;
Frangos de engorda 6000 g d? DNC/kg de | dia
Nicarbazina rim;

4000 pg de DNC/kg para
musculo e pele / gordura.

Ovos

300 pglkg

NA: nio aplicavel
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Para evitar a transferéncia de coccidiostaticos, o Regulamento (CE) n.° 183/2005 do
Parlamento Europeu e do Conselho, de 12 de Janeiro de 2005, estabelece requisitos
especificos para empresas que utilizam coccidiostaticos na produgao de alimentos para
animais, relativos principalmente as instalagoes e equipamentos, producao, armazenamento e
transporte, para evitar qualquer contaminagao cruzada (Parlamento Europeu e o Conselho da
Uniao Europeia, 2005). Além disso, a Directiva 2009/8/CE da Comissao, de 10 de Fevereiro
de 2009, estabelece niveis maximos inevitaveis de transferéncia de coccidiostaticos em
alimentos para animais nao visados, a fim de proteger a salide dos animais e garantir que o
risco para os consumidores seja insignificante (Comissao das Comunidades Europeias, 2009;

Delahaut et al., 2010).

A transferéncia inevitavel dos coccidiostaticos pode ocorrer quando uma linha de
produgao € usada para produzir diferentes tipos de ragao para diferentes espécies e categorias
de animais. S6 apds o processamento de varios lotes de alimentos as concentragoes de
coccidiostaticos diminuem para os niveis maximos de transferéncia inevitavel (1%) (Radicevi¢
et al.,, 2017). Esta situagao resulta na presenca de concentragoes de coccidiostaticos em ragoes
para animais nao-alvo o que constitui um grave risco a saude da espécie animal e da saude
humana se resultar na presenca de residuos de coccidiostaticos em tecidos ediveis (Dasenaki

e Thomaidis, 2018).

Em 2011, foi reportada a morte de 5 cavalos devido a uma intoxicagao alimentar

provocada pelo consumo de ragao que continha narasina.

Em Portugal, o Plano Nacional de Controlo de Residuos (PNCR) coordenado
pela Direccao Geral de Alimentagao e Veterinaria (DGAV) avalia o cumprimento deste
conjunto de medidas, e integra o controlo analitico dos residuos de coccidiostaticos em
géneros alimenticios, tendo por objectivo analisar e por em evidéncia os riscos de residuos de

coccidiostaticos nos géneros alimenticios de origem animal.

A Directiva 96/23/CE do Conselho de 29 de Abril de 1996, exige que cada EM tenha
implementado planos de monitorizagdo da ocorréncia de residuos de medicamentos
veterinarios em animais vivos e produtos de origem animal. Assim, o PNCR, é o plano de
vigilancia que assegura o cumprimento da legislagcao sobre a presenca de residuos em géneros
alimenticios. A Decisao da Comissao 97/747/CE, de 27 de Outubro de 1997, detalha os niveis
e a frequéncia da amostragem oficial, realizada pela autoridade competente, previstos na

Directiva 96/23/CE para a monitorizagao dos residuos em tecidos ediveis de origem animal,
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de forma a dar cumprimento dos LMR estabelecidos, e garantir que nao é utilizada nenhuma

substancia proibida (Comissao das Comunidades Europeias, 1997; Conselho da Uniao

Europeia, 1996).

Nestes programas sao reportados todos os resultados apresentados pelos EM, e
detectados os casos de incumprimento, por comparagao dos teores encontrados com os
estabelecidos na legislagao da UE, a fim de garantir alimentos seguros num mundo cada vez

mais global.

O Sistema de Alerta Rapido para Alimentos e Ragoes (RASFF) é uma ferramenta
essencial para assegurar o fluxo de informagoes e garantir uma reagao rapida quando sao
detectados riscos a saude publica na cadeia alimentar. Entre 2017 e 2019 foram registadas oito
notificagoes no RASFF relacionadas com os coccidiostaticos. A notificagao mais recente foi
em novembro de 2019, que diz respeito a uma amostra de ragao para perus violativa, contendo

lasalocida em teor superior ao LMR.

A EFSA no seu udltimo relatério de dezembro de 2019 reporta os resultados de todas
as amostras nao-conformes na UE, em 2018. Segundo este relatério, 0,16% das amostras
tiveram resultados nao conformes para anticoccidianos pertencentes ao grupo B2b estes
resultados foram reportados em bovinos (0,03%), porcos (0,01%), frangos (0,17%), e ovos

(0,65%) (EFSA (European Food Safety Authority), 2020).

Comparando os resultados de 2018 com os de 2017 verifica-se que em 2018 nao foram
encontradas amostras com resultados nao conformes em cavalos, o que indicia uma
diminuicao da utilizacao de coccidiostaticos para espécies niao autorizadas ou um maior
controlo da contaminagao cruzada. O nimero de amostras nao conformes aumentou em ovos
(0,47%) e em bovinos (0,00%), diminuiu em frangos (0,21%), cavalos (0,85%) e coelhos (0,65%)
e inalterado em porcos (0,01%) (EFSA (European Food Safety Authority), 2019). Apesar da
legislagcao ser cada vez mais rigorosa e das metodologias serem mais sensiveis verifica-se que
os coccidiostaticos continuam a ser amplamente utilizados pelos produtores de forma

incorreta.

O Relatério da EFSA de 2018 sobre os resultados da monitorizagio de residuos de
medicamentos veterindrios e outras substancias em animais vivos e produtos de origem

animal, nio reporta amostras de aquacultura contaminadas (EFSA (European Food Safety

Authority), 2020).
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4. Metodologias analiticas

O PNCR de cada EM integra as exigéncias da legislacao europeia para o controlo da
presenca de coccidiostacticos em géneros alimenticios. Deste modo, as metodologias
analiticas desenvolvidas para a sua determinagao tém que cumprir os critérios de desempenho
estabelecidos pela Decisao da Comissao 2002/657/CE de 12 de Agosto de 2002, para a

identificagao e confirmagao de coccidiostacticos.

Dada a presencga residual e o nimero elevado de amostras a analisar os métodos
analiticos para a determinagdo de residuos de substincias farmacologicamente activas no

PNCR, dividem-se em dois grupos: os métodos de triagem e os métodos de confirmagao.

Os métodos de triagem sao metodologias simples, rapidas e sensiveis. Por forma a nao
se obter resultados falsos negativos, estes métodos devem apresentar um resultado fidedigno
sobre a presenca ou auséncia da substancia em estudo nas amostras para valores de
concentragao ao nivel dos LMRs, possibilitando desta forma a identificagao de amostras

violativas apresentando resultados nao conformes.

A metodologia analitica utilizada na confirmagao dos residuos dos analitos detectados
nas amostras deve permitir a identificagao inequivoca e sua quantificagao exacta, precisa e
especifica para valores de concentragao ao nivel dos LMRs, para cumprimento da legislagao

estabelecida na UE.
4.1 Preparacao da amostra e extraccao

Numa metodologia analitica, os resultados de uma andlise quantitativa sé serao
confiaveis se a aliquota da amostra submetida ao processo analitico representar, com suficiente

exatidao, a composicao média da amostra.

A amostragem é de extrema importancia. Em Portugal é realizada por técnicos das
autoridades competentes, DGAV e ASAE, de acordo com o plano de amostragem
estabelecido e as exigéncias dos métodos analiticos. A amostragem oficial deve indicar a
identificacdo do animal ou produto animal, a natureza, quantidade e método de colheita, e a

analise de residuos ou das substancias a efectuar no ambito do PNCR.

A preparacao da amostra € um processo que deve ser considerado como parte
integrante de um método analitico na obten¢ao de um produto definitivo representativo da
globalidade do género alimenticio. Qualquer que seja o analito ou método de anilise, a

preparagao da amostra para controlo de residuos de substancias farmacologicamente activas
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nas matrizes alimentares pode ser complexa e demorada, e pode constituir um factor limitante

da qualidade do resultado analitico.

O procedimento de extragao e a metodologia analitica a desenvolver e validar depende

do analito, da concentragao em que esta presente na matriz alimentar e da matriz em analise.

Os processos de extracgao sao desenvolvidos de acordo com as propriedades fisico-
quimicas dos compostos de interesse. A extrac¢ao de coccidiostaticos é geralmente realizada
com solventes organicos ou misturas hidro-organicas. Em ambos os casos, os principais
solventes utilizados sao acetonitrilo, metanol e acetona, que promovem uma extracgao
bastante eficiente, com uma elevada recuperagao para os coccidiostaticos. A agitagao mecanica

combinada com a sonicagao € uma técnica de extragao comum (Huet et al., 201 3).

O objectivo é a obtencao de um extracto representativo do analito em analise na
amostra em causa, mas devido a complexidade das matrizes alimentares sao co-extraidas
substancias interferentes com o analito que podem interferir na andlise e tem de ser

eliminadas.

A purificagao dos extractos usando a técnica de extraccao em fase solida (SPE) é
provavelmente a abordagem mais amplamente descrita para a preparagao de amostras para

analise de coccidiostaticos (Clarke et al.,, 2014).

Na andlise de amostras complexas, como sao os géneros alimenticios, a extracgao em
SPE permite o desenvolvimento de metodologias analiticas sensiveis, selectivas e robustas,
permitindo, em alguns casos, a sua automatizagao para uma maior rapidez de execugao, sem

comprometer o desempenho da metodologia analitica.

A SPE consiste na adsorgao selectiva do analito em absorventes, seguida da sua
desadsorgao com solventes, o que permite a eliminagao de interferentes dos extractos das
amostras a analisar, reduzindo ou evitando os efeitos da matriz e a, supressao de ides, na

analise por LC-MS.

Uma etapa final de evaporagao pode ser incluida para concentrar o extrato e, assim,

aumentar a sensibilidade do ensaio (Huet et al., 2013).
4.1.1 Métodos de triagem

Como métodos de triagem, as técnicas de imunoensaio sao muito utilizadas uma vez
que apresentam uma elevada sensibilidade e selectividade. Sao métodos simples que permitem

a analise simultinea de um grande nimero de amostras adequadas para verificar a presenga
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ou auséncia de substancias farmacologicamente activas em géneros alimenticios, permitindo

detectar os resultados potencialmente nao conformes (Clarke et al., 2014).

Os métodos imunoldgicos sao baseados na interagao antigénio-anticorpo, que é muito
especifico para um determinado residuo (Reig e Toldra, 2008). O processo de conjugagao

antigénio-anticorpo afecta a sensibilidade e especificidade da técnica (Clarke et al., 2014).

A técnica Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) é baseada em reagentes
marcados com enzimas. Existem diferentes formatos para quantificagao de antigénios, como
os testes ELISA de anticorpo duplo ou sanduiche e testes ELISA competitivos diretos (Reig e
Toldra, 2008). Em geral, o desempenho depende das concentragées do anticorpo e do
antigénio marcado com enzima/revestimento e do tempo de incubagao em cada etapa (Huet

et al, 2013).

Os biossensores foram desenvolvidos nos ultimos anos como uma abordagem
alternativa para verificar a existéncia de medicamentos veterinarios na carne. Em geral, estes
sensores contém um anticorpo como elemento de reconhecimento que interage com o
analito (Reig e Toldra, 2008). Para detectar o sinal, o biossensor usa um dispositivo sensor,
ou transdutor, para converter a resposta bioldgica num sinal elétrico, o qual é amplificado,
armazenado e quantificado por um processador (Huet et al,, 2013). Os biossensores podem
ser capazes de detectar simultaneamente varios residuos de medicamentos veterinarios numa
amostra de cada vez e alguns autores relataram nao haver necessidade a purificagao do

extracto da amostra (Reig e Toldra, 2008).

O imunoensaio baseado em citometria de fluxo (FCIA) utiliza microesferas
paramagnéticas, que sao coradas com fluoréforos. Variando os fluoroforos, é possivel
distinguir diferentes esferas com o cédigo de cores, e diferentes compostos ou conjugados
podem ser acoplados nas superficies de diferentes conjuntos de esferas. A superficie do
cordao carboxilado permite o acoplamento covalente quimico simples de diferentes
coccidiostaticos com ou sem proteinas transportadoras. Os anticorpos ligados sao
quantificados com um anticorpo secundario (IgG) marcado com a proteina fluorescente (R) —
ficoeritrinacomo (PE). Dentro do citometro de fluxo com laser duplo, uma fonte de luz (laser
vermelho) excita os corantes internos que identificam cada microesfera e a outra fonte de luz
(laser verde) quantifica o corante reporter (PE) na superficie da esfera refletido como

intensidade de fluorescéncia (Bienenmann-ploum et al., 2012).
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4.1.2 Métodos cromatograficos

Como ja foi salientado a monitorizagao dos residuos de coccidiostaticos nos géneros
alimenticios é imperativa, por for¢a de lei, e a sua confirmagao e quantificagdo é realizada
utilizando métodos cromatograficos que cumprem os critérios de identificagao e quantificagao
exigidos. A cromatografia liquida de alta performance (HPLC) é uma técnica separativa em que
a escolha do sistema de deteccao é muito importante para a selectividade e para a

sensibilidade.

Na sua determinagao encontram-se descritos na literatura cientifica métodos por
cromatografia liquida de alta performance com detegao por UV ou fluorescéncia (HPLC-UV

e HPLC-FD) (Barreto et al., 2017).

A maioria dos coccidiostaticos quimicos possui um cromoforo UV nativo e pode ser
analisada diretamente por HPLC-UV. Em contraste, os ionoforos geralmente requerem
derivatizagao quimica para permitir a analise de residuos em concentragoes residuais da ordem

de pg kg' (Clarke et al.,, 2014).

O desenvolvimento de métodos analiticos multi-residuos para a determinagao
simultanea de varios coccidiostaticos pode ser bastante desafiante devido a diversidade

quimica desses compostos e a necessidade de baixos limites de quantificacao (LOQs).

Nos ultimos anos, os métodos hifenizados, como a cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massa sequencial (LC-MS / MS), sao a metodologia analitica de referéncia
para a identificacao inequivoca e confirmagao da presenca de residuos de coccidiostaticos em
amostras de géneros alimenticios e ragoes. Devido a sua versatilidade, especificidade e
sensibilidade, possibilitam a detecao e quantificacao a niveis de concentragao inferiores aos

dos LMRs estabelecidos (Dasenaki e Thomaidis, 2018).

De acordo com as diretrizes europeias os resultados positivos de residuos de
coccidiostaticos em géneros alimenticios devem ser confirmados usando métodos que
fornecam informagao relativamente a estrutura quimica da substincia a analisar, sendo a
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa sequencial (LC-MS/MS) o método
mais amplamente utilizado. A Decisao da Comissao 2002/657/CE, de 12 de Agosto de 2002
estabelece que para fins de confirmagao, sempre que os fragmentos forem medidos com outra
técnica que nao a do varrimento total, deve usar-se um sistema de pontos de identificagao
para interpretar os resultados. Para a confirmagao das substancias, € necessario um minimo

de 3 pontos de identificacao, e sao estabelecidos os ides e as respectivas intensidades.
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O acoplamento da cromatografia liquida de alta eficiéncia com um detetor de
espectrometria de massa triplo quadrupolo (LC-MS/MS) fornece melhor especificidade e
sensibilidade em comparagao com HPLC com detegao convencional ou LC-MS. Além disso, é
possivel obter uma redugao significativa na preparagao da amostra e no desenvolvimento
cromatografico. A monitorizagao de duas transi¢coes pai-filha, possibilita a confirmagao
inequivoca da presenca de residuos, conforme exigido pela legislagao da Comissao Europeia

(Galarini et al., 2011).

A introdugao de técnicas de ionizagao a pressao atmosférica, como a ionizagao por
eletronebulizagao (electrospray ionization, ESI) permitiu a aplicagao da técnica LC-MS/MS na
determinagao de residuos de medicamentos veterinarios de elevado peso molecular e
termossensiveis. A técnica de ionizagao ESI facilita a andlise de moléculas pequenas a
relativamente grandes e hidrofdbicas a hidrofilicas e, portanto, € muito adequada para a andlise

de residuos de medicamentos veterinarios (Reig e Toldra, 2008).

A Tabela 6 resume algumas metodologias analiticas publicadas na literatura cientifica
entre 2017 e 2020 conducentes ao controlo eficaz destas substancias em matrizes alimentares.
Tém em comum o facto de utilizarem o acetonitrilo como agente extractor, que permite uma
extracgao bastante eficiente, permitindo uma boa exactidio do método analitico, e de
recorrerem a LC-MS/MS de modo a obter informagao estrutural do analito para a sua
identificacao inequivoca de acordo com a Decisao da Comissao 2002/657/CE, de 12 de Agosto
de 2002. Apenas o estudo de Gonzalez-Rubio et al. 2020 efectuou a extracgao utilizando

solventes supramoleculares (SUPRAS).

As vantagens apresentadas pela cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
massa sequencial (LC-MS/MS), superam, em muitos casos, os extensivos procedimentos de
purificacao requeridos em algumas amostras alimentares. Barreto et al. (2017) e Rusko et al.
(2018) procederam a determinagao simultinea de 14 e 18 coccidiostaticos respectivamente,
em amostras de musculo de frango e ovos, por HPLC-QqLIT-MS/MS e LC-HRMS, por injecgao

directa dos extractos dos compostos em estudos em acetonitrilo.

Com a excepgao destes 2 métodos analiticos todos os outros recorrem a purificagao

dos extractos antes da analise por LC-MS/MS.

Como ja foi referido, a Tabela 6 apresenta os mais recentes métodos analiticos
reportados na literatura cientifica para a determinagao dos coccidiostaticos em matrizes

alimentares. Os estudos descritos satisfazem os critérios de sensibilidade, exactidao, precisao
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e especificidade requeridos para os métodos analiticos para que possam ser aplicados na
andlise de rotina destes compostos, a niveis de concentragao inferiores aos LMRs

estabelecidos em diversas matrizes alimentares incluidas no PNCRs.

No estudo de Barreto et al. (2017) no qual foram analisados 14 cocciodiostaticos em
619 amostras de ovos e 2663 amostras de musculo de frango, apenas 7 amostras de ovos e

|3 amostras de musculo de frango apresentaram resultados nao-conformes.

Na monitorizagao de 18 cocciodiostaticos realizada por Rusko et al. (2019), por LC-
HRMS apenas | amostra de ovo, em 8| amostras analisadas, apresentou resultado nao-
conforme, e nao foi detectado nenhum dos coccidiostaticos em estudo em amostras de
musculo de frango, Dasenaki e Thomaidis (2018) efectuaram o controlo de |6 coccidiostaticos
em 82 amostras de musculo de frango e ovos, por HILIC-MS/MS e apenas uma amostra de

musculo de frango apresentou um resultado nao-conforme.

O estudo de Gonzilez-Rubio et al. realizado em 2020, em Espanha, refere a
determinacgao de narasina, salinomicina, lasalocida, maduramicina, monensina e semduramicina,
em amostras de musculo de frango, musculo de bovino e seus derivados: rim e figado, ovos,
leite e gordura de suino. Apesar do niumero muito baixo de amostras analisadas foi observada
a presenca de 3 amostras em concentragoes violativas, acima dos LMRs | amostra positiva de

gordura de suino, | de rim de bovino e | de ovos.

Na monitorizacao de coccidiostaticos na matriz carne de vaca, nenhuma, das 50

amostras analisadas, se encontrava contaminada, como era expectavel (Zhao et al., 2018).
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Tabela 6 - Métodos de determinagiao e ocorréncia de coccidiostaticos.

: Extraccaol/ 5
Tipo de Coccidiostaticos ¢ Detef:g:ao e LoD LOQ Exactiddo | Precisio | Ocorréncia Bibliografia
amostra Purificacio Quantificacdo (ng/kg) (ng/kg)
Musculo de Lasolacida, Extraccio com 10 | HPLC-QqLIT-MS/MS 10% do 25% do LMR 73 -115% 04-21% 619 amostras | (Barreto et al,
frango e ovos. | maduramicina, ml de acetonitilo (liquid  chromatography— LMR de ovos das | 2017)
monensina, narasina, quadrupole linear ion trap- quais 7 sdo nao-
salinomicina, tandem mass conformes;
semduramicina, spectrometer system) 2663 amostras
robenidina, diclazuril, Coluna: Poroshell 120 de musculo das
toltrazuril, EC-CI8 acoplada a uma quais I3 sdo
trimetropim, coluna C18 nao-conformes.
clopidol, amprolium, Volume de injeccdo: 4 l
diaveridina e Fase movel: gradiente de
nicarbazina agua e acetonitrilo
Fluxo: 0,5 ml/min
Musculo de Amprolium, clopidol, Extracgdo com 20 | LC-HRMS (liquid | Ovos: Ovos: CCB: Ovos: 94,1 - | Ovos: 5,2 — | 8] amostras de | (Rusko et adl,
frango e ovos. | decoquinato, ml de acetonitilo chromatography - CCa:2,2- | 2,58-401 o o ovos das quais | | 2019)
. . . . . 105,8% 21,3% . =
monensina, nequinato, Orbitrap high resolution | 336 pg/kg pglkg é nao conforme;
toltrazuril, toltrazuril mass spectrometry) 3 amostras de
sulfona, e toltrazuril Coluna: Kinetex C18 musculo das
sulféxido, diclazuril, Volume de injecgdo: 4 ul | Msculo de | Musculo de Musculo de | Musculo de | quais 0 nao-
lasalocida, salinomicina, Fase movel: agua, | frango: frango: conformes.
halofuginona, acetonitrilo e metanol CCo: 2,64 | CCB: 3,74- frango: 91,6 | frango: 3,2~
maduramicina, Fluxo: 0,3 ml/min - 589 uglkg | 749 uglkg —105,7% 20,4%
narasina, nicarbazina,
robenidina e
semduramicina.
Musculo de Lasalocida A, Extraccio solido- | HILIC-MS/MS 0.004 - 0.004 - 0.560 79 1% - 5,3%-20% 82 amostras de | (Dasenaki e
animais amprolium, monensina, | liquido com | (hydrophilic interaction 0.560 118% em tecido animal e | Thomaidis, 2018)
(frango, narasina, acetonitrilo e SPE | liquid  chromatography— musculo; ovos das quais |
porco, maduramicina, dispersivo tandem mass 6,4%-17% de mdsculo de
bovino, robenidina, spectrometry) em ovos. frango ¢é nao-
coelho) e decoquinato, Coluna: ACQUITY conforme.
OVOs. nicarbazina, clopidol, UPLC BEH HILIC

halofuginona,
ethopabate, diaverdina,
arprinocid, diclazuril,
semduramicina e
nigericina.

Volume de injeccdo: 4 pl
Fase movel: acetonitrilo
(A) e formato de amoénio
com acido férmico (B)
Fluxo: 100 pl/min

Monitorizacdo de Coccidiostaticos em Musculo de Aves
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Tabela 6 — Métodos de determinacao e ocorréncia de coccidiostaticos

i Extraccdo/ 5
Tipo de Coccidiostaticos ¢ Detef:g:ao e LoD LOQ Exactiddo | Precisio | Ocorréncia Bibliografia
amostra Purificacio Quantificacdo (ng/kg) (ng/kg)

Carne de vaca | Halofuginona, Extracao com acido | UPLC-MS/MS 0,14 -0,32 0,43 - 1,21 71,96%- 2,65% - 50 amostras de (Zhao et al.,
lasalocida, acético, acetonitrilo | (ultraperformance liquid 100,32%; 12,38% carne das quais | 2018)
maduramicina, e acetato de etilo e | chromatography-tandem nenhuma é nao-
monensina, narasina, purificagao com mass spectrometry) conforme
nigericina, robenidinae | CNW CI8 Coluna: ACQUITY
salinomicina. SPE. UPLC® BEH CI8

Volume de injecgdo: 10
ul

Fase movel: solugao
acido-agua (A) e metanol
puro(B)

Fluxo: 0,3 ml/min

Mdsculo de Narasina, salinomicina, | Extragdo com LC-MS/MS 0,004 -0,07 | - 71 -112% I -10% 14 amostras das | (Gonzalez-Rubio

frango, lasalocida, solventes supra Coluna: Phenomenex quais 3 et al., 2020)

musculo de maduramicina, moleculares e SPE Luna CI8 amostras sao

bovino e seus | monensina e dispersivo. Volume de injecgao: 2 nao-conformes

derivados: semduramicina. pl (gordura de

rim e figado, Fase movel: acido suino, rim de

ovos, leite e formico (0,1%) em agua bovino e ovos)

gordura de (A) e acido férmico (0,1%)

suino. em metanol(B)

Fluxo: 250 ul/min
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|. Material e Métodos

.1 Equipamento e material

No procedimento de extracgio usou-se uma centrifuga, a 5444g, 4°C, por |5 minutos
(Sigma 3—16K, Sigma Laborzentrifugen GmbH, Germany) e um banho de ultrassons (Sonorez
RK 510S, Germany). Foram ainda usados uma balanga de precisao, um agitador Vortex, um

agitador vertical e um evaporador de azoto.

As analises de LC-MS/MS foram realizadas utilizando um cromatégrafo liquido de alta
performance (Thermo Finnigan, San Jose, California, USA) acoplado a uma armadilha de ides
linear (LIT-MS) (LTQ XL, Thermo Scientific, San Jose, California, USA). A coluna LC (Waters
Spherisorb ODS2; 3um, 150x2.Imm i.d; Waters Corporation, Milford, U.S.A.) foi precedida
de um cartucho de protecgao (Waters Spherisorb ODS2; 5pm, 10x4.6mm i.d.; Waters
Corporation, Milford, US.A.).

1.2 Reagentes e padroes

Os padroes dos coccidiostaticos, com um grau de pureza 298%, lasolacida de sodio,
narasina de sédio, salinomicina de sodio, monensina de sédio, maduramicina de sédio,
halofuginona, robenidina, diclaruzil, decoquinato e diclaruzil, foram adquiridos a Sigma

Chemicals Co. (St. Louis, EUA).

O acetonitrilo para o procedimento de extragao, de grau para HPLC, foi igualmente
adquirido a Sigma Chemicals Co. (St. Louis, EUA). A agua bi-destilada foi obtida diariamente
através de um sistema Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, EUA). O acetonitrilo e o acido féormico
para as analises de LC-MS/MS (Merck, Darmstadt, Germany) foram adquiridos a Merck

(Darmstadt, Germany).

1.3 Solucdes padrao

As solugoes padrao stock dos coccidiostaticos foram preparadas a I mg/mL, por diluigao

com ACN.

As solugoes intermédias foram preparadas por diluigao da solugao padrao a 10 com
ACN. As solugoes de trabalho foram preparadas entre 240 — 2400ng/mL em fase movel, por

diluicao da solugao intermédia.
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As solugoes padrao para a curva de calibragao em solvente e em matriz foram
preparadas tendo em conta os LMRs estabelecidos para os coccidiostaticos. As solugoes
padrao para a curva de calibragao foram preparadas, por diluicio em acetonitrilo, a
concentragoes que variaram entre 3 e 60pg/L (3, 5, 8, 12, 20, 30, 45, 60ug/L), para os seguintes
compostos: lasalocida, narasina, salinomicina, monensina, maduramicina e halofuginona. Para
os compostos robenidina, decoquinato e diclazuril o intervalo variou entre 30 e 600pg/L (30,

50, 80, 120, 200, 300, 450, 600ug/L).

As solugoes para a curva de calibragao em matriz foram preparadas por forma a
corresponderem as concentragoes da curva de calibragio em solvente. Assim, para os
compostos: lasalocida, narasina, salinomicina, monensina, maduramicina e halofuginona as
fortificagoes realizadas variaram entre 3 e 60pg/kg (3, 5, 8, 12, 20, 30, 45, 60pg/kg). Ja para os
compostos robenidina, decoquinato e diclazuril o intervalo variou entre 30 e 600 pg/kg (30,

50, 80, 120, 200, 300, 450, 600ug/kg).

1.4 Metodologia analitica

1.4.1 Amostragem e conservacao da amostra

A aquisicao de amostras de frango e peru foi realizada em supermercados e também
se obtiveram amostras caseiras. A amostragem foi efectuada durante os meses de setembro a

dezembro de 2019, na regiao norte e centro de Portugal continental.

Foi adquirido um total de 54 amostras: 47 de frango (87%) e 7 de peru (13%), nas
regioes de Aveiro, Coimbra e Chaves. Analisaram-se 20 amostras de supermercado (37%) e

34 amostras caseiras (63%).
1.4.2 Preparacao e extraccao das amostras

Imediatamente apos a aquisigao, as aves foram identificadas com a data de obtengao,
espécie, local e empresa de produgao (se aplicavel). Por fim, as amostras foram congeladas.

No dia do ensaio de extragao retirou-se uma aliquota de tecido muscular do peito.

Apobs pesagem, para tubo de centrifugacao, de 3 * 0.05g de mdsculo das aves,
previamente triturado e homogeneizado, o procedimento de extracao consistiu na adicao de
|OmL de acetonitrilo (Barreto et al., 2017) e agitagao em voértex durante 5 minutos. Depois
de um repouso de 10 minutos, a amostra foi colocada em banho de ultrassons, durante 5

minutos. Posteriormente, agitou-se durante |0 minutos em agitador vertical e centrifugou-se
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durante 15 minutos, a 5444g, a 4°C. Entao, o sobrenadante foi transferido para um tubo de
ensaio e evaporou-se o extracto a secura, a 45°C, sob corrente suave de azoto.
O residuo seco, apods redissolugao em 600puL de acetonitrilo/agua (90/10, v/v), foi

microfiltrado e analisado por LC-MS/MS.
1.4.3 Detecao e quantificacao por LC-MS/MS

Para a optimizagao das condigoes de detecgao, realizou-se uma infusao direta de cada
uma das solugdes intermédias dos coccidiostaticos, em modo de aquisicao automatica, tanto
em ionizagao positiva (ESI+) como em ionizagdo negativa (ESI-). Determinam-se assim os
fragmentos idnicos percursores, em modo MS, e respectivos produtos, em modo MS/MS, bem
como as condigoes do instrumento que proporcionam as maiores intensidades desses

fragmentos.

Uma vez que o procedimento analitico instrumental decorreu em modo Multiple
Reaction Monitoring (MRM), utilizaram-se os pares iao percursor>iao produto indicados na
tabela 7 como as transicdes a monitorizar na quantificagao e confirmagao dos compostos.
Assim, nesta tabela indicam-se os fragmentos ionicos percursores e os dois produtos mais
intensos, em que Q indica o iao usado para quantificagao e C o iao usado para confirmagao.
Indica-se também a polaridade da fonte de ionizagao que se revelou mais favoravel, bem como

as energias de colisao normalizadas (EC) mais adequadas.
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Tabela 7 - Fragmentos ionicos, modo de ionizagao e energias de colisao mais favoraveis para cada
um dos compostos.

Composto Polarlc!ad'e da~ lao I3es produto Energia .de coh:ao
fonte de ionizacao percursor normalizada (%)
595 QP
Lasalocida Positivo 613 [M'Na]* 21,0
377 CP
N i P > Nl 27,5
arasina ositivo 788 [M+Na]+ s
413 CP
Sali ici Positi S e 26,0
alinomicina oslItivo 773 [M+Na]+ ,
513 CP
M i Positi o7 e 23,0
onensina oslItivo 693 [M+Na]+ ,
657 CP
878 QP
Maduramicina Positivo 940 [M*Na]* 57 o 23,0
Halofugi P 398 i 11,0
alofuginona ositivo 416 [M*H]" )
138 CP
Robenidi P 1% o 19,0
obenidina ositivo 334 [M*H]* )
317 CP
Dicl il N 334 Nl 15,0
iclazuri egativo 405 [M'HT ,
335 CP
372 QP
Decoquinato Positivo 418 [M*H]" 50 o 17,0

Uma vez definidas as condi¢oes de operagao para o espectrometro de massa, foram

optimizadas as condi¢oes da fonte de ionizacgao. Esta optimizacao foi feita por infusao direta

de cada uma das solucdes intermédias de coccidiostaticos, fazendo variar as condicoes de

temperatura da fonte, gas nebulizador (GAS 1) e gas de colisio (GAS 2). A solugio de

compromisso mais favoravel alcangada esta indicada na Tabela 8.

Tabela 8 - Parimetros otimizados para a fonte de ionizagao.

Gas de nebulizagao

Azoto

Gas de colisao

Hélio

Fluxo do gas nebulizador (arb.?)

lonizagao Electrospray
Temperatura da fonte (°C) 275°C
40

Fluxo do gas de varrimento auxiliar (arb.?) 5

2 Unidades arbitrarias
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As condigoes cromatograficas definidas para o presente trabalho indicam-se na Tabela 9.

Tabela 9 - Condig¢oes cromatogrificas.

Pré-coluna cromatografica | Waters Spherisorb ODS2 (5pm, |10x4.6mm)

Coluna cromatografica Waters Spherisorb ODS2 (3um, 150x2.Imm)

A: Agua com 0,2% de acido formico

Fase movel

B: Acetonitrilo com 0,2% de acido formico
Fluxo 200uL/min
Volume de injec¢io 20uL

2. Resultados e Discussao

2.1 Validacdao da metodologia analitica

A validagao de um método analitico pode ser definida como o processo de avaliagao
da eficiéncia de um método analitico novo ou adaptado de método conhecido, em analise de
rotina de um laboratério. O objectivo da validagao consiste em demonstrar que o método
analitico é adequado para o seu propésito. Determinado método é considerado validado se

suas caracteristicas estiverem de acordo com os pré-requisitos estabelecidos.

Toda a validagao analitica a ser usada no presente estudo baseou-se nos critérios de
desempenho e procedimentos para a validagao de métodos de triagem e de confirmagao em
cromatografia liquida com detecgao por espectrometria de massa estabelecidos na Decisao da
Comissao 2002/657/CE, de 12 de Agosto de 2002 (Comissao das Comunidades Europeias,
2002).

O método foi validado de acordo com a referida Decisao da Comissao de 12 de agosto
de 2002 que da execugao ao disposto na Directiva 96/23/CE do Conselho de 29 de Abril de
1996 relativamente ao desempenho de métodos analiticos e a interpretagao de resultados

(Comissao das Comunidades Europeias, 2002).

Para a validagao desta metodologia analitica avaliaram-se diferentes parametros de
validagao tais como: linearidade, efeito matriz, limite de detegao e limite de quantificagao,

exatidao e precisao.
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2.1.1 Linearidade

A linearidade atesta a proporcionalidade entre as dreas obtidas nos cromatogramas e
as concentragoes existentes nas amostras, sendo esta relagao maior, quanto mais proximo for
o valor do coeficiente de correlagao (R?) da unidade. Neste estudo procedeu-se a avaliagao
da linearidade em padrao, através de solugoes padrao com diferentes concentragoes dos
coccidiostaticos, e em matriz, através de amostras fortificadas a concentragoes
correspondentes as da curva de calibragao em padrao, de acordo com a Decisao da Comissao

2002/657/CE, de 12 de Agosto de 2002.

Os coeficientes de correlagao obtidos para as curvas de calibragao em solvente e em

matriz foram adequados, superiores a 0,999 (Tabela 10).

2.1.2 Efeito matriz

As curvas de calibragao em solvente e em matriz foram usadas para calcular o efeito
da matriz (ME), dividindo o declive da curva de calibragao em matriz (B) pelo declive da curva
de calibragao em padrao (A). Assim, a razao dos declives (B/A x 100) foi definida como o
efeito matriz (ME%). O valor obtido foi interpretado da forma seguinte: um valor de 100%
demonstra uma auséncia de efeito matriz, um valor superior a 100% indica um aumento do
sinal e abaixo de 100% uma supressao de sinal (Rubert et al., 201 1). Os valores de efeito matriz
variaram de composto para composto, como se pode observar na Tabela 10, entre 96,21% e

100,51%, pelo que se pode considerar o efeito-matriz negligenciavel.
2.1.3 Limite de deteccao (LOD) e limite de quantificacao (LOQ)

O limite de detecgao (LOD) de um procedimento analitico corresponde a menor
quantidade de analito que pode ser detectada numa amostra. O limite de quantificagao (LOQ)
corresponde a menor quantidade de analito que pode ser determinada quantitativamente

numa amostra com exatidao e precisao adequadas.

O LOD e o LOQ foram estimados através da curva de calibragao em matriz como
|3.3Sy/x|/b e |10Sy/x|/b, respectivamente, onde b corresponde ao declive da curva e Sy/x

corresponde ao desvio padrao residual da fungao linear.

A narasina foi o composto com o LOD mais baixo, 0,9 | ug/Kg, enquanto o decoquinato
apresentou o valor mais elevado, de 7,35ug/Kg. Os valores de LOQ variam entre 2,76 ug/Kg e

22,27ug/Kg, para a narasina e para o decoquinato, respectivamente (Tabela 10).
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Tabela 10 - Coeficiente de correlagao (R?), efeito matriz, limites de detecgao e quantificagao.

Composto ;‘::Z:':;:e( ;23) i(:':g:':;:e( ;29) Efeitf) LOD LOQ
em padrdo em matriz Matriz (ug/Kg) (ug/Kg)

Maduramicina 0,9996 0,9997 100,19 1,22 3,7

Lasalocida 0,9999 0,9996 98,87 1,55 4,7
Diclazuril 0,9999 0,9999 100,51 5,74 17,4
Robenidina | 0,9999 98,65 6,26 18,98
Halofuginona 0,9998 0,9997 96,21 1,36 4,12
Decoquinato 0,9999 0,9999 99,4 7,35 22,27
Salinomicina 0,9994 0,999 98,32 2,29 6,95

Monensina 0,9999 0,9998 99,83 1,12 3,4
Narasina 0,9999 0,9998 100,03 0,91 2,76

2.1.4 Exatiddo e Precisao

A exactidao corresponde ao grau de concordancia entre o resultado de um ensaio e o
valor de referéncia aceite. A precisao corresponde ao grau de concordancia entre resultados

de ensaios independentes obtidos em condigoes (pré-estabelecidas) especificas.

Para determinar a exatidao e a precisao do método foram realizados ensaios de
fortificacdo, usando brancos e amostras fortificadas a trés niveis diferentes como indicado na
Tabela I1. Para cada nivel de fortificagio foram realizados replicados (n=3), em trés dias

diferentes.

As percentagens de recuperagao obtidas foram superiores a 71,0%, para todos os niveis
de fortificagao. A salinomicina apresentou a percentagem de recuperagao mais baixa, 71,0%,
para o nivel de fortificagcao de 5ug/kg, enquanto que a narasina apresentou a percentagem de

recuperagao mais elevada, 86,03%, para o mesmo nivel de fortificagao.

A precisao foi avaliada através da repetibilidade intra-dia e inter-dia (% RSD). Como se

pode observar na Tabela | |, os valores obtidos foram adequados.

O valor da repetibilidade intra-dia mais elevado, 6,82%, foi obtido para a robenidina
para o nivel de fortificagao de 200ug/kg. O valor 0,56% foi o valor mais baixo obtido, este
valor foi observado para a monensina, no nivel de fortificagao 20ug/kg e para a maduramicina
a 60 pg/kg. Relativamente a repetibilidade inter-dia, o valor mais elevado foi de 5,20% para a
robenidina, para o nivel de fortificagao de 200ug/kg, enquanto para o nivel de fortificagao mais

baixo, 5ug/kg, para a salinomicina observou-se o valor mais baixo, 0,08ug/kg.
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Tabela |1 - Exatidao (%), Repetibilidade intra e inter-dia (desvio padrao relativo - RSD) (%).

Composto | MYSl Gy | Exatidio (9| 1 (P ReDY | inkercdia (4RSDY

5 71,49 2,13 4,22

Maduramicina 20 81,23 2,05 0,52
60 83,28 0,56 1,82

5 83,37 1,30 0,84

Lasalocida 20 79,41 1,79 0,31

60 78,96 1,51 0,21

5 71,00 4,33 0,08

Salinomicina 20 77,92 2,19 4,06
60 79,42 1,81 2,90

5 84,85 2,28 1,98

Monensina 20 83,87 0,56 0,82

60 85,06 1,94 2,77

5 86,03 1,28 1,52

Narasina 20 81,00 0,79 [,

60 80,66 1,34 1,50

5 81,86 1,65 3,35

Halofuginona 20 80,88 1,56 0,28
60 80,92 2,14 0,98

80 85,07 2,07 2,80

Robenidina 200 75,57 6,82 5,20
600 81,53 0,81 1,77

80 80,11 2,12 0,77

Diclazuril 200 75,88 0,75 1,76

600 82,12 1,83 1,81

80 81,82 1,20 1,21

Decoquinato 200 81,51 3,03 1,97
600 80,20 1,07 0,37

2.2  Frequéncia e Ocorréncia

Por forma a determinar a presenga de nove coccidiostaticos, maduramicina, lasalocida,
diclazuril, robenidina, halofuginona, decoquinato, salinomicina, monensina e narasina, em
amostras de tecido muscular de frango e peru, adquiridas comercialmente e caseiras, foi
analisado um total de 54 amostras. As Tabelas 12 e |3 apresentam os resultados relativos a
frequéncia, intervalo e média de contaminagao dos coccidiostaticos ionoforos e sintéticos,
respectivamente. O Grafico 3 indica o nimero de vezes que cada coccidiostatico foi detectado

em amostras caseiras e de supermercado.

38



Tabela 12 - Frequéncia (%), intervalo (ug kg') e média (ug kg'') dos coccidiostaticos ionéforos estudados.

Salinomicina Lasalocida Monensina Narasina Maduramicina
0, o o o o,
Fre féncia Intervalo Média Fre féncia Intervalo Média Fre féncia Intervalo Media Fre féncia Intervalo Media Fre :oéncia Intervalo Média
Tipo de amostra e +SD ue +SD ue +SD que +SD que +SD
(n (ngrkg) (ughke) (n (mglkg) (uglkg) (n (nglkg) (uglke) (n (nglke) (ughke) (n (ngrkg) (uglke)
positivas) positivas) positivas) positivas) positivas)
Caseiras (total) (34) 147% (5) | nd-7,07 | 0,62£1,61 | 412% (14) | nq.7.15 | 240£3,00 | 0% (0) - - 412% (14) | nd-584 | 2174265 | 0% (0) - -
::;;)“80 (caseiras) 147 % (5) | nd-7,07 | 0,70+1,70 | 38,3% (13) | nd-7,15 | 2,50+3,00 | 0% (0) - - 41,2% (14) | n.d-584 | 246270 | 0% (0) - -
Pera (caseira_s) (4) 0% (0) - - |,9% (l) n.d -6,73 |y6813,37 0% (0) - - 0% (0) - - 0% (0) - -
Supermercado 0% (0) _ R 0% (0) R - 0% (0) - - 5% (1) n.d-513 | 0,26xl,15 0% (0) - -
(total) (20)
Frango 0% (0) - - 0% (0) - - 0% (0) - - 5% (1) | nd-513 | 030£1,24 | 0% (0) - -
(supermercado) (17)
Perd 0% (0) - - 0% (0) - - 0% (0) - - 0% (0) - - 0% (0) - -
(supermercado) (3)
Total (54) 9,3% (5) | nd-7,07 | 0,39£1,31 | 259% (14) | nd-7,15 | 1,51£2,64 | 0% (0) - - 27,8% (15) | n.d-584 | 146239 | 0% (0) - -

Notas: SD — standart desviation (desvio padrao); n.d — nao detectado
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Tabela 13 - Frequéncia (%), intervalo (ug kg') e média (ug kg dos coccidiostaticos sintéticos estudados.

Halofuginona Diclazuril Robenidina Decoquinato
% Frequéncia | | | Média #SD | % Frequénci | | Média #SD | % Frequéncia | | [ Media | o Frequénci [ [ Média
Tipo de amOStI‘a (o requenC|z)1 r;ter;vkz)o ? Ialk_) (o requencw)i r;ter/'la)o ? Ia/k_g) (o requenui r;ter);:)o iSD (e requenC|z)1 r;ter/'la)o iSD
n° positivas 7] 1} n° positivas 1} d n° positivas 1] n° positivas d
P g glkg P glkg g P g (nglkg) P g/kg (uglke)

Caseiras (total) (34) 2,9% (1) n.d-2,06 0,06£0,36 2,9% (1) n.d -8,30 0241,42 0% (0) - - 2,9% (1) nd-11,14 | 03319l
::;;)“g° (caseiras) 2,9% (1) nd-2,06 | 0,07£0,38 2,9% (1) n.d -8,30 0,28%1,52 0% (0) - - 2,9% (1) nd-l11,14 | 037+2,03
Peru (caseiras) (4) 0% (0) - - 0% (0) - - 0% (0) - - 0% (0) - -
Supermercado 5% (1) nd-487 | 024£1,09 0% (0) - - 0% (0) - - 0% (0) - -
(total) (20)
Frango 5% (1) nd-487 | 029:1,18 0% (0) - - 0% (0) - - 0% (0) - -
(supermercado) (17)
Perd 0% (0) - - 0% (0) - - 0% (0) - - 0% (0) - -
(supermercado) (3)
Total (54) 3,7% (2) n.d -4,87 0,13£0,7 1,9% (1) n.d -8,30 0,I15£1,13 0% (0) - - 1,9% (1) nd-11,14 | 021,52

Notas: SD — standart desviation (desvio padrao); n.d — nao detectado
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Grafico 3 - Incidéncia de cada coccidiostatico em amostras caseiras e de supermercado.

2.2.1 Frequéncia

As amostras caseiras apresentaram uma contaminagdo maior relativamente as
amostras adquiridas em supermercados, com uma frequéncia de detecgao de 47,1% (16 das

34 amostras) e 10% (2 de 20 amostras) respectivamente.

Os coccidiostaticos iondforos foram os que apresentaram frequéncias de
contaminagao mais elevadas. A narasina, a lasalocida e a salinomicina apresentaram valores de
27,8% (15 amostras), 25,9% (14 amostras) e 9,3% (5 amostras), respectivamente. Ja a
monensina e a maduramicina nao foram detectadas nas amostras analisadas. A narasina foi
detectada em amostras caseiras com uma frequéncia de 41,2% (14 amostras), sendo que todas
as amostras eram de frango. Nas amostras adquiridas no supermercado verificou-se que
apenas uma amostra de frango se apresentava contaminada por este coccidiostatico. Foram
detectados residuos de lasalocida em amostras caseiras com uma frequéncia de 41,2% (14
amostras). Destas, |13 amostras de frango (38,3%) e | amostra de peru (1,9%) apresentavam-
se positivas. Nenhuma amostra obtida nos supermercados foi positiva para este composto. A
salinomicina foi detectada apenas em amostras de frango caseiras com uma frequéncia de

14,7% (5 amostras).

Os coccidiostaticos sintéticos foram detectados com uma menor frequéncia
comparativamente aos coccidiostaticos ionéforos. Os coccidiostaticos sintéticos encontrados
foram a halofuginona, o diclazuril e o decoquinato, com frequéncias de 3,7% (3 amostras) para

a halofuginona e 1,9% (| amostra) para os outros dois compostos. Nao foram detectados
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residuos de robenidina nas amostras. A halofuginona foi detectada apenas em amostras de
frango, uma amostra caseira (2,9%) e uma amostra obtida nos supermercados (5%). O
diclazuril e o decoquinato foram detectados nas amostras caseiras com uma frequéncia de

2,9%.
2.2.2 Ocorréncia

No que diz respeito aos coccidiostaticos ionédforos, a lasalocida apresentou os valores
maximo e médio detectados, 7,15ug/kg, e 1,51 pg/kg, respectivamente. A narasina apresentou
um valor maximo de contaminagao de 5,84ug/kg e uma média de 1,46pg/kg. Numa amostra
de peru obtida em supermercado, este coccidiostatico, apresentou uma concentragao maxima
de 5,13pg/kg, o que corresponde a uma média de 0,30pg/kg. A salinomicina apesar de
apresentar um valor maximo de 7,07ug/kg, apresentou uma média total de 0,39pg/kg, pois foi

detectada num nimero menor de amostras.

Nos coccidiostaticos sintéticos as concentracoes maximas encontradas foram
superiores as concentragoes determinadas para os coccidiostaticos ionéforos. O decoquinato
foi o composto com maior concentragao maxima, |1,14pg/kg, numa amostra de frango
caseiro, numa média total de 0,21 ug/kg. O diclazuril apresentou uma concentragao maxima de
8,30ug/kg, também numa amostra de frango caseiro, e com uma média total de 0,|5pg/kg. A
halofuginona apresentou uma concentragao maxima de 4,87pg/kg, numa amostra de frango de
supermercado, e uma média total de 0,13pg/kg, muito semelhante a média do diclazuril. Na
Unica amostra caseira positiva para halofuginona a concentragao detectada foi mais baixa, com

um valor de 2,06pg/kg.

Nas amostras caseiras, ao contrario das amostras de supermercado, detectou-se,
geralmente, mais do que um coccidiostatico por amostra. Trés amostras caseiras estavam
contaminadas com apenas um coccidiostatico. Seis amostras estavam contaminadas com dois
coccidiostaticos e sete estavam contaminadas com trés coccidiostaticos. Contrariamente, das
20 amostras obtidas no supermercado apenas duas estavam contaminadas com unicamente

um coccidiostatico (Grafico 4).
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Grafico 4 - Nimero de coccidiostaticos por amostra.

A combinagao de coccidiostaticos mais observada foi a narasina e o lasalocida, ambos
compostos ionéforos. Nas amostras em que foram detectados trés coccidiostaticos, a
combinagao encontrada foi de narasina, lasolacida e salinomicina em 57,1% das amostras.
Também foram encontrados composto sintéticos em combinagao com a narasina e o
lasalocida, nomeadamente a halofuginona, decoquinato e diclazuril com uma frequéncia de

14,3% cada um.

Contrariamente ao expectavel, dados os elevados niveis de produgao, nas amostras de
supermercado nao foi encontrado qualquer indicio de que a ragao consumida pelos animais
contivesse mais do que | coccidiostatico. Pelo contrario, depreende-se que sao utilizadas
misturas de coccidiostaticos nas ragoes utilizadas para a criagao de frangos caseiros. Os
produtores de ragoes utilizam esta estratégia para diminuir a probabilidade das estirpes de

Eimeria resistentes aos coccidiostaticos.

Outra forma de diminuir a resisténcia aos coccidiostaticos consiste na aplicagao de um
programa de rotagao que envolve a mudanga rotineira e sistematica de uma classe de
coccidiostaticos para outra com um modo de agao diferente (Chapman, 201 1). Num estudo
realizado no Canada, entre 2013 e 2015, Agunos et al. (2017) verificaram variagoes sazonais
relativamente ao uso de coccidiostaticos. No verao, os coccidiostaticos mais frequentemente
relatados foram a salinomicina, a maduramicina e o decoquinato, enquanto que, no inverno, o

mais frequentemente encontrado foi a monensina e a nicarbazina (Agunos et al., 2017).

De todas as amostras analisadas apenas duas apresentaram resultados nao-conformes,
de acordo com a legislagao europeia em vigor, uma vez que se encontraram contaminadas
com halofuginona a niveis superiores ao LMR estabelecido. O provavel desrespeito pelo

intervalo de seguranca (IS), estabelecido pela legislagio europeia, de cinco dias para a
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halofuginona, resultou em niveis elevados do composto nestas matrizes alimentares. O IS
permite que os compostos sejam eliminados do organismo do animal de forma a manter a

seguranga do consumidor.

De acordo com uma industria portuguesa produtora de ragoes para frangos,
relativamente ao mercado rural, sio normalmente realizados ciclos completos, até sete dias
antes do abate, com lasalocida (125ppm) e, nos Ultimos sete dias, usam ragao sem

coccidiostaticos, de forma a respeitar o IS estabelecido pela legislagao.

Ainda de acordo com esta industria, no que respeita ao mercado industrial, na 1 fase
(0-17 dias) usam narazina (50 ppm) e nicarbazina (50ppm). Ja na 2° fase (18 dias - até ao abate)
administram narazina (100ppm). Quando se verificam problemas sistematicos de coccidiose
nos bandos realizam um ciclo completo com decoquinato (30ppm). De forma a evitar
resisténcias aos coccidiostaticos sao realizados programas de rotagao que variam durante o
ano, dependendo das resisténcias que se vao encontrando no campo. Em casos extremos

optam pela vacinagao durante trés ciclos seguidos e depois voltam ao programa standard.

Quando se opta pela vacinagao, ou seja, imunizagao dos bandos, usam-se ragoes sem
coccidiostaticos, estas ragoes sao mais baratas, ja que ragdes com estes compostos se tornam
dispendiosas. Para terem pregos mais competitivos as grandes exploragoes optam por dar
racoes sem coccidiostaticos, o que pode ser uma possivel explicagio para os resultados
obtidos neste estudo. A empresa acima referida também explicou que a vacinagao também

compensaria na criagao de frangos de ciclos longos, ou seja, na criagao de frangos de campo.
2.2.3 Comparagcao com outros estudos

Um estudo realizado na Poldnia entre 2007 e 2010 analisou 3718 amostras de frango,
peru, ovos, agua e ragao, para o controlo de residuos de coccidiostaticos verificaram que, tal
como no presente estudo, os coccidiostaticos ionoforos foram os mais utilizados na prevengao
da coccidiose. Destes, o lasalocida foi o mais frequentemente detectado (32,8% do total de
amostras nao conformes). Em 2007 e em 2010, estes autores detetaram, nas referidas
amostras, lasalocida, salinomicina, nicarbazina e maduramicina, em 2009 a maduramicina nao
foi detectada. Em 2008 para além dos compostos detectados anteriormente também se

detectaram amostras com robenidina (Olejnik et al., 201 1).

Em contrapartida num estudo realizado em lItalia, entre 2012 e 2017, que analisou 202
amostras de musculo de bovino, suino, ovino, coelho e de frango, sendo que 82,2% das

amostras analisadas eram de frango. As amostras analisadas revelaram frequéncia de
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contaminagao que variou entre 14,7% e 48,7%, durante o periodo considerado e os
coccidiostaticos sintéticos foram os mais detectados. Os compostos ionoforos foram
detectados em apenas 6 amostras (2,8%), e destes, os coccidiostaticos detectados foram
principalmente a lasalocida e a narasina. Os coccidiostaticos sintéticos foram detectados em
66 amostras (31,7%), dos quais os mais detectados foram a nicarbazina e o diclazuril. Em
nenhuma amostra de carne foi detectado mais do que um coccidiostatico e nenhuma amostra

ultrapassou os LMRs estabelecidos (Roila et al., 2019).

Num estudo realizado de acordo com o PNRC da Grécia (Dasenaki e Thomaidis, 2018)
analisaram-se 82 amostras de frango e ovos em que apenas uma amostra de frango ultrapassou
o LMR. No entanto, foram detectados residuos de coccidiostaticos em 25 amostras abaixo do
CCo. Os compostos que apresentaram maior frequéncia foram o decoquinato, a salinomicina
e a maduramicina. A semelhanca deste estudo algumas amostras apresentaram mais do que

um coccidiostatico, porém a combinagao mais frequente foi o decoquinato e a salinomicina.

De acordo com PNCR de 2018 na UE, 0,17% das amostras de musculo de frango foram
nao-conformes. O composto com maior frequéncia de detectcao foi o lasalocida, seguido pela
monensina, maduramicina e salininomicina. Assim verificou-se que na UE, em 2018, os
compostos mais utilizados foram os coccidiostaticos ionéforos. No relatério de 2017 os
coccidiostaticos ionoforos também foram os mais utilizados, mas o composto detectado com

maior frequéncia foi a salinomicina (EFSA (European Food Safety Authority), 2019).

Em Espanha um estudo analisou musculo de frango, musculo de bovino e seus
derivados: rim e figado, ovos, leite e gordura de suino. Os coccidiostiticos monensina e
salinomicina ultrapassaram o valor do LMR na gordura de suino; a narasina nos ovos e a
salinomicina em rim de bovino. Os valores de concentracao maxima detectados neste estudo
foram de |1,14ug/kg para o decoquinato, este valor é inferior aos observados nos estudos
acima referidos, principalmente quando comparado com as concentragées maximas de
2800ug/kg encontradas no musculo de frango. Os ovos nao foram considerados como matriz
para a realizagao deste estudo, mas sao importantes pois sao um derivado da industria avicola,
indicando assim problemas a nivel das galinhas poedeiras que recebem ragdes com
coccidiostaticos e nao respeitam o intervalo de seguranca dos coccidiostaticos, como definido

pela legislagao, colocando em risco a saude do consumidor (Gonzalez-Rubio et al., 2020).

A Tabela 14 compara a frequéncia e os niveis de coccidiostaticos, dos estudos referidos

acima, nos diferentes paises.
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Tabela 14 - Frequéncia (%) e niveis (ug/kg) de coccidiostaticos em carnes brancas reportados na
literatura cientifica.

Pais Tipo de N.° de Frequéncia | Teores (ugl/kg) Referéncia
amostra amostras (%) Min-Max

Polonia Figado de frango 2011 2,4 8,5-2800 (Olejnik et al., 201 1)

Polénia Figado de peru 307 0,3 580 (Olejnik et al,, 201 1)

Polonia Ovos 312 4,5 n.d-320 (Olejnik et al., 201 1)

Grécia Mdusculo de frango 29 34 535 (Dasenaki e Thomaidis, 2018)
;:‘:i:eia Masculo de frango | 13736 02 ; f:ji r(.E;l)r °2":;8)F°°d Safety
Italia Mdsculo de frango 166 41,0 nd-516 (Roila et al., 2019)

Italia Ovos 151 15,9 n.d-1002 (Roila et al., 2019)

Espanha Varios 14 21,4 n.d- 5,6 (Gonzalez-Rubio et al., 2020)

2.3 Avaliacao de Risco

A ingestao diaria estimada (EDI) foi calculada através de um método deterministico

(IPCS, 2009), utilizando a equagao
EDI (mg/kg p.c./dia) = (2c) (CN'D'K™),

onde Xc é a soma de coccidiostaticos no total das amostras (mg/kg), C € o consumo anual
estimado por pessoa, N é o nimero total de amostras analisadas, D é o nimero de dias num

ano e K é o peso corporal (kg).

Na Tabela |5 apresentam-se os resultados do calculo da ingestao diaria estimada (EDI),
para as diferentes populagoes, e sua comparagao com os valores recomendados para a
ingestao diaria aceitavel (ADI) (Dorne et al., 2013). Foram efetuadas duas avaliagoes da EDI
tendo por base dois cenarios diferentes. No primeiro cenario foi tomado em consideragao o
nivel médio de consumo de carne branca, pelas diferentes populagoes, e o segundo teve por

base o pior cenario de consumo, ou seja, o consumo mais elevado.

De acordo com o ultimo relatério do “Inquérito Nacional de Alimentos e Atividade
Fisica, IAN-AF 2015-2016”, as populagoes adulta e adolescente destacaram-se como os
principais consumidores de carnes brancas, em média, 17,2 e 17,5kg/ano, respectivamente.
Quanto as criangas e aos idosos os valores de consumo médio sao inferiores, 12,0kg/ano e

10,2kg/ano, respectivamente (Lopes et al, 2017). Quando tomamos em consideragao o
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consumo mais elevado de carne branca, os valores aumentam para 27,0kg/ano para as criangas,
42,3kg/ano para os adolescentes, 45,3kg/ano para os adultos e 33,6kg/ano para os idosos.

(Lopes et al., 2017)

O peso corporal médio considerado para a populagao adulta e idosa portuguesa foi de
69 kg (Arezes, Barroso, Cordeiro, Costa & Miguel, 2006). Para criangas (2-12 anos) e
adolescentes (13 a 18 anos) o peso corporal médio considerado foi de 24 e 5lkg,

respectivamente (Direccao-Geral da Saude, 2006).
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Tabela 15 - Comparagao da ADI e EDI (mg/kg peso por dia), usando as abordagens de consumo médio e pior cenario (wcs) de consumo, para o total dos
coccidiostaticos, selecionados para as diferentes populagoes.

ADI (mglkg Criancas Adolescentes Adultos ldosos
Composto EDI
peso por dia) (wes) (mg | (EDVADI) x 100 | EDI (wes) (mg | (EDVADI)x 100 | EDI (wes) (mg | (EDVADI) x100 | EDI (wes) (mg | (EDI/ADI) x100
kg' dia') (wcs) (%) kg ' dia™") (wes) (%) kg dia") (wes) (%) kg dia”) (wes) (%)
D . 0,075 2,88x107 0,00 1,97x107 0,00 1,43x107 0,00 8.51x10° 0,00
ecoquinato X
q (647x107) (0,00) (4.77x107) (0,00) (3,79x10) (0.00) (2,80x107) 000
Dicl il 0.029 2,05x107 0,00 1,41x107 0,00 1,02x107 0,00 6,08x10° 0,00
ICIazuri X
(4,62x107) (0,00) (3:41x107) (0.00) (2.71x107) (0,00) (2,00x107) (0.00)
. 1,78x107 1,22x107 8,88x10°® 5 27x10%
Halofuginona 0.00003 0,59 (1.34) 0,41 (0.98) 0,30 (0,78) 0,18 (0,58)
(4,01x107) (2,95x107) (2,35x107) (173107
L locid 0.005 2,07x10°¢ 0,04 1,42x10°¢ 0,03 1,03xI 0 0,02 6.12x107 001
asalocida X
(4,65x10%) (0,09) (3.43x10%) (0,07) (2,73x10%) 0.05) 201x109 008
N . 0.005 2,00x10°¢ 0,04 1,37x10°¢ 0,03 9,97x| o7 0,02 5.91x107 001
arasina X
(4,50x10%%) (0,09) (3.32x10%) (0,07) (2,64x10°) (0,05) (1,95x10%) 004)
Salinomici 0,005 5,34x107 0ol 3,67x107 00! 2,66x107 00l 1,58x107 0,00
alinomicina X
(1,20x10%) (0,02) (8,86x107) (0,02) (7,05x107) 001) (5.20x107) 001)
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Analisando a Tabela |5, as EDIs foram inferiores as ADIs para todos os coccidiostaticos
analisados, mesmo quando se utilizou a abordagem do pior cendrio de consumo. As EDIs
calculadas para o consumo médio de carne branca variaram entre 5,27x10®°mg kg 'dia”!, para
a ingestao de halofuginona pelos idosos, e 2,07x10°mg kg 'dia, para a ingestio de lasolacida
pelas criangas. Na abordagem de pior cendrio as EDIs oscilaram entre 2,35x107mg kg ' dia”,
para a ingestio de halofuginona pelos adultos, e 4,65x10°mg kg 'dia’, para a ingestio de

lasolacida pelas criangas.

Uma vez que o menor valor de ADI, 3,00x10°mg kg 'dia”, estd recomendado para a
halofuginona (Dorne et al., 2013), de entre todos os coccidiostaticos, este é o composto que
representa um maior risco para os diferentes grupos etarios. As criangas sao a faixa etaria
com risco mais elevado, quer quando se considera o consumo médio de carne branca, 0,59%,
quer quando se considera o pior cenadrio de consumo, 1,34%. Para os restantes grupos
populacionais o risco relativo aos cenarios | e Il foi: para os adolescentes 0,41% (wcs 0,98%),

para os adultos 0,30% (wcs 0,78%), e para os idosos 0,18% (wcs 0,58%).

A narasina e o lasalocida apresentaram o mesmo risco para todas as faixas etarias: para
as criangas o risco foi de 0,04% (wcs 0,09%), para os adolescentes foi de 0,03% (wcs 0,07%),

para os adultos foi 0,02% (wcs 0,05%) e para os idosos 0.01% (wcs 0,04%).

A salinomicina foi o coccidiostatico que representou menor risco. Para as criangas,
adolescentes e adultos apresentou risco de 0,01%, e para os idosos nao apresentou risco.
Quando se considerou o pior cenario de consumo, para as criangas e adolescentes o risco foi
de 0,02%, enquanto que para os adultos e idosos o risco foi de 0,01%. Os compostos

decoquinato e diclazuril, nao apresentam qualquer risco para os consumidores.

De forma semelhante, em estudos similares os dados revelam que a exposi¢ao aos
coccidiostaticos pelo consumo de carne representa menos de |% das ADIs para os
coccidiostaticos autorizados na UE e para as categorias de idade lactentes / criangas (0 a 2
anos), criangas (3 a 9 anos), adolescentes (10 a |7 anos), adultos (18-64 anos) e idosos (65-97

anos) (Roila et al., 2019).

O risco associado a presenca de residuos de coccidiostaticos nas amostras diminui a
medida que a idade aumenta. Assim, as criangas estao sujeitas a um risco maior e os idosos a
um risco menor. O menor consumo de carne branca por parte dos idosos faz com que estes
estejam menos expostos a estes compostos nesta matriz alimentar, o que conduz a uma menor
ingestao diaria de coccidiostaticos.
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Assim, neste estudo as criangas sao o grupo de maior risco, pois tém maior
vulnerabilidade a componentes toxicos quer devido a relagao entre a sua massa corporal e
consumo de alimentos quer devido ao seu desenvolvimento fisioldgico (Pereira et al., 2018).
Sabendo que o consumo humano de carne de animais de capoeira, em Portugal, tem vindo a
aumentar ao longo dos anos, segundo o Instituto Nacional de Estatistica (INE), o risco tendera

a ser cada vez maior com o passar do tempo.

Consumo humano de carne de animais de
capoeira (t)
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Grafico 5 - Consumo humano de carne de animais de capoeira (t) fornecido pelo
Instituto Nacional de Estatistica que pode ser consultado no seguinte site:
https://www.ine.pt/xportal/xmain?xpid=INE&xpgid=ine indicadores&indOcorrC
0d=00002 | 0&contexto=bd&selTab=tab2.

Em sintese, os resultados obtidos nesta avaliagao de risco indicam que este ¢ inferior
a 0,60%. No entanto, nao se avaliaram todas as matrizes alimentares nas quais os
coccidiostaticos podem estar presentes, tais como outros tipos de carne e seus derivados
(figado, rim, gordura, leite, ovos), assim como em peixes de aquacultura. Deste modo, o risco

aqui calculado sera inferior a realidade.

Por outro lado, embora tenham sido registados alguns casos de toxicidade aguda em
humanos, devido a ingestao de moléculas puras, a grande preocupagao prende-se com a
toxicidade croénica devido a exposicao de longo prazo a baixos niveis de coccidiostaticos (Roila
et al., 2019). Assim, sao necessarios mais estudos para uma avaliagao completa do risco e para

avaliar possiveis efeitos de toxicidade cronica.
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CONCLUSAO

Os coccidiostaticos sao amplamente utilizados de forma profilatica na industria avicola
com o objectivo de controlar as coccidioses, diminuir as perdas e assegurar a salde e bem-
estar dos animais. Consequentemente, € primordial o seu controlo em amostras de aves, uma

vez que podem constituir um factor de risco para a saude humana.

Tendo como objectivo garantir a seguranga do consumo de carne de aves, foi
desenvolvida uma metodologia analitica para a determinagao da presenca de residuos de nove
coccidiostaticos em musculo de aves, monensina, maduramicina, halofuginona, lasalocida,
narasina, salinomicina, robenidina, decoquinato e diclazuril) recorrendo a cromatografia liquida

acoplada a espectrometria de massa sequencial (LC-MS/MS).

Foram recolhidas e analisadas amostras de origem caseira e adquiridas em
supermercado. Das 54 amostras analisadas, as de origem caseiras apresentaram uma
contaminagao maior relativamente as amostras adquiridas nos supermercados. Do total de
amostras de musculo de frango e peru analisadas, verificou-se que duas se encontravam
contaminadas com residuos acima dos permitidos pelo Regulamento (CE) n.°1831/2003 do
Parlamento Europeu e do Conselho, de 22 de Setembro de 2003. Destas, uma amostra foi
adquirida no supermercado e uma amostra tinha origem caseira. Ambas se encontravam
contaminadas com halofuginona, o que evidéncia a falta de cumprimento dos intervalos de

seguranga por parte tanto da industria avicola como dos produtores domeésticos.

Em relagao a avaliagao da exposicao humana aos coccidiostaticos, através da ingestao
de carnes de aves de capoeira que contém coccidiostaticos, verificou-se que a EDI ¢é inferior
a ADI estabelecida. A avaliagdo do risco permitiu concluir que os coccidiostaticos nao
apresentam risco significativo para o consumidor. No entanto, conclui-se que as criangas
constituem a populagao mais vulneravel, devido ao maior consumo de carne branca em relagao
ao peso corporal e a imaturidade dos seus sistemas em desenvolvimento, embora os estudos

cientificos sejam ainda insuficientes para a avaliagao dos efeitos a longo prazo.

A vacinagao constitui um papel muito importante no controlo da coccidiose podendo
ser o factor chave para a diminuigao, e talvez erradicagao, da utilizagao profilatica de
coccidiostaticos em aves, diminuindo o risco associado a presenga de residuos de

coccidiostaticos nas matrizes alimentares.
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Com a elaboragao deste estudo realga-se a importancia do controlo dos
coccidiostaticos, de acordo com os PNCRs estabelecidos pela legislagao europeia, de forma a
garantir a sua correcta utilizagao, tendo como objectivo principal a protecgao da salde

humana.
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