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Resumo

O aumento exponencial da populagio mundial, e do consumo de carne nos paises
desenvolvidos, conduziu a produgao intensiva de alimentos de origem animal. Nos dltimos
anos, em especial, verificou-se um aumento da produgao e consumo de carne de aves, por ser

uma carne mais saudavel e de menor custo.

A producao avicola, particularmente a produgao intensiva, é frequentemente afetada pelo
aparecimento de coccidioses, causadas por Eimeria, um parasita protozoario, que obrigam a
uma ampla utilizagdo de coccidiostaticos, sobretudo utilizados como aditivos nas ragoes para

alimentagao animal para o combate desta doenga parasitaria.

Consequentemente, residuos destes compostos podem ocorrer nos tecidos ediveis dos
animais tratados, podendo representar um risco para a sallde do consumidor aquando da sua
ingestao. A contaminagao dos géneros alimenticios de origem animal com residuos de
coccidiostaticos constitui assim uma preocupagao da seguranga alimentar e de saude publica a
nivel mundial. Para além disso, a utilizagao generalizada destes compostos pode desencadear

resisténcia aos mesmos.

Deste modo é importante uma correta avaliagaio do risco, sendo necessaria um bom
conhecimento destes medicamentos, bem como da forma como eles atuam. Para a
identificacao e quantificagao dos residuos deve optar-se sempre por métodos sensiveis, exatos
e precisos, sendo necessario um bom conhecimento das metodologias existentes. Também é
essencial um bom conhecimento do quadro legislativo atual, de modo a identificar géneros
alimenticios nao conformes que poderao potencialmente por em risco a saide do consumidor.
Por outro lado, é importante uma elaboragao de planos de mitigagao do risco, tentando
perceber as medidas que poderao diminuir ou eliminar estes residuos nos géneros

alimenticios, bem como encontrar alternativas ao uso de coccidiostaticos.

Assim, esta monografia tem como objetivo fazer um levantamento de todas as informagoes
relevantes sobre esta tematica de forma a consolidar todos os dados a ter em conta para uma

correta avaliagao de risco.

Palavras-chave: Coccidiose; Coccidiostaticos; Producao intensiva; Géneros alimenticios;

Residuos; Avaliagao do risco; Quadro legislativo; Mitigagao.



Abstract

The exponential increase in the world population, and the consumption of meat in developed
countries, has led to the intensive production of animal foods. In recent years, there has been

an increase in the production and consumption of poultry meat, as it is healthier and cheaper.

Poultry production, particularly intensive production, is often affected by coccidiosis, caused
by Eimeria, a protozoan parasite, which requires a wide use of coccidiostats, especially used as

additives in animal feed to combat this parasitic disease.

Consequently, residues of these compounds can occur in the edible tissues of treated animals,
which may pose a risk, to the health of the consumer, when ingested. Therefore,
contamination of foodstuffs of animal origin with residues of coccidiostats is global food safety
and public health concern. Furthermore, the widespread use of coccidiostats can trigger

resistance to them.

Therefore, a correct risk assessment is important, requiring a good knowledge of these drugs,
as well as how they work. For the identification and quantification of residues, sensitive, exact
and precise methods should always be chosen, requiring a good knowledge of existing
methodologies. Good knowledge of the current legislative framework is also essential, to
identify non-compliant foodstuffs that could potentially endanger the health of the consumer.
On the other hand, it is important to draw up risk mitigation plans, trying to understand the
measures that can reduce or eliminate these residues in foodstuffs, as well as finding

alternatives to the use of coccidiostats.

Thus, this monograph aims to survey all relevant information on this topic to consolidate all

data to be taken into account for a correct risk assessment.

Keywords: Coccidiosis; Coccidiostats; Intensive production; Food; Residues; Risk

assessment; Legislative framework; Mitigation.
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Objetivos

A possivel contaminagao dos géneros alimenticios com residuos de coccidiostaticos é motivo
de preocupagao por parte das organizagoes competentes e por parte do proprio consumidor,
que cada vez mais procura produtos biolégicos, mais in6cuos, sem a presenca de residuos

quimicos.

Sendo assim, o controlo destes residuos nos alimentos, seguindo o quadro legislativo europeu
atual, é de extrema importancia, de modo a salvaguardar a Saude Publica, de modo a assegurar

a Seguranca Alimentar.

A presente monografia tem como objetivo efetuar uma revisao bibliografica relativa aos
coccidiostaticos, nomeadamente, a necessidade e consequéncias da sua utilizagao, os métodos
alternativos existentes a sua utilizagdo, a legislacao europeia atual, os métodos analiticos

necessarios ao controlo de residuos, bem como as medidas de mitigagao do risco.
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|- Introducao

A populagao mundial tem crescido exponencialmente, sendo que de acordo com a
Organizagao das Nagoes Unidas (ONU) até 2050 a populagao mundial sera de 9,7 bilices de
pessoas [|]. Deste modo ha necessidade de aumentar de forma eficiente a produgao de todos
os géneros alimenticios, a fim de assegurar as necessidades nutricionais e as exigéncias dos
consumidores [2]. De acordo com a Organizagao para a Alimentagao e a Agricultura (FAO) a
produgao alimentar deve aumentar 70% até 2050 de modo a acompanhar o crescimento da
populagao [3]. Em suma, a cadeia de abastecimento passou de pequena para uma economia
em larga escala, sendo que a utilizagao de medicamentos de uso veterinario (MUVs), permitiu

ao setor pecuario aumentar a produgao de géneros alimenticios de origem animal.

A carne é um alimento com elevado valor nutricional, sendo rica em nutrientes, proteinas,
vitaminas e minerais, e consumida amplamente a nivel mundial. A carne de aves é, neste
contexto, um alimento de extrema importancia, dado que apresenta, do ponto de vista do
consumidor, varias vantagens em relagao aos outros tipos de carne. Deste modo, a grande

procura deste tipo de carne é responsavel pela produgao intensiva de aves.

A producao intensiva de aves impulsiona o aparecimento de coccidiose, uma doenga
parasitaria provocada por Eimeria, que frequentemente afeta as produgoes avicolas, que, ao

interferir com o intestino das aves, reduz a sua eficiéncia alimentar.

Para o combate desta doenga, sao administrados coccidiostaticos, que podem ser usados
como aditivos destinados a alimentagao animal [4], sendo que alguns podem ser usados como
medicamentos veterinarios [5]. A sua administragio constante, sob forma de aditivos
destinados a alimentagao animal, pode representar um problema de saude publica, na medida
em que, pode levar ao aparecimento de parasitas resistentes aos coccidiostaticos. Por outro
lado, os residuos dos coccidiostaticos podem estar presentes nos tecidos ediveis, podendo

representar um risco para o consumidor.

Atualmente, os coccidiostaticos constituem a solugao para o controlo desta enfermidade.
Consequentemente, é de primordial importancia o controle da sua presenga nos géneros
alimenticios e a implementacao de medidas de mitigacao do risco, enquadradas no quadro
legislativo atual, de forma a elaborar uma correta avaliagao e posterior gestao do risco

associado a ingestao involuntaria destas substancias.



2 - Producio e consumo de carne

A produgao de carne nos ultimos 50 anos triplicou, tendo apresentando um crescimento
mais rapido que o proprio crescimento da populagao mundial. Contudo, a partir de 2019 a

produgao de carne a nivel mundial tem apresentado uma diminui¢ao consideravel [Figura I]
[6].
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Figura | - Grafico ilustrativo da produgao mundial de carne, entre 1961 e 2019.
(Total de carne (vermelho), carne de aves (amarelo), carne de porco (azul) e carne de gado (verde).) [6]

Segundo a FAO, previu-se que a produgao mundial de carne em 2020 seria de cerca de
337,3 milhoes de toneladas. No entanto, observou-se uma diminuicao de 0,5%, quando
comparado com 2019, o que evidencia uma diminuicao significativa na produgao de carne de
porco [7]. Contudo, a percentagem da produgao de carne de frango esta a aumentar
rapidamente, tendo inclusive, desde 2017, ultrapassado a produciao de carne de porco com

um aumento consistente até 2019 [6].

De acordo com os dados do Instituto Nacional de Estatistica (INE), o consumo de carne
em Portugal continua a aumentar, sendo de |19,9 Kg/habitante em 2019, contudo em 2020
verificou-se uma diminuicdo consideravel para |15 Kg/habitante, representando uma
diminuicao de 4,9 Kg/habitante (4, 1%), possivelmente relacionada com a diminuigao do turismo
e pelo encerramento temporario dos estabelecimentos da restauragao, causado pela Pandemia

atual [Figura 2] [8].
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Figura 2 - Grifico ilustrativo do consumo total de carne de animais em Portugal, entre 2016 e 2020 [8].

De acordo com os dados do INE, o consumo de carne de aves de capoeira em Portugal
aumentou ligeiramente de 2016 a 2020, sendo de 41,2 e 44,3 Kg/habitante, respetivamente.
Este aumento pode ser justificado devido as caracteristicas nutricionais e organoléticas da
carne de aves, ao seu prego reduzido e competitivo, em comparagao com outras carnes, bem

como a auséncia de obstaculos, culturais ou religiosos, ao seu consumo.

Por outro lado em 2020 o consumo de carne de porco em Portugal sofreu a maior
diminuicao dos ultimos 5 anos, com 41,4 Kg/habitante, uma diminuicao de 3,3 Kg/habitante
(7,4%) quando comparado com o consumo de carne de porco em 2019 (44,7 Kg/habitante)

[Figura 3] [8].
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Figura 3 - Grifico ilustrativo do consumo de carne proveniente de vacas, porcos e aves, em Portugal,
entre 2016 e 2020 [8].



Em suma, a carne de aves é importante na dieta humana, tendo apresentado o maior
crescimento nos Ultimos anos. Sendo assim, é de extrema relevancia estudar como é que o

consumo desta carne, em particular, pode impactar a saide do Homem.

Os animais destinados a produgao de carne de aves sao geralmente mantidos em
produgoes intensivas. Nestas produgoes os animais sao mantidos em instalagoes sobrelotadas,
com condigoes de higiene deficitarias e, muitas vezes, sem locais de quarentena para os animais
com infecao. Deste modo, a producao intensiva potencia o aparecimento e transmissao de
infecoes, na medida em que os animais estao em maior contacto entre si, €, caso um animal
fiqgue com uma infegao, facilmente transmitira essa infecao a outro animal [9,10]. Contudo,
mesmo os sistemas de produgao intensiva de aves, que sigam todas as normas exigidas e

recomendadas a nivel sanitario, sao constantemente afetados pelo aparecimento de doengas.

3 - Coccidiose

Os protozoarios parasitas, do género Eimeria, pertencentes ao filo Apicomplexa (possuem
um complexo apical nos esporozoitos [|1]) sao capazes de causar, no intestino animal,
coccidiose [|2]. Esta doenga que pode afetar diferentes partes do intestino do animal
dependendo da espécie que esta envolvida na infecao [13] [Tabela | e 2]. Foram ja descritas
9 espécies de Eimeria capazes de causar coccidiose em galinhas, contudo apenas 7 sao
universalmente reconhecidas, entre elas E. acervulina, brunetti, mitis, necatrix, praecox, tenella e
maxima. Outras espécies de Eimeria afetam especificamente perus, como a E. meleagrimitis.
Apesar de hoje em dia existirem técnicas mais sensiveis, as espécies E. mivati e E. hagani,
embora descritas, nao foram, até ao momento, isoladas em cultura ou detetadas em pesquisas
de campo recentes [| |]. Para além disso, ha ainda 6 espécies que sao capazes de desenvolver

esta infegdo em coelhos [14].

Ainda que esta doenga, geralmente, nao seja fatal em animais saudaveis, afeta em grande
parte a produtividade animal levando, por exemplo, a diminuigao da producao de carne ou de
ovos [|13]. Apesar da Eimeria afetar principalmente aves de capoeira e coelhos, pode também
afetar porcos, vacas e ovelhas, sendo potenciada em produgdes intensivas de animais e em
condigdes de temperatura e humidade elevadas. E de salientar que um mesmo hospedeiro

podera ser infetado com 2 ou mais espécies de Eimeria em simultaneo [11].
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3.1- Ciclo de vida de Eimeria

O facto deste parasita possuir um ciclo de vida curto, apresentando uma reprodutibilidade
elevada, possibilita a sua rapida disseminagao dentro de um aviario [ I]. A infecao por Eimeria
é geralmente associada a um ciclo de vida intracelular, sendo que a multiplicagao do parasita
geralmente ocorre nas células intestinais (enterocitos), sendo posteriormente excretados os
oocistos esporulados, que no ambiente vao potencialmente continuar o ciclo contagioso. Estes
seres vivos possuem um ciclo de vida complexo [Figura 4], apresentando parte sexuada e parte

assexuada, e um processo infecioso que demora 4 a 7 dias.

A infecao comega quando um animal (hospedeiro) ingere oocistos esporulados (cada um
com 4 esporocistos, com 2 esporozoitos cada) (I). Depois da ingestao, os oocistos passam
pela moela onde ocorre a destruicao da sua parede espessa, €, no intestino delgado, devido a
acao da quimiotripsina (enzima digestiva que hidrolisa ligagoes peptidicas) e dos sais biliares,
os esporozoitos sao libertados [l 1], penetrando, posteriormente, as células epiteliais (2).
Dentro destas ocorre reprodugao assexuada (3-5), havendo o amadurecimento dos
esquizontes, que, ao romper liberam merozoitos (6). Os merozoitos invadem novas células
epiteliais podendo dar continuidade a reprodugao assexuada (gerando outra geragao de
merozoitos, sendo que geralmente ha 2 a 4 geragoes) (7), ou podendo iniciar a reprodugao
sexuada, onde microgametas (masculinos) (8-9) se unem a macrogametas (femininos) (10).
Depois da fecundagao, forma-se um zigoto que da origem ao oocisto nao esporulado (11),
que é excretado para o ambiente por via fecal. Assim, depois de completo este ciclo complexo,
novos oocistos estao prontos a serem excretados nas fezes. No ambiente, os oocistos sofrem
um processo de esporulagao (12-13) (que dura entre 48-72 horas), dando origem aos oocistos
esporulados (cada um com 4 esporocistos, com 2 esporozoitos cada) que ja possuem
capacidade infeciosa, podendo posteriormente ser ingeridos por outros animais (1), causando
infecoes ou reinfecoes, facilitando assim a transmissio de zoonoses entre os varios
hospedeiros [10,11,13]. Os oocistos nao esporulados podem ser eliminados através das fezes

do hospedeiro durante varios dias e semanas [I I].

Os oocistos de cada espécie de Eimeria sao distintos entre si, sendo geralmente utilizados
para a identificagao e diagndstico da espécie parasitaria especifica. Para além dos oocistos, o
local e forma das lesbes intestinais sio também caracteristicas da espécie parasitaria em
questao, bem como o periodo pré-patente, que consiste no periodo entre a infegao parasitaria
e a confirmagao da presenca desse parasita no organismo do hospedeiro, que geralmente

ocorre quando se encontram oocistos no sangue ou fezes do animal [I 1].



Figura 4 - Esquema ilustrativo do ciclo de vida de Eimeria spp. em galinhas [11,15].

Em algumas espécies de Eimeria, por tipicamente terem esquizontes relativamente
grandes, quando comparados com os de outras espécies, observam-se lesoes significativas no
tecido intestinal quando os esquizontes se rompem de modo a libertar os merozoitos. Para
além disso, ha espécies cujos gametdcitos desencadeiam reagoes devido a infiltragao na célula,

levando a inflamagao dos tecidos envolventes [ 1].

Os individuos com coccidiose apresentam carateristicamente lesdes no intestino
(destruicao da barreira da mucosa intestinal e possivel perda de sangue), diarreia (que pode
levar a desidratagao), diminuicdo do aumento do peso e consequente redugao da eficiéncia

alimentar (também devido a redugao do apetite), bem como, em alguns casos, morte [14].

Estas consequéncias dependem da gravidade da inflamagao, da quantidade de oocistos
esporulados ingeridos, da espécie especifica por de tras da infegao e da suscetibilidade do
proprio hospedeiro. Quando os animais apresentam apenas uma infegao ligeira, as lesoes
intestinais, que advém da infecao, podem desencadear o aparecimento de, por exemplo,

futuras infecoes bacterianas [14].



3.2- Resisténcia dos oocistos

Este género de protozoarios, capaz de causar esta doenga muito infeciosa, encontra-se
amplamente distribuido pelo ambiente apresentando uma elevada resisténcia as variagoes
meteorologicas e aos desinfetantes, sendo a sua eliminagcao de extrema dificuldade, se nao

praticamente impossivel [14].

Para além disso, o aquecimento global proporciona o aumento dos coccideos, na medida
em que estes se multiplicam mais rapidamente [I6]. A higiene é também de extrema
importancia na prevengao desta doenga, contudo, por exemplo os sistemas de comedouros e
de bebedouros, muito utilizados em produgdes de animais, sao geralmente mais dificeis de

higienizar [17].

Por outro lado, o facto da parede espessa dos oocistos apresentar uma elevada
resisténcia, previne a sua destruigao, dificultando o efeito dos desinfetantes quimicos e
assegurando a sua sobrevivéncia no ambiente durante longos periodos de tempo [18]. Deste
modo, estes oocistos sao facilmente disseminados pelos varios compartimentos dos aviarios

devido, por exemplo, aos funcionarios, equipamentos, roedores e/ou insetos [|7].

Apesar de no solo os oocistos poderem sobreviver durante varias semanas, dentro de
um avidrio a sua sobrevivéncia é geralmente de alguns dias. Este facto deve-se ao calor e
amoniaco gerados pela compostagem, bem como a agao de fungos e bactérias, observados no
poultry litter que cobre o chao dos aviarios e que consiste numa combinagao entre o material

utilizado como “cama” para as aves, a ragao derramada por estas e as suas fezes e penas [I|].

Por outro lado, a exposi¢do a pelo menos 55°C ou a temperaturas muito reduzidas, leva
a inviabilidade dos oocistos. Sendo assim, nas épocas extremamente quentes e secas a
viabilidade dos oocistos pode facilmente ser comprometida, enquanto que, em épocas humidas

e pouco frias, é favorecida [I 1].

3.3- Prevencao da coccidiose: boas praticas de producao animal

A morbidade (racio entre animais infetados e animais existentes) e a mortalidade do
hospedeiro estao relacionadas proporcionalmente com o nimero de oocistos esporulados de
Eimeria ingeridos, visto que quantos mais oocistos esporulados forem ingeridos mais severa
sera a infegao. Deste modo, a quarentena de animais infetados bem como a remocgao dos
corpos dos animais mortos é de extrema importancia, na medida em que se reduz o nimero

de organismos infeciosos em contacto com os animais saudaveis [ ].



Sendo as aves de capoeira e os coelhos os mais afetados e sensiveis, € importante prevenir
o aparecimento desta doenga aquando da produgao destes animais. Deste modo, é também
necessario que o setor pecuario siga as normas recomendadas, desenvolvendo praticas que

diminuam a probabilidade de um animal ficar infetado.

Entre as sugestoes do Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA)
recomenda-se: uma maior e melhor vacinagdo dos animais; que se melhore as ragoes
administradas aos animais, adequando melhor as dietas, com a utilizagao, por exemplo, de
oligoelementos apropriados, de probidticos e intensificadores da imunidade, aumentando o
valor nutricional das ragoes; averiguar o estado de saude dos animais, realizando por exemplo
testes aquando da sua chegada; a utilizagao de instalagbes com o espago necessario, e
estabelecido por lei, para prevenir a rapida transmissao das infecoes entre os animais; a
existéncia de instalagcoes especificas para a quarentena, de modo a que quando um animal
esteja infetado seja possivel separa-lo dos restantes, prevenindo a transmissao da infecao a

animais saudaveis; assegurar a boa qualidade das ragoes e agua disponibilizada aos animais [19].

As medidas de higiene, saneamento e desinfecio sao insuficientes para impedir a
propagagao de surtos, uma vez que os OOCistos sao extremamente resistentes e a esterilizagao

nunca é 100% completa [I1].

Por outro lado, o facto de as aves estarem num ambiente completamente estéril, sem
contacto com os oocistos, faz com que, quando jovens, estas nao desenvolvam qualquer

imunidade contra este parasita, estando mais suscetiveis a surtos no futuro [I1].

4 - Coccidiostaticos

Como anteriormente referido, a coccidiose € uma infecao que afeta gravemente os
animais de producao, prejudicando principalmente as aves, sendo essencial a utilizagao de
coccidiostaticos, administrados como aditivos nos alimentos destinados a animais ou, em

alguns casos, como medicamentos veterinarios.

Os coccidiostaticos sao compostos quimicos, que podem ser produzidos sinteticamente
ou por microrganismos, que quando administrados a animais de produgao tém a capacidade

de inibir ou destruir os protozoarios parasitas causadores de coccidiose [14].

De acordo com os dados oficiais da Diregao Geral de Alimentagao e Veterinaria (DGAV)

foram produzidas em Portugal, durante o ano de 2019, cerca de 28 000 toneladas de pré-



misturas e cerca de 7 000 toneladas de aditivos. De entre os aditivos produzidos em 2018,

201 toneladas foram coccidiostaticos [20].

Uma vez que a coccidiose € uma doenga muito comum na produgao avicola, a maior
parte dos produtores prefere administrar coccidiostaticos na alimentagao dos animais, de

modo a prevenir a doenga, e diminuir a necessidade da sua utilizagao terapéutica [13].

A vantagem da utilizagao profilatica de coccidiostaticos como aditivos alimentares,
consiste no facto de impedir o desenvolvimento desta infegao, mesmo de forma sub-clinica,
diminuindo as perdas na taxa de conversao alimentar e garantindo o aumento de peso

ponderal [13].

As aves criadas em produgoes intensivas geralmente recebem ragao com coccidiostaticos
desde o primeiro dia de vida, de forma a prevenir a coccidiose, o que é particularmente
importante para os pintos, visto que demoram algum tempo até desenvolverem alguma

imunidade [I 1].

Depois da exposicao a doenga, o animal adquire imunidade contra possiveis surtos,
contudo a imunidade adquirida apenas oferece protegao contra a espécie com a qual o animal
entrou em contacto, podendo desenvolver coccidiose provocada por outras espécies de
Eimeria especificas para o hospedeiro em questao, ja que, em aves, nao ha imunidade cruzada

entre as espécies deste parasita [| I].

A “imunidade temporaria” conferida pelo consumo de ragées com coccidiostaticos esta
relacionada com varios fatores, como por exemplo a quantidade de alimento ingerido, que

pode variar entre aves e, consequentemente, a variagao da ingestao de coccidiostaticos [I ].

Fatores externos também podem influenciar a eficacia dos coccidiostaticos usados como
aditivos, como por exemplo a presen¢a de micotoxinas na ragao. Ja foi demonstrado que a

presenca de aflotoxina diminui o efeito da monensina na prevengao de E. tenella [15].

4.1- Caracterizacao e estrutura quimica

Atualmente ha | | coccidiostaticos autorizados como aditivos destinados para alimentagao
animal [Figura 5], [14], classificados em 2 categorias, os compostos ionoforos e os compostos

sintéticos [12].

Os coccidiostaticos ionoforos possuem um grupo poliéter, sao produzidos através da

fermentagao de Streptomyces spp. ou Actinomadura spp. [11,14]. e enumeram-se: a monensina



de sodio (MON), a lasalocida de sodio (LAS), a maduramicina de aménio (MAD), a narasina

(NAR), a salinomicina de sédio (SAL) e a semduramicina de soédio (SEM).

De entre os coccidiostaticos sintéticos enumeram-se: o decoquinato (DEC), um
composto que pertence ao grupo quimico das quinolonas, o cloridrato de robenidina (ROB)
do grupo quimico das guanidinas, a halofuginona (HAL) do grupo quimico das quinazolinonas,

o diclazuril (DIC) do grupo quimico dos benzeno-acetonitrilos e a nicarbazina (NIC) [14].
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Figura 5 - Estrutura quimica dos coccidiostaticos ionéforos (A-F) e sintéticos (G-K) [21].



Para a correta compreensao dos efeitos e ocorréncia dos coccidiostaticos nos tecidos

ediveis, é essencial ter m consideragao as propriedades fisico-quimicas especificas de cada um

destes compostos [Tabela 3 e 4].

Tabela 3 - Propriedades fisico-quimicas dos coccidiostaticos ionoforos.

Propriedades LAS [22] MON [23] NAR [24] SAL 25 SEM [2¢]
Coeficiente d o 424pH 5 4,79 (pH 5) c 1o 4,49 pH 4
oeficiente e particac ca 23 | 275287 pH7 | 485 (pH 7) ’ 2,63 pH 7
octanol/agua (log Kow 25°C) pH 7,4
3,79 pH 9 5,06 (pH 9) 221 pH 9
4809 pH 7 1022 0H 7 <5 (pH 4) 163 pH 4
. . ) P ap e
Solubilidade da 4gua (mg/L) 1060 8912 pH 9 6812 pH 9 6223 (pH7) | 1240 pH 7
1371,2 (pH 9) | 1020 pH 9
Valor de pressio (Pa) - 3x10% 6,2x10% <5x10° 6,67x10%
Constante de dissociagao pKa 5,66 6,6 7,9 5,39
Tabela 4 - Propriedades fisico-quimicas dos coccidiostaticos sintéticos.
NIC NIC
Propriedades | DEC DIC 28] HAL [29] (ONC) | (Hpp) | ROB
[27] [31]
[30] [30]
Coeficiente de 557 1,06 pH 5
parti¢ao octanol/ o 3,6 1,27 pH 7 3,97 (pH 7) - 0,93 (pH 7) 3,3
: o pH 5,7,9
agua (log Ko 25°C) 2,58 pH 9
Solubilidade d 2,63x 10° (pH5) | 6630 (pH 5)
‘;”ua' '(n: /el_) a 006 |233x102(pH7) | 1830 (pH7) 004 |71200 pH7 | 118
4 : 1,43 (pH 9) 1,52 x 10° (pH 9)
. 3x10° Pa | 1.21x 107 (20°C) 4 1,6x10%a | 53x10°a
Valor de pressao (25°C) | 7.94x 102 (25°C) 62x 10 25°C 550 -
Kal 3,55
Constante de - 5,89 8,07 . pha 35
dissociagao pKa pKa2 10,26

A Nicarbazina é o complexo equimolar de 4,4-dinitrocarbanilida (DNC) e 2-hidroxi-4,6

dimetilpirimidina (HDP), sendo que para a verificagdo dos seus residuos nos alimentos,

quantifica-se as concentragoes de DNC e HDP [12].

Quando o valor de pressao € baixo, o composto apresenta pouca volatilidade, como no

caso do decoquinato. Compostos com valores de coeficiente de partigao octanol/agua >5,

apresentam baixa solubilidade em agua (hidrofébicos) [32].




4.2-Mecanismo de acido

Os coccidiostaticos que se enquadram na categoria de ionoforos sao capazes de inibir o
crescimento na medida em que interferem em algum estagio do ciclo de vida do parasita.

Controlam e alteram a permeabilidade da membrana celular devido a sua interferéncia na
~ + Lt 2+ . I
passagem de ices, como por exemplo K, Na e Ca” , perturbando assim o seu equilibrio

osmotico [21]. Estes compostos formam complexos catidnicos reversiveis e sollveis em

lipidos capazes de transportar catices pela membrana [33].

Por outro lado, os coccidiostaticos sintéticos, produzidos através de sintese quimica, tém
a capacidade de inibir os processos metabdlicos dos parasitas [14]. O decoquinato atua por
inibicdo da respiragao mitocondrial do parasita, enquanto que, em relagao aos restantes

coccidiostaticos sintéticos, ainda nao é conhecido o modo de agao. [21].

Os coccidiostaticos podem atuar em diferentes estagios do ciclo de vida do parasita, no
entanto pode haver dois ou mais coccidiostaticos que atuem no mesmo estagio do
desenvolvimento parasitario. Por exemplo, a nicarbazina e a robenidina, ambos sintéticos,
atuam nos esquizontes de primeira ou segunda geragao, destruindo-os, e impedindo assim a

reprodugao do parasita por interrupgao do seu ciclo de vida [I I].

4.3-Resisténcia aos coccidiostaticos

Visto que os coccidiostaticos inibem a reprodugao, interrompendo o ciclo reprodutivo
do parasita, nunca ha uma erradicagiao deste no intestino dos animais infetados e, caso haja
uma interrupgao na toma dos coccidiostaticos, potencialmente havera a conclusao do ciclo
reprodutivo e consequentemente o reaparecimento dos sintomas caracteristicos. Deste
modo, a toma constante destes aditivos, apesar dos oocistos estarem constantemente

presentes nestas produgoes animais, previne o risco de reinfecao [14].

Por consequéncia, um uso elevado destes compostos na produgao de aves, pode refletir-
se em consequéncias negativas, levantando preocupagdes ao nivel da salde publica. A
utilizagao intensiva de um coccidiostatico, por um longo periodo de tempo, pode levar ao
aparecimento de parasitas com baixa sensibilidade para essa substancia, desencadeando,

mecanismos de resisténcia e possibilitando a sua propagagao [I1].

Os processos de aquisicao de resisténcia estao associados a processos genéticos, estando

relacionadas com mutagoes, e selecao de fendtipos resistentes [15]. Quando adquirida



resisténcia total, nao havendo qualquer sensibilidade ao coccidiostatico, pode demorar anos

até que o parasita volte a ser suscetivel ao composto em questao [| I].

Deste modo, a diminuigao da sensibilidade aos coccidiostaticos € a maior limitagao para a
sua utilizagao eficaz contra a coccidiose, sendo essencial assegurar a continuidade da sua

eficiéncia.

4.3.1- Mitigacao do risco de resisténcia: planos de administracao de

coccidiostaticos

Antes dos anos 70 o controlo da coccidiose era feito recorrendo a administracao de
coccidiostaticos nao ionoforos, e, visto que o parasita rapidamente adquiria resisténcia a estes
compostos, o controlo desta doenga era extremamente dificil. Todavia, devido ao
aparecimento dos coccidiostaticos ionéforos, nomeadamente com o desenvolvimento da
monensina, o seu tratamento foi largamente melhorado. A existéncia de coccidiostaticos
ionoforos e nao ionoforos permitiram que se desenvolvessem planos de rotagao, de

substituicao ou de “vai-vem”, sempre com uma perspetiva de utilizagao responsavel [14].

Os coccidiostaticos iondforos sao muitas vezes selecionados, uma vez que o
desenvolvimento de resisténcia por parte dos parasitas é lenta, quando comparado com os
coccidiostaticos nao ionoforos. Para além disso, o facto de nao eliminarem por completo a
reproducao do parasita, permite ao hospedeiro, apos contacto com o mesmo, O

desenvolvimento de alguma imunidade [21].

O desenvolvimento de resisténcia cruzada, entre coccidiostaticos com modo de agao
idéntico, também é possivel. Assim a selecao de compostos com modos de agao diferentes é

essencial para a eficacia dos planos de mitigagao de resisténcias [I5].

Os programas ‘“vai-vem” consistem, carateristicamente, na administragao de pelo menos
dois aditivos durante o crescimento das galinhas: um coccidiostatico na ragao administrada
aos pintos e outro coccidiostitico na ragao administrada durante a fase de
crescimento/engorda dos frangos, podendo também ser administrado um terceiro

coccidiostatico na ragao dada na parte final do crescimento do frango [I1].

Os sistemas de rotagao consistem numa mudanga periddica do coccidiostatico
administrado, que geralmente ocorre na primavera e outono. Aquando da mudanga do
coccidiostatico, ha uma diminuicdo drastica no numero de parasitas resistentes, que se
formaram devido a longa utilizagdo do coccidiostatico anteriormente usado, aumentando-se

novamente a produtividade. Esta rotagao sazonal deve sempre ter em conta as propriedades

15



do composto, sendo que, por exemplo, em estagoes onde a coccidiose é mais frequente, se
deve optar por coccidiostaticos mais eficazes, enquanto que, em estagoes onde a coccidiose
ocorre com menor frequéncia, se podem selecionar outros [ 1]. A fim de obter programas
de rotagao mais eficazes, e assegurar a sensibilidade do parasita a estes compostos, cada

coccidiostatico so deve ser usado no maximo durante dois meses ou dois periodos de engorda

[15].

4.4- Alternativas a utilizacdao de coccidiostaticos como aditivos

Devido a elevada utilizagao dos coccidiostaticos, principalmente em produgdes intensivas,
onde o aparecimento de coccidiose é extremamente frequente, tem aumentado cada vez mais
a resisténcia do parasita a estes compostos. Deste modo, a busca por alternativas, ao uso de
coccidiostaticos como aditivos na alimentagao animal, capazes de prevenir e tratar a coccidiose
tem aumentado. Sendo assim, foram desenvolvidas e melhoradas varias alternativas ao

tratamento por coccidiostaticos, que podem substituir a utilizagao destas substancias.

A vacinagao é um dos principais métodos de prevencao de coccidiose, alternativos a
utilizagao de coccidiostaticos, sendo que a sua administragao previne o aparecimento de
resisténcia aos coccidiostaticos. As vacinas sao constituidas por oocistos precoces do parasita
[14]. As vacinas podem ainda ser atenuadas sendo que o parasita presente na vacina pode ser

manipulado em laboratorios de modo a apresentar menor viruléncia [15].

A utilizagao de vacinas contendo os oocistos vivos € um possivel método de combate a
resisténcia aos coccidiostaticos, visto que se argumenta que os oocistos contidos nas vacinas,
com sensibilidade aos coccidiostaticos, poderao substituir aqueles que se encontram na
natureza, sem sensibilidade aos coccidiostaticos. Contudo nao ha ainda um consenso sobre a
sua utilizagao, apesar de se ter demonstrado que os produtores, que incorporam estas vacinas
nos programas de rotacao, obtiveram bons resultados, na medida em que houve um aumento

da sensibilidade aos coccidiostaticos [I1].

A administragao a pintos de vacinas com oocistos vivos, desencadeia o desenvolvimento
de imunidade contra o parasita contido na vacina. Existem vacinas que contém oocistos vivos
atenuados que foram geneticamente modificados, de forma a por exemplo apresentarem ciclos

de vida mais curtos [II].

Como referido, as vacinas sao especificas para cada espécie, ou seja as aves apenas

desenvolvem imunidade contra as espécies de Eimeria presentes nas vacinas administradas.



Contudo ha varias espécies deste parasita que podem causar coccidiose, nao sendo a

administragao de uma unica vacina por si s6 uma técnica eficaz [11,14].

Atualmente ha apenas duas vacinas aprovadas pela Agéncia Europeia do Medicamento
(EMA), para administragao em frangos, para controlar o aparecimento de coccidiose nestes
animais. A vacina Evant® contém oocistos vivos enfraquecidos (que nio podem causar a
doenga) de E. acervulina, E. maxima, E. mitis, E. praecox e E. tenella. A protegao dada por esta
vacina comega 2 semanas apos a vacinagao e dura até 9 semanas depois da vacinagao. A
administragao desta vacina reduz os problemas intestinais, bem como os oocistos nas fezes
[34]. A vacina Evalon® contém oocistos vivos enfraquecidos de E. acervuling, E. brunetti, E.
maxima, E. necatrix e E. tenella. A protecao dada por esta vacina comega 3 semanas apoés a
vacinagao e dura até 50 semanas depois da vacinagao, oferecendo um periodo de imunidade
superior a Evant® [35]. Ambas as vacinas s6 podem ser adquiridas com uma prescrigao, nao
apresentam contraindicagoes e a sua utilizagao nao obriga a um intervalo de seguranga entre

a administragao e o abate dos frangos ou o consumo dos ovos [34,35].

Foram também identificadas, a partir de genes clonais, algumas proteinas coccidiais que,
quando inoculadas em pintos, desencadeiam o desenvolvimento de alguma imunidade. O gene
que codifica essas proteinas pode ser clonado numa célula bacteriana, onde podera ser
replicado em grande quantidade. Contudo a aplicabilidade desta metodologia ainda esta em

estudo [ 1].

A fitoterapia é também uma alternativa a administracao de coccidiostaticos, consistindo

na utilizacao de preparagoes constituidas por estratos vegetais e 6leos esséncias [14].

Estudos recentes mostraram que a utilizagao de estratos vegetais e 6leos essenciais pode
efetivamente contribuir para o controlo da coccidiose. Por exemplo, em 2021, Lahlou et dl.,
descreveram que o uso de tomilho e alecrim ajuda na prevengao da coccidiose, visto que sao
ricos em fitoquimicos que atuam contra esta doenga. Em resumo, estas plantas podem
prevenir e tratar a coccidiose, devido as atividades farmacologicas dos seus constituintes
“regulando o ciclo de vida de Eimeria sp., a imunidade do hospedeiro, o estado antioxidante e a

microflora intestinal”’, podendo ser utilizadas como aditivos para ragoes [36].

De acordo com Abdel-Tawab, et al., em 2020, os extratos das folhas de Moringa oleifera,
também conhecida como Acdcia branca, possuem capacidade antioxidante, antiapoptotica e
anticoccidiana. Os ratos infetados com E. papillata, quando tratados com extratos desta planta,
apresentaram uma excrecao de oocistos nas fezes 50,5% inferior a excre¢ao antes da

administragao do tratamento, tendo aparentemente havido uma redugao nos estagios
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parasitarios intracelulares, bem como um aumento na quantidade de células caliciformes [37].
Sendo assim, a utilizagao desta planta pode ajudar no controlo da coccidiose, indo de encontro
ao descrito por Ola-Fadunsin, et al, em 2013, que concluiram que estes extratos podem ser

usados no tratamento de coccidiose em aves de capoeira [38].

Ha também alguns MUVs que podem ser prescritos para o tratamento de coccidiose. O
toltrazuril, o amprolium e algumas sulfamidas, sao eficazes contra aparecimentos esporadicos
de coccidiose. Os MUVs sao administrados s6 aos animais com sintomas, nao assegurando o
bem-estar animal, ja que os sintomas provocados pela coccidiose sé aparecem em fases mais
avancadas da doenga quando a maior parte dos oocistos ja terao sido excretados [I3,14].

Podem levar também ao aparecimento de resisténcias a estes compostos.

A utilizagao de acidificantes e enzimas ou microrganismos prebidticos (ingredientes nao
digeriveis que estimulam o crescimento/atividade das bactérias normais da flora intestinal) ou
probioticos (microrganismos vivos que ajudam na digestao e protegem contra microrganismos
nocivos) pode também ser uma alternativa, na medida em que, ao criar uma barreira a entrada

do trato digestivo, impossibilitam a infegcao [14,15].

Contudo, o desenvolvimento de novos e melhores métodos alternativos a utilizagao de

coccidiostaticos, de modo a prevenir a coccidiose, continua a ser fulcral.

4.5- Toxicidade dos residuos de coccidiostaticos

A exposicao do ser humano aos coccidiostaticos pode dever-se ao contacto direto, por
inalagao ou toque, com as ragoes com coccidiostaticos, como por exemplo no caso das
pessoas que trabalham com animais produtores de géneros alimenticios. Por outro lado, os
consumidores também podem entrar em contacto, por via oral, com os residuos dos
coccidiostaticos presentes nos géneros alimenticios. Os residuos podem advir de ma

administragao dos coccidiostaticos ou de contaminagao nao intencional [33].

Como referido anteriormente, a presenca de residuos em concentragoes elevadas em
alimentos para animais, podem ser prejudicial para a saude das espécies animais principalmente
as nao alvo, uma vez que podem desencadear uma reagao téxica, especialmente em individuos

sensiveis [39,40].

No decorrer da producao de ragoes com adicao de coccidiostaticos € possivel uma
contaminagao cruzada destas substincias com as ragoes que nao levam este aditivo. Deste
modo, é possivel, um animal nao alvo, ingerir uma ragao acidentalmente contaminada com
coccidiostaticos. Os efeitos desta ingestao podem ser adversos no animal, caso este possua
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alguma sensibilidade especifica. Por exemplo, no caso de cavalos, caso se verifique uma
contaminagao cruzada de salinomicina e monensina de 2 ou 5%, respetivamente, um valor que
geralmente é negligenciavel, pode ocorrer toxicidade, visto que, estes apresentam uma
sensibilidade particular para estes coccidiostaticos. Para além disso, a possibilidade de animais
nao alvo ingerirem coccidiostaticos pode levar ao aparecimento de residuos inesperados
destes nos alimentos destinados ao consumo humano, podendo representar um perigo de

seguranga alimentar [41].

Contudo, de acordo com Dorne et al., que em 2013 avaliaram a ocorréncia de residuos
de cada coccidiostatico presente nos tecidos ediveis, concluiram que as concentragoes
encontradas eram baixas, e que a exposicao dos consumidores era inferior a Ingestao Diaria
Aceitavel (ADI). Estes autores concluiram que contaminagao acidental das ragoes para animais

nao teria um impacto negativo na saude dos consumidores [41].

Segundo o Regulamento (CE) N.° 178/2002 do Parlamento Europeu e do Conselho, de
28 de Janeiro de 2002, os géneros alimenticios considerados nao seguros, sendo prejudiciais
para a saude e/ou improprios para consumo, nao podem ser colocados no mercado. De modo
a determinar se um género alimenticio pode ou nao ser prejudicial para a saiude tem de se
considerar os efeitos provenientes do seu consumo, a curto e longo prazo, os potenciais

efeitos toxicos cumulativos, bem como as possiveis sensibilidades dos consumidores [42].

Sendo assim, de forma a compreender se uma substancia pode representar algum risco
para a saude publica é essencial a avaliagao da sua toxicidade. Para avaliar a toxicidade dos

coccidiostaticos tem-se em conta os, ja referidos, mecanismos de acao [41].

Se os coccidiostaticos forem prescritos de forma adequada, de acordo com a legislagao
em vigor na Uniao Europeia (EU), se forem cumpridos os intervalos de seguranga, e se nao
ocorrer contaminagao cruzada, provavelmente as concentragoes de residuos nao

ultrapassarao os limites maximos de residuos (LMRs) estabelecidos pela legislagao [13].

4.5.1- Toxicidade: coccidiostaticos ion6foros

Como referido os coccidiostaticos ionoforos interferem na passagem de ides pelas
membranas. Sendo assim, estes compostos também podem prejudicar a saude dos seres
humanos e animais, na medida em que, também podem interferir com a passagem de ices nas
células dos mamiferos, cujo sistema nervoso, musculos e sistema cardiovascular apresentam

uma vulnerabilidade a alteracao do movimento normal dos ides [33].



Estes coccidiostaticos diferem entre si na seletividade de ides e podem apresentar
diferentes polaridades. Deste modo, estes compostos podem interferir com as membranas de

formas distintas e apresentar efeitos toxicologicos diferentes.

Contudo, ¢ possivel que alguns coccidiostaticos ionoforos apresentem mecanismos de
acao semelhantes, sendo que nestes casos € de esperar que ao haver exposi¢ao a mais do que
um destes compostos a toxicidade seja aditiva. Por outro lado é pouco provavel que os
coccidiostaticos nao ionoforos possuam mecanismos em comum, sendo assim quando ha
exposi¢ao a mais do que um coccidiostatico nao ionoforo nao se considera que a toxicidade

seja aditiva [33].

Alguns coccidiostaticos ionoforos sao capazes de desencadear inotropia positiva, que
consiste no aumento da forca de contragao do coragao, originando maior fluxo sanguineo no
coragao. A possibilidade dos residuos destes compostos causarem este efeito é especialmente

preocupante para pessoas com problemas vasculares [43].

Quando, por exemplo, uma artéria coronaria esta parcialmente obstruida devido a alguma
doenga, o fluxo do sangue é reduzido e os tecidos nio sao adequadamente oxigenados
originado hipoxia na zona que € irrigada a partir desse vaso sanguineo. Nestas circunstancias,
devido a processos autorregulatérios, ha dilatagao do vaso sanguineo em questao. Quando
exposto a um composto ionéforo, o vaso sanguineo também dilata. Deste modo, quando um
vaso sanguineo parcialmente obstruido é exposto a ionoforos, se ja se encontrar perto do seu
limite maximo de dilatagao, tera a sua capacidade de dilatagao comprometida, sendo menor
que a de vasos sanguineos saudaveis. Deste modo, o sangue sera direcionado para os vasos
sanguineos saudaveis que em contacto com os ionoforos dilatam mais, agravando a hipoxia no
miocardio abastecido pelo vaso sanguineo parcialmente obstruido. Posteriormente, quando
perpetuado este processo o individuo pode desenvolver doengas como por exemplo angina

[43,44].

4.5.1.1- Lasalocida

A lasalocida é um coccidiostatico iondforo cujo perfil metabdlico em galinhas, perus e
ratos é semelhante. Esta substancia é excretada na bilis, principal via de eliminagao, sob forma
inalterada, contudo ha uma pequena fragao que, antes de ser excretada pelos rins, passa por

hidroxilagao [33,45].

Nao ha evidéncias da carcinogenicidade da lasalocida, sendo que esta também nao é

genotoxica [45].
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Em coelhos a lasalocida desencadeia toxicidade para os fetos, na medida em que afeta o

desenvolvimento, enquanto que, em ratos nao demonstrou ter algum efeito teratogénico [45].

De acordo com o Committee for Medicinal Products for Veterinary Use (CVMP), doses
elevadas de lasalocida podem desencadear neuropatia periférica em aves. Para além disso, em
caes sujeitos a administragao de uma dose intravenosa de I mg/kg de peso corporal, observou-

se inotropia positiva e consequente aumento do fluxo sanguineo no coragao e nos rins [46].
Bactérias Gram-negativas apresentam resisténcia a lasalocida [45].

O po da lasalocida de sodio pode desencadear toxicidade local, no trato respiratorio e
pulmoes, e toxicidade sistémica, noutros orgaos, e, apesar de causar irritagdo ocular a
lasalocida apresenta toxicidade aguda dérmica baixa, nao desencadeando irritagio nem
sensibilizacdao cutanea. Contudo de acordo com o parecer do Panel on Additives and Products or
Substances Used in Animal Feed (FEEDAP), a exposicao das pessoas que trabalham diretamente

com este composto deve ser a minima possivel, tomando-se medidas adequadas [45].

4.5.1.2- Maduramicina

A maduramicina é o coccidiostatico autorizado mais toxico [33].

Ao administrar oralmente a ratos a maduramicina de aménio alfa, o principal composto
excretado é um metabolito O-desmetilado, um derivado da maduramicina-a (64%), seguido
da maduramicina-a inalterada (36%), ambos encontrados no figado do rato. Quando se
interrompe o tratamento, os niveis de residuos rapidamente diminuem. Sendo assim, de
acordo com o FEEDAP, uma percentagem da maduramicina ingerida é absorvida e a excregao

é rapida [47].

A maduranicina nao é mutagénica nem carcinogénica e apresenta atividade antibacteriana

em bactérias gram-positivas [47].

De acordo com Sharma et al., 2005, houve um envenenamento por maduramicina, na
india, de um grupo de 7 pessoas, que ingeriu 450 g de maduramicina (cerca de 65 g/pessoa),
sendo que a ADI para a maduramicia é 0,001 mg/kg de peso corporal/dia. Duas horas apés a
ingestao as 7 pessoas comegam a ter fraqueza nos 4 membros e musculos do tronco, bem
como vémitos. Dois dias apos a ingestaio 2 das pessoas morreram com insuficiéncia
respiratéria e hipercalemia, tendo verificado tetraplegia precoce. 8 dias depois da exposicao
os 5 sobreviventes apresentavam polineuropatia com rabdomidlise. 8 a 10 dias depois da

exposi¢ao, 4 dos sobreviventes desenvolveu insuficiéncia renal aguda, sendo que alguns
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necessitaram de ventilagao mecanica durante varios dias e a dor muscular sé diminuiu 3

semanas apos a exposicao [33,48].

A maduramicina-a apresenta elevada toxicidade sistémica quando ha exposicao dérmica

deste composto, sendo que de acordo com o FEEDAP ¢é toxica para ratos e ratinhos [47].

Quando administrado o Cygro 10G, o aditivo com |0 g de maduramicina/kg, autorizado
para ragoes animais, o principal composto excretado é a maduramicina-a, sendo que é o

residuo marcador para pele/gordura e figado [47].

Cygro 10G nao ¢ irritante para os olhos ou pele, nem causa sensibilizagao da pele, sendo
que também nao produz muita poeira. Contudo o contacto direto deve ser evitado visto que
quando inalado apresenta elevada toxicidade sistémica. Para além disso, de acordo com o
FEEDAP, se for inalado por seres humanos é potencialmente nocivo, sendo aconselhado a
menor exposicao possivel deste aditivo pelos trabalhadores que administram as ragoes animais

[47].

4.5.1.3- Monensina

As vias metabdlicas da absor¢ao da monensina em galinhas e perus sao semelhantes as
dos ratos. Em galinhas, uma percentagem da monensina ingerida é absorvida e a excregao ¢
rapida, sendo que a principal via de excregao € as fezes, seguida da excregao biliar [49]. Grande
parte da monensina ingerida é metabolizada, e origina diversos metabolitos desmetilados,
oxidados e descarboxilados, sendo que a monensina inalterada corresponde a menos de 10%
dos residuos de monensina detetados. Alguns metabolitos da monensina sao capazes de

diminuir a atividade antibacteriana, anticcocidiana e cardiaca [50].

Apos 8 horas da ingestao de monensina por galinhas e perus ha excregao de 95% e 63%,
respetivamente, de monensina inalterada. Nestes animais, a pele e gordura sao os locais onde
se encontram maiores concentragoes de residuos de monensina, seguindo-se o figado. Estes
residuos sao excretados maioritariamente em 24 horas, com a excecao da pele e gordura

onde a excregao demora pelo menos até 5 dias [49].

A monensina apresenta toxicidade aguda quando administrada oralmente a ratos, ratinhos
e coelhos. Quando em concentragdes toxicas, este composto pode causar hipoatividade,
ataxia, fraqueza muscular e dispeneia [50]. Este composto nao apresenta carcinogenicidade

nem genotoxicidade, e em ratinhos nao apresenta efeitos reprodutivos ou teratogénicos
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quando administrada em doses inferiores as toxicas para as maes [33]. A monensina é eficaz

contra bactérias gram-positivas [50].

No Homem, quando ingeridos 500 mg de monensina, desencadeia-se o aparecimento de
rabdomidlise, insuficiéncia renal e cardiaca, com morte dentro de || dias apods a ingestao. A
intoxicagao por monensina afeta principalmente os musculos esqueléticos e cardiacos, levando

também a diminuicao de leucécitos [50].

A monensina nao € irritante para a pele nem causa sensibilizagio da pele, contudo a
formula atual do aditivo Coxidin € irritante para os olhos. 50% da poeira presente neste aditivo
consiste em particulas respiraveis, sendo que 24% da poeira é monensina de soédio. Sendo
assim, o FEEDAP concluiu que ha risco para a saude das pessoas que trabalham diretamente
com a administragao deste composto, devido a exposi¢ao ocupacional por inalagao, sugerindo
que o uso deste composto nas quintas/produgoes seja em formato diluido, e que o uso do

composto nao diluido seja restrito as instalagoes onde sao produzidas as ragoes [51].

4.5.1.4- Narasina

A narasina é metabolizada no figado, onde se originam metabolitos polares. Para além
disso é no figado que se encontra a maior concentragao dos residuos deste composto,
seguindo-se a gordura, os rins e os musculos. Em galinhas a eliminagao deste composto do
plasma e dos tecidos é rapida. A principal via de excregao é através das fezes, sendo que a

eliminagao total demora até 3-4 dias [50].

Os metabolitos da narasina sao 20 vezes menos ativos que a monensina inalterada e esta

apenas representa 5% dos residuos totais encontrados no figado [50,52].

A narasina nao apresenta carcinogenicidade nem genotoxicidade [50,52], e em ratinhos
nao apresentou efeitos reprodutivos ou teratogénicos quando administrada as maes em doses

inferiores as toxicas [33].

A toxicidade oral aguda deste composto varia de acordo com a espécie. Quando
administrada a cavalos a narasina é extremamente toxica, enquanto que para ratinhos, ratos,
porcos e coelhos é altamente toxica e para galinhas é moderadamente téxica. Quanto aos
sinais de toxicidade, quando administrada oralmente, pode haver hipoatividade, ataxia, paresia

dos membros, tremores e irritagao ocular [50,53].

Contrariamente aos seus metabolitos, a narasina apresenta atividade antibacteriana,

nomeadamente as bactérias gram-positivas [50,52].
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A narasina é comercializada como agente coccidiostatico Unico do aditivo Monteban, e
em conjunto com nicarbazina no aditivo Maxiban (com 80g/kg de cada um desses

coccidiostaticos) [52].

A administragao simultanea de narasina e nicarbazina, em igual proporcao, leva a uma
maior quantidade de residuos derivados de DNC no figado, rim, musculo, gordura e pele/

gordura em 20%, 35%, 42%, 21% e 4% (nao significativo), respetivamente [52].

Depois de analisados os efeitos do uso de narasina em conjunto com nicarbazina, o
FEEDAP concluiu que esta combinagao nao evidenciou nenhum aumento da toxicidade das
duas substancias, nem o aparecimento de efeitos teratogénicos. Contudo a administracao
simultanea destes dois compostos possibilita uma maior atividade coccidiostatica quando

comparado com o efeito proporcionado pelos dois compostos isoladamente [52].

A administracao de Monteban a cavalos, perus e coelhos pode ser perigosa para a saude
dessas espécies, visto que a narasina € toxica para esses animais, mesmo quando administrada
em doses inferiores as utilizadas na prevencao de coccidiose nas galinhas. Para além disso, a
administragao simultinea de Monteban ou Maxiban (ou outros aditivos de coccidiostaticos
ionoforos) com por exemplo a tiamulina, ou com certas substancias medicinais

(particularmente os macrolidos), pode ser uma contra-indicagao [52,53].

A narasina é irritante para os olhos e é um sensibilizador da pele. Para além disso, o
Maxiban é considerado um ligeiro irritante para a pele, um irritante para os olhos e um
sensibilizador da pele. Cerca de 50% das particulas de poeira presentes no Maxiban sao de
dimensoes respiraveis. Deste modo, as pessoas que trabalham diretamente com este
composto devem reduzir a exposicao ao minimo possivel e utilizar material de protegao

adequado, como por exemplo mascaras [52].

4.5.1.5- Salinomicina

Uma percentagem da salinomicina ingerida é absorvida e a excrec¢ao € rapida. Para além
disso, este coccidiostatico € muito metabolizado. Estima-se que a salinomicina inalterada
represente apenas uma pequena percentagem dos compostos excretados e dos compostos
bioacumulados nos tecidos, cerca de 1% e 2% respetivamente. A restante parte corresponde
aos diversos metabolitos da salinomicina. Nos tecidos os residuos de salinomicina inalterada
desaparecem em 24 horas apos a ingestao [54]. Os metabolitos da salinomicina apresentam

uma atividade reduzida, quando comparados com a salinomicina [55].
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A salinomicina foi considerada nao genotodxica, nao mutagénica e nao carcinogénica, sendo
que também nao apesenta efeitos teratogénicos, nem toxicidade para o embriao. Este

composto apresenta atividade antibacteriana contra bactérias gram-positivas [54-56].

A salinomicina é toxica para cavalos, outros equinos e perus, mesmo quando administrada
em doses inferiores as utilizadas para o tratamento da coccidiose em galinhas. O aditivo Sacox,

constituido por uma percentagem de salinomicina, apresenta toxidade moderada [54].

A administragao de salinomicina em simultaneo com certos antibidticos, como por

exemplo a tiamulina pode ser uma contra-indicagao [55].

A formulagao do aditivo Sacox leva a reducao da formacao de poeira, contudo ainda
apresenta a possibilidade de formagao de alguma poeira. Para além disso, cerca de 10% das
particulas apresentam tamanho entre 0,5 e 45 um e 3% apresenta comprimento com menos
de 5 um (particulas respiraveis <10 pum). Contudo, é pouco provavel que a poeira originada
seja um perigo para a saude das pessoas que trabalham diretamente com a produgao deste

aditivo. Todavia a exposigao dos trabalhadores deve ser o minimo possivel [54].

Sacox € um possivel irritante para a pele e olhos de coelhos, sendo que também pode
causar sensibilizagao da pele e do trato respiratorio. Contudo, nao foi encontrado nenhum

perigo toxico por inalagao deste aditivo [54,55].

4.5.1.6- Semduramicina

As vias metabdlicas da absorgao da semduramicina em galinhas e caes sao semelhantes as
dos ratos. Uma grande percentagem da semduramicina ingerida é absorvida e muito
metabolizada, sendo que as principais vias de excregao sao as fezes e a bilis. No figado, a
semduramicina inalterada é o principal residuo, representando 45% dos residuos totais, sendo
que cada um dos |9 metabolitos representa menos de 10%. Por outro lado, nas fezes a

semduramicina inalterada representa apenas |16% dos residuos totais [26].

A semduramicina nao apresenta efeitos genotoxicos, mutagénicos ou carcinogénicos
[26,33]. Contudo, este composto apresenta atividade antibacteriana contra bactérias gram-

positivas [26].

Quando administrada em doses elevadas (I mg / kg de peso corporal/dia), a
semduramicina pode levar a aumento da pressao arterial sistolica. Contudo, visto que o valor

mais baixo identificado do nivel de efeito adverso nao observavel (NOAEL) (0,125 mg / kg de
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peso corporal/dia) é inferior aos das doses administradas, nao ha risco para o consumidor

[26].

A administragao de semduramicina em simultaneo com o antibiotico tiamulina pode ser
uma contra-indicagao. Todavia, a utilizagao simultanea destes dois compostos apenas origina
efeitos negativos no desempenho, efeitos menos graves que os observados no uso simultaneo

doutros coccidiostaticos com a tiamulina [26].

Nao se consegue concluir se o aditivo Aviax, constituido por uma percentagem de
semduramicina, € ou nao irritante para os olhos e a pele, nem se pode causar sensibilizagao
da pele. Porém considera-se que a exposigao por inalagao pode representar um risco grave
para as pessoas que trabalham diretamente com este aditivo. Sendo assim a exposi¢ao deve

ser o minimo possivel e deve utilizar-se mascaras de protegao [26,33].

4.5.2- Toxicidade: coccidiostaticos sintéticos
4.5.2.1- Decoquinato

O decoquinato € um coccidiostatico cuja excregao ocorre maioritariamente pelas fezes,
sendo que 82-87% do decoqinato administrado é excretado nas fezes, sob a forma de
decoquinato inalterado. O decoquinato inalterado também é o maior residuo encontrado nos
tecidos, sendo que se observa no figado e rim, no musculo, na pele e na gordura na ordem

dos 19,6%, 23,9%, 31,2% e 76,5%, respetivamente [27].

O decoquinato nao é carcinogénico nem genotdxico [57], sendo que também nao
apresenta efeitos teratogénicos, nem toxicidade para o embrido. Para além disso, este
composto nao apresenta atividade antibacteriana [27]. Quando administrado de acordo com
as recomendagoes e nas concentragoes estipuladas, nao apresenta nenhum risco para o

consumidor [27].

A administracao deste aditivo em simultineo com outros aditivos ou medicamentos nao
apresenta nenhuma incompatibilidade ou algum tipo de interagao entre os compostos, com

excecao da bentonite [27].

O Deccox é um aditivo das ragoes das galinhas, que contém 60 g/kg de decoquinato como
substancia ativa, que ajuda na prevengao da coccidiose [27]. O Deccox nao é irritante para a
pele e olhos, bem como nao é um possivel sensibilizador da pele. Para além disso, visto que a
toxicidade e a exposicao por inalagiao sao relativamente baixas, nao ha grande risco para as

pessoas que trabalham diretamente com este aditivo [27].
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4.5.2.2- Diclazuril

Uma percentagem do diclazuril ingerido é absorvido. Contudo, apenas uma pequena parte
do diclazuril absorvido é metabolizado. Deste modo o diclazuril inalterado é o principal

residuo presente nos tecidos, representando 70 a 90% dos residuos totais [58].

O diclazuril possui uma toxicidade aguda muito baixa. Este composto nao é genotoxico,
carcinogénico nem mutagénico. Em doses nao téxicas para a mae, o diclazuril ndo causa

nenhum efeito toxico, nao afetando a reprodugao ou o desenvolvimento embrionario [58].

O Clinacox é um aditivo para ragoes animais, com 0,5% de composicao em diclazuril, que
atua como substancia ativa, na prevengao da coccidiose [59]. Este aditivo nao tem agao

antibacteriana e nao deve ser usado em simultineo com outro coccidiostatico [58].

O diclazuril nao causa praticamente nenhuma irritagao nos olhos e pele, tem a capacidade
de causar sensibilizagao da pele. Deste modo, nao ha risco para as pessoas que trabalham

diretamente com este composto, se a devidas medidas de protegao forem seguidas [58].

4.5.2.3- Halofuginona

Apesar de ser absorvida, grande parte da halofuginona é excretada, na forma de
halofuginona inalterada, nas fezes de galinhas e perus [29]. Apos 48 horas do tratamento, a
halofuginona inalterada corresponde a 60% dos residuos totais presentes nos tecidos do
musculo, gordura e rim, e 52,6% no tecido do figado [60]. De acordo com o painel do
FEEDAP, a metabolizagao da halofuginona é provavelmente muito idéntica em perus, galinhas
e ratos. Do mesmo modo, a quantidade de residuos deste composto nos tecidos e érgaos de

galinhas e perus sao praticamente iguais [29].

A utilizagao simultinea deste composto com outros aditivos ou medicamentos nao

provoca efeitos indesejados ou incompatibilidade [29].

O FEEDAP nao conseguiu concluir se a utilizagao da halofuginona como aditivo de ragoes
pode constituir um risco para a saude do consumidor, visto que nao conseguiu concluir sobre

o potencial genotdxico e mutagénico deste composto [29].
Nas maiores doses administradas, a halofuginona nao tem atividade antibacteriana [29].

O Stenorol é um aditivo para ragoes animais, com 0,6% de composi¢cao em halofuginona,
que atua como substancia ativa, na preven¢ao da coccidiose. Aquando da exposi¢aio por
inalacdo, via cutinea ou ocular, este composto apresenta toxicidade, sendo que é também

muito irritante para os olhos e pele, bem como um sensibilizador da pele. Deste modo, e visto
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que nao se provou que a halofuginona nao possui potencial genotoxico, a exposi¢ao por

inalagcao é um risco para as pessoas que trabalham diretamente com esta substancia [29].

4.5.2.4- Nicarbazina

Quando ingerida, a nicarbazina divide-se em dois componentes, HDP e DNC, cujo
percurso metabolico é distinto. Deste modo nao existe nicarbazina inalterada como residuos

da ingestao de nicarbazina [61].

Os residuos de HDP sao em menor quantidade que os de DNC [61]. A DNC é muito
metabolizada, sendo a DNC inalterada excretada principalmente através das fezes, em valores

de cerca de 46%. Por outro lado, a HDP é excretada principalmente através da urina, sob a

forma de HDP inalterada, em cerca de 90% [52].

Assim que se termina o tratamento, ha uma rapida diminuicao de DNC nos tecidos. O

figado é o tecido alvo e em perus, galinhas e ratos a metabolizagao é idéntica [61].

ApOs a ingestao, o equilibrio metabdlico é alcangado em 6 dias, e o figado é o tecido alvo

[52].

A nicarbazina nao é genotdxica, nao apresenta atividade antibacteriana e, quando
administrada nas doses recomendadas, nao constitui um risco para a saude do consumidor. A
utilizagao simultanea deste composto com outros aditivos nao provoca efeitos indesejados ou

incompatibilidade [61].

A nicarbazina nao ¢ irritante para a pele e olhos nem apresenta potencial de sensibilizagao
da pele. Para além disso a toxicidade por inalagao é baixa e devido ao baixo potencial de
formacao de poeiras, o risco para as pessoas que trabalham diretamente com este composto

é insignificante [61].

Contudo o consumidor sera exposto principalmente a DNC e, em pequena percentagem,
a HDP, ao invés de ser exposto a nicarbazina. Deste modo o célculo da ADI destes dois
compostos é importante, particularmente no caso da DNC, visto que é o principal residuo

proveniente do uso da nicarbazina como aditivo nas ra¢oes animais [52].

4.5.2.5- Robenidina

A robenidina é absorvida e rapidamente excretada, sendo que 80% é excretada nas fezes
e 20% na urina, até cerca de 24 horas. A robenidina inalterada é o principal composto

excretado nas fezes, cerca de 70-80%.Na urina a robenidina inalterada nao é detetada [31].
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A robenidina nao é genotoxica [31] e apresenta atividade antibacteriana contra as

bactérias gram-positivas [62].

O Cycostat é um aditivo para ragoes animais, com 66 g de robenidina/kg, usado na
prevencao da coccidiose [31]. Quando administrado nas dores recomendadas, a utilizagao de
robenidina como aditivo nas ragdes animais nao representa nenhum risco para a saude dos
consumidores. A utilizagao simultanea deste composto com outros aditivos ou medicamentos

nao provoca efeitos indesejados ou incompatibilidade [62].

Visto que este aditivo possui somente uma pequena percentagem de particulas com
dimensoes inalaveis, e pouco potencial para criar poeiras, sendo que é um produto granular,
a exposicao, das pessoas que trabalham diretamente com este composto, devera ser reduzida.
A robenidina nao é irritante para a pele e olhos e nao apresenta potencial de sensibilizagao da
pele. Deste modo, devido a baixa exposi¢ao e toxicidade por inalagao, o risco para as pessoas

que trabalham diretamente com este composto € insignificante [62].

5- Legislacao Europeia

5.1- Autorizacao do uso de coccidiostaticos como aditivos na

alimentaciao animal e como medicamentos veterinarios na UE

O uso de coccidiostaticos como aditivo alimentares destinados a alimentacao de animais
produtores de géneros alimenticios, foi autorizado na EU a partir de 1970, com a entrada em
vigor da Diretiva N.° 70/524/CEE, de 23 de Novembro de 1970, relativa aos aditivos na
alimentagao para animais, que posteriormente foi revista e reestruturada com a entrada em
vigor do Regulamento (CE) N.° 1831/2003 do Parlamento Europeu e do Conselho de 22 de
Setembro de 2003 relativo aos aditivos destinados a alimentagao animal [14]. De acordo com
este Ultimo regulamento, somente os antibidticos com efeitos coccidiostaticos ou
histomonostaticos poderao ser autorizados como aditivos para animais produtores de
géneros alimenticios [4] e somente os coccidiostaticos nao autorizados para alimentagao

animal é que poderao ser usados em humanos [14].

Segundo o estipulado no Regulamento (UE) N.° 37/2010, relativo a substancias
farmacologicamente ativas e a respetiva classificagdo no que respeita aos limites maximos de
residuos nos alimentos de origem animal, para além dos | | coccidiostaticos autorizados como
aditivos, o uso de alguns medicamentos com efeito coccidiostatico, para fins terapéuticos, ou

seja, como medicamentos veterinarios, também é regulado e permitido. Sendo assim, de modo
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a tratar formas clinicas de coccidiose, quer em espécies frequentemente afetadas por esta
infecao, quer nas restantes espécies (com excegao das aves poedeiras) é autorizado o uso de

amprolium, decoquinato, diclazuril, halofuginona, toltrazuril [5,12].

Para além disso, de acordo com esse regulamento, os coccidiostaticos podem ser
administrados como MUVs a espécies em que o seu uso nao € autorizado como aditivo,

espécies onde a coccidiose nao é frequente.

O cloropidol, capaz de inibir a respiragao mitocondrial do parasita, e as sulfonaminas,
capazes de inibir a via do acido fdlico, sao dois exemplos de compostos com efeito

coccidiostatico utilizados como MUVs [5,21].

A entidade responsavel pela avaliagao cientifica dos aditivos utilizados na alimentagao de
animais é a Autoridade Europeia para a Seguranca dos Alimentos (EFSA), sendo responsavel

pela andlise da seguranga do aditivo para os animais, para o ser humano e para o ambiente.

Na EU, para se poder proceder a um pedido de autorizacao de aditivos alimentares para
alimentos para animais, o requerente tem de pertencer a EU e o pedido tem de ser entregue
a Comissao Europeia (CE), que informa os estados-membros e direciona o pedido para a
EFSA. Aquando da formalizagao do pedido, o requerente deve disponibilizar a EFSA todos os
dados referidos no Artigo 7.° do Regulamento (CE) N.® 1831/2003, como por exemplo, a
identificacao do aditivo e a respetiva explicacao do processo de fabrico, a metodologia para o
estudo dos residuos, a forma e as condigoes em que serao utilizados, a esquematizagao de
como podera ser feita a posterior monitorizagao, bem como, todos os estudo efetuados
acerca da utilizagao do aditivo e dos impactos que podem advir da mesma. Caso o parecer da
EFSA seja positivo, permitindo a autorizagao, este deve ainda incluir a sugestao, caso aplicavel,
dos LMRs do aditivo, nos géneros alimenticios de origem animal a impor, de forma a assegurar

a seguranga e salide dos consumidores [4].

Qualquer tipo de autorizagao de colocagao no mercado tera um periodo maximo
correspondente a 10 anos. De forma a poder renovar a autorizagao concedida, referente a
comercializagao e utilizagao dos aditivos, o requerente deve enviar uma copia da autorizagao
inicial, bem como um documento com todos os resultados referentes a pos-comercializagao
e todos os novos dados sobre o aditivo, sugerindo, se aplicavel, alteragoes ou complementos

a utilizacao desse aditivo.

Posteriormente, poderao ser impostas regras de execucao do artigo citado que devem,

caso seja necessario, estabelecer as normas aplicaveis aos aditivos destinados a alimentagao
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de animais produtores de alimentos, diferenciando-as das normas aplicaveis aos aditivos

destinados aos restantes tipos de animais.

Qualquer produtor, com intengao de administrar ragdes com coccidiostaticos como
aditivos aos seus animais, tera de os comprar aos fabricantes de alimentos compostos
autorizados para esse fim, facilitando a rastreabilidade e o controlo do uso destes compostos

por parte das autoridades competentes.

5.2- LMRs estabelecidos

De forma a assegurar que a utilizagao de coccidiostaticos na produgao animal nao constitui
um risco para a saude publica, é necessaria uma correta avaliagao do risco, que passa pela
realizagao de estudos farmacocinéticos e toxicologicos em animais de laboratorio cujos
resultados devem acompanhar o pedido de autorizagao de introdugao de um coccidiostatico

no mercado, bem como o estabelecimento de LMRs adequados.

O estabelecimento de LMRs visa assegurar que os residuos presentes no produto final,
pronto a ingerir, nao provocam risco de toxicidade para o consumidor. Os LMRs estabelecidos
para os coccidiostaticos, bem como os intervalos de seguranga (IS), estao devidamente

legislados pela EU (Tabela 5).
O estabelecimento dos LMRs é calculado através dos valores da ADI que se baseia em
dados toxicologicos (ADl¢ox) ou microbiologicos (ADImicro)- A ADI representa a quantidade

de residuos nos tecidos ediveis, cujo consumo diario, durante toda a vida, nao provoca risco

para a saude humana, e é expressa em pg/kg peso corporal/dia ou mg/kg peso corporal/dia

[66].
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Tabela 5 - LMRs e IS para cada coccidiostatico, tendo em conta a espécie alvo e os tecidos ediveis, de acordo
com o Regulamento 2377/1990 revogado pelo Regulamento 470/2009 e de acordo com os limites estabelecidos
pelos Regulamentos 124/2009 e 610/2012. [63-65]

Coccidiostaticos Espécie Alvo LMR IS
Frango de engorda 25 pglkg de pele + gordura; | dia
Perus (max. 16 semanas) 8 ug/kg de figado, rim e misculo. | dia
Monensina 2 ug/ke d le + d i / lo:
Galinhas de Postura Hgrke de P; Zg/kggo;el;::gaz’l;clam © musedlos | dia
Ovos 2 pglkg. -
150 pg/kg de figado;
Frango de engorda 40 ug’/kg de rim; 0 dias
I5 pg/kg de masculo, 150 pg/kg de
pele/gordura.
Salinomicina 5 uglkg de figado;
Galinhas de Postura 2 ug/l’<g de rim; 0 dias
2 ug/kg de musculo, 2 pg/kg de
pele/gordura.
Ovos 3 pg/kg. -
Frango de engorda 50 pg/kg para todos os tecidos. | dias
Narasina
Ovos 2 pglkg. -
Frango de engorda 20 pg/kg de musculo; 5 dias
100 pg/kg de pele e tecido adiposo, figado;
Perus (max. 12 semanas) 50 pg/kg de rim. 5 dias
Galinhas de Postura - 5 dias
Lasalocida Faisoes, galinhas-
pmtada%s, codornizes e ) 5 dias
perdizes, exceto a
criacdo de aves
Ovos 5 pglkg. -
150 pg/kg de figado, pele e gordura;
Frango de engorda 100 pg/kg de rim; 3 dias
30 pg/kg de masculo.
Maduramicina hg/kg de mdsculo
Perus (max. 16 semanas) - 5 dias
Ovos 12 pglkg. -
Semduramicina Frango de engorda - 5 dias
800 pg/kg de figado;
350 pg/kg de rim;
Frango de engorda 200 “;kgg dge r:L:;:quIO' 5 dias
1300 pg/kg de pele/gordura.
Robenidina 400 pg/kg de pele/gordura;
400 pg/kg de figado; )
P d
erus 200 pg/kg de rim; > dias
200 pg/kg de musculo.
Coelhos de criagao 200 pg/kg para figado e rim; 5 dias
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Coccidiostaticos Espécie Alvo LMR IS

Coelhos de engorda 100 pg/kg para todos os outros tecidos. 5 dias

Ovos 25 pglkg. -
Frango de engorda Naio aplicavel 5 dias
Halofuginona Perus (méax. 12 semanas) Nio aplicavel 5 dias

Ovos 6 pglkg. -

Frango de engorda 1500 pglkg de figado; -

1000 pg/kg de rim;

Perus 500 pg/kg de musculo; -

Diclazoril Galinhas-pintadas 500 pg/kg de pele/gordura. -

Galinhas de postura - -

Ovos 2 pglkg. -

10000 pg/kg de figado e pele + gordura;
Decoquinato Frango de engorda 800 pg/kg de rim; -
500 pg/kg de musculo.
15000 ug de DNC/kg de figado;
Frango de engorda 6000 g de DNCkg de rlm; | dia
Nicarbazina 4000 pg de DNC/kg para musculo e
pele/gordura.
Ovos 300 pg/kg. -

Contudo, ha substancias que “podem exercer efeitos farmacolégicos em humanos em niveis
de exposicdo abaixo dos necessdrios para produzir efeitos toxicoldgicos / microbioldgicos”.
Neste caso, a ADI é calculada com base no valor da concentragao mais elevada, que nao
provoca efeitos negativos observaveis, o nivel sem efeitos adversos observaveis (NOAEL),

obtendo-se uma ADI farmacoldgica.

Todavia, o estabelecimento da ADI farmacoldgica sé deve ser obrigatério quando forem
identificados efeitos farmacolégicos. A ADI geral para a substancia deve ser definida como a

ADI mais baixa calculada, de entre a ADI farmacolégica, toxicoldgica e microbioldgica [66].

Pode ainda calcular-se a ADI recorrendo a concentragao mais baixa que provoca efeitos
adversos multiplicando por um fator de segurancga (FS) ou por um fator de incerteza adequado.

Para este calculo, tem-se em conta que o peso médio de uma pessoa ¢é 60 kg.

Em animais nao alvo, geralmente usa-se o nivel de efeito observavel mais baixo (LOAEL),
recorrendo-se a dados clinicos, visto que geralmente nao ha dados que permitam o correto

calculo do NOAEL.

Nas Tabelas 6 e 7 encontram-se especificados os valores da ADI para cada coccidiostatico

ionoforos e sintético, respetivamente, expressos em mg/kg de peso corporal/dia [41].
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Tabela 6 - ADI para cada coccidiostatico ionéforos, de acordo com os pareceres da EFSA. [41]

lono6foros SEM MAD | MON | LAS | NAR | SAL

ADI (mgl/kg de peso corporal/dia) 0,00125 | 0,001 | 0,003 | 0,005 | 0,005 | 0,005

Tabela 7 - ADI para cada coccidiostatico sintético, de acordo com os pareceres da EFSA. [41]

Sintéticos DEC DIC HAL NIC ROB

ADI (mgl/kg de peso corporal/dia) 0,075 0,029 | 0,00003 | 0,02 0,0375

Na Diretiva 2009/8/CE foi legislado quais as condigoes de utilizagao e os animais alvo para
cada tipo de coccidiostatico. Deste modo, nesta diretiva enumeram-se as limitagoes do seu
uso (restringindo o uso a uma faixa etaria ou a uma categoria especifica do animal), bem como,
os respetivos limites maximos (em mg/kg de alimento, para um teor de humidade de 12%).
Sao também mencionados os LMRs que podem estar presentes em alimentos para animais
para os quais a sua utilizagao nao foi autorizada, cujo aparecimento pode derivar por exemplo
de contaminagiao cruzada numa fabrica que produza varios tipos de ragoes, nao podendo

ultrapassar 50% dos limites maximos estabelecidos para os alimentos para animais [67].

No Regulamento (CE) N.° 124/2009, alterado pelo Regulamento (UE) N.° 610/2012,
encontram-se os LMRs de coccidiostiticos em géneros alimenticios resultantes da
contaminagao cruzada inevitavel destas substincias em alimentos nao visados para animais

[64,65].

No Anexo | do relatério da Comissao ao Conselho e ao Parlamento Europeu, de 2008,
sobre a utilizacao de coccidiostaticos e histomonostaticos como aditivos destinados a
alimentagao animal, constam, especificadamente, todas as informagoes necessarias para cada
aditivo autorizado, destinado a alimentagao animal: os LMRs, quando aplicaveis, e o Intervalo
de seguranga (Intervalo obrigatério entre a administragao de um medicamento a um animal e
o seu abate para consumo humano), bem como as espécies alvo. O incumprimento do IS
conduz ao aparecimento de residuos nos géneros alimenticios, podendo representar um

problema para a saude do consumidor [14].
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5.3-Incumprimentos: processos para a sua verificacdo e punicdes

aplicaveis

Sendo os coccidiostaticos antimicrobianos por exceléncia, e devido a grande produgao
avicola a nivel mundial e nacional, é essencial fazer um controlo e monitorizagao regular dos

residuos de coccidiostaticos em géneros alimenticios, em particular em carne de aves.

De acordo com a Diretiva 96/23/CE, cada Estado-membro (EM) tem de assegurar a
existéncia de um plano de controlo dos residuos, de modo a que a nivel interno se assegure
a produgao e/ou comercializagdo de produtos alimenticios de qualidade e seguros para os
consumidores. Estes controlos servem para garantir que as normas regulamentadas estao a
ser cumpridas, assegurando a seguranga e saude publica. Deste modo, cada EM, tem de ter
um unico plano nacional de controlo plurianual integrado, sendo que em Portugal o Plano
Nacional de Controlo de Residuos (PNCR), coordenado pela DGAYV, desempenha essa
funcao, garantindo o cumprimento do Regulamento (CE) N.° 178/2002, que determina os
principios e normas gerais da legislagao alimentar, cria a Autoridade Europeia para a Seguranga
dos Alimentos e estabelece procedimentos em matéria de seguranga dos géneros alimenticios
[68]. O Instituto Nacional de Investigacao Agraria e Veterinaria (INIAV) é o laboratério

nacional de referéncia.

A Autoridade de Seguranga Alimentar e Economica (ASAE) é, em Portugal, a autoridade
nacional encarregada de fiscalizar os produtos, de setores alimentares e nao alimentares, de
forma a assegurar que cumprem os requisitos impostos na legislagao comunitaria, bem como,
de avaliar e comunicar os riscos, para a saude publica, que podem advir da cadeia alimentar,
estando as suas fungoes descritas no Decreto-Lei N. 194/2012 [69,70]. Deste modo, é a
entidade que estabelece ligagao com as entidades analogas dos restantes estados-membros,

bem como, com a EFSA, a nivel europeu e internacional.

Para além disso, a ASAE, também desempenha um papel fulcral, na medida em que é a
entidade responsavel pela realizagao de alguns controlos, como, por exemplo, o Plano
Nacional de Colheita de Amostras (PNCA), que averiguam a conformidade dos produtos,

avaliando, por exemplo, os LMRs, que tém iguais ou inferiores aos maximos estipulados.

Para assegurar que os controlos elaborados por cada EM sao efetivamente corretos, e
que estao de acordo com os planos nacionais de controlos plurianuais, deve ser realizada,
pelos peritos da Comissao Europeia (CE) em conjunto com os peritos dos EM, uma auditoria

geral que pode ser complementada com auditorias e inspegoes especificas.

35



Caso sejam encontradas ilegalidades relacionadas, por exemplo, com a venda e uso de
antimicrobianos, e desrespeito dos LMRs ou do intervalo de seguranga, o Decreto-Lei N.
I51/2005 prevé a aplicagao de coimas ou sangoes acessorias tendo em conta a gravidade de

cada contraordenagao [71].

6- Ocorréncia em amostras de aves

Encontra-se descrita na literatura cientifica a presenca de residuos de coccidiostaticos em
géneros alimenticios, tendo inclusive alguns detetado coccidiostaticos em valores violativos,

ou seja em concentragoes superiores aos LMRs estabelecidos (Tabela 8).

Entre 2007 e 2010, na Poldnia, no ambito do PNCR para o controlo de residuos de
coccidiostaticos, de entre 3718 amostras analisadas, foram detetadas em 64 amostras de aves
(frango, peru e ovos) violativas. Estas continham residuos de nicarbazina, lasalocida,
maduramicina, salinomicina, semduramicina e robenidina em concentragoes superiores aos
LMRs, com uma frequéncia de 2,4% em figado de frango e 4,5% em ovos. A nicarbazina foi o
coccidiostatico encontrado em maiores concentragoes, ultrapassando 2000 pg/kg no figado
de frango, contudo a lasalocida foi o composto detetado com maior frequéncia, e em valores
relativamente elevados. Os restantes coccidiostaticos detetados apresentavam concentragoes
inferiores a 100 pg/kg, em figado de frango e ovos, com excegao de uma amostra de ovo

detetada com semduramicina a 180 pg/kg [72].

Num estudo realizado em 2016 na China foram testadas mais de 100 amostras, tendo
sido detetado a maduramicina em 6 amostras de frango e 2 amostras de ovos, em
concentragoes de 0,67-5 pg/kg e 0,55-0,87 pgl/kg, respetivamente. Verificou-se a ocorréncia
de salinomicina em 5 amostras de ovos, em concentragoes que variaram entre 0,35 e |,17
pg/kg. A frequéncia de detecao destes coccidiostaticos foi inferior a 7% para ovos e inferior a

6% para frango [73].

Num estudo piloto realizado em 2016 no Canada, foram analisadas 127 amostras de
tecido muscular, figado e rim de animais, entre elas 41 amostras de musculo de frango. Nas
41 amostras de frango foram detetadas monensina, decoquinato, lasalocida, narasina e DNC
(nicarbazina), em concentragoes de 2 ug/kg, 150 pg/kg, 1,5-14 pg/kg, 4 ug/kg e 190 pgl/kg,
respetivamente. A frequéncia de amostras de musculo de frango detetadas com

coccidiostaticos foi de 14,6% [74].

Yoshikawa et al., em 2017, detetaram, no Japao, residuos de 37 MUVs, entre eles os

coccidiostaticos nicarbazina, diclazuril, salinomicina, maduramicina e lasalocida. A
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maduramicina e o diclazuril foram detetados em 3 amostras, de entre 26 amostras de frango
frito, em concentragdes que variaram entre 0,5 e 3 pg/kg. A lasalocida foi detetada em 5
amostras, de entre 20 costeletas de frango nao frito, em concentragoes que variaram entre
0,8 e 2,1 pg/kg. Nicarbazina, diclazuril, salinomicina, maduramicina e lasalocida foram detetados
em |7 amostras de entre 39 musculo de frango, em concentragoes que oscilaram entre 0,4 e

35,0 pg/kg. A frequéncia de detecao dos compostos analisados variou entre | 1,5 e 43,6% [75].

Na Grécia, em 2019, no ambito do PNCR para o controlo de residuos de coccidiostaticos,
foram analisadas, 82 amostras, entre elas 29 amostras de tecido de aves. Apenas uma amostra
apresentou residuos em concentragoes superiores aos LMRs, tendo sido detetada a
salinomicina, em concentragoes de a 53,5 pg/kg, o que representa uma frequéncia de nao
conformidade de 3,4%. O decoquinato, a salinomicina e a maduramicina foram os
coccidiostaticos encontrados com maior frequéncia, em |3 amostras. Foram identificadas
amostras com mais do que um coccidiostatico, sendo que o decoquinato e a salinomicina

foram a combinagao de coccidiostaticos mais vezes detetada [76].

Num estudo realizado entre 2012 a 2017, em 202 amostras, 189 amostras de musculo de
frango e 151 amostras de ovos, verificou-se uma frequéncia de contaminagao que variou entre
14,7% a 48,7%. Sendo que no musculo de frango e nos ovos a frequéncia foi de 24,8% e 15,9%,
respetivamente. A lasalocida e a narasina foram os coccidiostaticos ionéforos mais frequentes.
Os coccidiostaticos sintéticos foram os detetados com maior frequéncia, destacando-se a
nicarbazina e o diclazuril. Contrariamente a outros estudos, onde se detetaram varios
coccidiostaticos na mesma amostra, neste estudo nenhuma amostra de carne apresentou mais
do que um coccidiostatico, bem como nenhum dos residuos detetados ultrapassou os LMRs

estabelecidos [77].

Em 2006, Rokka et al., detetaram residuos de lasalocida, em concentragoes de 3,0 pg/kg,

e narasina, em concentragoes de |,4 ug/kg, apenas numa amostra de ovo [78].

De acordo com o Relatorio de 2018 sobre os resultados da monitorizacao de residuos
de medicamentos veterinarios e outras substancias em animais vivos e produtos de origem
animal, 0,16% das amostras analisadas de coccidiostaticos eram nao conformes, sendo
detetadas em vaca (0,03%), porco (0,01%), aves (0,17%) e ovos (0,65%). Estes resultados
denotaram uma diminuigao na quantidade de amostras de aves nao conformes para
coccidiostaticos, diminuicao que se tem verificado desde 2009. Estes resultados, podem estar
relacionados pela implementagao da Diretiva 2009/8 / CE da Comissao, que estabelece niveis

maximos de transferéncia inevitavel de coccidiostaticos em alimentos nao visados [79]
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De acordo com o Regulamento (CE) N.° 178/2002 de 28 de janeiro, é necessario um
sistema de alerta rapido que inclua os géneros alimenticios e os alimentos para animais. Neste
sentido, foi criado o Sistema de Alerta Rapido para Alimentos e Ra¢oes (RASFF), que é um
sistema que permite um rapido fluxo de informagao entre os EM, a CE e a EFSA, reportando
notificagoes relativas a alimentos que possam causar riscos para a saude, sendo a CE a

responsavel pela gestao desta rede [80].

Em 2020, foram registadas 2 notificagoes relacionadas com coccidiostaticos no RASFF.
Uma das notificacoes é referente a uma pré-mistura de ragao de peru contaminada com
narasina e nicarbazina, sendo que as amostras continham 0000 mg/kg e 23000 mg/kg,

respetivamente, quando os LMR sao de 50 mg/Kg para cada composto.
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1- Possivel mitigacdo do risco de toxicidade para o Homem

7.1- Processamentos culinarios

As formas como se confecionam os alimentos, bem como o tempo de confegao, podem
influenciar as substancias neles presentes, bem como a maneira como estas estao disponiveis
para a absorcao intestinal humana, alterando o préprio alimento, na medida em que por
exemplo aumenta a biodisponibilidade de certos nutrientes. Os processos de cocgao
funcionam como fatores inibitorios do crescimento de microrganismos, como por exemplo
bactérias. No caso particular da carne, os processos de confegao permitem que esta apresente
uma textura mais macia, sendo mais facil de mastigar e processar pelo organismo humano,
visto que, por exemplo, o processamento recorrendo a calor desencadeia a desnaturagao das
proteinas, melhorando também as propriedades organoléticas de acordo com o método
selecionado [81]. Dentro do conceito “cozinhar o alimento” estao contidos varios tipos de
processamento dos alimentos, como por exemplo, ferver, cozer a vapor, assar, grelhar ou

fumar.

Outro método de processamento bastante selecionado, atualmente, pelos consumidores,
€ a cocgiao ou aquecimento dos alimentos recorrendo a um micro-ondas. O micro-ondas
permite um rapido e facil aquecimento, quando comparado com outros métodos. Estes
aparelhos operam através de um magnetrao capaz de originar ondas eletromagnéticas na faixa
de micro-ondas, que, ao ser transferidas para um alimentos, provocam vibragao das suas
moléculas de agua, de forma muito eficiente, o que gera calor capaz de aquecer o alimento.
Contudo, esse calor nao se dissemina de forma igual por todo o alimento, havendo variagoes
no quanto cada parte do alimento é aquecida, visto que ha varios fatores intervenientes no
processo, como por exemplo as propriedades elétrico-quimicas e a espessura e forma dos
alimentos. A utilizagao de micro-ondas pode originar varios problemas a nivel da saude do
consumidor, visto que vai haver zonas do alimento que podem nao atingir uma temperatura
ideal para a correta confegao. Quando se fala em confe¢ao de carne através deste método,
este problema torna-se particularmente importante na medida em que o facto de haver partes
do alimento que nao atingem uma temperatura elevada o suficiente para a sua confegao pode
desencadear o desenvolvimento bacteriano nestes produtos que serao depois consumidos

[82].

De acordo com Sobral et al, 2018, os processos de coccao dos alimentos afetam
comprovadamente os nutrientes neles presentes, sendo que a fritura, de entre os

processamentos estudados, apresentou maior influéncia nesse efeito. Concluiram que os
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alimentos cozinhados apresentaram uma menor concentracao de residuos de pesticidas e de
residuos da maioria dos antibioticos, sendo que as tetraciclinas foram as que apresentaram
uma maior redugao. Contudo, durante o processamento esses residuos possivelmente sao
degradados podendo originar metabolitos secundarios indesejados cujo efeito no consumidor

ainda é pouco conhecido, podendo haver algum nivel de toxicidade [81].

De modo a evitar a formagao de possiveis contaminantes provenientes dos processos de
cocgao, deve controlar-se a temperatura e tempo do processamento, usar marinadas com
elevada concentragao de antioxidantes e, especificamente ao grelhar recorrendo ao carvao,
deve-se evitar, durante a cocgao, a formagao e queda no carvao de gotas de gordura que
potencialmente contribuem para a formagao de compostos nocivos como aminas aromaticas

heterociclicas (AAHs) e hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAPs) [81].

Alguns antimicrobianos ja demonstraram tolerancia ao calor, subsistindo nos alimentos
mesmo quando sob o efeito de temperatura, como por exemplo a neomicina que ja foi
encontrada em ovos apds a cocgao, levantando mais preocupagoes visto que poderao

possivelmente continuar a exercer algum efeito, mesmo depois do processo térmico [83].

Rose, et al, em 1997, verificaram que a lasalocida em condigdes neutras e acidas se
mantinha estavel quando sujeita ao calor, mas em condi¢oes basicas se mantinha instavel.
Relativamente ao processamento dos alimentos com residuos de lasalocida, observou-se uma
perda de 59%, 27% e <5% em omelete, ovos mexidos e musculo de frango, respetivamente,
concluindo que, no musculo de frango, os processos culinarios avaliados nao interferiram

significativamente na quantidade de lasalocida presente [84].

Tarbin, et al., em 2005, analisaram a presenca de residuos de nicarbazina, particularmente
a DNC, em musculo de frango e ovos, em solugoes aquosas e em solugoes lipidicas (6leo), de
modo a avaliar o efeito dos processos culinarios nestes residuos. Observaram que, quando
submetida a tratamento térmico em solugoes aquosas a concentragao de DNC diminuia
rapidamente. A carne de frango grelhada ou frita apresentou uma redugao na quantidade de
DNC entre 22% e 31%. Contudo ao analisar o 6leo, depois da fritura, os vestigios de DNC
contidos nao eram significativos. Estes resultados apoiam a hipotese de que a libertagao de
liquidos da carne, durante a confe¢ao da carne, nao é acompanhada pela libertagao de residuos
de nicarbazina e que esta podera ser pouco soluvel em gordura (relacionar com as
propriedades fisico-quimicas). A nicarbazina pode originar p-nitroanilina, quando sujeita a
tratamento térmico, e a diminuicdo observada para este coccidiostatico pode dever-se a

formacao deste composto mutagénico [85].
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Bacila et al, em 2018, procederam a avaliagio dos processamentos térmicos,
nomeadamente cozer, grelhar, cozinhar em micro-ondas, fritar e assar, na concentragao de
DNC em peito de frango pronto a consumir. Observaram a degradagao de DNC aos 10, 30
e 2 minutos quando a carne era cozida, grelhada e cozinhada no micro-ondas, respetivamente.
O método mais eficiente foi a cozedura tendo a concentracao de DNC diminuido 69%,
enquanto que, para os restantes processamentos, a degradagao de DNC foi de cerca de 55%.
Segundo este artigo, a diminuicao da concentragao de DNC podera ser justificada por

degradagao hidrolitica deste composto [86].

Num estudo mais recente, Bacila et al., em 2019, comprovou-se que a temperaturas perto
de 200°C a DNC se mantém estavel, contudo ao atingir 252°C este decompoem-se em 4-
nitrofenil isocianato e 4- nitroanilina (também designada de p-nitroanilina [88]), apresentando

grande termolabilidade para as temperaturas mais elevadas [87].

De acordo com Sobral et al., 2020, as concentracoes dos residuos de narasina em carne
de frango diminuem 23% e 62%, quando cozinhada em micro-ondas e forno, respetivamente.
Os residuos de DNC diminuem 29% e 28% quando a carne de frango é cozinhada em micro-

ondas e forno, respetivamente [89].

Os processos culinarios a que os alimentos sao sujeitos, além de terem impacto na sua
componente nutricional, podem promover a degradagao ou remogao de alguns contaminantes
quimicos, nomeadamente dos coccidiostaticos. Deste modo, para além dos beneficios
comprovados da cocgao dos alimentos, como por exemplo na redug¢iao do contelddo
microbiano presente nestes, ha ainda muitas variaveis, acerca desta tematica, pouco estudadas,
particularmente quando se fala nos coccidiostiticos e nos seus residuos presentes nos
alimentos prontos para consumo humano. Deste modo é essencial compreender qual o efeito

dos processamentos culinarios nas concentragoes destes medicamentos no produto final.

7.2- Marinadas

A marinada é uma técnica utilizada antigamente com a finalidade de conservar os alimentos
mas que hoje em dia se usa particularmente para melhorar e intensificar os sabores e texturas
destes, sendo, regra geral, utilizada para as carnes. Consiste em deixar o alimento, por um
periodo de tempo varidvel, consoante o tipo e tamanho deste, envolvido num conjunto de
temperos. De entre dos varios compostos que se podem usar, geralmente utiliza-se sempre
um que seja acido, normalmente vinho, vinagre ou limao, acompanhado com ervas aromaticas

e especiarias podendo também utilizar-se vegetais, como cebola, alho, aipo. Para além disso,
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quando se usa esta técnica culinaria é tipico a adigao de sal. Deste modo, uma marinada poder
ter infinitas conjugagoes de constituintes, podendo apresentar uma composigao variavel e
podendo inclusive, consoante os ingredientes selecionados, interferir com a capacidade de

retencao da agua do alimento [90].

Para além de melhorar as propriedades organoléticas, a utilizagao de marinadas pode inibir
a producao de HAPs e AAHs [81], compostos com potencial cancerigeno produzidos
involuntariamente durante a confecao de carne. De acordo com Neves et al., 2021, a adicao
de especiarias particularmente a pimenta e outras com compostos fenolicos, bem como a
adicao de cebola e alho a carne antes desta ser confecionada, fritar, grelhar ou assar, reduz
significativamente a formacao de HAPs e AAHSs, visto que estes compostos possuem

capacidade antioxidante e permitem a transferéncia de eletroes [91].

De entre as varias ervas aromaticas utilizadas para a preparagao de marinadas, ha algumas
que se destacam, pela elevada frequéncia de utilizagao na dieta Mediterranea, como por
exemplo a folha de louro e a salsa que, para além de melhorarem as propriedades organoléticas
dos alimentos, a nivel de sabor e cheiro, possuem propriedades capazes de, por exemplo,

desempenhar um papel antimicrobiano e antioxidante.

O louro (Laurus nobilis L.), nomeadamente a sua folha, € uma erva aromatica que para além
dos varios usos a nivel medicinal, é utilizada numa diversidade de pratos culinarios, tendo
especial importancia no tempero de carnes. Ja alguns estudos demonstraram que, os extratos
e 6leos essenciais desta planta, possuem atividade antioxidante e antimicrobiana [92], devido
em parte a sua composigao em compostos fendlicos [93]. Os 6leos essenciais de Laurus nobilis
L. sio compostos maioritariamente por |,8-cineole e a sua utilizagao ja provou ser responsavel
pela redugao de populagées de Campylobacter jejuni em carne de frango fresca [94], bem como
no controlo do crescimento de Listeria monocytogenes e Escherichia coli em carne picada de
frango [95]. Para além de 1,8-cineole, os O&leos essenciais do loureiro apresentam
maioritariamente sabineno, a e  —pinenos e compostos de linalol, que podem prevenir a

contaminagao de alimentos, apresentando atividade antifingica moderada a alta [96].

A salsa (Petroselinum crispum) é uma erva aromatica que, para além dos varios usos clinicos
devido, por exemplo, a sua capacidade hepatoprotetora, antidiabética, antibacteriana,
antifungica, analgésica, diurética, hipotensora e gastro protetora [97], € também muito utilizada
na dieta mediterranea, rica em compostos biologicamente ativos, como os minerais e as
vitaminas [98]. Na composicao destas folhas ha também um elevado teor em compostos

fenolicos [99]. Também apresenta uma boa bioatividade contra algumas bactérias [98] e fungos
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[99]. Os dleos essenciais provenientes das folhas destas plantas sao ricos em apiol e miristicina,

que também estao relacionados com a capacidade antioxidante desta planta [98].

Em resumo, estas ervas aromaticas, quando ingeridas, interferem de forma positiva com
o organismo humano, possibilitando o auxilio no tratamento de varias doencas, estando

extensamente descritos todos os seus componentes e propriedades.

De acordo com Sobral et al., 2020, a adigao de ervas aromaticas e cerveja a hamburgueres
de carne de frango leva a uma influéncia negativa na diminui¢cao dos residuos de narasina. Ao
adicionar ervas/cerveja nao ocorre degradagio de DNC, e consequentemente nao ha
formacao e exposi¢ao do consumidor a p-nitroanilina (um composto toxico e potencialmente
nocivo), contudo a exposicao do consumidor a DNC ¢é possivel, podendo igualmente

representar um risco [89].

Deste modo, é importante percebermos, neste contexto de residuos de coccidiostaticos
em carne de frango e peru, se a utilizagdo de marinadas, compostas pelas ervas aromaticas
mencionadas, antes da coccao, tera algum efeito significativo na redugao ou nao das

concentragées destes compostos na carne.

8- Métodos analiticos para a detecdo, quantificacdo e identificacdao de

residuos de coccidiostaticos

Para se elaborar uma correta avaliacao dos residuos de coccidiostaticos é necessario,
aquando da selegao das metodologias analiticas, seguir-se a Decisao da Comissao 2002/657/CE
de 12 de Agosto de 2002, relativamente ao desempenho de métodos analiticos e a
interpretagao de resultados. Deste modo, para que haja qualidade e comparabilidade entre os
varios estudos acerca deste tema, deve optar-se sempre por métodos validados, de acordo

com os critérios de desempenho [100].

Visto que, os residuos destes compostos normalmente se encontram em quantidades
residuais, sendo também necessario geralmente analisar um nimero elevado de amostras,
utilizam-se dois tipos de metodologias analiticas diferentes. Numa primeira fase, é realizada a
triagem das amostras através de metodologias analiticas, que permite detetar rapidamente a
presenca ou auséncia de uma substancia ou classe de substancias, sendo metodologias simples,
rapidas, sensiveis, relativamente baratas e que permitem a anadlise simultanea de um grande
numero de amostras. Deste modo, sao selecionadas as amostras que potencialmente
apresentam nao conformidades e que posteriormente sao analisadas por uma segunda
metodologia analitica para a sua identificagao e quantificagao [100].
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As amostras potencialmente nao conformes sao depois analisadas recorrendo a um
método de confirmagao, que possibilita, com elevada, sensibilidade exatidao e precisao para

os niveis dos LMRs legislados, a correta identificagao da(s) substancia(s) alvo, bem como a sua
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quantificagao [100] [Figura 6].

Figura 6 - Esquema ilustrativo da sequéncia metodologica a seguir para uma correta avaliagao de

residuos de coccidiostaticos.

8.1- Amostra: preparacao e extracao

A Decisao 98/179/CE de 23 de Fevereiro de 1998, estabelece regras para a colheita das
amostras oficiais a utilizar na pesquisa de determinadas substancias e seus residuos nos animais
vivos, e respetivos produtos. A forma como é efetuada a colheita das amostras e o seu
transporte tem influéncia nas substancias quimicas, que potencialmente estario presentes,
alterando o resultado final [101]. Para além da colheita das amostras, também a sua preparagao

é de extrema importancia, estando diretamente ligada com a qualidade do resultado analitico.

A extragao e as metodologias analiticas aplicadas devem sempre ser adequadas aos
compostos que se pretendem analisar, tendo em considerando a concentragao a que o analito
se encontra no alimento a analisar, bem como as suas propriedades. Para a extragao de
coccidiostaticos geralmente recorre-se a adigao de solventes organicos ou misturas hidro-
organicas, com, por exemplo, acetonitrilo, metanol e acetona. Este processo de extragao

permite uma elevada recuperagao, minimizando as perdas que podem ocorrer nesta fase [|3].
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Contudo, aquando da extracao do analito pretendido, geralmente ha outras substancias
indesejadas que podem ser co-extraidas, podendo dificultar ou mesmo impedir a correta
andlise, sendo necessario a sua exclusao. Deste modo, ha a necessidade de proceder a um
procedimento de purificacdo das amostras, depois da extragao, sendo uma das técnicas mais
utilizadas a extragao em fase solida (SPE) [13]. Esta metodologia permite a separacao liquido-
solido, em que especificamente o analito fica absorvido na fase solida para a qual tem mais
afinidade, quando comparado com a afinidade que tem com a matriz, possibilitando a
eliminagao das substancias nao desejadas [102]. Apesar de alguns autores referirem que, por
a SPE, poder apresentar potencialmente maior oscilagio dos valores de recuperagao
relativamente a extracio liquido-liquido [102], apresenta varias vantagens. E uma técnica
seletiva, sensivel e robusta, permitindo baixos limites de detegao e quantificagao, e pode, em

algumas situagoes, ser automatizada, diminuindo o tempo de analise [103].

Visto que, por vezes, as substancias que se pretendem analisar estio presentes em
quantidades muito reduzidas, podendo estar perto ou abaixo do limite de detegao, é
comumente realizada uma etapa na qual se procede evaporag¢ao do extrato sob fluxo de azoto,

de modo a concentrar o extrato e alcangar a sensibilidade necessaria para este tipo de anilise
[13].

Barreto et al, em 2017, desenvolveram um método multi-residuo para a determinagao de
|4 residuos de coccidiostaticos em musculo de aves e ovos, utilizando cromatografia liquida
com detegao por massa em tandem através de um quadrupolo linear e armadilha de ides (LC-—
QqLIT-MS/MS). Este método mostrou ser rapido e simples, quantitativo e confirmatorio.
Neste estudo utilizaram-se 3 padroes internos marcados com isotopos estaveis (DNC-DS8,
DECQ-D5 e ROBE-D8), de modo diminuir os efeitos da matriz. Sendo que as matrizes
utilizadas neste estudo, mulsculo e ovos de aves, sao ricas em proteinas e lipidos e portanto
complexas, foi necessario realizar varias etapas de extragao e purificagao de modo a obter
extratos adequados para serem injetados no sistema cromatografico. Contudo quando a
purificagao € realizada a baixas temperaturas, o tempo de preparagaio da amostra €
significativamente reduzido, simplificando o método. Sendo assim, neste estudo optou-se por
fazer uma extragao liquido-liquido a baixas temperaturas, sendo uma metodologia mais facil e
rapida que o SPE convencional, bem como mais barata. A metodologia descrita obteve bons
resultados, apresentando uma exatidao de 73-115% e uma precisao de 0,4-21%. Deste modo
Barreto et al,, 2017 realgam a importancia de encontrar o equilibrio entre custos, rapidez e

qualidade analitica [104].
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Chang et al, em 2019, desenvolveram um método analitico capaz de identificar
simultaneamente 20 coccidiostaticos, em 8 matrizes distintas, incluindo musculo de frango e
ovos, recorrendo a cromatografia liquida com dete¢ao por massa em tandem (LC-MS/MS).
Realizaram uma extragao com acetonitrilo/metanol (95: 5, v / v) contendo acido férmico a 1%,
5 g de acetato de sodio e 6,0 g de sulfato de magnésio anidro, seguida de uma purificagao
usando n -hexano saturado com acetonitrilo (ACN), de modo a facilitar a eliminagao
compostos lipidicos. A metodologia descrita mostrou ser eficaz na detegao dos compostos

analisados, apresentando elevada precisao e exatidao para varias matrizes [10].

8.2- Métodos de triagem

De entre as técnicas de triagem existentes sao comummente selecionados as técnicas
imunoldgicas, visto que, contrariamente aos métodos microbioldgicos, possuem uma elevada
seletividade e rapidez na obtengao dos resultados pretendidos [100]. As técnicas imunoldgicas,
com recurso a anticorpos especificos, funcionam tendo em conta as interagoes antigénio-
anticorpo, inerentes a cada analito [I05]. As técnicas imunoenzimaticas Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay (ELISA) podem ser aplicadas de varias formas como por exemplo em
ensaios imunocompetitivos diretos, apresentando um desempenho variavel de acordo com a
quantidade de anticorpo e antigénio marcado, bem como o tempo de incubagao de cada fase
[105]. Apesar de possibilitar a analise simultainea de muitas amostras, sendo também um
processo rapido, nao é aconselhada como método de triagem em estudos multi-residuo, dado
que nao é capaz de apresentar uma resposta igual para um conjunto de compostos da mesma

familia, apresentando sensibilidades muito diferentes para cada tipo de composto [100].

Resumidamente, as técnicas imunoenzimaticas sao rapidas, simples, seletivas e sensiveis
(podendo apresentar limites de detegao inferiores aos LMRs) e possibilitam a analise
simultanea de varias amostras, identificando as possiveis nao conformidades, sendo, por isso,

amplamente utilizadas, no entanto apresentam algumas desvantagens acima elencadas.

8.3- Métodos de Detecao e Quantificacao

De modo a obter a correta confirmagao e quantificagdo existem varios métodos
cromatograficos que podem ser selecionados de acordo com a substancia a analisar, como
por exemplo a cromatografia liquida (LC), seguindo-se sempre as indicagoes da Decisao da

Comissao 2002/657/CE, de 12 de Agosto de 2002 [100].
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A LC é muito utilizada devido a capacidade de separar, identificar, quantificar e isolar
substancias quimicas especificas e muito semelhantes entre si. A LC é composta por uma fase
estacionaria através da qual as particulas vao passar, devido a agao de uma fase movel, liquida,
onde sao soluveis. Para identificar/diferenciar cada composto tem-se em conta a forma como
estes se distribuem entre as duas fases, considerando a velocidade de migragao na fase movel

como fator chave [100].

Metodologias analiticas como a cromatografia liquida com detegao por ultravioleta (LC-
UV), fluorimétrica (FD) ou eletroquimica, e principalmente cromatografia liquida acoplada a

espectrometria de massa (LC-MS) tém sido amplamente utilizadas [100].

Sendo que grande parte dos coccidiostaticos apresentam um cromoforo UV nativo, a
técnica LC-UV é muitas vezes a selecionada, apesar de que para a andlise dos coccidiostaticos

ionoforos haja a necessidade de se executar um passo extra de derivatizagao quimica.

Os métodos multi-residuo permitem a identificagdo exata de varios coccidiostaticos ao
mesmo tempo, sendo ideais para estudos que pretendem reconhecer e quantificar
coccidiostaticos presentes em matrizes complexas. Contudo, o desenvolvimento destas
técnicas pode ser bastante dificil na medida em que apresentam uma grande variedade quimica,
e que sao necessarios métodos extremamente sensiveis e com reduzido limite de detegao

(LODs) e de quantificagao (LOQs).

A utilizagao de LC-MS/MS na determinagao de MUVs de elevado peso molecular e/ou
termosensiveis, s6 foi possivel com o aparecimento de técnicas de ionizagao a pressao
atmosférica, nomeadamente a ionizagao por eletronebulizagao (ESI). Deste modo, utilizando
a ESI, facilmente se analisa qualquer tipo de moléculas, sejam elas pequenas ou grandes,
hidrofobicas ou hidrofilicas, ajustando-se as necessidades da andlise de residuos de MUVs
[105]. A LC-MS/MS apresenta grande multifuncionalidade, sensibilidade e especificidade, na
medida em que, permite a detecao de substincias em quantidades inferiores aos LMRs
legislados, apresentando-se como uma metodologia analitica de referéncia para a detegao e
identificagao dos residuos de coccidiostaticos em alimentos ou ragoes, sendo o método mais

selecionado [76].

De acordo com a Decisao da Comissao 2002/657/CE, de 12 de Agosto de 2002, “o tempo
de retengdo relativo da substdncia a analisar, deve corresponder ao da solu¢do de calibragdo com
uma tolerdncia de * 2,5% para a LC” [100]. Para além disso, a decisao citada menciona que
sempre que a medicao nao seja efetuada com o recurso a técnica de varrimento total, a

confirmagao dos compostos mencionados no grupo B do anexo | da Directiva 96/23/CE, de
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entre os quais consta os anticoccideos, pode ser realizada com base num sistema de pontos,
sendo necessario, pelo menos, 3 pontos de identificacio. E recomendado também a utilizagio
de limite de decisao (CCa) e da capacidade de detecao (CCP) de forma a determinar a
aplicabilidade do método para o controlo de residuos. O limite de decisao corresponde ao
limite no qual se pode decidir que uma amostra nao esta em conformidade, com uma
probabilidade de erro de a. Por outro lado, a capacidade de detegao corresponde a menor
concentragao de um analito em que este pode ser detetado, identificado e quantificado, numa

amostra com uma probabilidade de erro de B [78,100].

O Regulamento de Execugao (UE) 2021/808 da Comissao de 22 de margo de 2021,
relativo ao desempenho dos métodos analiticos para os residuos de substincias
farmacologicamente ativas utilizadas em animais produtores de géneros alimenticios e a

interpretagao dos resultados, bem como aos métodos a utilizar na amostragem, revoga as

Decisoes 2002/657/CE e 98/179/CE.

No artigo 5, no capitulol do anexo |, no capitulo 2 do anexo | e no anexo 2, desse
mesmo regulamento, com data de efeito a 10/06/2021, esta, respetivamente, especificada
como deve ser realizada a interpretagao dos resultados, quais sao os critérios de desempenho
e outros requisitos para os métodos analiticos, como proceder a validagio de uma
metodologia, depois da entrada em vigor deste regulamento, e, quais os procedimentos de

amostragem e tratamento oficial das amostras [106].

A tabela 9 agrupa algumas metodologias analiticas presentes na literatura cientifica,
publicadas entre 2017 e 2019, e relativas ao controlo de residuos de coccidiostaticos em
matrizes alimentares, apresentando como fator comum a utilizagao de LC para a detegao e
quantificagao dessas substancias, facultando a obtencao da estrutura do analito de modo a
possibilitar a correta identificagio do mesmo. As metodologias apresentadas foram validadas
de acordo com o descrito na Decisao da Comissao 2002/657/CE, de 12 de Agosto de 2002
[100].

Buiarelli et al, 2017, desenvolveram um método LC-MS/MS sensivel, rapido e robusto,
para detecao simultanea de 7 analitos (5 compostos e dois metabolitos) em ovos. Deste modo,
foram examinados os possiveis fatores criticos e foram testadas diferentes métodos de
purificacao, de modo a averiguar quais as melhores condi¢oes e parametros para uma correta
e precisa extracgao e purificagao, para uma boa triagem e confirmagao. A composicao da fase
movel também foi relevante, na medida em que influencia a resolugao do pico cromatografico
e o comportamento de retencao do analito na coluna cromatografica, sendo que o melhor

desempenho, em termos de fase mével, ocorreu com 0,1%- acido férmico em acetonitrilo,
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em eluicao gradiente, com adi¢ao de hidroxido de amonio (0,08%). Inicialmente, utilizou-se
LC-UV, mas uma vez que os LOQs eram superiores aos LMRs, teve-se de se recorrer a LC-

MS/MS, um método capaz de proporcionar limites de quantificagao mais baixos [12].

No estudo de Yoshikawa et al., em 2017, foi desenvolvida uma metodologia por LC-MS,
para a determinagao de 37 compostos, incluido alguns coccidiostaticos como a lasalocida,
maduramicina, diclazuril e a nicarbazina em frango processado. Uma correta otimizagao da
metodologia analitica € fundamental quando se pretende elaborar métodos multi residuos, ja
que os varios compostos podem apresentar propriedade fisico-quimicas muito distintas. Para
além dos compostos a analisar, o facto das matrizes serem complexas, como no caso de
alimentos processados (que para além do alimento em si pode apresentar outras substancias
provenientes do processamento, como por exemplo gordura), faz com que possam interferir
com a extracao dos analitos. Deste modo, neste estudo fez-se uma extracao com acetato de
etilo seguido de acetonitrilo, visto que realizar a extracdo em duas fases permitiu a extragao
de analitos em amostras com elevado teor em lipidos. Segundo o autor a metodologia
desenvolvida em que os valores de quantificagao foram de 0,2-1,0 pg/kg e os valores de

precisao oscilaram entre le 15%, é eficaz [75].

Dasenaki e Thomaidis et al., em 2019, desenvolveram um método de confirmagao, simples,
sensivel e eficaz, para a determinacao de |6 coccidiostaticos em tecido animal e ovos, através
de cromatografia liquida de interacao hidrofilica com detecao por espectrometria de massa
em tandem (HILIC-MS/MS). Previamente foi realizada uma extragao solido-liquido com
acetonitrilo seguida de purificacao por SPE dispersivo, que permitiu extratos mais limpos e
melhores recuperagoes. Ao utilizar HILIC, verificou-se uma maior sensibilidade e melhor
eficiéncia de ionizagdao, possibilitando tempos de retengao curtos. Esta metodologia
apresentou elevada sensibilidade, apresentando LOQs e LODs entre 0,004 — 0,560 pig/kg para
todos os analitos analisados (sendo que os LMRs legislados mais baixos para as matrizes em

estudo sao de 2 pg/kg), proporcionando resultados confiaveis e robustos [76].

Rusko et al., em 2019, desenvolveram um método multi-residuo sensivel e seletivo,
recorrendo a cromatografia liquida com detecio por espectrometria de massa de alta
resolucao Orbitrap (LC-Orbitrap-HRMS), de modo a determinar |7 coccidiostaticos em aves
e ovos. Procedeu a extracio com acetonitrilo, seguida de purificagdo a temperaturas

moderadamente baixas (0°C), pré-concentragao, reconstituicao e filtragao [107].

Apesar de serem necessarios varios passos extensivos de purificagdo em algumas
amostras alimentares, como descrito pelos trabalhos acima referidos, a utilizagao da LC-

MS/MS tem varias vantagens que compensam. Resumidamente, os estudos apresentados na
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Tabela 9 satisfazem os critérios de exatidao, sensibilidade, precisao e especificidade
necessarios para as metodologias a utilizar para os controlos de rotina destes residuos nos

géneros alimenticios.
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9- Conclusao

9.1- Consideracoes Finais

A coccidiose é uma zoonose de extrema importancia no contexto mundial e nacional
visto que, como referido, a carne de aves, frango e peru, representa uma grande parcela do

consumo de carne quer mundial, quer em Portugal.

Sendo assim, os coccidiostaticos sao sem duvida de extrema relevancia neste contexto,
pelos varios fatores apontados, como por exemplo, devido ao aparecimento constante de
coccidiose nas producoes intensivas de aves, sendo imprescindivel o seu uso de modo a

garantir a salude animal e a produtividade econémica.

Todavia, a sua utilizagao pode trazer consequéncias negativas, nomeadamente devido ao
desenvolvimento de resisténcia aos coccidiostaticos e a possibilidade de ocorrerem residuos
destes compostos nos géneros alimenticios. Neste sentido, é essencial existirem programas
de vigilancia continuos, que permitam a recolha de dados sobre o uso de coccidiostaticos, bem
como da presenca dos seus residuos nos géneros alimenticios. Sendo assim, o
desenvolvimento de novas e melhores metodologias analiticas para a sua detegao e

quantificagao tem uma relevancia que nao deve ser subestimada.

A comunicagao do risco sobre a utilizagio destes compostos é essencial, sendo

importante falar na prevengao e na utilizagao racional dos coccidiostaticos pelo setor pecuario.

Para além disso, compreender como esses residuos, em diferentes circunstancias, podem
impactar o ser humano, os animais e o ecossistema € neste momento uma questao de saude

publica.

Para que se possa reduzir o uso de coccidiostaticos pelo setor pecuario, de forma a
melhorar a sustentabilidade e qualidade dos alimentos, tem de se ter em consideragao o fator

economico bem como a saude publica e a seguranga alimentar.

Deste modo, a redugao da quantidade de coccidiostaticos administrados como aditivos
nas ragoes, que pode levar a perdas economicas no setor pecuario, vai desencadear o aumento
dos pregos dos géneros alimenticios finais e, se o prego dos alimentos for muito elevado,
muitos consumidores nao os poderao comprar. Contudo, esta redugao pode assegurar a
seguranga alimentar e por consequéncia a saude publica. Todos estes fatores, quando
ponderados em conjunto, numa perspetiva de risco-beneficio, possibilitarao a redugao do uso
de coccidiostaticos em animais produtores de géneros alimenticios, de forma a nao pér em

causa a saude da populagao, assegurando sempre o bem-estar animal.
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Este tipo de esforco coletivo ira garantir a protecao da saude publica e assegurar a eficacia

futura destes aditivos/medicamentos utilizados em medicina veterinaria [Figura 7].

Setor
Pecuario

Sustentabilidade
e Qualidade

Publica

Géneros
Alimenticios

Consumidores

Seguranca
Alimentar

Figura 7 - Esquema representativo dos varios fatores envolvidos na redugdo do uso de coccidiostaticos.

Este trabalho demarca a importancia de uma procura constante de novas evidéncias
cientificas acerca dos coccidiostaticos, visto que o seu uso tem um impacto direto na saude,
sendo essencial uma utilizagao consciente e adequada destas substancias na produgao animal,

em particular na produgao de aves.

Para além disso, este trabalho real¢a a importancia de controlos periddicos visto que, com
os conhecimentos atuais, nao podemos eliminar completamente a utilizagdo dos
coccidiostaticos pois traria sérias implicagoes para saude humana e poria em risco o
fornecimento de alimentos para a populagao. Deste modo, desenvolver novas e melhores
metodologias alternativas a utilizagao dos coccidiostaticos, para prevengao da coccidiose em

aves, parece ser imperativo.

Concluindo, esta tematica é extremamente relevante num contexto atual, sendo
importante no conceito de uma s6 saude e imprescindivel para a satde publica, visto que para

assegurar a salude humana é também essencial assegurar a saide ambiental e animal.
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9.2- Prespetivas para o futuro

A pouca informagao disponivel na literatura cientifica sobre alguns aspetos relacionados
com o uso dos coccidiostaticos em aves, no controlo de coccidiose, demonstra que ainda é

uma area emergente, e que € premente a realizagao de mais estudos.

Sendo a resisténcia aos coccidiostaticos um dos principais problemas sobre o seu uso, a
procura por novas técnicas alternativas capazes de prevenir a coccidiose é de primordial

importancia, de modo a podermos reduzir a sua utilizagao em aves.

O risco de toxicidade deve ser sempre gerido tendo em conta os LMRs legislados, que
devem ser atualizados de acordo com as novas evidéncias cientificas. Para além da
monotorizagdo dos residuos de coccidiostaticos presentes nos géneros alimenticios,
obrigatoria a nivel da EU, por forma a garantir a defesa da saude humana, é também importante

a monotorizagao da quantidade de ragoes medicamentosas administradas aos animais.

Devem ser desenvolvidos mais estudos sobre possiveis medidas de mitigagao do risco, a
serem implementadas. Nomeadamente, como é que processos de cocgao e das marinadas,
podem interferir com a ocorréncia de residuos de coccidiostaticos em carnes de aves, uma
tematica ainda pouco descrita na literatura cientifica. Deste modo, estudos sobre a
termolabilidade dos coccidiostaticos podem ser uteis, na medida em que, permitem uma
melhor compreensao sobre a forma como o calor influencia as propriedades quimicas dos
coccidiostaticos, a sua degradagao, e consequentemente a sua presenga nos géneros

alimenticios.

Por outro lado, apesar dos processos de cocgao poderem degradar determinados
compostos antimicrobianos, esta aparente degradagao, e consequente diminuicao de
concentragao dos compostos no alimento final confecionado, pode na verdade resultar na
formacao de produtos de degradagao [81]. Deste modo, a avaliagao da presenca de produtos
de degradacao é essencial para a correta caraterizagao do risco dos coccidiostaticos. Como
foi referido, a DNC quando exposta a tratamentos térmicos, é degradada formando entre
outros compostos a p-nitroanilina, um composto toxico e potencialmente nocivo para o

consumidor [87].

Em suma, é relevante, no futuro, elaborarem-se mais estudos que colmatem estas lacunas

presentes no conhecimento cientifico atual.
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