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RESUMO

ROSA, M. P. L. Avaliacdo de residuos de ivermectina em carne bovina:
estudo comparativo entre Bos taurus taurus, Bos taurus indicus e seus
cruzamentos. 2023, f. Dissertacdo (Mestrado) - Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2023.

O Brasil possui um dos maiores rebanhos bovinos do mundo, € um dos principais
produtores de carne e seus derivados, sendo o maior exportador destes
produtos. Embora a situagéo seja aparentemente favoravel, o mercado externo
exige seguranca em relacdo a qualidade dos produtos. Neste sentido, a
permanente preocupacdo com a sanidade do rebanho brasileiro € essencial para
a conquista de novos mercados, bem como para a manutencdo dos ja
conquistados. O uso de medicamentos veterinarios € essencial para a profilaxia
e o tratamento de doencas em animais produtores de alimentos, o que garante
uma alimentacdo de qualidade e em quantidade para o consumo humano.
Porém, a presenca de residuos de medicamentos em alimentos é um tema que
vem ganhando importancia nas discussfes sobre seguranga alimentar nas
Gltimas décadas. Para o tratamento e combate a endo- e ectoparasitoses,
responsaveis por grandes prejuizos na producdo animal, o grupo das
avermectinas, lactonas macrociclicas, representa um dos mais importantes
grupos de vermifugos utilizados na bovinocultura de corte. Devido ao seu amplo
espectro de acdo, alta eficiéncia e margem de seguranca, a ivermectina (IVM) é
a mais conhecida e utilizada entre as avermectinas. Na primeira parte deste
estudo buscou-se identificar possiveis diferencas na concentracdo de residuos
de IVM em diferentes matrizes, considerando-se trés grupos de bovinos
(europeus, indianos e o cruzamento indiano x europeu) e diferentes tempos de
coleta (0, 21, 28, 35 e 40 dias; n=5 animais/grupo/tempo). Na segunda parte
procurou-se desenvolver uma metodologia para delimitar com exatidao o sitio de
aplicacéo da IVM objetivando a quantificacdo exata de residuos neste local. Os
resultados obtidos evidenciaram grandes variagdes nas concentragbes de
residuos de ivermectina obtidos nas matrizes avaliadas das diferentes
subespécies. Ainda, o0 estudo evidenciou que cinco animais por ponto de coleta
por grupo de tratamento, compromete a realizacdo de uma analise estatistica

fidedigna, bem como o calculo da curva de decaimento comprometendo a



determinacdo do periodo de caréncia. A metodologia proposta para marcagao
do ponto de aplicacdo mostrou-se eficaz. Neste sentido, a grande variabilidade
na concentracdo de residuo neste local evidencia a necessidade de mais
estudos para definicdo de um protocolo de coleta de amostras neste ponto e,
ainda, a importancia em se considerar o tempo de deple¢éo de residuos no sitio

de aplicacdo para a determinacao do periodo de caréncia dos medicamentos.

Palavras-chave: Antiparasitario. Avermectina. Residuo. Ponto de aplicacéo.

Bovinos.



ABSTRACT

ROSA, M. P. L. Assessment of ivermectin residues in beef: comparative
study between Bos taurus taurus, Bos taurus indicus and their crosses.
2023, f. Dissertacdo (Master degree) - Faculdade de Medicina Veterinéria e

Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2023.

Brazil has one of the largest cattle population in the world, is one of the main
producers of meat and its derivatives, and is the largest exporter of these
products. Although the situation is apparently favorable, the foreign market
requires security in relation to the quality of the products. In this sense, permanent
concern about the health of the Brazilian herd is essential for conquering new
markets, as well as maintaining those already conquered. The use of veterinary
medicines is essential for the prophylaxis and treatment of diseases in food-
producing animals, which guarantees quality and quantity of food for human
consumption. However, the presence of drug residues in food is a topic that has
gained in recent decades importance in discussions on food safety. For the
treatment and combat of endo- and ectoparasitoses, responsible for major losses
in animal production, the group of avermectins, macrocyclic lactones, represents
one of the most important groups of antiparasitics used in beef cattle farming.
Due to its broad spectrum of action, high efficiency and safety margin, ivermectin
(IVM) is the best known and most used among the avermectins. In the first part
of this study, the objective was to identify possible differences in the concentration
of IVM residues in different matrices, considering three groups of cattle
(European, Indian and the Indian x European cross) and different collection times
(0, 21, 28, 35 and 40 days; n=5 animals/group/time). In the second part, the aim
was to develop a methodology to accurately delimit the IVM application site with
the goal of accurately quantifying residue in this location. The results obtained
showed large variations in the concentrations of ivermectin residues obtained in
the evaluated matrices of the different subspecies. Furthermore, the study
showed that five animals per collection point per treatment group compromises
the performance of a reliable statistical analysis, as well as the calculation of the
decay curve, compromising the determination of the withdrawal period. The

proposed methodology for marking the application point proved to be effective.



In this sense, the great variability in the residue concentration at this location call
attention on the need for further studies to define a sample collection protocol at
this point and, also, the importance of considering the residue depletion time at

the application site for the determination of the withdrawal period for medicines.

Keywords: Antiparasitic. Avermectin. Residue. Injection site. Cattle.
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1. INTRODUCAO

A introducdo serd composta por duas grandes partes, na primeira, procura-
se contextualizar a producdo de carne bovina no Brasil, apresentando as
caracteristicas desta producdo animal dentro do agronegdcio e, na segunda
parte, sera discorrido sobre a avaliacdo de residuos de medicamentos em

tecidos, particularmente aqueles provenientes do gado de corte.

1.1.A PRODUCAO DE CARNE BOVINA NO BRASIL

O sistema agroindustrial da carne bovina brasileira tem posi¢céao de destaque
na economia nacional, a participacdo do agronegocio no produto interno bruto
(PIB) total reflete tal posicdo. Em 2022, esta participacdo chegou a 24,8%
(ABIEC, 2022). O Brasil possui clima, extensao territorial e disponibilidade de
fatores de producdo - nutricdo, genética, manejo - que, unidos ao investimento
tecnologico das Ultimas décadas, responsavel tanto pelo aumento da
produtividade, quanto da qualidade da carne, fazem do Brasil um dos mais
importantes produtores e exportadores de carne bovina do mundo (ABIEC,
2022).

Embora a situacao seja aparentemente favoravel, o mercado externo exige
seguranca em relacdo a qualidade dos produtos. A presenca de residuos de
medicamentos em alimentos € um tema que vem ganhando importancia nas
discussdes sobre seguranca alimentar nas ultimas décadas (PALERMO-NETO
et al.,, 2023). De forma geral, os consumidores expressam preferéncia por
alimentos sem aditivos ou residuos quimicos, mas que sejam econdmicos e
seguros, sendo a seguranca fator inegociavel do produto (CANTON et al., 2022).
Neste sentido, a permanente preocupac¢ado com a sanidade do rebanho brasileiro
€ essencial para a conquista de novos mercados, bem como para a manutengao

dos ja conquistados.

s

O uso de medicamentos veterinarios € essencial para a profilaxia e o
tratamento de doencas em animais produtores de alimentos, o que garante uma

alimentacédo de qualidade e em quantidade para o consumo humano (CANTON
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et al., 2021). Em sistemas de producéo extensiva, o que corresponde a 82,8%
da producédo brasileira, da-se maior énfase a profilaxia médica no manejo
sanitario (ABIEC, 2022; SOUZA, 2009). Em 2022 os investimentos no ambito da
sanidade animal movimentaram R$ 3.068,3 milhdes (ABIEC, 2022). De acordo
com Sindicato Nacional da Industria de Produtos para Saude Animal (SINDAN,
2022), os ruminantes sdo responsaveis por 51% do faturamento da industria
veterinaria e, se avaliarmos a representatividade por classe terapéutica, 26% do
faturamento é oriundo dos antiparasitarios, classe que corresponde a 35% de
todos os medicamentos registrados para uso em bovinos (MAPA, 2023).

Para o tratamento e combate a endo- e ectoparasitoses, responsaveis por
grandes prejuizos na produgdo animal, o grupo das avermectinas, lactonas
macrociclicas (LM), derivadas de processos de fermentagcdo do fungo
Streptomyces avermitilis, representa um dos mais importantes grupos de
vermifugos utilizados na bovinocultura de corte. Devido ao seu amplo espectro
de acao, alta eficiéncia e margem de seguranca, a ivermectina (IVM) é a mais
conhecida e utilizada entre as avermectinas (VERCRUYSSE et al.,, 2002;
ROMERO-GONZALEZ et al., 2014). Em diferentes apresentacdes comerciais,
variando tanto forma farmacéutica e via de administracdo, como tipos de
formulacédo, o Brasil possui cerca de 145 produtos registrados no Ministério da
Agricultura e Pecuéria (MAPA) com o principio ativo IVM, dos quais 96 deles séo
para uso em bovinos (MAPA, 2023).

No Brasil, para obtencéo do registro de um medicamento junto ao MAPA é
necessaria a apresentacao de relatérios técnicos, comprovando a seguranca,
qualidade e eficacia deste, bem como os niveis de residuos encontrados em
diferentes matrizes (LOUSANA et al., 2020; CORDEIRO et al., 2023). O limite
méximo de residuos (LMR) de medicamentos veterinarios séo fixados por 6érgaos
reguladores apds analise de dados oriundos de estudos de deplecéo residual, e
representam a concentragdo maxima de residuos legalmente tolerada em um
produto alimentar obtido de um animal que recebeu um medicamento veterinario
(CODEX ALIMENTARIUS, 2021; PALERMO-NETO et al., 2020).

No caso da carne, os tecidos alvo analisados nos estudos de deplegéo
residual sdo geralmente figado, gordura, rim e musculo esquelético (WHO,
2009a; FDA, 2018; CANTON, 2022). Os tecidos com maior concentracio de
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residuos sédo geralmente figado, gordura e rim. No musculo, com excecdo do
sitio de aplicacdo onde os residuos podem estar elevados, os niveis apresentam-
se mais baixos se comparados aos trés outros tecidos citados (CANTON et al.,
2022). De fato, segundo um estudo realizado por Brossi (2018), os maiores
niveis de IVM sdo encontrados no sitio de aplicacdo, seguido pelo figado e

gordura.

No que se refere ao sitio de aplicacdo, um estudo de lezzi et al. (2017)
ressalta que, embora o periodo de caréncia estabelecido pelo fabricante tenha
garantido niveis seguros de residuos de IVM nos tecidos avaliados, o sitio de
aplicacdo exige cautela, jA que a deteccdo de concentracdes residuais de
farmacos neste local € muito variavel e pode ser influenciado por fatores como a
incompleta absorcdo do volume total administrado, por lesdes geradas pelos
diferentes veiculos no local da injecao, pela precipitacdo do farmaco no local, ou
ainda, pela administracdo do farmaco pela via IM e ndo SC, como indicado pelo
fabricante (LEZZI et al., 2017).

Por outro lado, estudos de Chiu et al. (1986, 1988, 1990) indicam poder
haver variacdo no padréo de deplecao de residuos de farmacos nos tecidos
animais a depender de sua localizacdo anatémica ou fungéo fisioldégica. Assim,
por se tratar de um farmaco lipofilico, a IVM liga-se as lipoproteinas plasmaticas,
principalmente lipoproteinas de alta densidade (HDLS), envolvidas no transporte
reverso do colesterol, processo que transfere o colesterol da periferia dos tecidos
para o figado, onde é eliminado na bile. Esta associacdo com as HDLs e o
transporte para o figado para excrecdo via bile poderia explicar os niveis
elevados de IVM no figado (HOUSHAYMI et al., 2018; LESPINE, 2013).

Ainda, os niveis mais elevados de IVM na gordura quando comparado com
outros tecidos, como o musculo, evidencia o papel da lipofilicidade na cinética
da IVM e a influéncia da quantidade de lipideos presente em cada tecido, ou
seja, a propriedade lipofilica determina a capacidade do farmaco de ser
armazenado nos tecidos adiposos e na particao dentro das membranas lipidicas,
e explica a maior concentracao de residuos em tecidos com maiores proporcoes
de lipideos (LESPINE, 2013).
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Andlises de deplecédo residual sdo empregadas para o célculo do periodo de
caréncia de um medicamento (PALERMO-NETO et al., 2020; REEVES, 2007).
Os testes sdo muitas vezes realizados no pais detentor da patente da molécula,
e novos testes ndo sdo obrigatérios para o registro do produto junto aos 6rgaos
regulamentadores de outros paises desde que tenham sido utilizados os
mesmos LMRs para o estabelecimento do periodo de caréncia para ambos 0s
paises (MAPA, 1996). Neste sentido, € importante considerar que estudos de
deplecao residual de IVM, realizados pelo patrocinador, para derivagéo de LMRs
determinados pelo JECFA, foram realizados fora do Brasil, com animais de
origem europeia e ndo zebuina ou meio sangue; no entanto, deve-se considerar
gue esses animais de origem zebuina representam mais de 80% do gado bovino
no pais (ACNB, 2023).

Diversos fatores podem afetar a farmacocinética de um farmaco e os niveis
de residuos nos tecidos animais. De forma geral tais fatores podem ser divididos
em dois grupos, os relacionados aos farmacos (formulacéo, local e via de
administracdo, dose, uso de combinacdes e tempo apds a administracdo) e 0s
relacionados aos animais (raca, idade do animal, sexo e condic&o corporal, grau
de parasitismo) (CANTON et al., 2022; CANGA et al., 2009; MCKELLAR,
GOKBULUT, 2012; LIFSCHITZ et al., 1999; LANUSSE et al.,1997; MORENO et
al., 2009; VERCRUYSSE et al., 2002, 2008). De acordo com estudo realizado
por GOTARDO et. al. (2020), no qual foram avaliados os perfis farmacocinéticos
da IVM em animais Bos indicus, Bos Taurus e meio sangue (Bos indicus x Bos
Taurus) mantidos sobre as mesmas condi¢des, as concentracdes plasmaticas
de IVM, a area sob a curva (ASC), o pico de concentracao plasmatica (Cmax ) e
a meia vida de eliminacao (t1/2) foram consideravelmente afetadas pelo fator
raca, apresentando valores significantemente maiores em animais Bos indicus
quando comparados com os Bos Taurus. Os bovinos oriundos de cruzamentos
mostraram perfis intermediarios entre as ragas de origem europeia e indiana.
Além desses fatores, Martinez (2011) relata diversas outras variaveis que podem

influenciar a biodisponibilidade do farmaco ap6s a administracdo parenteral.

Com um rebanho de 202,78 milhdes de cabecas e 42,31 milhdes de cabecas
abatidas em 2022, o Brasil foi capaz de abastecer o mercado interno e exportar
27,96% do total produzido ao mercado de mais de 124 paises (ABIEC, 2023).
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A realizacéo de estudos que tentassem suprir a dificuldade de extrapolacdo
de estudos farmacocinéticos e de deplecéo de residuos conduzidos com bovinos
europeus para indianos tornou-se fundamental na tentativa de evitar que, mesmo
apos o cumprimento do periodo de caréncia estipulado pelo fabricante, os LMRs
em tecidos de animais oriundos do mercado brasileiro pudessem extrapolar
agueles estabelecidos pelos 6rgdos reguladores e permitidos pelos principais
mercados, ja que 80% do rebanho brasileiro é constituido por animais de origem
Bos indicus e nem todos os tipos de tecido serem testados nos ensaios clinicos
para a aprovagdo de um farmaco (WHO, 2009a; FDA, 2018; CANTON, 2022;
BROSSI, 2018), além de nem todos os tecidos possuirem a mesma dinamica de
deplecado da IVM (CHIU et al., 1990).

Como forma de prote¢do a saude do consumidor, um dos principios mais
importantes prescritos pela legislacdo internacional € o de que alimentos
oriundos de animais tratados com medicamentos veterinarios ndo devem conter
residuos do medicamento ou de metabolitos que possam representar risco a
salde do consumidor (CANTON et al., 2021). Apesar dos 6rgaos fiscalizadores
possuirem papel fundamental neste ambito, em especial o MAPA, o
comprometimento com a sanidade animal, qualidade e seguranca dos alimentos
nao deve ser somente das instancias do governo, mas de toda a cadeia produtiva
(BNDES, 2001). Neste sentido, a analise de risco prévia e concomitante a
utilizacdo dos produtos veterindrios de acordo com as Boas Praticas
Veterinarias, ou seja, seguindo as instrucbes no rotulo da embalagem,
administrando a dose correta pela via indicada nas espécies animais para as
quais o medicamento é rotulado e, apds o tratamento farmacoldgico, respeitando
o periodo de caréncia antes que os tecidos dos animais tratados sejam
consumidos por humanos, possibilita a identificacdo de riscos para a saude
humana ao mesmo tempo que garante a seguranca alimentar nacional e
internacional (CANTON et al., 2022).
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1.2. AVALIACAO DE RESIDUOS DE MEDICAMENTOS VETERINARIOS EM
TECIDOS DE ORIGEM ANIMAL

A producéo segura de alimentos em concentra¢des de residuos quimicos
gue nao prejudiqguem a saude humana constitui uma importante preocupacao e
exige solugcbes urgentes devido as suas implicacfes na saude publica e no
comércio internacional de alimentos (CANTON et al., 2022). Devido a
impossibilidade de se excluir completamente residuos de medicamentos
veterinarios dos tecidos comestiveis, € necessario reduzi-los ao minimo (LARA,
2008). A Comissdo do Codex Alimentarius (CAC) afirma que para garantir a
seguranca alimentar, as regulamenta¢cfes de um pais devem ser baseadas em
uma “analise de risco”, processo estruturado e sistematico, pelo qual os perigos
gue potencialmente afetam a saude publica sdo examinados e as opcdes para
mitigar o risco séo estabelecidas (CANTON et al., 2022). Na Europa, apés uma
série de incidentes relacionados a seguranca alimentar que desencadearam
preocupacao e ansiedade do consumidor em relacéo aos alimentos (VERBEKE
et al., 2007), as autoridades reconheceram a falta de um sistema integrado na
abordagem da cadeia alimentar. Esse fato resultou na introducdo de novos
principios, como analise de risco, rastreabilidade, bem como na integracdo da
cadeia alimentar da fazenda a mesa. Como resposta a essas necessidades foi
estabelecida a EFSA, acronimo em inglés para designar Autoridade Europeia
para a Seguranca dos Alimentos (CANTON et al., 2022).

A andlise de risco é uma ferramenta que possibilita 6rgdos reguladores de
seguranca alimentar desenvolver programas de controle de seguranca de
alimentos mais eficientes com base em principios cientificos (LEON;
SIGNORINI, 2020). A anélise de risco € um processo que consiste na “avaliacdo
de risco, no gerenciamento de risco e na comunicagao de risco” (FAO/WHO,
2008). A avaliagdo de risco tem como objetivo estimar a probabilidade e a
gravidade da exposi¢céo a um certo perigo, considerando as incertezas inerentes
ao processo (LEON; SIGNORINI, 2020), através do fornecimento de uma base
cientifica fundamental para as decisbes de gerenciamento de risco que

envolvem medidas que possam ser necessarias para garantir a saude dos
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consumidores. Ela contempla todos os dados cientificos relevantes disponiveis
e identifica incertezas (WHO, 2009b).

Na etapa da gestao de riscos os resultados gerados durante a avaliagdo de
riscos sdo analisados e alternativas para seu manejo sédo estudadas, fatores que
nao se apoiam na ciéncia também séo considerados para a selecdo das medidas
apropriadas de prevencao e controle (LEON, SIGNORINI, 2020). Como gestores
de risco, a CAC e seus respectivos comités sdo responsaveis pelas decisdes
que levam a determinacéo dos limites maximos de residuos dos medicamentos
veterinarios em alimentos e a adocao de outras medidas relacionadas (WHO,
2009c). A comunicacao de risco é a troca de informacdes e opinides ao longo do
processo de andlise de risco sobre fatores e percepc¢des relacionados ao risco,
entre avaliadores de risco, gestores de risco, consumidores, comunidade
académica e outras partes interessadas, incluindo a descri¢cao dos resultados da

avaliacao de risco e a base da gestao de risco (WHO, 2009c).

A avaliacdo de riscos é a responsavel pela parte cientifica deste processo
de analise e, é realizado a nivel internacional pela Organizacdo das Nacdes
Unidas para a Alimentacdo e Agricultura (FAO) em conjunto com Orgaos
especializados da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), que possuem ampla
experiéncia na conducédo de avaliacdes de seguranca quimica alimentar (WHO,
2009c). Desta forma, o Comité de Especialistas em Aditivos Alimentares da
FAO/OMS (JECFA) trabalha em avaliacbes de contaminantes, como
substancias toxicas naturais, residuos de medicamentos veterinarios e aditivos
alimentares, realizando avaliagGes de risco que servem de base para padroes e
regulamentos empregados para garantir a seguranca alimentar nacional e
internacional (BOOBIS et al., 2017). As avaliacdes realizadas pelo JECFA e
JMPR, Comité responsavel por residuos de praguicidas, servem como base
cientifica para padrdes alimentares (WHO, 2009d).

A avaliacao de risco consiste em:

(1) Identificagcdo dos perigos: aqui € estabelecido o tipo e a natureza dos
efeitos adversos, cuja capacidade inerente de um agente pode causar em um
organismo, sistema ou subpopulacdo (WHO, 2009c). O objetivo € avaliar as

evidéncias de efeitos adversos a saude, com base na avaliacdo de todos os



21

dados de toxicidade disponiveis (FAO/OMS, 2008). Os estudos toxicolégicos
podem ser divididos em estudos in vitro, utilizando organismos cultivados ou
preparacdes de tecidos, e estudos in vivo em animais de laboratorio ou
raramente em humanos (WHO, 2009e). A partir destes estudos, a natureza de
qualquer toxicidade ou efeitos adversos a saude ocorrem e 0s 6rgaos ou tecidos-
alvo afetados séo identificados (WHO, 2009c).

(2) Caracterizagdo do perigo: € a descricdo qualitativa e, se possivel,
quantitativa das propriedades inerentes de um agente com potencial para causar
efeitos adversos. Esta etapa inclui uma avaliacdo da dose-resposta, onde a
relacdo entre a dose administrada ou exposicdo a um produto quimico e a
incidéncia de um efeito adverso a saude € descrita. Nos casos em que se define
que o efeito tdéxico possui um limite, a caracterizacdo do perigo leva ao
estabelecimento de valores de orientacdo como medidas de saude, como por
exemplo o célculo da ingestdo diaria aceitavel (IDA), o NOAEL, o acrbnimo em
inglés para nivel para efeito ndo observado, ou o ARfD, acrénimo em inglés para
dose de referéncia aguda (WHO, 2009c).

(3) Avaliacdo da exposicao: € a avaliacdo qualitativa e/ou quantitativa da
provavel ingestdo de agentes quimicos através dos alimentos e/ ou a exposicao
atraves de outras fontes, se relevante (FAO/OMS, 2008). Tal exposicao pode ser
avaliada antes de um produto quimico ser aprovado para uso em alimentos (pré-
regulamentacao) ou apés este ter sido aprovado e (pdés-regulamentacdo). No
processo de pré-regulacao, os dados de concentracao dos estudos de deplecéo
de residuos devem estar disponiveis junto aos patrocinadores ou fabricantes.
Nessas avaliacfes, os limites maximos de residuo (LMR) propostos podem ser
usados como dados de concentracdo, com uma correcao para o residuo
marcador ao residuo total para calculo de uma Ingestao Diaria Maxima Teorica,
ou TMDI (REUSS, 2014). No processo pos-regulamentacédo, monitoramento e
programas de vigilancia sao utilizados para avaliacdes de exposicao cronica, no
qual estudos de deplecao residual ao longo da cadeia produtiva — entre fazenda

e produto final — devem ser considerados (WHO, 2020).

(4) Caracterizagdo do risco: é a estimativa qualitativa e/ou quantitativa da
probabilidade de ocorréncia e gravidade dos efeitos adversos causados a saude

por um agente em um organismo, sistema ou (sub)populacéo, sob condi¢bes de
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exposicao definidas (FAO/OMS, 2008). Ele integra informacdes da identificacao
de perigos, caracterizacdo e avaliacdo da exposicdo para fornecer
aconselhamento e tomada de decisdo (WOODWARD, 2008). Na caracterizacéo
do risco de substéancias que apresentam efeitos limiares, os valores de referéncia
toxicologicos sdo comparados com estimativas de exposicdo alimentar. Se as
exposicoes estdo abaixo do valor relevante, outras informacfes sobre a

caracterizacao do risco néo precisam ser fornecidas (WHO, 2009f).

1.3.LIMITE MAXIMO DE RESIDUO E PERIODOS DE CARENCIA

O LMR de medicamentos veterinarios é a concentracdo maxima de residuos
legalmente tolerado num produto alimentar obtido de um animal que recebeu um
medicamento veterinario (CODEX ALIMENTARIUS, 2021). Para se estabelecer
o LMR de uma substéncia quimica, nesse caso um medicamento veterinario, é
necessario realizar o calculo da IDA da substancia para os consumidores,
levando em conta o consumo médio alimentar de cada um dos géneros
alimenticios, definidos como "cesta basica”, o comportamento farmacocinético
da substancia no animal, bem como um fator de seguranga extra (PALERMO-
NETO et al., 2020; CANTON et al., 2022).

Para garantir que os alimentos de origem animal ndo apresentem risco ao
consumidor ndo promovendo danos a sua saude, os residuos de medicamentos
nesses alimentos devem estar abaixo dos LMRs estipulados. Para tal, intervalos
de seguranca conhecidos como periodos de caréncia sdo estabelecidos
(BROSSI, 2018). O periodo de caréncia se refere ao periodo necessario apés a
administrac@o de um produto veterinario a um animal antes que o animal ou seus
produtos (como, por exemplo, carne, leite ou ovos) possam ser considerados
seguros para consumo humano. Durante esse periodo, o produto veterinario
deve ser totalmente eliminado do organismo do animal ou reduzido a niveis
seguros, a fim de evitar residuos indesejados nos alimentos de origem animal
(FAO/OMS, 2008).

Os procedimentos utilizados para a determinacdo de residuos de

medicamentos em alimentos de origem animal diferem entre paises, da mesma
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forma também os componentes da cesta béasica. Distintos métodos sao
aplicados para determinar LMRs e periodos de caréncia para residuos de
medicamentos em tecidos comestiveis; no entanto, considerando que os valores
de LMRs séo cruciais para importacdo e exportacdo de produtos de origem
animal, esta falta de harmonizacdo dos LMRs e do calculo dos periodos de
caréncia pode gerar obstaculos ao comércio de alimentos entre paises
(CANTON et al., 2021).

Os periodos de caréncia sédo estabelecidos para cada produto ao término
dos estudos de deplecdo e, geralmente, sdo apresentados as agéncias
reguladoras de cada pais associados a um pedido de comercializacdo do
medicamento. Assim, a partir de guias internacionais as agéncias determinam
0S requisitos necessarios para tais estudos. Nestes guias, sdo apresentados
pontos cruciais para a realizacdo dos estudos, como o tamanho amostral, a
espécie animal, bem como suas categorias, que devem ser utilizados, as doses
a serem administradas, os momentos de coleta das matrizes, o método de
amostragem e os procedimentos e cdlculos estatisticos para definicdo dos
periodos de caréncia, bem como para a validacdo dos métodos analiticos
utilizados para a extracao e quantificacédo de residuos dos farmacos nos estudos
de deplecédo (PALERMO-NETO, 2023).

O residuo marcador é o medicamento original ou qualquer um de seus
metabdlitos ou uma combinacdo de qualguer um deles com uma relacao
conhecida com a concentracdo do residuo total em cada um dos varios tecidos
comestiveis dentro do periodo de caréncia (WHO, 2009a; PALERMO-NETO,
2023). De forma geral, a depender do farmaco em questdo, apds a
administracdo de um medicamento em um animal, os tecidos com maior
concentracdo de residuos sdo, de maneira geral, figado, rim ou gordura, sendo
os residuos no musculo mais baixos. Desta forma, quando utilizados em animais,
0S riscos para a saude publica apés o consumo de qualquer tecido comestivel
devem ser minimos (CANTON et al., 2021).

O periodo de caréncia deve basear-se em estudos de residuos realizados
nas condicbes de utilizagdo indicadas no rotulo (espécie, raca do animal,
dosagem, via de administracdo) para garantir que produtos de origem animal

utilizados como alimentacdo humana néao apresentem residuos acima dos LMRs
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estipulados (CANTON et al., 2021). Durante este periodo o metabolismo animal
reduz as concentracbes do farmaco nos tecidos para niveis que ndo sao
preocupantes para a saude publica. A falha para aderir aos periodos
recomendados é relatado como a principal causa de niveis ndo conformes de

medicamentos veterinarios em alimentos (KUKANICH et al., 2005).

Por outro lado, o sitio de aplicacdo é um tema ainda controverso, pois
pode apresentar niveis de residuos acima dos LMRs estabelecidos para a matriz
musculo, o que poderia acarretar algum grau de toxicidade aguda (IEZZI et al.,
2017). De fato, sabe-se que a deteccdo de concentracbes de residuos do
farmaco no sitio de aplicacéo pode ocorrer pela absorcdo incompleta do volume
total administrado, como resultado de um processo inflamatério no tecido
causado pelos diferentes tipos de veiculos utilizados nas formulagfes ou pela
prépria precipitacdo do farmaco, o que pode contribuir para que uma parte da
dose administrada persista neste local (GEORGE; HEINRICH; DEXTER, 1995;
MANN et al., 2011; VAN DONKERSGOED et al.,, 2000; REEVES, 2007);
portanto, conforme ja comentado, mesmo sendo musculo, que normalmente
possui niveis mais baixos do que figado, rins e gordura, especificamente no local

de aplicacdo pode haver niveis bastante elevados do medicamento.

1.4. AVERMECTINAS

As avermectinas sdo derivados macrociclicos da lactona que comecaram a
ser utilizados a partir da década de 1980 (BATIHA., 2020) apds a descoberta de
que o produto da fermentacdo do actinomiceto, Streptomyces avermitilis
apresentava alta atividade contra a proliferacédo de ecto e endoparasitas (BURG
et al., 1979). Os principais antiparasitarios pertencentes a este grupo séo a IVM,
a abamectina, a doramectina, a selamectina e a eprinomectina (LOPES et al.,
2014; DONG;ZHANG, 2022).

A fermentacdo do fungo S. avermitilis gera naturalmente uma série de
substancias que, dependendo da presencga de grupos metoxi ou hidroxido no
carbono 5 (C-5), sédo classificadas como “A” e “B”, respectivamente. Estes

compostos também séo classificados em Al e B1 se possuem uma ligagao dupla
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entre os C-22 e C-23 e, em A2 e B2 se possuem uma ligacdo simples e uma
substituinte hidréxido no C-23. Séo classificados ainda em “a” e “b” dependendo
do grupo que apresentam no C-25, butil (“a”) ou isopropil (“b”) (SANTAREM et
al., 2023). Aia, A2a, Bia € B2a s&0 obtidos em maiores quantidades, sendo A2a,
B1a € B2a 0s principais produtos da fermentacao (BATIHA., 2020; BROSSI, 2018).

A avermectina B1, conhecida como abamectina, € uma importante
avermectina produzida naturalmente, a partir da qual outras formas de
avermectinas sdo originadas (DANAHER et al., 2006). Desta forma, com a
hidrogenacdo dos carbonos C-22 e C-23 da abamectina obtém-se a IVM,
farmaco que apresenta uma excelente atividade antiparasitaria, caracteristica
das avermectinas B1 e, ao mesmo tempo, uma baixa toxicidade, tipica para as
avermectinas B2 (DANAHER et al., 2006).

Uma das propriedades fisico-quimicas mais importantes das LMs, além de
sua longa persisténcia no organismo, é seu grande volume de distribuicéo,
caracteristica comumente associada ao fato de serem moléculas semelhantes a
lipidios. Isso lhes garante uma ampla distribuicdo nos tecidos por um longo
periodo, além de fornecer cobertura eficiente contra endo e ectoparasitas.
Assim, a lipofilicidade determina a velocidade de absorcdo destes compostos
pelo organismo, sua distribuicdo e permanéncia no organismo (LESPINE, 2013;
BATIHA, 2020).

As avermectinas sdo compostos altamente lipofilicos, sdo rapidamente
absorvidas e apresentam grande volume de distribuicdo. A alta lipofilicidade das
avermectinas favorece o depdésito do farmaco no tecido adiposo do animal, tecido
que, por sua vez, apresenta um baixo metabolismo, podendo acarretar uma
maior persisténcia do farmaco no organismo e exigir periodos de caréncia mais
prolongados para estas substancias (MCKELLAR; GOKBULUT, 2012).

Por outro lado, animais em condi¢des extremas, como animais lactantes, em
ma condi¢cdo corporal ou ainda com alta carga parasitaria, onde os tecidos
precisam de maior aporte de energia e, onde ha a mobilizagdo de lipidios do
tecido adiposo gerando acidos graxos livres através da lipdlise de triglicerideos,

pode ocorrer das LMs também serem mobilizadas como lipidios dos estoques
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de gordura, contribuindo para uma diminuicdo do tempo de permanéncia
plasmatica do medicamento (LESPINE, 2013).

O mecanismo de acdo das avermectinas ocorre em funcéo da capacidade
das LM em potencializar a acdo dos neurotransmissores como o glutamato e
acido gama-aminobutirico (GABA). O arranjo tridimensional de funcdes
estruturais e fragmentos moleculares que compdem as LM s&o reconhecidos por
receptores especificos dos canais de cloreto. Ao ligar-se a estes receptores,
geram uma hiperpolarizacdo com subsequente paralisia flacida, responséavel
pela morte e eliminacdo dos parasitos (BATIHA, 2020; VERCRUYSSE et al.,
2002). A paralisia se d4 em consequéncia da potencializacédo e ativacdo dos
canais de cloro presentes nos nervos e células musculares de invertebrados, o
que leva a um aumento da permeabilidade da membrana aos ions de cloreto,
provocando a hiperpolariza¢ao dos nervos ou das células musculares, causando
paralisia e morte do parasita (SIVILOTTI; NISTRI, 1991; PAREDES; AGMO,
1992; KOHLER, 2001). Para os nemat6deos gastrointestinais acredita-se que a
absorcdo transcuticular seja a mais importante (SANTAREM et al., 2023),
contudo para os parasitos hematofagos (nematddeos e artropodes) a via oral
mostra-se a principal via de absor¢do (MCKELLAR; BENCHAQUI; 1996).

Fatores como a disponibilidade de vérios tipos de formulagdo, ampla
margem de seguranca, efeitos persistentes, bom custo-beneficio, fazem com
gue estes produtos pertencam ao grupo dos principais medicamentos de escolha
na bovinocultura de corte para o tratamento e prevencdo de endo- e
ectoparasitoses (VERCRUYSSE et al., 2002; LEATHWICK et al., 2020).

1.4.1. Ivermectina

A IVM é o principal composto do grupo das avermectinas, disponivel em
varias formulacdes com diferentes vias de administracéo. Ela € formada por uma
mistura de 80% de 22,23-diidroavermectina Bia e 20% de 22,23-
diidroavermectina B (CANGA et al., 2009). A baixa hidrosolubilidade e alta
lipofilicidade da IVM, solavel na maioria dos solventes organicos, mas

praticamente insolivel em agua (0,0004% m/v), favorecem a sua precipitacao e
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deposi¢cdo no tecido subcutaneo e, com isso, a lenta absor¢cdo do local da
injecdo, resultando em uma presenca prolongada na corrente sanguinea
(CANGA et al., 2009). De acordo com Lifschitz et al. (2000), a presenca das LMs
no plasma e a localizagdo do parasita estdo intimamente correlacionadas,
tornando sua particdo em componentes plasmaticos fator determinante para a
disposicéo e eficacia do farmaco (CANGA et al., 2009). Na circulacdo sanguinea
ela se liga a albumina e lipoproteinas sendo em seguida distribuida no organismo
animal. De acordo com alguns autores pode haver uma relacdo entre a
adiposidade e o teor de colesterol plasmatico com a farmacocinética da VM.
(BASSISSI et al. 2004; CRAVEN et al., 2002). Também devido a sua natureza
lipofilica, a IVM é distribuida com amplo volume de distribuicdo (Vd) em todas as
espécies animais. De acordo com Canga et al. (2009) a distribuicdo em bovinos
é lenta, porém ampla, apresentando alto Vd e alta média de tempo de residéncia
(MRT).

A biotransformacgdo da IVM ocorre no figado, seu metabolismo é minimo
sendo a maior parte do farmaco excretado de forma inalterada (CANGA et al.,
2009). De fato, estudos em bovinos mostram que o componente IVM Bia € 0
residuo de maior quantidade em todos os tecidos mesmo apos 28 dias da
administracdo nos animais. Os principais metabdlitos hepaticos da IVM sédo 24
hidroxi-metilivermectina, 3"-O-desmetil-H2Bia e o0 componente H2B®,
Entretanto, o principal residuo encontrado nas fezes, urina, leite, bile e tecidos é
0 componente H2B1a (FAO/WHO, 1991; ALVINERIE; GALTIER, 1995). Por ser
metabolizado de forma mais rapida o componente B é encontrado em menor
quantidade (WILKINSON; POPE; BAYLIS, 1985).

Independentemente de sua via de administracdo, a IVM é eliminada
principalmente através das fezes (90% dose administrada), sendo a bile a
principal via de excrecdo. O restante da dose é eliminado pela via urinaria e, em
vacas leiteiras, através da glandula mamaria; estando esta ultima forma de
excrecdo relacionada a sua alta lipofilicidade (CANGA et al., 2009). A m&
nutricdo dos animais pode interferir na farmacocinética da IVM, ja que, de acordo
com estudos realizados por Lifschitz et al. (1997), restricdes na dieta podem
reduzir o fluxo biliar de IVM, reduzindo, subsequentemente, a excrecéo biliar

deste medicamento.
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As propriedades farmacocinéticas da IVM variam de acordo com a espécie
em que o composto é estudado (FINK; PORRAS, 1989). De fato, os parametros
farmacocinéticos da IVM podem variar de acordo com muitos fatores que podem
influenciar a biodisponibilidade e a meia-vida do medicamento. Esses fatores,
que incluem espécie, via de administracdo, veiculo utilizado na formulacéo
comercial, peso corporal, condi¢cdo corporal, estado fisiolégico e quantidade e
tipo de nutricdo, criam dificuldades na extrapolacdo de dados de uma espécie
para outra (CANGA et al., 2009).

A IVM pode ser administrada pelas vias oral (VO), intramuscular (IM),
subcutanea (SC), topica, ou intraruminal (IR). Sua maior biodisponibilidade
ocorre quando aplicada pela via SC, seguida da via oral. Formula¢des pour-on
sdo também uma forma de administracdo que pode ser utilizada em ruminantes
(BRABANDER et al.,, 2009); entretanto a biodisponibilidade neste tipo de
formulacéo é baixa (GAYRARD et al., 1999). Danaher et al. (2006) relataram que
residuos de LM sdo mais persistentes quando o farmaco é administrado por
injecdo subcutanea, quando comparada a aplicagédo pour on.

A via de administragdo e a natureza da formulagdo influenciam
marcadamente a disponibilidade sistémica da IVM e sua persisténcia no plasma
em concentragdes terapéuticas (MCKELLAR; BENCHAOUI, 1996). Estudos de
Lo et al. (1985) em bovinos apontaram diferencas no farmacocinética da IVM
apos administracdo SC dependendo do tipo de formulacdo. Assim, o uso de
formulacdes de base aquosa resultou em maior biodisponibilidade, mas em uma
meia-vida de eliminacdo plasmética mais curta. A meia-vida de eliminacédo
plasmatica mais longa foi observada apos administracdo do farmaco em veiculo
nao aquoso e foi atribuida a um processo de absorcdo mais lento, resultado de
uma possivel precipitagdo de IVM no local da injecéo, o que limitaria a diminui¢cdo
da concentracdo plasmatica. Essa caracteristica, na qual a taxa de absorcéo é

mais lenta que a sua taxa de eliminacéo é denominada de “efeito flip-flop”.

O tipo de formulacéao € também um fator passivel de alteracdo na excrecao
do farmaco, podendo este ocorrer de forma mais lenta em animais tratados pela
via SC, com veiculos ndo aquosos, que com veiculos aquosos. A meia-vida de
eliminacéo é 2,0 dias com veiculo aquoso, 3,7 dias com veiculo aquoso:glicerol-

formol 50:50 v/v, e 8,3 dias com propileno-glicol: glicerol-formol 60:40 v/v (LO et
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al., 1985). Além disto, a atividade antiparasitaria da IVM também pode variar de
acordo com o tipo de formulacdo do farmaco. Assim, a persisténcia prolongada
no plasma esta correlacionada com a eficacia sustentada contra endo e
ectoparasitas em formulacbes ndo aquosas administradas pela via SC
(CAMPBELL, 1989; FINK; PORRAS, 1989).

E amplamente conhecido que os parametros farmacocinéticos s&o basilares
para o uso racional de um medicamento e, quando se considera a seguranga
alimentar, esses parametros sao fundamentais para estimar as concentragdes
de residuos nos tecidos comestiveis, assim como para determinar o tempo de
caréncia necessario em animais que serao utilizados na producéo de alimentos.
(PALERMO-NETO; RIGHI, 2014). Considerando a mesma espécie animal, um
estudo farmacocinético anterior realizado por nosso grupo de pesquisa
(GOTARDO et al, 2020), o qual verificou que os parametros farmacocinéticos da
IVM em trés subespécies de bovinos: Bos taurus taurus, Bos taurus indicus e
seus cruzamentos, mostraram-se dispares, foi entdo o propdsito da presente
pesquisa verificar se os residuos dessa avermectina apresentam concentracdes

variaveis nos diferentes tecidos comestiveis avaliados.



30

2. OBJETIVOS

Avaliar a concentracdo de residuos de IVM em tecidos comestiveis de

bovinos de corte.

2.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Estudar as possiveis diferencas na concentracdo de residuos de IVM

considerando-se:

e Diferentes subespécies: Bos taurus taurus, Bos taurus indicus e seus
cruzamentos (meio sangue B. taurus taurus x B. taurus indicus);

e Distintos periodos de aplicacao;

¢ Diferentes tecidos comestiveis;

e Considerando-se o sitio de aplicagéao;
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3. MATERIAL E METODOS

Sao descritos abaixo os diferentes materiais e métodos empregados na

realizacdo desta Dissertacao.

3.1.EXPERIMENTO 1: AVALIACAO DOS RESIDUOS DE IVM NOS
DIFERENTES TECIDOS DAS DIFERENTES SUBESPECIES: BOS
TAURUS TAURUS, BOS TAURUS INDICUS E SEUS CRUZAMENTOS

3.1.1. Animais e Informacdes Sobre o Manejo

Foram utilizados 60 bovinos, machos, com idade entre 24 e 36 meses,
sendo 20 Bos taurus taurus (Hereford; peso médio inicial de 446 kg e idade
meédia de 30 meses, 18 inteiros e 2 castrados), 20 Bos taurus indicus (Nelore;
peso médio inicial de 325 kg e idade média de 27 meses, inteiros) e 20 meio-
sangue (Bos taurus taurus x Bos taurus indicus; Aberdeen Angus x Nelore; peso
médio inicial de 407 kg e idade média de 27 meses, inteiros), representativos do

rebanho comercial brasileiro.

Os animais Nelore e meio sangue permaneceram confinados no
confinamento Boitel da empresa JBS, localizada na cidade de Castilho-SP,
estado de Séo Paulo (coordenadas geograficas: 20°73'92” S, 51°.58’39” O). Os
bovinos Hereford foram confinados na Fazenda Santa Terezinha de propriedade
do agropecuarista Miguel Lanzi, no Municipio de Vera Cruz, estado de Sdo Paulo
(coordenadas geograficas:22°09'5" S, 49°48'44”0). Em ambos os locais 0s
bovinos foram selecionados aleatoriamente, dentro de cada lote, de acordo com
critérios raciais. Assim, apenas animais higidos e com padrdes raciais, bem
definidos, Nelore, Hereford e meio sangue Angus/Nelore, foram selecionados.
Nenhum dos animais escolhidos apresentava historico de exposi¢cdo a qualquer
medicamento antiparasitario a base de LMs, por um periodo de, no minimo, 60

dias antes do inicio do estudo.

Os animais foram confinados em baias coletivas com bebedouros

automaticos por um periodo de 90 dias e receberam dieta semelhante. No
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confinamento, a relagdo volumosa: concentrado foi de 40:60. As dietas foram
formuladas de acordo com National Research Council (NRC, 2001) para
suprirem as exigéncias dos animais. Os bovinos foram alimentados duas vezes
ao dia, pela manha e a tarde. A oferta de alimento foi regulada para manter no
méaximo 10% de sobras. Foram utilizados volumosos de alta qualidade (silagem
de milho). Como concentrado energético foram utilizados graos de milho e/ou

sorgo, e graos de soja, farelo de soja ou girassol como concentrado proteico.

Figura 1: Lote Machos do grupo Hereford da Fazenda Santa Terezinha.
Fonte: ROSA (2023)



Figura 2: Lote Machos meio sangue Angus x Nelore no confinamento da JBS
em Castilho — SP. Fonte: ROSA (2023)
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Figura 3: Lote machos anelorados no confinamento da JBS em
Castilho — SP. Fonte: ROSA (2023)
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3.1.2. Medicamento

Foi utilizada IVM comercialmente disponivel na formulagdo lvomec® 1% da
indastria farmacéutica Boehringer Ingelheim (Part: BB105/20, Lote: 148603-
004). O medicamento foi administrado na dose de 200ug/kg, por via SC, na
regido da tabua do pescoco, conforme recomendacado da bula. Foram utilizadas
seringas e agulhas hipodérmicas 40x1,2mm descartaveis, posicionadas sob a
pele solta num angulo de 45°, garantindo a administracdo subcutanea. Para
delimitar e padronizar o sitio de aplicagdo foi utilizado um esquadro. O esquadro
foi posicionado na borda dorsal do pescoco, e o farmaco foi administrado 20cm

abaixo desta, na regido cervical do masculo trapézio.

3.1.3. Procedimentos

Sédo apresentados os diferentes procedimentos realizados, divididos em
tépicos, para melhor compreensao, sendo 0s mesmos aprovados pela comisséo
de bioética da FMVZ/USP, protocolado com o numero 3897180221.

3.1.3.1. Avaliacao coproparasitologica

Para a realizacao do exame coproparasitolégico dos bovinos empregados
nesse estudo, procedeu-se a coleta das fezes diretamente do reto dos animais,
sempre no periodo matutino. O exame foi realizado no laboratorio do Centro de
Pesquisa em Toxicologia Veterinaria (CEPTOX-FMVZ-USP), segundo a técnica
de Gordon e Whitlock, descrita por Ueno e Goncalves (1998).

3.1.3.2. Avaliacao clinica e pesagem

Os animais foram submetidos a avaliacdo clinica, no inicio do
delineamento experimental, sendo aferidas a temperatura corpérea, coloracdo
de mucosas, as frequéncias cardiaca e respiratoria e 0s movimentos ruminais.
Todos os bovinos foram pesados em tronco de contencao acoplado a balanca
no dia da administragéo da IVM e, um dia antes do abate. As avaliagdes foram

realizadas sempre no periodo matutino.
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3.1.3.3. Coleta de Sangue

O sangue dos bovinos foi coletado por puncao da veia jugular, sempre no
periodo matutino. A coleta foi realizada com BD Vacutainer® sem anticoagulante
para obtencdo do soro, e com anticoagulante para obtencdo do sangue total.

Para coleta, os animais foram contidos em tronco de contencéo.

3.1.3.4. Dosagem de enzimas, componentes sanguineos e hemograma

As amostras de sangue coletadas em tubos com anticoagulante foram
mantidas refrigeradas e posteriormente utilizadas para realizacdo do
hemograma em contador automatico de células (Vet ABC® Animal Blood Counter
— Horiba), procedimento realizado no laboratério do CEPTOX um dia ap6s a
coleta.

As amostras de sangue coletadas em tubos sem anticoagulante foram
mantidas refrigeradas e centrifugadas a 3500rpm por 15min para obtencao do
soro. Ap6s a centrifugacdo, o soro foi armazenado em tubos safe-lock
(Eppendorf®) e mantidos a temperatura de —20°C. O soro foi enviado para o
laboratério de Farmacologia Aplicada e Toxicologia (VPT-FMVZ-USP) para a
realizacdo da dosagem dos niveis séricos de glicose, colesterol, creatinina,
ureia, albumina, proteina total, fosfatase alcalina (FA), aspartato
aminotransferase (AST) e gama glutamiltransferase (GGT), empregando-se,
para tal, kits comerciais especificos (Bioclin®) e analisador automético de
bioguimica (Chem Well®-T).

3.1.3.5. Determinacédo da concentragcdo plasmatica de IVM

Amostras de sangue coletadas em tubos com anticoagulante foram
mantidas refrigeradas e centrifugadas a 3500rpm por 15min para obtencao do
plasma. Apos a centrifugacéo, o plasma foi armazenado em tubos safe-lock

(Eppendorf®) e mantidos a temperatura de —20°C até o momento da analise.
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3.1.3.6. Abate, desossa, coleta e preparo de amostras para determinacao

da concentracéao tecidual de IVM

Um dia antes do abate todos os animais foram transportados para o
abatedouro/frigorifico da JBS no municipio de Lins — SP, onde permaneceram
nos currais, em dieta hidrica, separados por lotes de subespécies. O abate de
todos os animais ocorreu no mesmo dia e seguiu as normas estabelecidas pela
Instrucdo Normativa n° 3, de 17 de janeiro de 2000, do MAPA.

Logo apos o abate, antes da retirada dos brincos, todos os animais foram
devidamente identificados nos quartos traseiros e dianteiros com intuito de
assegurar a rastreabilidade das amostras durante as operacbes de abate e

desossa.

Na linha de abate foram coletadas amostras de (1) figado, (2) sitio de
aplicacao (Trapezius cervicalis) e (3) contralateral (Trapezius cervicalis), bem
como (4) rim e (5) gordura perirenal de todos os animais. Durante o procedimento
de desossa, foram coletadas amostras do (6) musculo Longuissimus dorsi
(contrafilé) de todos os bovinos e do (7) musculo rhomboideus (cupim) dos
animais do grupo Nelore e dos meio sangue Angus-Nelore.



Figura 4 - Linha de abate, coleta de figado
ROSA (2023)

Figura 5 - Linha de abate, coleta de figado e
sitio de aplicagdo/ contralateral (ao fundo).
Fonte: ROSA (2023)
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Figura 6 - Linha de abate: coleta do rim e
gordura perirenal. Fonte: ROSA (2023)

Figuras 7 e 8 - Procedimento de desossa, coleta do cupim. Fonte: ROSA (2023)
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Todo material coletado foi levado ao laboratério de pesquisa e
desenvolvimento da JBS, localizado dentro da unidade do frigorifico em Lins,
onde procedeu-se a aliquotagem de 200g de cada amostra tecidual coletada,
bem como a identificacdo e o0 acondicionamento em sacos plasticos para

estocagem em temperatura de —20°C até o momento da andlise.

Figura 9 - Amostras de cupim aliquotadas e identificadas.
Fonte: ROSA (2023)

3.1.3.7. Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (LC-
MS/MS)

As amostras de plasma e tecidos foram enviadas para o Laboratério de
Andlise de Residuos, da Rede de Laboratérios Nacionais Agropecuarios do
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (LANAGRO-MAPA) na
cidade de Porto Alegre/RS, para extracdo e quantificacdo do residuo marcador
(22,23 Dihidroavermectina-Bia utilizando-se, para tal, LC-MS/MS, conforme

proposto por RUBENSAM e colaboradores (2013) e descrito a seguir.

3.1.3.7.1. Padrbes e reagentes

Os padrdes de IVM e benzoato de emamectina com pureza superior a
81% foram adquiridos da Sigma Aldrich (St. Louis, MO, EUA). A acetonitrila
(ACN) e acido acético grau de HPLC foram adquiridos da J.T. Baker Phillipsburg,
NJ, EUA). O acetato de amonio foi obtido da Mallinckrodt-Baker (Phillipsburg,
NJ, EUA). Solucdes estoque individuais na concentragdo de 1,0 mg mL* foram
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preparadas por dissolucdo de 10 mg de base IVM e do padréo sélido em 10 mL
de ACN. As solucdes de trabalho foram preparadas pela diluicdo de aliquotas da
solucéo de fortificacdo (1 pg mLt) em ACN para a obtencdo das concentracdes
para os pontos inferiores a 25 ng mL?' da curva de calibragdo. Para as
concentracdes superiores utilizou-se a solucéo intermediaria (10 ug mL1). Isso
foi aplicado ao padréo interno (emamectina). As concentracdes das solucdes de
trabalho de IVM obtidas por diluicdo sequencial para atender a faixa de trabalho
de 0,5 a 100 ng mL?, distribuidos em 9 pontos. A concentracédo da solucéo de
trabalho do PI foi de 5 ng mL™. Para a curva de calibracéo foram adicionados 10
puL de cada uma das respectivas solucdes. Todas as solucdes padrdo foram

armazenadas a -20°C em tubo de polipropileno.

3.1.3.7.2.  Validacdo da metodologia

A validacéo para extensdo de escopo do método usando LC-MS/MS, para
a matriz plasma foi realizada de acordo com o Manual de Garantia da Qualidade
Analitica (MGQA, 2011) do MAPA, método acreditado pela Coordenacgédo Geral
de Acreditac@o do Inmetro (Cgcre) a ABNT NBR ISO/IEC 17025:2017. Para os
tecidos foi realizado de acordo com a decisdo da Comissdo Europeia
2002/657/EC (EC, 2002), sendo ambos os métodos adaptados a partir de
RUBENSAM e colaboradores (2011; 2013). As caracteristicas de desempenho
avaliadas foram seletividade, especificidade, precisdo, exatidao e recuperacao.
Além disso, a linearidade, limite de quantificacdo (LOQ) e precisdo do método
em termos de precisao intra e inter-dia, expresso como coeficiente de variacédo

(CV%), também foram determinados.

3.1.3.7.2.1. Seletividade

A seletividade foi avaliada através da comparacao dos cromatogramas de
amostras brancas de plasma e tecidos, verificando possiveis interferentes
endogenos no tempo de retencéo do analito de interesse e padrao interno. Para

confirmar a seletividade do método, nenhum pico com area superior a 20% da
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area do limite inferior de quantificacdo pode ser observado nos respectivos

tempos de retencéo dos farmacos (BRASIL, 2012).

3.1.3.7.2.2. Linearidade e Limite de Quantificacéo

Para definir a relacdo entre concentragado/resposta e linearidade do
meétodo, foram preparadas seis curvas analiticas contendo dez niveis de
concentracdo para a IVM (0; 0,5; 1; 2,5; 5; 10; 25; 50; 75; e 100 ng/mL) com
concentracéo de padréo interno (Emamectina) de 5 ng/mL.

De acordo com MGQA, os critérios de aceitacdo de desvio menor ou igual
a 20% para o LOQ e de 15% para demais concentracdes em relacdo ao valor

nominal, com coeficientes de determinacéo superiores a 0,99.

A linearidade foi realizada estudando-se a significancia da regressao e o
desvio de linearidade das curvas de calibracdo em matriz aplicando anélise de
variancia, considerando-se p <0,05 como significativo. Os resultados suportam
homogeneidade de variancia (homoscedasticidade) na faixa de trabalho definida

no estudo.

O limite de quantificacdo foi calculado de maneira experimental,
respeitando os requisitos de resposta superior a 10 vezes a razdo sinal/ruido
(LOQ=10xS/N) e variacdo maxima de 20%. O LOQ obtido foi de 0,5 ng/mL. A
curva de calibragcéo para matriz plasma foi de 0,5 a 100 ng/mL, a definida para
os tecidos foi de 2,5 — 200 pug kg .

3.1.3.7.2.3. Precisao e Exatidao

A precisdo do método (precisao intra e inter-dia) foi avaliada utilizando
trés niveis de concentracdo de amostra controle de qualidade em dois dias
consecutivos, designado como controle de qualidade baixo (CQB), médio (CQM)
e alto (CQA), em seis determinacfes para cada nivel, contemplando a faixa de
calibracédo da curva analitica. Os resultados para precisdo foram expressos em
coeficiente de variagcdo (CV%), ndo se admitindo valores superiores a 15%,
exceto para o LOQ, para o qual se admite valores menores ou iguais a 20%.
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A exatiddo também foi determinada em dois dias consecutivos utilizando
amostras do LOQ, CQB, CQM e CQA. Para determinar a exatidao do método foi
avaliado o grau de concordancia entre os resultados obtidos pelo ensaio e o0s
valores nominais, que nao devem exceder 20% para o LOQ E 15% para o0s
outros pontos. A exatiddo foi expressa pela relacéo entre a concentracdo media
determinada experimentalmente e a concentracdo tedrica correspondente. Os
valores de precisdo do método foram satisfatorios com um CV% intra-dia inferior
a 7,7% para o figado, o qual foi realizado como extenséo de escopo, ou seja, foi
realizado apenas um lote em um Unico dia, com veracidade de 107,2%. Para o
musculo os valores foram inferiores a 11,5% de CV% intra-dia e inferiores a
27,6% inter-dia, com veracidade de 100,3%. Nao foram realizadas validacdes

para a gordura.

3.1.3.8. Extracdo da 22,23 Dihidroavermectina-Bia plasmatica

A extracao foi realizada por meio do método de precipitacao utilizando
acetonitrila, empregando aliquotas de 300 pL de plasma. Visando obter a melhor
condicdo de extracdo e remocgao de interferentes de matriz, foram adicionadas
aliquotas sequenciais de acetonitrila seguidas de agitacao vigorosa em vortex
por cerca de 15s. Aliquotas de 100 pL foram adicionadas em trés etapas
seguidas de uma aliquota de 300 uL. Cada adicdo seguida de agitacdo em
vortex. Para obtencédo do extrato, foi realizada centrifugacdo a 12.000 xg por 10
minutos a temperatura de 5°C. Um volume de 700 pL foi transferido para vials e

submetido a analise por LC-MS/MS.

3.1.3.9. Extracdo da 22,23 Dihidroavermectina-Bia nos diferentes tecidos

As amostras de cada tecido coletado (200 gramas) foram individualmente
trituradas, homogeneizadas e subdivididas em aliquotas de 5g, as quais foram
acondicionadas em tubos de polipropileno de 50 mL. A extracao foi realizada por
meio do método de precipitacdo utilizando acetonitrila, empregando 5 gramas de
amostra. Assim, adicionou-se 2,5 mL de agua em cada amostra de figado,

muasculo e gordura homogeneizada e misturara com Vortex. Deixou-se em
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repouso por 10 minutos. Adicionou-se 2,5 mL de acetonitrila e homogeneizou-se
em Vortex por aproximadamente 5 segundos. Adicionou-se mais 2,5 mL de
acetonitrila e agitou-se novamente. Adicionou-se mais 5,0 mL de acetonitrila e
deixou-se a mistura sob agitacdo durante 20 minutos em mesa agitadora
horizontal em 180 rpm, na temperatura ambiente. Para amostras de musculo,
adicionou-se 10 mL de acetonitrila e utilizou-se o turrax. Adicionou-se
aproximadamente 2,0 g de cloreto de sddio, homogeneizou-se em Vortex e
agitou-se durante 10 minutos em mesa agitadora horizontal (180 rpm) na
temperatura ambiente. Centrifugou-se a mistura por 5 minutos entre 3000 e 3500
rpm. Transferiu-se o sobrenadante para um novo tubo Falcon de 15 mL e ficou
em freezer por pelo menos 12h em temperatura inferior a -10 °C. Apés o periodo
do freezer, centrifugou-se a -5 °C a 4000 rpm por 3 minutos. Verteu-se
cuidadosamente a fase liquida (solvente) para um novo tubo Falcon de 50 mL
sem tampa, evitando a transferéncia do material congelado. Evaporou-se
completamente o solvente em banho-maria, sob fluxo de nitrogénio ou ar
comprimido, a aproximadamente 50°C. Adicionou-se 1,0 mL de acetonitrila nos
demais tubos, agitou-se a 180 rpm em mesa agitadora horizontal por 5 minutos

e, transferiu-se o extrato para um vial para a analise por LC-MS/MS.

3.1.3.9.1. Dados Instrumentais para quantificacéo da
22,23Dihidroavermectina-Bia

As andlises foram realizadas utilizando um sistema de cromatografia
liguida acoplada a espectrometria de massas em Tandem (LC-MS/MS). O
sistema é composto por cromatografo liquido Agilent, modelo 1260 Infinity I
(Santa Clara, CA, EUA) equipado com bomba quaternaria, desgaseificador,
amostrador automético, e forno de coluna, acoplado a um espectrébmetro de
massa triplo quadrupolo, Applied Biosystems, modelo APl 5000 (Applied
Biosystems, Foster City, CA, EUA) com fonte de ionizacéo por eletrospray (ESI),
operando no modo positivo. Os parametros dependentes da fonte otimizados
foram: voltagem do capilar (ionspray voltage), temperatura da fonte, gas de
colisdo (collision gas, CAD), gas de nebulizacdo (nebulizer gas, GS1), gas de
secagem (dryer gas, GS2), sendo os valores utilizados 4500 V, 500° C, 6psi, 55

psi, 55 psi, respectivamente. Os parametros dependentes do composto
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otimizados foram voltagem no orificio de entrada (declustering potential, DP),
potencial de entrada (entrance potential, EP), energia de colisdo (collision
energy, CE) e potencial de saida da célula de colisdo (collision cell exit potential,
CXP) sendo o tempo de permanéncia (dwell time) de 200 ms. Os ions foram
monitorados no modo de monitoramento de reagdo mdultipla (MRM) sendo
892,5>307,3 (DP 71V; CE 33V; EP 10V; CXP 34V) e 892,5>569,4 (DP 71V; CE
24V; EP 10V; CXP 20V) as transicOes de quantificacdo e confirmacao da IVM,
respectivamente. Para o padrao interno emamectina 886,1>158,0 (DP 76V; CE
57V; EP 10V; CXP 24V).

A separacao foi realizada em uma coluna Phenomenex Luna C18 (50 mm
X 2 mm, i.d., 3 um), precedida por uma coluna de guarda (4mm x 3 mm i.d.) com
0 mesmo material (Phenomenex, Torrance, CA, EUA), usando fase movel
consistindo em agua (A), ACN (B), ambos contendo 5 mM de acetato de aménio
e 0,1% de acido acético, em modo gradiente, fluxo de 0,5 mL min-1 .0 gradiente
foi programado para comecar com uma composi¢éo de fase mével de 45% de
B, aumentando para 100% em 3 min, permanecendo até 6 min retornando a
condicdo inicial em 7 min e permanecendo até 10 min. O volume de injecédo foi
de 2 uL para figado, musculo e gordura, e 10 pyL para plasma, sendo a coluna
mantida a 40°C.

3.1.4. Delineamento experimental

Foram utilizados 60 bovinos, sendo 20 Bos taurus taurus (Hereford), 20
Bos taurus indicus (Nelore) e 20 meio sangue (Bos taurus taurus x Bos taurus
indicus; Aberdeen Angus x Nelore). Os animais foram separados em trés grupos

por subespécies, e alojados conforme descrito no item 3.1.1.

Ao inicio do experimento os animais foram submetidos a avaliagédo
coproparasitolégica, a avaliagéao clinica e do ganho de peso, conforme descrito
nos itens 3.1.3.1 e 3.1.2.2, bem como a coleta de sangue para dosagem de
enzimas, componentes sanguineos e hemograma, conforme descrito nos itens
3.1.3.3 e 3.1.3.4. ApoOs estes procedimentos, 0s animais receberam a IVM 1%,

como descrito no item 3.1.2. Ainda, coletou-se o sangue dos bovinos para
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obtencdo do plasma para dosagem dos niveis de IVM conforme descricdo

apresentada no item 3.1.3.5.

Dos animais selecionados foram coletadas as numeracgdes dos brincos de
rastreamento, e escolhidos cinco animais de cada grupo, de forma aleatoria, para
cada data de aplicacédo do farmaco (ou seja, aos 21, 28, 35 e 40 dias antes da
data de abate). Apds o tratamento, 0s animais receberam um novo brinco de
identificacdo (D21, D28, D35, D40, mostrando os dias antes do abate que
receberam a IVM). A partir do inicio do experimento, o tempo total de
permanéncia dos animais no sistema de confinamento foi igual para todos os

bovinos, de todas as subespécies, ou seja, 40 dias.

Todos os animais foram abatidos no mesmo dia, sendo que para tal, foram
estabelecidas diferentes datas de aplicacdo de IVM. Dessa forma, para cada
grupo (D-21, D-28, D-35 e D-40) de cada subespécie foi empregado um total de
cinco animais, ou seja, 15 animais por data de aplicacédo da IVM, considerando

as trés subespécies, conforme ilustra a figura 10.

Grupo IVM 40 dias

Coleta de sangue Grupo IVM 35 dias
e fezes de todos

0s animais Coleta de sangue
e fezes de todos
0S8 animais

Grupo IVM 28 dias COLETA DE

Coleta de sangue . SANGUE
efezesdetodos CUPOVM21dRs  ,\yrec g ABATE: COLETA
OSansIS Coletade sangue = EMBARQUE  DAS AMOSTRAS

e fezes de todos NO FRIGORIFICO
os animais

4
Figura 10 - llustragcdo do cronograma de aplicacdo da IVM nos diferentes grupos para o abate de
todos os animais no mesmo dia. Fonte: ROSA (2023)
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3.2.EXPERIMENTO 2: AVALIACAO DOS RESIDUOS DE IVM NO LOCAL DE
APLICACAO. ESTUDO EM BOVINOS DA SUBESPECIE NELORE

3.2.1. Animais e Informac¢des de Manejo

Foram bovinos adultos, machos, da subespécie Nelore (Bos taurus indicus),
oriundos do confinamento da Faculdade de Zootecnia e Engenharia de
Alimentos - FZEA/USP- no Municipio de Pirassununga, SP. Os animais tinham
entre 30 e 48 meses no inicio do experimento e foram mantidos exclusivamente
em sistema de confinamento. Suas dietas supriam as exigéncias dos animais em
acordo com o National Research Council (NRC, 2001). Todos os animais tinham

livre acesso a agua.

3.2.2. Medicamento e corantes

Foi utilizada IVM comercialmente disponivel na formulacdo Ivomec® 1%
da industria farmacéutica Boehringer Ingelheim (Part: BD8238/21, Lote: 148078-
004). O medicamento foi administrado na dose de 200ug/kg, por via SC, na
regido da tabua do pescoco, conforme recomendacédo da bula. Foram utilizadas
seringas e agulhas hipodérmicas 40x1,2mm descartaveis, posicionadas sob a
pele solta num angulo de 45°, garantindo a administragcdo subcutanea. Para
delimitar e padronizar o sitio de aplicacdo foi utilizado um esquadro. O esquadro
foi posicionado na borda dorsal do pescoco, e o farmaco foi administrado 20cm

abaixo desta, na regido cervical do masculo trapézio.

Como corante para formulagéo farmacéutica utilizou-se cristal de violeta
(Synth) solubilizado em propileno glicol (Synth) na concentracéo de 1,0%. Tanto
a solucao de cristal de violeta como o propileno glicol foram filtrados com filtros
KASVI (Syringe Filters — K18-230) antes de serem acrescidos aos frascos de
IVM. Como marcador do ponto de aplicacao foi utilizada a tinta nanquim preta
(Renylab).
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3.2.3. Procedimentos

Da mesma forma que ja descrito para o Experimento 1, em todos os 15 animais
deste experimento também foram realizados: Avaliacdo coproparasitolégica
(3.1.3.1.), Avaliacao clinica e pesagem (3.1.3.2.), Coleta de Sangue (3.1.3.3.),
Dosagem de enzimas, componentes sanguineos e hemograma (3.1.3.4.).

3.2.3.1. Preparo do medicamento e marcacao do ponto de aplicagéao

Para marcar o ponto exato da administracdo do medicamento a tinta nanquim
preta foi administrada pela via SC (0,1mL), com seringa e agulha hipodérmica

40x1,2mm descartaveis, a 1,5cm de distancia da aplicacéo da IVM.

Para corar a IVM 1% acrescentou-se a formulacdo farmacéutica,
comercialmente disponivel, a solugéo de cristal de violeta na proporc¢édo de 1 mL
para cada 50 mL do medicamento (2%). Para controle negativo, ou seja, aqueles
animais que nao receberam a IVM com corante, acrescentou-se apenas 0
diluente da solucéo (propileno glicol) na mesma proporcao. Ambas as aplicacdes
ocorreram de forma concomitante. As figuras 11, 12 e 13 ilustram a aplicagcéo
SC do medicamento e do nanquim na tabua do pescoc¢o dos animais.
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Figura 11 - Para delimitacdo do sitio de
aplicacéo 0,1ml de Nanquim (¢) foi aplicado
a 1,5cm do sitio de aplicagéo da IVM (@);
Fonte: ROSA (2023)

Figuras 12 e 13 - Apés determinar o sitio de aplicacao e acertar a disténcia entre as seringas, 0
nanquim e a IVM foram administrados SC. Fonte: ROSA (2023)
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3.2.3.2. Abate, desossa, coleta e preparo de amostras

Um dia antes de completar 35 dias ap6s a administracdo da IVM, todos
0S animais permaneceram nos currais em dieta hidrica até o momento do abate.
O abate e coleta de amostras ocorreu no Matadouro da Faculdade de Zootecnia
e Engenharia de Alimentos FZEA/USP, localizado no mesmo Campus que o

confinamento.

Imediatamente apos o abate e sangria dos animais foi realizada a coleta
das amostras dos tecidos da regido do (1) sitio de aplicacdo (Trapezius cervicalis
esquerdo) e (2) contralateral (Trapezius cervicalis direito). Um total de nove
animais foram abatidos aos 35 dias apds a aplicacdo, os oito restantes
precisaram ser abatidos no 36. dia em razdo de um defeito na pistola

atordoadora do matadouro escola.

ApGs a coleta, as amostras foram encaminhadas para o laboratério do
CEPTOX para serem processadas antes de serem enviadas LANAGRO-MAPA

na cidade de Porto Alegre/RS, para a realizacdo das andlises.

No laboratério do CEPTOX as amostras coletadas foram pesadas (~200g/
amostra) e processadas da seguinte forma: As amostras do contralateral foram
trituradas e homogeneizadas com ajuda de um multiprocessador (Electrolux®,
modelo EIB10), sendo, em seguida, pesadas aliquotas de 5g em tubos de
polipropileno de 50mL e estocadas a temperatura de -20°C. As amostras do sitio
de aplicacao foram processadas considerando dois diametros: 15 cm (A) e 10cm
(B), sendo o ponto tingido pelo Nanquim o centro. Do total de uma amostra foi
cortada uma amostra com diametro 15cm (A), da qual coletamos outra com
didmetro 10cm (B).
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Figura 14: Sitio de aplicacéo ( @ ), Amostra A - 15cm (@), Amostra B — 10cm (@ ). Fonte:
ROSA (2023)

O material da amostra B foi integralmente processado com ajuda do
multiprocessador (Figura 15), sendo, em seguida, pesadas aliquotas de 5g em
tubos de polipropileno de 50mL e estocadas a temperatura de -20°C. O restante
do material da amostra A foi igualmente processado com ajuda do
multiprocessador, pesado e misturado em mesma propor¢cdo com a subamostra
B. Em seguida foram coletadas outras aliquotas de 5g em tubos Falcon de 50mL
e estocadas a temperatura de -20°C. Todas as amostras foram encaminhadas
ao LANAGRO-MAPA/RS para a realizacdo das analises e obtencao do residuo
de IVM.

Figura 15 - Processamento das amostras de tecido
no multiprocessador. Fonte: ROSA (2023)
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3.2.3.3. Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (LC-
MS/MS)

O total de analises de residuos para os dois tecidos avaliados foi de 45
amostras quantificadas, 15 amostras do sitio de aplicagdo com diametro de 10
cm, 15 do mesmo sitio considerando material da borda com didametro de 15cm e
15 amostras do contralateral. Da mesma forma que no Experimento 1, todas as
analises laboratoriais foram realizadas pelo Laboratério do LANAGRO-
MAPA/RS, localizado em Porto Alegre, Rio Grande do Sul, seguindo método
adaptado de Rubensam et al. (2013), conforme j& descrito nos itens 3.1.3.7 —
3.1.3.9.1.

3.2.4. Delineamento experimental

Foram utilizados 15 animais da subespécie Nelore (NE) divididos em dois
grupos: No primeiro grupo (G1; N=8) os animais receberam IVM acrescida da
solucéo de cristal de violeta, conforme descrito nos itens 3.2.2. e 3.2.3.1. Os
animais do segundo grupo (G2; N=7) receberam IVM acrescida de propileno
glicol (itens 3.2.2. € 3.2.3.1.). Todos os bovinos receberam por via SC o hanquim
(itens 3.2.2. € 3.2.3.1.).

Em nenhum dos animais havia histérico de exposicdo a qualquer
medicamento antiparasitario a base de LMs, por um periodo de, no minimo, 60
dias antes do inicio do estudo. A administracédo do farmaco ocorreu 35 dias antes
do abate dos animais, de acordo com o periodo de caréncia estipulado pelo

fabricante.

3.3.ANALISES ESTATISTICAS

O tamanho amostral de 60 animais foi previamente estabelecido utilizando
as recomendacdes da Agéncia Europeia de Medicamentos (EMA, 2021), WHO
(2009d). Para a avaliacdo estatistica das concentracbes de ivermectina nas
amostras de plasma e tecido foi realizada a analise de variancia (ANOVA). Para
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a deteccao de diferencas significantes entre os grupos, foi utilizado como teste
posterior a ANOVA o teste post hoc de Tukey. Todas as analises foram

realizadas usando o software online Jamovi (https://cloud.jamovi.org/).

Para o calculo do periodo de caréncia foi utilizado o programa WT 1.4, um
programa desenvolvido na Alemanha e adotado pelo Comité de Medicamentos
Veterinarios (CVMP) da EMA na Unido Europeia (DAMTE et al., 2012).

Valores inferiores ao limite minimo de quantificacdo da técnica utilizada
(concentragdes < 2,5 ug kg " foram definidos para metade do LOQ, ou seja, 1,25
ug kg 1. Os valores superiores ao limite maximo da curva de calibracdo da

técnica foram considerados integralmente.
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4. RESULTADOS

Os resultados obtidos na quantificacdo dos dois experimentos deste estudo

serdo apresentados nos proximos topicos, separadamente, em forma de tabelas.

4.1. EXPERIMENTO 1

4.1.1. Avaliacgao clinica, coproparasitologica, bioquimica e hematologica

O exame clinico realizado no inicio do experimento ndo revelou nenhuma
alteracdo digna de nota na frequéncia cardiaca e respiratoria, temperatura

corpOrea, movimentos ruminais e coloracdo de mucosas nos bovinos.

O exame coproparasitolégico, realizado ao inicio do experimento,
evidenciou infeccao de grau leve nos bovinos Nelore e meio sangue, e de grau
moderado nos bovinos Hereford. No que se refere a avaliagdo bioquimica e
hematoldgica, verificou-se flutuacbes de alguns parametros, mas os valores

mantiveram-se dentro da normalidade para a espécie (dados ndo apresentados).

4.1.2. Quantificacao da 22,23 Dihidroavermectina-B1a plasmatica

A Tabela 1 mostra os niveis plasmaticos de 22,23 Dihidroavermectina-B1a
dos animais HER, NEL e meio-sangue NA, tratados com IVM 1%. A andlise de
variancia revelou efeito significantes da interagdo tratamentos x tempo nos
dados obtidos entre os diferentes grupos (p<0,05). A aplicacdo do teste Tukey
revelou um aumento significante (p<0,05) neste parametro nas coletas dos dias
0, 21 e 28 nos animais HER, quando comparados com os animais NE e NA.
Ainda, na coleta do dia 21 observou-se diferenca significante entre os grupos NE
e NA.
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Tabela 1 - Média e erro padrdo dos niveis plasmaticos de 22,23 Dihidroavermectina-Bia
(ng/mL) dos bovinos Hereford (HER), Nelore (NE) e meio-sangue Angus X Nelore (NA), que
receberam, ivermectina 1%, por via SC, na dose de 200 pg/kg. As avaliacdes foram realizadas
antes da administracédo da ivermectina (t=0) e no dia anterior ao abate, ou seja, 21, 28, 35 e
40 dias ap0ds a administracdo do medicamento.

Grupo 0 (20) 21 (5) 28 (5) 35 (5) 40(5)

HER 29+0,38 A 16,41£390 A 7,88+0,73 A 2,69+0,72 A 2,43+1,13 A
NEL 0,29+0,04 B 11,5+0,40 B 3,47+0,63 B 1,84+0,25 A 1,82+0,87 A
AN 0,67+0,12 B 8,52#1,68 C 3,52+0,77 B 1,93x0,45 A 0,90+0,26 A

N Entre parénteses 0 nimero de amostras analisadas por variavel. Médias e erros seguidos
por letras iguais na mesma coluna nao diferem entre si (p>0,05; ANOVA seguida de TUKEY).
Fonte: ROSA (2023)

4.1.3. Quantificacdo da 22,23 Dihidroavermectina-Bia nos diferentes

tecidos

Os tecidos avaliados, os grupos de animais e os numeros de observagoes
(N) dentro de cada tempo de administragcdo do farmaco, bem como as
estimativas de médias e erros padrao (EP) para a variavel concentragéo de IVM
1%, sdo apresentados em duas tabelas. Na Tabela 2 sao apresentados os dados

obtidos dos 60 bovinos avaliados.

Na tabela 3 sdo apresentados os dados excluidos valores considerados
extremos (outliers) pelo programa estatistico utilizado para tratamento dos
dados. Devido ao numero limitado de animais e a variabilidade biolégica de
animal para animal, a exclusdo de valores outliers foi considerada com muito

cuidado.
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Tabela 2 - Média e erro padrdo da concentracdo de 22,23 Dihidroavermectina-Bia (ug kg -1) dos
bovinos Hereford (HER), Nelore (NE) e meio-sangue Angus X Nelore (NA), que receberam,
ivermectina 1%, por via SC, na dose de 200 pg/kg. As avaliagbes foram realizadas com 21, 28, 35
e 40 dias ap6s a administracdo do medicamento nas trés subespécies, sem exclusdo de valores
extremos (N=5/grupo/tempo).

TEMPO (dias)

Tecido Grupo 21 28 35 40
HER 131,3+27,7 A  935%157 A 71,4+38,4 A 81,9+45,5
Figado NEL 239,6 +62 A 67,6 6,1 A 32,7 19,8 A 38,3 15,2
AN 141,7+546 A  90,3%32,7 A 45,8+13,3 A 17,8 5,4
HER 99,1+254 A 61,4 +8,7 A 21,7 6,3 A 22,1+12.2
Gordura NEL 62,2 +4,2 A 26,4 +3,8 B 11,9 +1,6 A 12 +6,5
AN 575+11,2 A 21,4+4,2 B 12,0 £2,7 A 57 +1,2
Sitio de HER  580,3t474,5 A 308,1+183,2 A 58,2 +33,5 A 94 +68,3
Aplicagao NEL 6,2 +2,1 A 3,8+2,1 A 650,5+609,1 A 1,25 +0
AN 32464232 A 11,7+105 A 1,25 +0 A 7,316
HER 28 +19,7 A 5,3 10,7 A 4,9 £3,6 A 12,3 46,1
Contralateral NEL 3,1+0,5 A 1,25 +0 B 1,25 +0 A 1,25 +0
AN 99,1+96,7 A 1,25 +0 B 1,25 +0 A 1,25 +0
HER 18,8+4,6 A 10,2 +0,8 A 58122 A 6,4 +3,8
Rim NEL 13,1 1,7 A 6,2 +1,1 B 3,4+0,3 A 3,3+1,6
AN 11 +2 A 4,1 +0,8 B 2,5+0,9 A 1,5 +0,3
HER 17,9 16,8 A 9,1+1,4 A 4,6+1,2 A 3,9+1,6
Contrafilé NEL 8,6 +0,8 A 4,5+0,6 B 3,3 10,3 A 2,8+1,1
AN 6,8 +1,1 A 4,2 +0,6 B 2,8 0,4 A 1,5 +0,3
Cupim NEL 4,1 +0,6 A 1,5+0,3 A 1,5 +0,3 A 1,25 +0
AN 2,5+0,5 A 2,140,5 A 232442322 A 53 +4,1

>>»r >»>Xr>» >2>>r DO> >>> >r> >

Médias e erros seguidos por letras iguais na mesma coluna nao diferem entre si (p>0,05; ANOVA
seguida de TUKEY). Fonte: ROSA (2023)



56

Tabela 3 — Média e erro padrao da concentracédo de 22,23 Dihidroavermectina-Bia (ug kg -1) dos
bovinos Hereford (HER), Nelore (NE) e meio-sangue Angus X Nelore (NA), que receberam,
ivermectina 1%, por via SC, na dose de 200 pg/kg. As avaliagbes foram realizadas com 21, 28, 35
e 40 dias apos a administracdo do medicamento nas trés subespécies, com algumas exclusdes de
valores extremos (N=5/grupo/dia).

TEMPO (dias)

Tecido Grupo 21 28 35 40
HER 131,3+27,7 A 935+157 A 71,4+38,4 A 81,9+45,5
Figado NEL 239,6 +62 A 67,6 6,1 A 32,7 19,8 A 38,3 15,2
AN 141,7+546 A  90,3+32,7 A 45,8+13,3 A 17,8 +5,4
HER 99,1+254 A 61,4 +8,7 A 21,7 +6,3 A 2214122
Gordura NEL 62,2 +4,2 A 26,4 +3,8 B 11,9 +1,6 A 12 +6,5
AN 57,5+11,2 A 21,4+4,2 B 12,0 42,7 A 57 +1,2
Sitio de HER 107,8456,3" A 308,1+1832 A 58,2 £33,5 A 94 +68,3
Aplicagio NEL 6,2 42,20 A 3,842,1 A 42,3+41" A 1,25 +0
AN 107 £103,5" A  11,7+105 A 1,25 +0 A 7,346
HER 28 +19,7 A 5,3+0,7 A 4,9 £3,6 A 12,3 46,1
Contralateral NEL 3,1+0,5 A 1,25 +0 B 1,25 +0 A 1,25 +0
AN 2,3+0,7" A 1,25 +0 B 1,25 +0 A 1,25 +0
HER 18,8+4,6 A 10,2 +0,8 A 58422 A 6,4 +3,8
Rim NEL 13,1 1,7 A 6,2 +1,1 B 3,4+0,3 A 3,3+1,6
AN 11 +2 A 4,1 +0,8 B 2,5+0,9 A 1,5 +0,3
HER 17,9 +6,8 A 9,1+1,4 A 4,6 £1,2 A 3,9+1,6
Contrafilé NEL 8,6 +0,8 A 4,5+0,6 B 3,3 10,3 A 2,8+1,1
AN 6,8+1,1 A 4,2 +0,6 B 2,8+0,4 A 1,5+0,3
Cupim NEL 4,1 +0,6 A 1,5+0,3 A 1,5 +0,3 A 1,25 +0
AN 2,5+0,5 A 2,1+0,5 A 240,70 A 53+4,1

>> >>»>» >r>»r WwWw> >>»>> > >

" Namero de amostras analisadas igual a quatro, devido a excluséo dos valores outliers. Médias e
erros seguidos por letras iguais na mesma coluna néo diferem entre si (p>0,05; ANOVA seguida de
TUKEY). Fonte: ROSA (2023)

Todos os sete tecidos foram analisados quanto a concentragcéo de IVM
visando detectar possiveis diferengas considerando-se as subespécies e os
periodos de aplicagao avaliados. Embora ndo tenha sido realizada analises
estatisticas da IVM entre os diferentes tecidos considerando-se o mesmo
cruzamento pode-se verificar grande variagdo dentre os tecidos analisados.
Neste sentido, observa-se que alguns tecidos como rim, contrafilé, contralateral
e cupim apresentaram concentragdes maximas bem menores que as demais

matrizes, como figado, gordura e sitio de aplicagao.

Conforme pbde ser observado na Tabela 2 e 3, a analise de variancia
revelou efeito significante nos dados obtidos entre as diferentes subespécies
(p<0,05) no tempo 28 dias nas matrizes gordura, rim e contrafilé. A aplicacéo do

teste Tukey detectou um aumento significante da concentragao tecidual de 22,23
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Dihidroavermectina-B1a nos animais HER, quando comparado com os AN e NEL.
Da mesma forma, o tecido contralateral nos bovinos do grupo Hereford também
diferiu estatisticamente do dos animais dos grupos Nelore e meio sangue nos
tempos 28 e 40 apos a aplicagdo da IVM (p<0,05). Nas demais matrizes
analisadas nao foram observadas diferengas significantes entre os trés grupos,

nos diferentes tempos avaliados (p<0,05).

As médias das concentragbes de IVM foram < LQ (< 1,25 ug kg ') ao
longo de 3 dos 4 periodos avaliados (35, 28 e 21 dias ap6s a aplicagéo) no tecido
contrafilé para os bovinos dos grupos Nelore e meio sangue. Ainda, a média dos
residuos de IVM também se mantiveram abaixo do LQ nos tecidos sitio de
aplicagao nas subespécies Nelore (tempo 40) e meio sangue (tempo 35), e no

cupim dos animais do grupo Nelore (tempo 40).

Os resultados demonstraram, portanto, que os niveis de 22,23
Dihidroavermectina-B1a encontrados nos diferentes tecidos dos animais deste
estudo mantiveram-se abaixo do LMR na maior parte das coletas nos diferentes
periodos avaliados com poucas excegdes. Neste sentido, observou-se que para
a matriz sitio de aplicagdo na subespécie Hereford o LMR foi extrapolado em
todos os periodos avaliados. Nos bovinos Nelore o LMR foi excedido no ponto
de aplicacao apenas aos 35 dias apds a aplicagao do medicamento. Os animais
meio-sangues apresentaram niveis de IVM acima do LMR no ponto de aplicacéo
e contralateral aos 21 dias apds a administragao e no cupim aos 35 dias apos

administracao da IVM.

Atabela 4 apresenta os periodos de caréncias calculados com o programa
WT 1.4. As caréncias obtidas, para todos os tecidos e tratamentos foram
inferiores aquele estipulado pelo fabricante do farmaco utilizado neste estudo. A
alta variabilidade dos dados e grande quantidade de detecgbes abaixo do LQ
inviabilizaram o calculo do periodo de caréncia em todos 0s grupos para as
matrizes sitio de aplicacdo e contralateral. Da mesma forma, o calculo para o
tecido cupim nos animais meio sangue também n&o foi viavel. Nos demais
tecidos (Figado, gordura, rim e contrafilé) os maiores periodos de caréncia foram
detectados para animais da subespécie Hereford, seguido pelos bovinos Nelore

e meio sangue Angus-Nelore.
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Tabela 4 - Periodos de caréncia (dias) calculados com ajuda do software WT1.4, considerando
cada tecido e subespécie.

TECIDO
TRAT N Figado Gordura Sitio Contralateral Rim Contrafilé Cupim
Aplicagao
HER 20 30 26 * * 24 29 -
NEL 20 26 18 * * 14 12 6
AN 20 23 17 * * 14 7 *

(*) Nao foi possivel a obtengéo dos valores pelo programa, (-) Tecido Cupim foi avaliado
somente nos animais Nelore e meio-sangue. Fonte: ROSA (2023)

4.2. EXPERIMENTO 2

4.2.1. Avaliagao clinica, coproparasitolégica, bioquimica e hematolégica

O exame clinico realizado no inicio do experimento nao revelou nenhuma
alteracdo digna de nota na frequéncia cardiaca e respiratéria, temperatura

corpérea, movimentos ruminais e coloragao de mucosas nos bovinos.

O exame coproparasitolégico evidenciou grau de infecg¢ao leve em todos os
animais. No que se refere a avaliagdo bioquimica e hematoldgica, verificou-se
flutuacdes de alguns parametros, mas os valores mantiveram-se dentro da

normalidade para a espécie.

4.2.2. Delimitacdo do sitio de aplicacéo

A adicdo do cristal de violeta a IVM e a administracdo concomitante do
nanquim foi com o intuito de delimitar e padronizar o sitio de aplicacéo,
conferindo melhor exatiddo no momento da coleta do tecido. As figuras 16 e 17
ilustram a dispersdo dos corantes no tecido muscular da tdbua do pescoco,

demarcando o ponto exato da administragdo do medicamento.
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Figuras 16 e 17 - Coleta de amostra durante abate no abatedouro escola. Areas
enegrecidas na carcaga do anima, na regido da tdbua do pescoco, oriundas da
administragdo do cristal de violeta e do nanquim concomitante a administragdo da IVM
pata determinacgéo do sitio de aplicagéo. Fonte: ROSA, 2023

As figuras 18 e 19 exemplificam a dispersdo da IVM no tecido animal apos a
administracdo da IVM pela via subcutanea. De maneira geral, os corantes
tendiam a se alojar na gordura e fascias intermusculares, ndo causando nenhum

dano visivel a musculatura do animal.

Figuras 18 e 19 — Coleta de amostras e subamostras A e B para quantificacdo da IVM no sitio
de aplicacdo. Ponto indicado pela seta foi o local da administracdo da IVM e dos corantes.
Fonte: ROSA, 2023
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4.2.3. Quantificacdo da 22,23 Dihidroavermectina-Bia nos sitios de

aplicacao e contralateral

Os resultados das analises de quantificacdo da IVM nas duas amostras
oriundas da regiao do sitio de aplicacdo, bem como do contralateral foram abaixo
do LQ para todos os animais, com excecdo do animal 11, que apresentou altos
niveis de Dihidroavermectina-Bia nas duas amostras da regido do sitio de
aplicacéo.

Tabela 5 — Concentracdo de 22,23 Dihidroavermectina-Bia (Ug
kg -1) nas amostras A, B e no tecido contralateral dos bovinos
Nelore (NE) que receberam, ivermectina 1%, por via SC, na dose
de 200 pg/kg com (1-8) e sem (9-15) cristal de violeta. A

avaliacdo foi realizada 35 dias ap6s a administracdo do
medicamento nos animais.

Animal Amostra A Amostra B Contralateral
109 159
1 1,25 1,25 1,25
2 1,25 1,25 1,25
3 1,25 1,25 1,25
4 1,25 1,25 1,25
5 1,25 1,25 1,25
6 2,82 2,52 1,25
7 3,31 1,25 1,25
8 1,25 1,25 1,25
9 1,25 1,25 1,25
10 1,25 1,25 1,25
11 1162,03 629,93 1,25
12 1,25 1,25 1,25
13 1,25 1,25 1,25
14 1,25 1,25 1,25
15 1,25 1,25 1,25

@ Diametro (cm)
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5. DISCUSSAO

O presente estudo procurou fechar uma pesquisa mais ampla, iniciada ha,
aproximadamente, 10 anos, quando em nosso laboratério recebemos alguns
auditores fiscais do MAPA, solicitando-nos desenvolver um protocolo para a
comparacao entre a farmacocinética da IVM em duas subespécies de bovinos,
o Bos taurus taurus, subespécie, na qual foram conduzidos os estudos para
registro desse medicamento, e o Bos taurus indicus, e racas mesticas, que
representam cerca de 80% do rebanho bovino do Brasil (ACNB, 2023).
Posteriormente, seriam realizados estudos para o estabelecimento do periodo
de caréncia. Tal solicitacdo por parte do MAPA se deveu aos embargos que a
carne proveniente do Brasil estava sofrendo, devido aos LMR além do que
agueles permitidos por alguns paises. Nesse sentido, esse Ministério vinha
realizando uma série de medidas para reverter tal situacdo, procurando verificar,
portanto, se a diferenca entre subespécies faria com que houvesse
desconformidade na deplecédo, alterando assim o periodo de caréncia para o

abate do animal.

Embora tivesse sido redigido todo o projeto de pesquisa, esse estudo nao
foi concretizado devido a uma série de motivos, politicos e econdmicos. Assim
sendo, ndo obstante a inviabilidade dessa parceria haquele momento, nosso
grupo de pesquisa verificou a enorme relevancia para o pais na execucao desta
pesquisa, haja vista que seria possivel gerar dados de extrema importancia para
a pecudria nacional, pois revelaria 0 comportamento farmacocinético (e o
consequente perfil do periodo de caréncia), ndo somente da IVM, mas também
permitiria indicar se os dados de estudos farmacocinéticos, bem como de
deplecédo de residuos, dos diferentes medicamentos, os quais sdo gerados
usualmente em gado europeu, seriam ou ndo dissonantes daqueles parametros
gue seriam obtidos no gado azebuado. Essa checagem permitiria determinar a
precisao das projecoes feitas a partir dos estudos sobre ambos os tipos de gado.
O objetivo, portanto, seria o de assegurar a confiabilidade dessas extrapolacdes
e evitar erros que possam resultar em concentra¢des de residuos nos animais

tratados acima dos LMRs, o que poderia comprometer a saude humana.
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Esta muito bem estabelecido que alguns fatores ligados aos animais tém
implicacéo direta no perfil farmacocinético de uma substéancia e, por conseguinte,
podem afetar sobremaneira, por exemplo, o tempo de permanéncia do farmaco
no organismo. Assim, caracteristicas tais como condi¢cdo corporal, estado
fisiologico, tipo de alimentacdo e sexo, devem ser homogeneizadas no estudo,
para ndo serem variaveis que significantemente interferem no resultado.
Particularmente, em relacdo a IVM, essas variaveis ja sdo bem estabelecidas
(MCKELLAR; BENCHAOQUI, 1996; LANUSSE et al., 1997; LIFSCHITZ et al.,
2004; CANGA et al., 2007).

Outro ponto fundamental em relacdo ao comportamento farmacocinético
de um medicamento, principalmente em se tratando de um antiparasitario, se
refere & infeccdo parasitdria do animal. Nesse sentido, duas pesquisas
conduzidas com avermectinas diferentes, em ovinos parasitados por
nematoddeos gastrintestinais, concordaram ao verificar que animais parasitados
apresentam valores nos parametros farmacocinéticos completamente diferentes
entre animais altamente parasitados ou ndo, concluindo que aqueles ovinos com
grande infestac@o apresentaram muito menor biodisponibilidade as LMs que em
animais sem carga parasitaria elevada (LESPINE et al., 2004; PEREZ, 2006).
Particularmente em relacdo a IVM, um estudo conduzido por Echeverria et. al.
(2002), também em ovinos, deixou patente que a alta infestacdo parasitaria
acarreta diferencas significantes nos parametros farmacocinéticos dessa

avermectina.

Ainda, considerando-se a higidez dos animais, €é também
inequivocamente demonstrado que a alteracdo na funcéo hepatica e renal tem
um impacto direto no perfil farmacocinético de um medicamento (TREPANIER
2013; PALATINI, 2016).

Portanto, para a presente pesquisa foram escolhidos animais, que a
avaliagdo clinica se mostraram em bom estado de higidez e antes de ser
finalizada a escolha dos animais para cada grupo experimental, foram realizadas
as avaliacdes coproparasitologicas, bem como o hemograma completo e a

avaliacdo da funcdo hepatica e renal, de cada um dos animais; sendo que a
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analise de todos esses dados, mostrou ndo haver nenhuma intercorréncia que

poderia interferir na farmacocinética da IVM.

Outra variavel que pode interferir na avaliacdo do comportamento
farmacocinético de uma substancia € o género. De fato, € abundante o numero
de estudos que aponta valores significantemente diferentes quando se
comparam os sexos (CZERNIAK, 2001; MEIBOHN et al., 2002); assim, embora
um estudo anterior, realizado pelo nosso grupo estudando o comportamento
farmacocinético da IVM em bovinos ndo apontasse para disparidades sexuais,
em qualquer um dos parametros farmacocinéticos avaliados (GOTARDO et al.,
2020), decidiu-se nesta pesquisa manter a homogeneidade de género,
empregando-se apenas bovinos machos. Esse procedimento permitiria que se
evitasse, por exemplo, alguma disparidade entre os sexos na deplecéo tecidual
da IVM, interferindo na interpretacdo dos resultados relativos aos residuos nas
diferentes matrizes analisadas. Essas mesmas avaliacGes foram realizadas na
segunda etapa da presente pesquisa, no qual se objetivou verificar o residuo da
IVM no local de aplicagdo e da mesma maneira que o aqui verificado, 0os animais
apresentaram-se saudaveis e aptos para a realizacdo da pesquisa.

Na primeira fase deste estudo, foram avaliados os niveis plasmaticos IVM,
nas duas subespécies: Hereford e Nelore e o cruzamento entre gado europeu e
indiano. Para tal, empregou-se a técnica de cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas em Tandem (LC-MS/MS). Essa técnica especifica é
utilizada no Plano de Controle de Residuos em Produtos de Origem Animal do
MAPA, com todas as analises sendo conduzidas no Laboratorio Nacional
Agropecuario em Porto Alegre (LANAGRO/RS), local onde foram realizadas as
Quantificagbes da 22,23 Dihidroavermectina-Bia, tanto no plasma quanto nos
tecidos. A validacdo desta metodologia no LANAGRO ja foi detalhada

anteriormente por Ribensam et al. (2013).

Um fato que chama a atencéo é a deteccdo da IVM no tempo zero, em
todos os animais, das trés subespécies aqui analisadas. Similarmente, um
estudo anterior conduzido por nosso grupo também revelou a presenca desta

avermectina no inicio da analise nos trés cruzamentos examinados (GOTARDO
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et al., 2020). Estes resultados, consistentes em ambos os estudos, sugerem, em
primeiro lugar, a alta sensibilidade do método utilizado e, em segundo, que todos
0S animais tiveram contato prévio com a IVM, embora o momento exato dessa

exposicdo nao possa ser determinado.

Interessantemente, ao comparar os dados plasmaticos de 22,23
Dihidroavermectina-Bia dos dois estudos, observa-se uma disparidade notavel.
No estudo anterior de Gotardo et al. (2020), foram usados animais Tabapua e
Angus, representando, respectivamente, o gado zebuino e bovinos de origem
europeia. Naquele estudo, os animais da subespécie Tabapud apresentaram
niveis plasmaticos mais elevados da avermectina. No entanto, nesta pesquisa
atual, observou-se 0 oposto: 0s bovinos de origem europeia (subespécie Angus)
exibiram niveis mais altos do composto em compara¢cdo com 0s animais de

origem indiana.

Nesse momento, pouco pode ser especulado a respeito desta
discrepancia de dados entre os dois estudos; contudo, nesta pesquisa, foi
observado que, j4 no tempo zero de coleta, os bovinos da subespécie Hereford
apresentavam niveis de IVM dez vezes superiores aos dos bovinos de origem
indiana, um resultado inesperado. Portanto, uma possibilidade € de que embora
as respostas ao questionario que foi aplicado anteriormente, em cada
propriedade, indicaram categoricamente que nenhum dos animais que seriam
utilizados na pesquisa havia sido exposto a IVM pelo menos nos dois meses
antes deste estudo, € provavel que os animais de origem europeia possam ter
recebido a avermectina em uma data préxima ao inicio do estudo; porém a
informacgéo fornecida foi incorreta. De fato, enquanto os animais de origem
indiana e 0s meio-sangue eram pertencentes ao confinamento da JBS, que
possui um rigoroso programa de controle de parasitas, com cronograma de
administragcdo de medicamentos muito bem estabelecido e controlado, nao foi
verificado tal austeridade na propriedade onde estavam lotados os animais
Hereford. Nesse sentido, e considerando-se que € amplamente conhecido que
subespécies europeias sdo bem mais sensiveis a infeccdo parasitaria que
agueles de origem zebuina (GRISI et al., 2014), é possivel supor que em algum

by

momento, proximo a administragdo da IVM para esta pesquisa, 0s animais



65

possam ter manifestado sinais de infeccdo parasitaria, com subsequente

emprego do medicamento.

Outra hipdtese para se explicar essa diferenca observada nos niveis
plasméticos de IVM entre os dois estudos pode estar relacionada as distintas
subespécies analisadas. No estudo atual, foram examinadas bovinos Hereford e
Nelore, enquanto o estudo anterior foi empregado bovinos das subespécies
Angus e Tabapud. Portanto, mesmo que ambos os estudos tenham comparado
subespécies de origens europeias e indianas, as variacdes especificas entre

essas subespécies podem ser um fator significativo a ser considerado.

Considerando-se a quantificacdo do 22,23 Dihidroavermectina-Bia nos
tecidos, constata-se uma variacao entre as diferentes matrizes avaliadas, o que
seria 0 esperado (FAO/WHO, 2015), haja vista que reflete os padrdes
diferenciados de distribuicdo de residuos em cada tecido. Assim, alguns tecidos
apresentaram concentracfes maximas mais baixas que outros, como é 0 caso
do contralateral e do rim. O figado, sitio de aplicacédo e gordura apresentaram
valores mais elevados, fato que pode ser explicado pela caracteristica lipofilica
da IVM, importante na modulacdo de sua farmacocinética (absorcéo,
distribuicdo, biotransformacéo e eliminacdo), bem como na sua taxa de troca

entre os tecidos e a corrente sanguinea (HOUSHAYMI et al., 2018).

Um estudo mostra que, como a maioria dos medicamentos lipofilicos, as
avermectinas se ligam as lipoproteinas plasmaticas e estdo principalmente
associadas as lipoproteinas plasmaéticas de alta densidade (HOUSHAYMI et al.,
2018); portanto, os valores de concentragdo residual mais elevados no figado
sdo também consequéncia do transporte reverso do colesterol para
metabolizacdo de complexos formados entre este ultimo e a IVM (BASSINI et
al., 2004; LESPINE, 2009; 2013).

Além disso, os resultados obtidos neste estudo estdo em consonancia
com a hipotese apresentada por Brossi (2018), a qual propde que o grau de
lipofilicidade do farmaco influencia a afinidade pelo tecido adiposo. Porém,

apesar da lipofilicidade das LM ser uma das propriedades centrais que ditam a
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cinética destes farmacos, afetando sua capacidade de serem armazenados nos
tecidos adiposos e na particdo dentro das membranas lipidicas (LESPINE,
2013), notavelmente, os valores de concentracbes maxima de residuos
encontrados no cupim, tecido que sabidamente concentra altos niveis de gordura
(PEDRAO et al.,2009), foram bastante baixos (Tabela 2). Uma possivel
explicacéo para este achado inesperado pode estar relacionada ao fato de haver
uma menor taxa de vascularizacédo deste tecido quando comparada aos outros
aqui analisados (GASPAROTTO et al., 2011), o que compromete a chegada (e
a consequente deposicdo) da avermectina neste tecido.

Todos os sete tecidos foram analisados quanto a concentracdo de IVM
visando a obter indicios sobre possiveis diferencas considerando-se as
subespécies e periodos de aplicacdo avaliados, sendo esse o principal objetivo
do presente estudo. Entretanto, tal comparacdo ficou significantemente
comprometida, pois chamam a atencéo os valores elevados dos erros-padrao da
grande maioria das médias obtidas nos diferentes tecidos, nos trés grupos de
bovinos. A titulo de exemplo: nos animais da subespécie Hereford, a média dos
niveis de IVM no sitio de aplicagcéo, no 21° dia ap6s a administracédo do farmaco,
foi de 580,34 e o erro padrao calculado de aproximadamente 475 (Tabela 2).
Quando, por meio do programa estatistico Jamovi (https://cloud.jamovi.org/) se
excluiu um valor extremo (outlier), o valor da média caiu para 107,79, com o erro-

padréo de aproximadamente 56 (Tabela 3).

Além disso, ao utilizar o software WT1.4 da EMA (EMA, 2021) para
calcular o periodo de caréncia da IVM nos diferentes tecidos analisados,
observou-se a impossibilidade de realizar muitos dos célculos. Isso ocorreu
devido a ndo conformidade com as premissas exigidas pelo programa. De
maneira sucinta, as condi¢cdes necessérias para a andlise adequada dos dados

nesse software, conforme estabelecido pelo guia, incluem:

1. Que haja homogeneidade das variancias dos dados log-
transformados em cada tempo de coleta: a varidncia das
concentracdes log-transformadas, ao longo dos tempos de colheita,
deve ser homogénea. Realiza-se o teste de Bartlet, Hartley ou

Cochran; 2. Linearidade dos dados log-transformados ao longo do
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tempo, que pode ser verificada por meio da inspecdo visual; e 3.
Distribuicdo normal dos erros, para o qual se aplica o teste de Shapiro-
Wilk. S&o considerados valores outliers, aqueles que apresentam
residuo com quatro desvios-padréo fora da linha de regresséo. Se nao
houver normalidade nos erros, deve-se retirar o outlier para obtencéo
da normalidade. (EMA, 2021).

Portanto, embora a literatura indique que para os estudos de deplecéo de
um residuo marcador em bovinos, o0 nimero de animais para tal seria a partir de
quatro, e a quantidade de coletas (datas de coletas) a partir de trés, segundo a
EMA (2021), ou quatro, segundo o guia proposto pelo guia VICH GL48 (2015),
os resultados obtidos no presente estudo ndo sustentam essa proposta; haja
vista que, como apontado, 0 emprego de cinco animais no presente estudo,
comprometeu sobremaneira a realizacdo da analise estatistica, bem como néo
permitiu a obtencdo dos dados para o periodo de caréncia de varios tecidos aqui

analisados.

De fato, a andlise do estudo desenvolvido por Brossi (2018), avaliando os
niveis IVM em vérios tecidos de bovinos da subespécie Nelore, quando foram
empregados no minimo o dobro de animais do que o aqui utilizado, mostra uma
homogeneidade de dados bem superior aquela verificada neste estudo. Por
exemplo, ao analisar os niveis de IVM em bovinos da subespécie Nelore 35 dias
apos receberem a avermectina, observa-se uma discrepancia significante nos
resultados entre os dois estudos. Assim, na pesquisa anterior, realizada por
Brossi (2018), a concentracdo de 22,23 Dihidroavermectina-Bia no tecido
hepatico foi de 5 + 0,112 ug kg™ e no sitio de aplicagdo 13,17+0,488 ug kg*. Em
contraste, a mesma analise no presente estudo, considerando as mesmas
matrizes, subespécie, periodo e o produto (Ivomec®), revelou uma concentracéo
de 32,7+9,8 ug kg* para o figado e 650,5 + 609,1 ug kg no sitio de aplicacéo,
respectivamente, valores muitas vezes maiores aos reportados anteriormente.
Além disso, a grande variacao indicada pelo alto valor do erro padrdo neste
estudo sugere uma heterogeneidade consideravel nos dados coletados.

Embora a preocupacédo com a seguranca alimentar humana esteja

b

aumentando em relagdo a presenca de residuos de medicamentos nos
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musculos, que podem permanecer no local da injecdo apos a aplicacdo de
formulacdes injetaveis, existem poucas publicacbes que abordam esse tema.
Além disso, na literatura vigente, verifica-se que a interpretacdo dos dados é

frequentemente dificultada por uma série de variaveis (REEVES, 2007).

Por outro lado, ja estd muito bem estabelecido que as formulacdes
injetaveis podem exibir cinética de deplecdo nos locais de injecdo
significativamente mais lenta e mais erratica do que em outros tecidos
comestiveis, particularmente ao considerar medicamentos com caracteristicas
lipofilicas, como é o caso da IVM, que pode levar a um aumento no tempo de
caréncia (NOUWS et al., 1990). Corrobora essa assertiva um estudo realizado
por Brossi (2018), também em bovinos, o qual evidenciou que a concentracao
de residuos de IVM no local de aplicacédo foi consistentemente mais alta do que
as concentracdes em outros masculos remotos ou tecidos comestiveis, em todos
os diferentes dias avaliados (a saber: 8, 15, 35, 49, 120 e 154 dias apés a
administracdo de IVM), tanto para a concentracdo de IVM 1% como de IVM
3,15%. Ressalte-se que o estudo mencionado, também revelou que 0s niveis
desta LM no sitio de aplicacao foram ainda maiores do que 0s niveis hepéticos,
onde, sabidamente, apresenta, de maneira geral, maiores valores de residuos
de medicamentos e/ou seus metabdlitos (DOYLE, 2006). Sanquer et al. (2006),
atentos a essa diferenca, propuseram que o calculo do periodo de caréncia no
local da injecdo ndo poderia ser definido da mesma maneira que para os tecidos

comestiveis padréo, como musculo, gordura, figado e rim.

Ainda, em relacdo ao sitio de aplicacdo, deve-se considerar que, muitas
vezes, a deteccdo do residuo marcador nas matrizes convencionais (isto é,
figado, rins, musculo e gordura), o qual serve de base para a determinacéo do
LMR, pode muitas vezes nao ser a molécula parental e sim seu(s) metabdlito(s);
portanto este marcador e a razdo residuo marcador/residuos totais ndo sao
automaticamente preditivos para os residuos no local da injecdo, haja vista que
€ provavel que nao seja o metabdlito presente no local da injecéo e, sim, a
molécula parental. Desta maneira, se 0 masculo no sitio da aplicagéo néo estiver

representado, o periodo de caréncia, considerando-se a abordagem do LMR
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isoladamente, pode ser muito pequeno, para garantir que os residuos no local

da injecao tenham niveis adequados (EMA, 2021).

O guia do VICH (2015), bem como a agéncia EMA (2021) estabelecem
que para a obten¢do de amostra de musculo, em bovinos, no ponto de aplicacgéo,
quando de uma administracéo por via SC, é necessario coletar uma quantidade
de 500 g de tecido, sendo que as dimensdes dessa matriz devem ser de 15 cm
de diametro por 2,5 cm de profundidade. Ainda, esses guias indicam que seja
recolhida uma amostra adicional de, aproximadamente, 300 g + 20%, ao redor
da primeira coleta. Além disso, para avaliar o potencial de migrac&o de residuos
no local de injecdo, esses mesmos guias sugerem adotar trés abordagens no
gue se refere ao tecido ao redor da injecédo: 1) Coletar uma amostra eliptica (ou
de outra forma adequada) ao longo do trajeto da injecdo; 2) Fornecer dados
sobre o potencial de migracao desses residuos a partir de estudos de residuo
radiomarcado total (TRR); ou 3) Utilizar um corante em um dos métodos de
estudo mencionados para uma avaliacdo visual do potencial de migracdo dos

residuos.

Embora as sugestdes propostas por ambos os manuais (VICH, 2015;
EMA, 2021) procurem gerar dados necessarios para estimar a quantidade de
residuo de uma substancia, nestas informaces ndo foram especificadas as
maneiras pelas quais devem ser realizados estes procedimentos e as
explicacdes do porqué das recomendacdes, tanto no que se refere a quantidade,

bem como das dimensodes do tecido a ser coletado.

Assim, na segunda parte desta pesquisa, foi objetivo procurar melhor
estabelecer a distribuicdo do medicamento no ponto de aplicacdo (musculo
trapézio), no decorrer do periodo até o abate, determinado pelo periodo de
caréncia da IVM 1%, que conforme indicado pelo fabricante é de 35 dias apés a

ltima administracdo do medicamento (IVOMEC, 2023).

Com esse proposito, neste experimento inicialmente procurou-se
estabelecer o ponto exato de aplicagdo do medicamento no animal,

empregando-se para tal a tinta nanquim, uma suspenséo de particulas de negro
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de fumo em um meio (como etilenoglicol) e € comumente usada em canetas para
escrever, desenhar ou tatuagem epidérmica. Essa tinta tem uma longa historia
de uso clinico como marcador anatdmico para cirurgia e radioterapia (KHAN et
al., 2015), e em outros procedimentos médicos, como a colonoscopia, onde
marca pequenas e multiplas lesbes da mucosa como recurso pré-operatério, ou
em mastectomias, quando é utilizado para coloracdo das margens cirdrgicas e
da orientacdo do tecido (KOSEMEHMETOGLU et al.,, 2010). Portanto, esse
corante serviu para marcar o local de aplicacdo da IVM, uma estratégia essencial
para evitar a perda de referéncia desse local, especialmente em animais
zebuinos, haja vista que bovinos de origem indiana possuem uma pele mais solta
e flexivel em comparacdo com o gado europeu (DOWLING, 1964), o que torna
essa marcacéao crucial para identificar os pontos de aplicacdo do medicamento
mesmo apos o processo de esfola no abate. Assim sendo, neste experimento foi
usada a subespécie Nelore como o desafio maior para testar a marcacao por
este corante. Os resultados mostraram que a metodologia se mostrou eficaz,
permitindo a identificacao precisa do local de administragao da IVM 35 dias antes
do abate, em todos os animais avaliados. Com essa referéncia clara, foi possivel
coletar de forma correta a quantidade de musculo necessaria para quantificar a

avermectina.

Com a definicdo do ponto de aplicacdo, a outra parte do estudo teve como
objetivo verificar o “percurso” da IVM desde o dia de sua aplicagéo até o dia do
abate. Com esse intuito, empregou-se um segundo corante, o cristal de violeta,
um corante basico, ao qual a membrana celular é permeavel e que pode ainda
se ligar as substancias poliméricas extracelulares (WILSON et al., 2017). Os
dados aqui obtidos, mostraram que embora o corante tenha se espalhado por
um raio ndo superior a 15 cm de diametro, a infiltracdo do cristal de violeta se
aprofundou, se concentrando numa area além dos 2,5 cm de extensao (veja
figura 19).

Em vista disso, futuros estudos seréo conduzidos, mantendo-se na coleta
do musculo do local de aplicagcdo, o diametro proposto pelos guias, mas
alterando a profundidade, para, pelo menos o dobro (ou seja, no minimo 5cm de

espessura) do que hoje é recomendado. Outra proposta oriunda dos resultados
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deste experimento é a de que em cada produto com indicacdo de administracédo
por via SC ou IM, seja adicionado um corante, pois esse procedimento auxiliara
na verificacdo do residuo do farmaco no ponto de aplicacao. Além disso, estudos
ja estdo em andamento, procurando-se verificar se 0s corantes aqui empregados

(nanquim e cristal de violeta), ndo interferem com a biodisponibilidade da IVM.

Concluindo, este estudo sugere a possibilidade de diferencas inter-
subespecificas nos niveis de residuos de IVM em diferentes tecidos. Contudo,
as variacdes consideravelmente significantes nos valores observados em todas
as subespécies e amostras, abrangendo diferentes tecidos e periodos de coleta,
impediram comparacfes eficazes e a obtencéo de conclusdes definitivas. Isso
indica que o numero de quatro (ou mesmo cinco, como 0 aqui obtido) amostras
por grupo, conforme recomendado por diretrizes internacionais para matrizes
oriundas de bovinos, pode ser insuficiente para uma avaliacdo estatistica

precisa.

Este estudo também apontou a necessidade de ajustes nos guias
internacionais para a coleta de amostras de musculo no local de aplicacéo,
particularmente no contexto da administracdo SC de IVM. Estudos adicionais
estdo em andamento para refinar e aprimorar o protocolo proposto para esse

procedimento.
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6. CONCLUSAO

Devido as grandes variacdes obtidas nos resultados das analises dos sete
tecidos estudados nas trés subespécies e nos quatro periodos de aplicagédo, ndo
foi possivel comparar de forma eficaz as possiveis diferencas na concentracéao
de residuos de IVM entre as subespécies. Os achados deste experimento
indicam concentragcées mais elevadas em alguns dos tecidos nos bovinos do
grupo Hereford, porém néo foi conclusivo se estes achados poderiam ter sido
influenciados pelo fator subespécie, sugerindo a necessidade de um numero

maior de animais nos estudos para garantir uma estatistica precisa.

De forma geral, nota-se uma diminui¢do dos valores dos residuos de IVM ao
longo do tempo nas trés subespécies. Porém, ndo foi possivel identificar
diferencas entre os padrdes de deplecéo de residuos de IVM ao longo do tempo

entre as trés subespécies.

Os achados deste experimento refletem padrdes distintos de distribuicdo de
residuos em cada tecido avaliado. Apesar dos residuos de IVM estarem abaixo
dos LMRs estipulados pelo Codex Alimentarius em seis dos sete tecidos, os
valores encontrados no sitio de aplicacdo extrapolaram os 30 pg/kg para
musculo em todos os tempos do grupo Hereford, no tempo 35 dos bovinos
Nelore e no tempo 21 dos animais do grupo Angus-Nelore. Estes achados
indicam a importancia em se ter um protocolo adequado de coleta do sitio de
aplicacao e, ainda, a importancia em se considerar o tempo de deplecéo de
residuos no sitio de aplicacdo (até abaixo do LMR) para a determinacdo do

periodo de caréncia dos medicamentos.
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