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RESUMO

MACHADO, S. T. Z.Validagdo de método para detectar residuos de iveeutina em
leite bovino. [Method validation for detecting ivermectin residum milk]. 2015. 40 f.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade ddidiha Veterinaria e Zootecnia,
Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo, 2015.

Niveis ndo aceitaveis de residuos de ivermectindM)l uma droga anti-parasitaria
amplamente utilizada no Brasil para controle desetuparasitas, pode estar presente no leite
para consumo humano se administrada incorretam@ntével maximo de residuos no leite
para este composto é de 10 ng 't sua presenca tem sido comprovada em pesquisas
realizadas por orgdos reguladores. Com o0 conhetinusste problema, um método para a
deteccdo de ivermectina em amostras de leite 8@rd®lvido utilizando a extragdo liquido-
liqguido com base em acetonitrila e hexano, segpataderivatizacdo com 1-metilimidazol
(MI), trietilamina (TEA), acido anidro trifluoroatiéo (TFAA) e acido trifluoroacético (TFA)

e cromatografia liquida com deteccéo fluoresceb@KL) para a andlise. Além disso, o
método proposto foi testado de acordo com parameteo validacdo estabelecidos pela
ANVISA. Parametros, tais como seletividade, lindadie (RZ 0,98), precisao (coeficiente de
variacao entre 0,6-19%), recuperacéo (90-95%) estek foram avaliados durante o processo
de validagcédo. Subsequentemente, foi testado emti@ma®e leite de vacas tratadas com uma
formulacdo comercial de ivermectina a 1%. O métagbcado em amostras de campo,
provou possuir um perfil de quantificacdo e de kcorE@cdo para o método concebido no

presente estudo.

Palavras-chave: lvermectina. Residuos. Leite. HFHlMrescéncia.



ABSTRACT

MACHADO, S. T. Z. Method validation for detecting ivermectin residuesin milk.
[Validacdo de método para detectar residuos deneina em leite bovino]. 2015. 40 f.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade ddidiha Veterinaria e Zootecnia,
Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo, 2015.

Non-acceptable residue levels of ivermectin (IVis),anti-parasitic drug widely employed in
Brazil for control of endectoparasites, could bespnt in milk for human consumption if
improperly administered. The maximum residue lewehilk for this compound is 10 ng mL
! and its presence has been proved from previousrgment surveys. With this rising
subject, a method for the detection of ivermeatimilk samples was developed using liquid-
liquid extraction based in acetonitrile and hexafa@lowed by derivatization with 1-
methylimidazole (MI), triethylamine (TEA), anhydmutrifluoacetic acid (TFAA) and
trifluoracetic acid (TFA) and liquid chromatograptgupled to fluorescent detection (LC-FL)
for the analysis. Moreover, the proposed method wested according to validation
parameters estabilished by ANVISA. Parameters, sisckelectivity, linearity (R2 0.98),
precision (RSD values between 0.6 — 19%), reco{@03y95%) and robustness were evaluated
during the validation process. Subsequently it teased in milk samples from cows treated
with a commercial ivermectin formulation at 1%. Theethod applied to field samples,

proved a quantifiable and confirmatory profile tbe method designed in this study.

Keywords: Ivermectin. Residue. Milk. HPLC. Fluoresce.
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1 INTRODUCAO

A producéo de leite no Brasil, no primeiro trimestre de 2014, teve aumento de 8,9% em
relagdo ao mesmo periodo do ano anterior, chegando a 6,186 bilhdes de litros adquiridos pelas
industrias processadoras. Além disso, a exportacdo no 1° trimestre de 2014 aumentou 106,4%
em relacdo ao fim de 2013. Os principais paises importadores foram Bolivia, Venezuela, Sri
Lanka e Africa do Sul (IBGE, 2014).

A partir do crescimento gradativo da producdo brasileira e do aumento das exportacOes de
leite, ha necessidade de garantir a inocuidade do leite também no tocante aos perigos
quimicos e, assim, os residuos de medicamentos veterinarios tém estado em pauta.

A criacdo intensiva é caracterizada pela aglomeracdo de animais, facilitando a disseminagéo
de doencas parasitarias; no entanto a criacdo a pasto também é vulnerdvel a essas
enfermidades, uma vez queo clima tropical € marcado por variacBes de temperatura, periodos
de seca e periodos de chuvas intensas. Espaco limitado e os fatores climaticos interferem na
salde do gado ena producdo de leite, além de criaremum ambiente ideal para a reproducdo e
disseminacdo de endo e ectoparasitas (carrapatos, moscas, miiases, parasitas gastrointestinais)
(COSTA; PEREIRA NETTO, 2012; FEIJO, 2012).

O uso de antiparasitarios € a principal forma de combater as perdas de producdo, porém a
utilizacdo inadequada acaba gerando residuos em niveis acima do aceitavel no leite para
consumo humano, além de possibilitar o surgimento de resisténcia parasitaria aos
medicamentos. Entre as drogas antiparasitarias disponiveis no mercado, as lactonas
macrociclicas (LM) destacam-se pelo amplo espectro de acdo, eficacia em baixas doses,
utilizacdo segura na maioria dos mamiferos e custo relativamente baixo. As lactonas sdo um
grupo de moléculas que possuem efeito endectocida, produzidas a partir da fermentagdo do
Streptomyces avermectilis, um microrganismo que tem como héabitat o solo. Apés a
descoberta desses componentes, foram produzidos diversos farmacos, como a ivermectina
(IVM), que foi patenteada ha mais de 20 anos e mantém-se até hoje como uma das drogas
antiparasitarias mais populares mundialmente (DANAHER et al., 2006; COSTA; PEREIRA
NETTO, 2012).

Existem diversas variacbes no mercado de formulagfes medicamentosas para uso veterinario
contendo 1VM, diferenciando-se desde a concentragdo que pode ser de 1% até 3,5%, bem
como combinacgdes com diferentes moléculas, além de veiculos e adicdo de adjuvantes. As

mudangas nas apresentagdes tém a finalidade de melhorar a eficacia do tratamento,
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aumentando o periodo de liberacdo e o tempo de acdo no organismo. No entanto, quanto
maior a dosagem e concentracdo, maior o nivel de residuos e, consequentemente, apresenta
maior periodo de caréncia. As medidas que permitem 0 uso seguro desses compostos estdo
baseadas nas Boas Praticas de Agropecuarias (BPA), como utilizacdo do produto para a
espécie a que se destina, a via de administracdo recomendada para o medicamento, a dosagem
e o cumprimento do periodo de caréncia. Todas essas informacdes estdo contidas na bula.

O Plano Nacional de Controle de Residuos e Contaminantes em Produtos Animais (PNCRC),
coordenado pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) (BRASIL,
2007), é responsavel por monitorar o nivel de residuos. Adotando-se a regulamentacéo do
Codex Alimentarius, o Brasil determinou o Limite Méaximo de Residuos (LMR) para IVM em
10 pg/kg no leite (CODEX ALIMENTARIUS, 2014). Portanto, ha a necessidade de métodos
sensiveis e confidveis que detectem concentracdes menores ou iguais ao LMR.

A disponibilidade de métodos para a quantificacdo dessas moléculas em matrizes organicas é
limitada, contemplando a cromatografia e métodos imunoquimicos como ELISA. Em
métodos cromatogréaficos, sdo necessarios instrumentos de deteccdo, sendo os mais utilizados:
ultravioleta (UV), fluorescéncia (FL) e espectrometria de massas (MS). Porém, o processo de
extracdo para leite e matrizes derivadas é complicado e longo, necessitando precipitacdo de
proteinas e filtracdo de impurezas, e quando ndo bem sucedido, pode gerar falhas na
sensibilidade e especificidade no método de deteccdo (DANAHER et al., 2006;
RUBENSAM, 2010; GIANNETTI et al., 2011).

O objetivo deste trabalho foi desenvolver, validar e, subsequentemente, testar um novo
método visando caracteristicas como praticidade e rapidez na execugdo, eficacia e confianca
nos resultados obtidos e baixo custo.
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2 REVISAO DE LITERATURA

A lvermectina foi a primeira avermectina a ser comercializada no ano de 1981 e tem como
classificacdo molecular 22-23 dihidroavermectina. Composta pela mistura de duas moléculas
homdlogas em propor¢cdes diferentes, ela possui pelo menos 80% de 22-23
dihidroavermectina Bla e pelo menos 20% de 22-23 dihidroavermctina Blb, sendo a Bla
considerada como o marcador principal para ensaios de determinagdo de residuos em leite e
tecidos (SCHENCK; LAGMAN, 1999; JESUS, 2007; KOLBERG et al., 2009).

Sua agdo contra artropodes e nematoides em suas diversas formas de desenvolvimento garante
um amplo espectro de acdo e eliminacédo eficaz desses parasitas. A dose recomendada para a
espécie bovina é 200 pg por kg de peso vivo. Os principais nematodeos afetados sdo
Haemonchus spp., Ostertagia spp., Cooperia spp., Trichostrongylus spp., Strongyloides
papillosus, Bunostomum spp., Nematodirus spp., Trichuris spp., Oesophagostomum spp.,
Dictyocaulus viviparus, enquanto os artrépodes susceptiveis sdo Hypoderma spp., Sarcoptes
bovis, Psoroptes ovis, Linognathus spp. e Haematopinus spp. O modo de acdo neural é
iniciado quando a molécula se liga irreversivelmente a célula neuromuscular, causando a
liberagdo de neurotransmissores inibitorios, como acido y-aminobutirico (GABA), glicina ou
glutamato. A liberacdo dessas substancias pela extremidade pré-sinaptica aumenta o fluxo do
ion Cl , levando a hiperpolarizacdo da membrana. Esse mecanismo causa paralisia muscular
nos parasitas, inclusive na bomba faringeal, inibindo o processo de alimenta¢do e causando a
sua morte (SOUZA et al., 2003; DANAHER et al., 2006; RUBENSAM, 2010).

A IVM ¢ altamente lipofilica, depositando-se na gordura e garantindo lenta liberacdo no
organismo. Sua excre¢do pode ser por periodos prolongados no leite, podendo atingir até 5%
da dose administrada, além de se depositarem em outros tecidos como figado, rins e, em
menor proporcdo, musculos (KOLBERG et al., 2009; CERKVENIK-FLAJS et al., 2010). O
principio ativo, IVM, pode estar presente em diferentes formulagfes para uso veterinério.
Estas podem apresentar diferentes concentracbes e diferentes componentes secundarios
(veiculos, adjuvantes, excipientes, etc.), destinadas a administracdo por diversas vias, como
topica, subcutanea, oral ou intramuscular. Essas variacbes levam a meias-vidas médias no
plasma e periodos de caréncia diferentes. De fato, algumas dessas formulagbes sé&o
desenvolvidas exatamente para que tenham absorcdo e eliminacdo lentas. Embora tal
protocolo de medicacdo possa ser interessante do ponto de vista da praticidade de tratamento

dos animais, ele pode aumentar o tempo em que 0s residuos séo eliminados em quantidade



17

elevada no leite e produtos derivados ap6s o tratamento. Apesar de diversas vias de
administragdo, a biodisponibilidade da IVM é melhor quando aplicada via subcutanea (SC),
sequida da via oral (VO) e da via topica. Esta via apresenta areas abaixo da curva de absor¢édo
menores na dose de 500 pg/kg que 200 pg/kg. Quando administrada por via parenteral, a
absorcdo é mais lenta, porém mais eficaz do que na VO, pois aumenta a biodisponibilidade no
plasma, levando a agdo por um longo periodo. Além da melhor acéo através da via SC, a IVM
também é pouco hidrossoluvel, favorecendo a lenta absorcéo na regido aplicada e um longo
periodo de acdo na circulacdo. Pensando nas variagcGes farmacocinéticas devido as vias de
administragdo, as inddstrias farmacéuticas oferecem diversas formulagBes no intuito de
melhorar a acdo antiparasitaria. Veiculos a base de propilenoglicol: glicerol-formal (60/40
v/v) sdo muito comuns, porém, quando alterados para veiculo aquoso, a absorcdo é
aprimorada, aumentando a meia-vida do farmaco e sua eficacia, enquanto na via
intramuscular (IM) esse resultado é atingido quando usado veiculos oleosos, devido & maior
irrigacéo desse tecido. Em comparagdo, o veiculo a base de dleo é absorvido mais lentamente
pela via SC do que o veiculo a base de propilenoglicol: glicerol-formal, pois ha uma lenta
liberacdo do sitio de aplicacdo. ApOs absorcdo, independente da via de administracdo, na
corrente sanguinea a IVM liga-se a proteinas carreadoras (albumina; lipoproteinas) levando a
sua distribuicdo nos 6érgdos-alvo, acimulo no tecido adiposo e biotransformacao no figado,
porém essa etapa ocorre em baixa escala, podendo ser excretada sem grandes modificagdes.
As principais vias de excrecdo sdo bile e fezes (90%), urina (~2%) e também glandula
mamaria, devido ao deposito dessa molécula no tecido adiposo. A parcela excretada via leite
pode chegar a 5,5% da dose administrada, dando grande importancia ao periodo de caréncia
pos-administracio (GONZALEZ CANGA et al., 2009).

A Ingestdo Diaria Aceitavel (IDA), isto é, a quantidade méxima tedrica de uma dada
substancia que pode ser ingerida diariamente de forma segura por humanos, é de 0,6
mg/kg/dia para a IVM (FAO/WHO, 2014).

Em funcéo da IDA, foi estabelecido o LMR de IVM em 10 pg/kg no leite, considerando-se a
ingestdo média de leite na populacdo de referéncia (CODEX ALIMENTARIUS, 2014;
FAO/WHO, 2014).

Em paises da Unido Europeia ndo had LMR, pois o uso de IVM em animais produtores de leite
é proibido, portanto ndo deve haver residuos no produto final ou derivados. No Brasil, foram
adotadas as normas do Codex Alimentarius, que estabelecem a quantidade aceitavel de
residuos, mas, apesar de existir um LMR, as empresas farmacéuticas recomendam que 1IVM

ndo seja administrado no gado leiteiro.
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O PNCRC, coordenado pelo MAPA, é responsavel por monitorar os niveis de residuos de
drogas. Em andlises de leite cru, conduzidas no periodo de 2004 a 2014, foram detectadas 9
amostras positivas, com o0s resultados que excedem o LMR de um total de 896 amostras
(BRASIL, 2009, 2010, 2011, 2012, 2013, 2014, 2015). Outro programa desenvolvido,
denominado PAMvet (Programa de Analise de residuos de Medicamentos Veterinarios em
Alimentos de Origem Animal), projetado pelo Ministério da Salde por meio da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), atuou de 2003 até 2007, analisando um total de
1.575 amostras de leite pasteurizado ou UHT amostras leite comercial (ANVISA 2005, 2006,
2009). Destas, foram confirmadas 556 amostras positivas para os residuos de 1IVM, porém
nenhuma acima do LMR. O método de determinag&o escolhido pelo programa do MAPA foi
a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a deteccdo por fluorescéncia (CLAE-
FL), enquanto a ANVISA manteve essa técnica apenas incluindo detectores de UV (CLAE-
FL/UV).

Alguns autores levantaram dados sobre os residuos de IVM no leite vendido em
estabelecimentos comerciais. Lobato et al. (2006) desenvolveram uma metodologia de CLAE-
FL com limites de quantificacdo e de deteccdo abaixo do LMR (2,0 ng/mL e 0,6 ng/mL,
respectivamente) e, das 168 amostras analisadas, aproximadamente 30 (17,8%) foram
positivas para IVM, mas em todas o valor encontrado estava abaixo do LMR. Recentemente,
no estado do Rio Grande do Sul, foi executado um trabalho similar no qual 72 amostras
comerciais foram analisadas com cromatografia liquida acoplada a espectrémetro de massas
(CLAE-MS) e, das 18 amostras positivas (22,2%), nenhuma excedeu o LMR (SOUZA,
2013).

Derivados lacteos também podem apresentar residuos desse medicamento, uma vez que 0
processamento do leite ndo elimina ou diminui a quantidade presente no leite cru
(IMPERIALE et al., 2009). No intuito de pesquisar residuos em derivados, um trabalho
realizado na cidade de Campinas, no Estado de SP, coletou 104 amostras comerciais de
iogurte para analise com CLAE-FL, e nenhuma apresentou residuos de IVM (FURLANI et
al., 2015).

A deteccdo de residuos, mesmo em valores abaixo do LMR, evidencia o uso de IVM em
vacas em lactacao, o que ndo e recomendado pelos fabricantes.

A presenca desse composto em niveis ndo aceitaveis nos alimentos destinados aos humanos
pode apresentar efeitos toxicos a saude. Ha estudos que demonstram os efeitos mutagénicos
e/ou teratogénicos em outras espécies de mamiferos, além de resisténcia parasitaria ao

medicamento, devido ao uso indiscriminado (EMEA, 2004). Porém existem poucos relatos de
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toxicidade em humanos causados por IVM (SUNG et al., 2009; DEBONIS; PIERRE, 2011),
mas trabalhos realizados com culturas de células in vitro demonstraram um possivel carater
citotoxico e genotdxico contra determinadas linhagens celulares (MOLINARI; SOLONESKI;
LARRAMENDY, 2010).

Um fator essencial para o metabolismo da IVM no organismo dos mamiferos é a
glicoproteina-P, uma proteina expressa na superficie da membrana celular. Sua presenca
influencia na absorcao, inclusive no epitélio intestinal (principalmente quando administrada
VO). Algumas formulacbes acompanhadas de verapamil, um bloqueador da glicoproteina-P,
permitem que a biodisponibilidade e a concentragdo no plasma sejam aumentadas, causando
uma melhora na eficacia antiparasitaria (GONZALEZ CANGA et al., 2009). Porém, é fato
que animais com deficiéncia da glicoproteina-P (ex: cdes da raca Collie), estdo suscetiveis a
intoxicacdo por esse antiparasitario. De acordo com Macdonald e Gledhill (2007), humanos
podem apresentar polimorfismo na glicoproteina-P através de mutacfes, o que poderia gerar
um potencial para toxicidade, caso essa variagdo impeca essa estrutura de realizar sua funcgéo.

Devido aos riscos toxicoldgicos, € importante controlar os residuos dessa molécula em
alimentos de origem animal como o leite. A cromatografia tem se mostrado muito Util na
quantificacdo de residuos farmacéuticos em matrizes organicas e € uma técnica que permite a
separagdo de componentes semelhantes presentes em matrizes complexas atraves de diversos
métodos (SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2009). O principio desta técnica estd na
diferenciacdo de analitos em uma mistura através da interacdo individual com diferentes
elementos, como a fase movel e a fase estacionaria. Esses elementos podem ser variados,
abrangendo vérias técnicas para diversas estruturas (DEGANI; CASS; VIEIRA, 1998). A
CLAE é um método de determinacdo de residuo popularmente usado para leite bovino,
devido a sua sensibilidade, precisdo e exatiddo (SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2009;
SANTOS, 2013).

Métodos pioneiros de extracdo baseavam-se em extracdo de fase sélida e particdo liquido:
liquido, utilizando-se a determinacdo e deteccdo por CLAE e UV, respectivamente. No
entanto, houve o surgimento de métodos que empregavam a derivatizacdo apds a extracdo,
adicionando reagentes ao analito extraido os quais formavam um composto fluorescente,
permitindo a deteccdo por fluorescéncia que, por sua vez, aumentou a sensibilidade dos
métodos (STONG, 1987; PRABHU; WEHNER; TWAY, 1991). Diante da impossibilidade de
analisar a matéria bruta, o preparo das amostras é essencial para isolar e concentrar o analito,
além de separar impurezas que podem causar danos no equipamento e/ou prejudicarem a
analise (VALENTE; AUGUSTO, 2000). As técnicas de extracdo de farmacos de matrizes
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bioldgicas, anteriormente a injecdo no equipamento de CLAE, sdo: extracdo em fase solida
(SPE), precipitacdo por baixas temperaturas (LTP) e extracdo liquido:liquido (LLE). Esta
ultima é a mais empregada devido a praticidade e baixo custo, porém necessita de grandes
volumes de solvente e maior tempo de analise.

Residuos de lactonas macrociclicas podem ser mensurados quantitativamente atraves de
cromatografia liquida com posterior deteccdo por UV, ou por fluorescéncia ou ainda por
espectrometria de massas. A escolha do método depende da sensibilidade e especificidade
desejada no ensaio. O alcance de deteccdo de residuos por UV é até mg/kg, enquanto a
espectrometria de massas e a deteccdo por fluorescéncia sdo capazes de mensurar até pg/kg.
Considera-se a cromatografia associada a espectrometria de massas mais adequada para
deteccdo de residuos de lactonas macrociclicas porque, apesar da fluorescéncia apresentar
baixo custo e boa sensibilidade, seus derivados sdo muito instaveis, prejudicando a amostra
apos a extracdo (DANAHER et al., 2006). Porém a otimizacdo dessa reacdo, selecionando
reagentes e volumes apropriados, possibilita a utilizacdo da derivatizagdo com resultados
precisos (DANAHER et al., 2012).

Outro método para a deteccdo das lactonas macrociclicas, alternativo a cromatografia liquida,
€ a imunoquimica, que consiste na producdo de anticorpos monoclonais (por ex. anti-
ivermectina) para deteccdo através de ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay),
porém h& chance de reacGes cruzadas com outros farmacos e/ou metabdlitos. Além disso,
exige um procedimento de limpeza com mais etapas e tem alto custo. Assim, na escolha de
um método para identificacdo da ivermectina, a cromatografia liquida demonstrou-se de facil
execucao, com menos etapas de trabalho e uso de menos reagentes, além de garantir melhores

resultados do que os métodos imunoquimicos (DANAHER et al., 2006).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Farmacos e Reagentes

Ivermectina (Cat. 18898-1¢), trietilamina (TEA) (Cat. T0886-1L), acido anidro trifluoracético
99% (TFAA) (Cat. 106232-500g), acido trifluoracético (TFA) (Cat. T6508-500mL), 1-
metilimidazol (MI) (M50834-100g) foram obtidos da Sigma-Aldrich Brasil Ltda (SP, Brasil).
Acetonitrila (ACN) e Hexano foram obtidos da Tedia Brazil (RJ, Brasil).

3.2 Preparo da solucéo de IVM padréo e fortificacdo das amostras de leite branco.

Solucéo de IVM padrédo de estoque foi preparada ao dissolver 10,0 mg de IVM em 10,0 mL
de acetonitrila, resultando em uma solucdo de 1,0 mg mL™. Para o preparo das solucdes
padrdo de trabalho, uma aliquota de 10 pL foi retirada da solucdo de IVM padrao de estoque e
adicionada a 9,9 mL de acetonitrila, produzindo uma solugéo de IVM padréo de trabalho na
concentracdo de 1.000 ng mL*.Para os pardmetros de validagio do método proposto,
diferentes concentragbes foram preparadas (160,0; 80,0; 40,0; 20,0; 10,0; 5,0 € 2,5 ng mL™),
usando-se acetonitrila como solvente. Todas as solugdes de IVM padréo foram armazenadas
em freezer a-20 ° C.

Amostras de leite cru foram previamente testadas para garantir a auséncia de IVM. A etapa de
fortificacdo foi realizada através da adicdo de aliquotas especificas da solu¢édo de IVM padréo
(1.000 ng mL*) com a finalidade de obter as mesmas concentragdes citadas acima, porém no
leite.

3.3  Preparo das amostras

A extracdo da matriz organica foi baseada em uma metodologia de extracdo liquida: liquida

modificada, proposta por Gianetti et al. (2011). Apesar da maioria dos métodos para deteccao
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de lactonas macrociclicas necessitarem de uma etapa extra de limpeza utilizando-se cartuchos
de SPE, o presente método foi produzido sem esse processo, apenas aplicando-se acetonitrila
que ja garante a precipitacdo de proteinas e a baixa co-extracdo de lipidios (SZPRENGIER-
JUSZKIEWICZ et al., 2012).

Descrevendo brevemente, 4 mL de ACN foram adicionados & 4 mL da amostra de leite,
fortificada em tubos conicos de polipropileno de 15 mL (Kasvi, S&o Paulo, Brasil) e
homogeneizados em vortex (Certomat® MV, B. Braun Biotech International, Melsungen,
Alemanha) por 10 s. Logo apds, a mistura foi submetida a banho ultrassénico (Cleaner USC
2800 A, Sdo Paulo, Brasil) por 20 min. Em seguida, foi colocada em uma mesa agitadora
(Biomixer, model TS-2000A VDRL, USA) por 20 min. A amostra foi, entdo, centrifugada
(ST16R, Thermo Scientific, Germany) na rotacdo de 1,465g por 15 min a 10°C. O
sobrenadante foi separado em tubos de polipropileno de 15 mL (Kasvi, Sdo Paulo, Brasil), e 0
residuo descartado. Foram adicionados 2 mL de Hexano seguido de breve homogeneizagao.
ApoOs essa etapa, a solucdo separou-se em duas fases, e 1 mL da fase superior foi
cuidadosamente extraida, evitando-se obter aliquotas da fase inferior, e armazenadas em vials
de CLAE de 1,5 mL (Tedia, RJ, Brasil). Para evaporacao, os vials foram colocados abaixo de
uma fraca corrente de nitrogénio (N2) (Sample Concentrator Techne®, Cambridge, UK) em
temperatura ambiente.

A etapa de derivatizacao foi realizada de acordo com o método proposto por Danaher et al.
(2006). Apos evaporacdo, o extrato seco foi ressuspenso com 100 puL de uma mistura de
ACN:MI (1:1), 50 uL de TEA, 150 pL de uma mistura de ACN:TFAA (2:1),50 uL de TFA e
1000 pL de ACN. Os vials foram transportados para banho-maria, onde foram aquecidos a
70° C por 30 minutos, seguido de 10 minutos a temperatura ambiente para esfriar e, assim,

injetados no sistema de CLAE.

3.4  CondicBGes Cromatograficas

O sistema cromatografico consistia em um aparelho Prominence UFLC (Shimadzu, Kyoto,
Japan) equipado com um degaseificador DGU-20A5, um injetor automatico SIL-20AC, uma
bomba quaternaria LC-20AD, forno para fase estacionaria CTO-20A, um detector de
fluorescéncia RF-20Axs e um modulo de comunicacdo CBM-20A. A separagdo da IVM foi

realizada em uma coluna C8 Waters SunFire (150 x 4,6 mm, 5 um, Waters, USA) conectada a
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uma coluna guarda (12,5 x 4,6 mm, 5 pum) com as mesmas caracteristicas. A fase mével era
composta por uma mistura de ACN (A) e &gua Milli-Q (B). O fluxo foi de 1,2 mL/min. O
gradiente de eluicdo foi construido da seguinte forma: iniciando a 88% de A, aumentando
linearmente essa proporcao até 97% de A, durante 8 min, e manteve-se esse gradiente até 15
min. Finalizado esse periodo, a propor¢cdo de A aumentou para 100% e foi mantido nesse
valor até 25 min e, logo apo6s, diminuido para 88% de A. O tempo total de corrida foi de 25
min. Em seguida, foi aplicado um fluxo isocratico de 88% de A, a 1,2 mL/min, durante 10
min, com a finalidade de limpar e estabilizar o sistema cromatografico. A temperatura da
coluna era de 30° C e o volume de injecéo era de 20 pL. O comprimento de onda de excitacdo
e emissdo foram 365 nm e 470 nm, respectivamente. Os solventes foram degaseificados em
banho ultrassdnico anteriormente ao uso. Os residuos de VM foram identificados por seu
tempo de retencdo (TR) especifico e quantificados pela area do pico, usando-se padrdes

externos.

3.5  Parametros de validacao

Os parametros analiticos avaliados para a validacdo do método foram seletividade,
linearidade, repetibilidade (precisdo), precisdo intermediaria, recuperacdo, robustez, limite de
quantificacdo e limite de deteccdo de acordo com as diretrizes nacionais (ANVISA 2003;
ANVISA 2012).

A seletividade foi alcancada através da injecdo de quatro concentracdes diferentes (80,0; 40,0;
20,0 e 10,0 ng mL?) da solugdo de IVM padrdo, comparando-se com amostras de leite
fortificadas com as mesmas concentraces e as amostras de leite integral sem presenca da
IVM, para avaliar o efeito da matriz. Outro aspecto observado na seletividade foi o tempo de
retencdo do pico de IVM. A partir desses dados, também foram analisados média, desvio
padrdo (DP) e coeficiente de variacdo (CV). Para esse parametro, as amostras foram
preparadas em triplicata. A linearidade foi realizada injetando-se seis concentracGes diferentes
(80,0; 40,0; 20,0; 10,0; 5,0 e 2,5 ng mL™?) de padrdo de IVM diluido em ACN e amostras de
leite fortificadas nas mesmas concentragdes apds extracdo e derivatizagdo. Curvas de
calibracdo linear foram construidas para ambos os tipos de amostras, calculando-se equacgao

de regressao e coeficiente de regressdo. As amostras foram preparadas em triplicata.
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A precisdo foi obtida em dois passos diferentes: repetibilidade e precisdo intermediéria. O
primeiro foi projetado com trés concentragdes (40,0; 20,0 e 10,0 ng mL™?), elaborado em
triplicata, obtendo-se media, desvio padrdo e coeficiente de variagdo. A precisao intermeédia
foi realizada injetando-se trés concentragbes (40,0; 20,0 e 10,0 ng mL™) preparadas em
triplicata, embora por outros dois analistas (A e B), em dois dias (Dia 1 e Dia 2), no mesmo
laboratério. A média, desvio padrdo e coeficiente de variagdo também foram calculados para
este passo.

A recuperacdo foi calculada com duas concentragdes diferentes (40,0 e 20,0 ng mL™) do
padrdo de IVM diluido em acetonitrila. As mesmas concentracdes foram comparadas em
amostras de leite fortificadas. A equacgéo de recuperacdo foi aplicada: R = [(C-A)/B] x 100
(AOAC, 2002; ANVISA, 2003) em que A representa a amostra de leite na auséncia de IVM,
descartando-se o efeito da matriz; B € a solucdo de IVM padrdo em ACN na determinada
concentracdo; e C € a amostra de leite fortificada na concentracdo correspondente a B. Cada
série de solucgdes foram preparadas em triplicata, e os resultados das equacBes expressos em
porcentagem.

A robustez foi avaliada modificando-se trés parametros: velocidade de fluxo, tempo de
aquecimento (apo6s a etapa de derivatizacdo) e percentuais de gradiente. A velocidade de fluxo
foi testada a 1,0 e 1,3 mL min’. O tempo de aquecimento foi alterado para 40 min. O
percentual de gradiente foi alterado para iniciar em 11% e 13%. Para cada condigdo de corrida
modificada, duas concentraces diferentes foram injetadas (40,0 e 20,0 ng mL™) trés vezes
cada. Apds, foram calculados média, o desvio padrdo e coeficiente de variacdo para o
parametro alterado, comparando-se os resultados com as condigdes de corrida.

O limite de deteccdo (LD) e o limite de quantificacdo (LQ) foram obtidos por avaliacéo
visual, observando-se a proporcao de sinal:ruido para as concentracdes menores.

Seguindo-se as normas de validacdo estabelecidas pela ANVISA, alguns parametros sao
avaliados de forma diferente. A linearidade deve obter um valor de R? > 0,99. Os valores de
recuperacdo mais préximos de 100% sdo desejados, mas também aceitos dentro de uma faixa
de 80 a 105%. O resultado do CV é a medida considerada relevante para seletividade,
repetibilidade, precisao intermediaria e também recuperacdo e deve ser < 15%, enquanto para
robustez as caracteristicas observadas sdo a variacéo entre as medidas das condi¢cdes normais
de corrida e das condicOes alteradas, sem, no entanto, definir um intervalo de variacao
aceitavel (ANVISA 2003; ANVISA 2012).
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3.6 Aplicacdo do método em amostras de leite de animais tratados.

Trés vacas (Mesticas) foram tratadas via SC com uma formulacdo comercial de VM
(IVOMEC® 1% Merial) na dosagem de 200 mcg ou pug kgt. As amostras de leite foram
coletadas no dia O (antes do tratamento) e nos dias 1, 3, 7, 14, 21 de poés-tratamento e

conservadas a -20 ° C até a conclusdo da validacdo do método.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

As imagens a seguir correspondem aos cromatogramas das amostras de leite branco (Figura 1)
e solucdo de IVM padréo (Figura 2) comparando-se com as amostras de leite fortificadas
(Figura 3), demonstrando a auséncia de IVM e picos interferentes no tempo de retencéo

avaliado. O pico de IVM surge entre 12,00 e 13,00 minutos.

Figural- Cromatograma demonstrando as amostras de leite branco. A imagem sobreposta é um
corte ampliado, mostrando a auséncia de picos no tempo de retencéo avaliado
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Figura2- Cromatograma da solucdo de IVM padrdo na concentragdo de 40 ng mL?,
demonstrando o tempo de retencéo do pico de IVM
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Figura3- Cromatograma das amostras de leite fortificadas na concentragdo de 80 ng mL™ mostrando o
mesmo tempo de retencéo e auséncia de picos interferentes
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Baseado em avaliagdo visual, os resultados para LD e LQ foram de 5,0 e 10,0 ng mL™,
respectivamente.

A avaliacdo da seletividade foi executada através da comparacdo entre a solucdo de IVM
padrdo e as amostras de leite fortificadas (Figura 4). As curvas correspondendo a solucéo de
IVM padrdo e amostras de leite fortificadas apresentaram R2? > 0,99 e ndo estavam
completamente paralelas entre si, sugerindo interferéncia do efeito matriz; no entanto nao
houve picos interferentes no tempo de retencdo avaliado, demonstrando o padrao seletivo do
método. Os resultados de média, desvio padrdo e coeficiente de variacdo estdo detalhados na
tabela 1.

Figura4 - Resultados de seletividade para solucdo de IVM padrdo e amostras de leite
fortificadas
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Tabelal-  Resultados da seletividade para amostras de leite fortificadas expressas em
media, desvio padrdo e coeficiente de variacdo

CONCENTRACAO NA

CONCENTFiACAO TR CURVADECALIBRACAO MEDIA:DP CV
(ng mL™) (min) 1 (%)
(ng mL™)

A 12,902 10,1

10,0 B 12912 10,3 10,09+0.22 2,21
C 12,898 9,8
A 12,902 18,8

20,0 B 12,894 18,8 19,06+ 042 224
C 12,896 19,5
A 12,890 38,6

40,0 B 12,908 39,4 39,03+0.41 1,07
C 12,903 39,1
A 12918 87,8

80,0 B 12911 90,9 88,74+185 2,08
C 12,913 87,6

Para avaliacdo da linearidade utiliza-se como referéncia o valor do R2 da curva de calibracao.
Para construcdo da curva foram plotados os dados da concentracdo de IVM (solucdo padréo e
leite fortificado) em fungdo da area do pico de leitura. Foram utilizadas seis concentragdes,
incluindo o LD e um ponto mais baixo que correspondia a metade do LD. As figuras 5 e 6
mostram as curvas de calibracdo e as equacdes de regressao, nas quais se observa que 0s
resultados obtidos do R? atendem ao critério do guia de validagdo da ANVISA (R? > 0,99)
(ANVISA 2003; ANVISA 2012).

Figura5-  Curva de calibragdo para solugdo de IVM padréo, exibindo equacéo de regresséo e R2
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Figura6 -  Curva de calibracdo para amostras de leite fortificadas, exibindo equacdo de regressdo e R2
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Os resultados para o parametro repetibilidade foram aceitaveis de acordo com o guia de
validacdo da ANVISA (CV < 15%)(ANVISA 2003; ANVISA 2012) para cada concentracao.

Os resultados de repetibilidade para trés concentracGes estao exibidos na tabela 2.

Tabela 2 - Resultados de repetibilidade para amostras de leite fortificadas expressos em média, desvio
padrdo e coeficiente de varia¢do
CONCENTRACAO NA

CON((:nerIEg‘CAO TR (min)  CURVADE CALllBRA(;AO MEDIA + DP CV (%)
(ng mL™)

A 12,781 9,6

10,0 B 12,926 10,2 10,08 + 0,33 3,32
C 12,912 10,3
A 12,885 19,9

20,0 B 12,887 19,8 19,85 + 0,09 0,5
C 12,874 19,7
A 12,879 39,3

40,0 B 12,892 39,3 39,20 +0,22 0,56
C 12,872 38,9

Resultados para precisdo intermediaria foram um pouco abaixo do ideal. Ambos os analistas
obtiveram bons valores de CV (<15%) (ANVISA 2003; ANVISA 2012) no primeiro dia, no
entanto, no segundo dia, os resultados variaram. O analista A apresentou um valor de CV >
15% para a menor concentracdo (10 ng mL™?), enquanto o analista B obteve um resultado
similar com a concentragdo intermediaria (20 ng mL™), além de concentracdes, dentro da
curva, diferentes das concentragcdes nominais. Os resultados de precisdo intermediaria para 0s

analistas A e B, em dias diferentes, estdo detalhados na tabela 3.
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Tabela 3 - Resultados da precisdo intermediaria para ambos os analistas, em dois dias, expressos em
média, desvio padrao e coeficiente de variagdo

X CONCENTRACAONA
DIA CONCENTR_?CAO TR (min) ~CURVADE CAL%BRACAO MEDIA=DP  CV (%)
(ngml.") (ne mL™)
A 12,852 13,63
10,0 B 12,802 13,33 13,44+ 0,17 1,0
C 12,830 13,33
A 12,912 25,07
1 20,0 B 12,813 24,14 24.47+0.52 2.0
C 12,811 24,19
A 12,817 53,10
40,0 B 12,955 51,36 50.51+3.10 6.0
C 12,935 47,06
A 12,934 944
10,0 B 12,951 13,27 10,93 + 2,05 18.8
C 12,917 10,05
A 12,902 21,70
2 20,0 B 12,919 20,53 21,97 + 1.57 7.2
C 12,891 23,65
A 12,889 40,26
40,0 B 12,890 40,44 40.43 £ 0.15 0.4
C 12,892 40,58
ANALISTA B
A 12,923 12,76
10,0 B 12,891 12,39 12,66 + 0,24 1.8
C 12,875 12,84
A 12,905 23,74
1 20,0 B 12,900 23,12 23,00 + 0.80 3.4
C 12,901 22,15
A 12,897 46,23
40,0 B 12,904 48,79 46.21 +2.60 5.6
C 12,896 43,60
A 12,878 8.70
10,0 B 12,878 9.14 8.82 £ 0,28 3.2
C 12,870 8.61
A 12,873 17,10
2 20,0 B 12,868 16,93 15,84 + 2,08 13,0
C 13,396 13,44
A 12,906 31,82
40,0 B 12,910 28,75 30,37+ 1,53 5.0
C 12,905 30,52

Aplicando-se a equacdo de recuperagdo, os valores obtidos foram = 100% para as
concentracdes de 20 e 40 ng mL™, porém uma das concentragdes da solucdo de IVM padréo
(40 ng mL?) apresentou um valor de CV > 15%, 0 que ndo é ideal. Os resultados da

recuperacao para as duas concentracdes selecionadas sdo apresentadas na tabela 4.
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Tabela4 -  Resultados de recuperagdo para as concentragdes de 20,0 e 40,0 ng mL™ expressas em
media, desvio padrdo e coeficiente de variagdo
CONCENTRZA(;AO TR(miny CONCENTRACAONACURVADE o\ o oy g RECUPERAGAO
(ng mL™) CALIBRACAO (ng mL™) (%)
A 12,898 15,45
20,0 B 12,880 15,54 14,60 £ 1,55 11,0
SOLUGAO DE c 12,876 12,80
IVM PADRAO A 12,865 40,87
40,0 B 12,873 21,07 28,72+10,63 37,0
c 12,867 24,22
A 12,889 13,88
20,0 B 12,880 13,84 13,88 0,03 03 95,0
LEITE c 12,887 13,91
FORTIFICADO A 12,885 24,94
40,0 B 12,896 28,08 25,92+ 1,87 7,0 90,0
c 12,897 24,75

As condic¢des normais de corrida foram alteradas para avaliar a robustez e, mesmo com as
alteracdes impostas, 0 método permitiu a obtencdo de resultados similares. Utilizando-se
como referéncia o tempo de retencdo relativo, que é a diferenca entre o tempo de retencao
(12,00 — 13,00 minutos) e o tempo de retencdo modificado, as mudancas esperadas para
modificagdes no fluxo e gradiente foram pequenas, apresentando maior variagdo quando o
fluxo foi diminuido e, mesmo assim, a diferenca foi de apenas 1,5 minutos. Quando o tempo
de aquecimento foi alterado, a média das areas abaixo dos picos foi comparada com a média
das areas obtidas durante uma corrida sem alteracbes. No entanto, esses valores foram
semelhantes. O tempo de retencdo e a média dos tempos de retencdo para as condi¢cdes de
corrida sem alteragdo (fluxo de 1,2 mL min* e gradiente de 12%) estdo detalhados na tabela 5.
Para as alteracGes de fluxo e gradiente, os resultados estdo apresentados na tabela 6 e 7,
respectivamente. Os resultados das areas abaixo do pico de IVM para o tempo de
aquecimento sem alteracdo e tempo de aquecimento modificado estdo detalhados na tabela 7.

Tabela5-  Tempo de retencdo e média de tempo de retencéo para o pico de
IVM em uma corrida sem alteragdo de pardmetros

CONCENTRAGCAO (ngmL™) TR (min) MTERD('r':‘iBE
A 12,952
CONDICOES 20,0 B 12,953 12,950
DE CORRIDA C 12,946
A 12,244
40,0 B 12,963 12,914
C 12,936




Tabela6 -  Tempo de retencdo, média de tempo de retencéo e tempo de retencdo relativo
para as altera¢bes de fluxo

. TR
CONCENTRACAO (hgmL™) TR (min) MTERD('nAﬂSE RELATIVO
(min)
A 14,280
20,0 B 14,258 14,276 1,326
FLUXO 1,0 C 14,291
mL min* A 14,256
40,0 B 14,299 14,275 1,561
C 14,271
A 12,271
20,0 B 12,266 12,265 0,685
FLUXO 1,3 C 12,259
mL min™* A 12,259
40,0 B 12,255 12,260 0,654
C 12,265

Tabela7 -  Tempo de retencdo, média de tempo de retencdo e tempo de retengdo relativo para
as alteracBes de gradiente

. TR
CONCENTRACAO (ngmL™") TR (min) MEDIADE = oel aTivo
TR (min) .
(min)
A 12,624
20,0 B 12,617 12,613 0,337
GRADIENTE C 12,598
11% A 12,621
40,0 B 12,610 12,610 0,304
C 12,600
A 13,157
20,0 B 13,176 13,162 0,212
GRADIENTE C 13,154
13% A 13,149
40,0 B 13,201 13,176 0,262
C 13,178




Tabela8-  Areas e média das areas abaixo do pico de IVM com tempo de aquecimento de 30
minutos e 40 minutos
~ ) . " MEDIA DAS

CONCENTRACAO (ngmL™) TR (min) AREA AREAS
A 12,953 2463,30

20,0 B 12,946 2313,40 2402,2
30 C 12,952 2430,00
A 12,244 4136,30

40,0 B 12,963 4128,60 4136,9
C 12,936 4145,80
A 12,931 2348,6

20,0 B 12,924 2170,2 2336,6
40 C 12,912 2491,2
A 12,905 4875,6

40,0 B 12,873 4584,6 4629,2
C 12,889 4427,6

33

Apbs a validacdo dos parametros citados acima, o método foi testado com amostras de leite

coletadas de vacas tratadas com IVM. Os resultados provam que o método desenvolvido é

eficaz na detecgdo de residuos de IVM. Apresentados na Tabela 9, esses resultados descrevem

as concentracdes encontradas nas amostras nos dias 1, 3, 7, 14 e 21 pos-tratamento.



Tabela 9 - Niveis de concentracdo de IVM encontrados no leite de vacas tratadas com
IVM coletado em 1, 3, 7, 14 e 21 dias, ap6s administracdo, apresentados com
média, desvio padrdo (DV) e coeficiente de variacdo (CV)

TRATAMENTO

DIA DE

TR (m

in)

CONCENTRAGAO NA CURVA
DE CALIBRAGAO (ng mL™)

MEDIA+DP CV (%)

>

<LD
<LD
<LD

12,969
12,976
12,969

13,23
14,45
12,72

13,46 + 0,88 6,5

VACA 1 7

12,975
12,954
12,953

11,43
11,52
10,68

11,21 + 0,45 4,0

14

<LD
<LD
<LD

21

<LD
<LD
<LD

<LQ
<LQ
<LQ

13,534
13,012
13,025

22,97
24,86
20,12

22,64 +2,38 10,5

VACA 2 7

12,988
12,969
12,974

18,23
18,31
20,52

19,02 +1,29 6,8

14

12,978
12,991
12,991

13.05
12.81
12.60

12,82 +0,22 17,5

21

<LD
<LD
<LD

<LQ
<LQ
<LQ

<LD
<LD
<LD

VACA3 7

12,992
12,968
12,969

10,67
11,89
12,43

11,67 + 0,90 1,7

14

<LD
<LD
<LD

21

mOo WO @ >0 W >0 WO W>»IOO MO P>IO ®>Io0O0 >0 W00 Wm0l P>IOT

<LD
<LD
<LD

<LD: Concentragéo de I\VM abaixo do Limite de Detec¢do do método.

<LQ: Concentragdo de VM abaixo do Limite de Quantificagdo do método.

- : Néo houve calculo de média, desvio padrao e coeficiente de variagao.
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Vaérios autores relataram a possibilidade de diferentes métodos para extracdo de mdltiplas
lactonas macrociclicas em matrizes bioldgicas que utilizam a deteccdo de fluorescéncia
(SCHENCK; LAGMAN, 1999; KOLBERG et al., 2009; CERKVENIK-FLAJS et al., 2010;
GIANNETTI et al., 2011; RUBENSAM et al., 2011; SZPRENGIER-JUSZKIEWICZ et al.,
2012) e, embora este estudo tenha apenas um analito como foco, é possivel desenvolver
ensaios de multiplos residuos envolvendo outras avermectinas. Ha relatos de diferentes
protocolos de extracdo. Alguns exigem etapas extras de limpeza com cartuchos de extracéo de
fase solida (KOLBERG et al., 2009; SZPRENGIER-JUSZKIEWICZ et al., 2012),enquanto
outros possuem uma etapa de precipitacio em baixa temperatura (RUBENSAM et al., 2011),
processo que adicionaria 12 horas ao protocolo de extracdo. Levando-se em consideracdo
esses protocolos, 0 método desenvolvido neste trabalho é mais rapido e mais pratico.

Os parametros obtidos de seletividade, linearidade, repetibilidade, recuperacdo e robustez
apresentaram resultados em conformidade com as orientacdes da ANVISA. No entanto, 0s
valores de CV para precisao intermediaria foram acima do valor aceitavel (> 15%), podendo
ser considerado discrepantes e ndo desejaveis no que se refere a reprodutibilidade do método.
Outro problema encontrado neste parametro € a variacdo entre a concentracao injetada e a
concentracédo de acordo com a curva de calibracdo. Essa falha pode ser observada no segundo
dia de precisdo intermediéria, realizado pelo Analista B. Recomenda-se repetir esse parametro
em outro momento de utilizacdo dessa metodologia, aumentando o nimero de replicatas e
dias de procedimento.

Os resultados das amostras de campo coletadas de vacas tratadas com VM 1,5% estavam
acima do LMR. A vaca 1 mostrou concentrac@es acima do LMR nos dias 3 e 7 ap6s aplicacdo
do medicamento. Ap6s esse periodo, os niveis sofreram reducdo, encontrando-se abaixo do
LD. A vaca 2 apresentou concentracdes maiores que o LMR do dia 3 ao 14 pos-
administracdo, reduzindo apos 21 dias. A vaca 3 exibiu valores acima do LMR apenas no dia
7. Dado que a molécula da IVM tem carater lipofilico, a excrecdo no leite pode variar,
dependendo do percentual de tecido adiposo do animal e do teor de gordura do leite. Esse
fator pode explicar a diferenca nas concentracdes encontradas entre as vacas utilizadas no
estudo (RUBENSAM, 2010). Esses resultados demonstram que o método desenvolvido pode
ser utilizado como um teste de triagem, quando os niveis ndo atingem o LQ e para determinar

a concentracao quando os niveis estdo acima do LQ.
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5 CONCLUSAO

O método desenvolvido oferece uma operacdo simples de extracdo liquido-liquido para
determinacdo de IVM em leite bovino. Os parametros de linearidade, seletividade,
repetibilidade e robustez atenderam aos critérios do guia de validagdo estabelecido pela
ANVISA (ANVISA 2003; ANVISA 2012). Contudo, a precisdo intermediaria e recuperacédo

precisam ser melhoradas.
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