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RESUMO

No Brasil, 0 monitoramento de residuos e contaminantes em produtos de
origem animal é realizado pelo Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento
(MAPA) através do Plano Nacional de Controle de Residuos e Contaminantes
(PNCRC). Dentre os residuos e contaminantes monitorados pelo PNCRC estdo os
antiinflamatérios nédo esteroides (AINEs), os quais constituem uma classe de
medicamentos amplamente empregados na medicina veterinaria. No presente
trabalho, foi desenvolvido um método para determinacdo simultanea de quatorze
AINEs (naproxeno, acido mefenamico, acido tolfenamico, carprofeno, flunixina
meglumina, fenilbutazona, nimesulida, meloxicam, metamizol, propifenazona,
cetoprofeno, diclofenaco, indometacina e piroxicam) em musculo suino. As amostras
foram extraidas com acetonitrila na extracao liquido-liquido com baixa temperatura
de particionamento (LLE-LTP) e a separacédo por cromatografia liquida (CL) em fase
reversa. A analise foi realizada em um espectrobmetro de massa triplo-quadrupolo
com fonte electrospray operando em modo positivo e negativo, simultaneamente, e
aquisicdo em Monitoramento de Reac¢des Multiplas (MRM). O método desenvolvido,
demonstrou sensibilidade e especificidade adequada ao propdsito, com
desempenho satisfatério para a identificacdo e determinacdo de AINESs, incluindo o
metabaolito metamizol. O protocolo de preparo da amostra utilizado, dispensando
extracdo em fase soélida (SPE), reduziu o custo do procedimento. A andlise
cromatografica de curta duracdo (9 minutos) conferiu agilidade a execucdo da
técnica. O método proposto mostrou ser simples, facil e adequado para a andlise de

alto rendimento de um grande nimero de amostras por dia a um baixo custo.

Palavras-chave: PNCRC, anti-inflamatérios ndo esterodes, metamizol, musculo
suino, CL-EM/EM, LLE-LTP



ABSTRACT

Development of low-cost, high-throughput multiresidue method for non-
steroidal anti-inflammatory drugs monitoring in swine muscle by LC-
MS/MS

In Brazil, the monitoring of residues and contaminants in animal products is
conducted by the Ministry of Agriculture, Livestock and Food Supply (MAPA) through
the National Plan for Control of Residues and Contaminants (PNCRC). Among the
residues and contaminants reviewed by PNCRC are non-steroidal anti-inflamatory
drugs (NSAIDs), which represent a class of drugs widely used in veterinary medicine.
In this paper, a method was developed for simultaneous determination of fourteen
NSAIDs (naproxen, mefenamic acid, tolfenamic acid, carprofen, flunixin meglumine,
phenylbutazone, nimesulide, meloxicam, metamizole, propyphenazone, ketoprofen,
diclofenac, indometacin and piroxicam) in swine muscle. The samples were extracted
with acetonitrile in liquid-liquid extraction with low temperature partitioning (LLE-LTP)
and the liquid chromatography (LC) separation was achieved on a reverse phase
column. Analysis was carried out on triple-quadrupole mass spectrometer in multiple
reaction monitoring (MRM) mode. The method showed high sensitivity and
specificity, with satisfactory performance for identification and determination of
NSAIDs, including a metamizole metabolite. The sample preparation protocol used,
without use of SPE cartridges, reduced the cost. The chromatographic analysis of
short duration (9 minutes) gave agility the execution of the technique. The proposed
method proved to be simple, easy and adequate for high-throughput analysis of a

large number of samples per day, at a low cost.

Keywords: PNCRC, non-steroidal anti-inflammatory, metamizole, swine muscle, LC-
MS/MS, LLE-LTP
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INTRODUCAO

Medicamentos e outras substancias sdo uma importante ferramenta de manejo
na producdo animal de alto rendimento. A administracdo tem por objetivo tratar e
prevenir doencas, aumentar a produtividade e controlar a fertilidade. Este processo
pode resultar na permanéncia de residuos em produtos de origem animal destinados
ao consumo humano como carnes, ovos e leite. Apesar de existir periodo de
caréncia para substancias com uso autorizado, permanece o risco do mesmo nao
ser respeitado (intencionalmente ou acidentalmente), ocorrer contaminagao cruzada
e até mesmo serem observadas variacdes intrinsecas no metabolismo do animal, o
que resultaria na permanéncia de residuos da substancia nos produtos consumidos
(BOTSOGLOU & FLETOURIS, 2001).

No Brasil, o monitoramento de residuos de medicamentos veterinarios e
contaminantes é realizado pelo Ministério da Agricultura Pecuéria e Abastecimento
(MAPA) através do Plano Nacional de Controle de Residuos e Contaminantes
(PNCRC). Esse, instituido pela Portaria Ministerial n.° 51 (06 de maio de 1986) e
publicado anualmente através de Instrucdo Normativa especifica, prevé amostragem
definida para uma ampla gama de substancias de interesse. As condicbes e
resultados do PNCRC sé&o rotineiramente avaliados e servem como base para

demonstrar equivaléncia junto a importantes parceiros comerciais. (BRASIL, 1999).

Dentre as substancias de interesse do PNCRC (BRASIL, 2012), estdo os
antiinflamatorios nao esteroides (AINES), que constituem uma classe importante de
medicamentos veterinarios empregados na producao animal (avicultura, suinocultura
e bovinocultura), para supressao ou prevencao de processo inflamatorio, febre e dor
(BOOTH e MCDONALD, 1992; BOTSOGLOU & FLETOURIS, 2001.,2001). Apesar
de importantes, atualmente apenas duas substancias desta classe estdo previstas
no monitoramento para o exercicio 2012, fenilbutazona e flunixina. O Conselho
Europeu recomenda um controle rigoroso desses farmacos na producdo de
alimentos de origem animal, devido aos efeitos adversos que apresentam sobre a
saude dos consumidores (DOWLING e MALONE,2011).

A necessidade de controle adequado de residuos e imposi¢cdes de parceiros
comerciais para atendimento de demandas especificas tém promovido o interesse

dos centros de pesquisa nacionais no desenvolvimento e implementacdo de novos
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INTRODUCAO

métodos para o monitoramento de residuos de AINEs em diferentes matrizes de
origem animal destinadas ao consumo humano (BRASIL, 1999; BRASIL, 2012;
FIGUEIREDO et al.,, 2012.). A abordagem atual, contida tanto na legislacédo
internacional quanto na literatura da area, indica a utilizacdo de cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas (CLAE-EM) e suas variacbes para tal fim
(CLAE-EM/EM) (EUROPEAN COMMISSION, 2002; GENTILI, 2007; MURRAY,
2010).

Nesse contexto, ha um limitado numero de publicagdes com métodos analiticos
que possam ser Uteis no monitoramento (triagem e confirmacdo) da presenca de
AINEs em tecidos musculares. Assim, o0 presente trabalho destina-se ao
desenvolvimento de um método multirresiduo para determinar em muasculo suino,
simultaneamente, um grupo de 14 AINEs, incluindo o metabdlito do metamizol,
contemplando os valores de limites maximos de residuos (LMR) regulamentados na
legislacdo nacional (BRASIL, 2012) e internacional (EUROPEAN COMMISSION,
2010). Para tanto, as etapas praticas foram realizadas em parceria com o
Laboratério Nacional Agropecuario/RS (LANAGRO/RS), localizado em Porto
Alegre/RS.

17






2. OBJETIVOS




OBJETIVO

2.1 Objetivo Geral

Desenvolver e validar método analitico multirresiduos para determinacao
guantitativa confirmatoria por CL-EM/EM de naproxeno, acido mefenamico, acido
tolfenamico, carprofeno, flunixina meglumina, fenilbutazona, nimesulida, meloxicam,
metamizol, propifenazona, cetoprofeno, diclofenaco, indometacina e piroxicam em

musculo suino.

2.2 Objetivos Especificos

e Otimizacdo das condicbes cromatograficas para determinacdo de AINEsS por
CL-EM/EM.

¢ Desenvolvimento de protocolo de preparo de amostras (extracéo e purificacdo)
de musculo suino empregando extracao liquido-liquido com particdo a baixa
temperatura.

e Desenvolvimento e validacdo de método analitico para determinacao
multirresiduos quantitativa confirmatoria de AINEs por CL-EM/EM adequado

para a analise de rotina no PNCRC.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Cenario agropecuario nacional

Desde os anos 90, o Brasil vem se destacando no setor do agronegdcio sendo
esta atividade uma parcela significativa do produto interno bruto (PIB). Alguns dos
produtos que mais contribuiram para o aumento da participacdo do Brasil no
comércio mundial foram as commodities agropecuarias. Os trés principais setores
em termos de montante exportado em 2010 (complexo soja, complexo
sucroalcooleiro e carnes) foram responsaveis por 70% das exportacdes agricolas
brasileiras. Esse percentual vem se mantendo praticamente estavel desde 2004
(BRASIL, 2011).

O Brasil figura entre os maiores produtores de proteinas animais (carne, leite e
derivados) e entre os principais exportadores para o mercado europeu. A producao
anual é consumida principalmente pelo mercado interno, favorecendo o aquecimento
da economia nacional. Além disso, ha a expectativa de crescimento do setor
agropecuario até 2020, podendo suprir mais de 50% do mercado mundial (BRASIL,
2012).

Estudos e investimentos na suinocultura posicionaram o Brasil em quarto lugar
no ranking de producédo e exportacdo mundial de carne suina. Alguns elementos
como sanidade, nutricdo, bom manejo da granja, producdo integrada e,
principalmente, aprimoramento gerencial dos produtores, contribuiram para
aumentar a oferta interna e colocar o Pais em destaque no cenario mundial.
Exportando cerca de 600 mil toneladas/ano, principalmente para Hong Kong,
Argentina, Uruguai, Ucrania e RuUssia, o Brasil € um exportador de carne com
excelente potencial de expansdo (BAGAGNOLO et al.,, 2002; BRASIL, 2014).
Estima-se que o crescimento da producdo de carne suina atinja média anual de
2,84%, no periodo de 2008/2009 a 2018/2019, e o do seu consumo, 1,79%. Em
relacdo as exportagdes, a representatividade do mercado brasileiro de carne suina
saltara de 10,1%, em 2008, para 21% em 2018/2019 (BRASIL, 2014).

Neste contexto, nos ultimos anos, o Brasil vem trabalhando para harmonizar os
controles e poder romper barreiras técnicas e comerciais no ambito internacional. No

final de 2005 e inicio de 2006, a RuUssia anunciou embargo as exportacoes
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brasileiras de carne bovina e produtos lacteos, apds a ocorréncia de focos de febre
aftosa no Mato Grosso do Sul e no Parana (PRAVDA, 2013). Em 2008, a carne
bovina brasileira apresentou novas dificuldades de exportacdo quando a UE decidiu
impor restricbes as fazendas que forneciam gado para abate, para exportacdo da
carne, por questdes de controle sanitario. Em 2010, os exportadores apresentaram
dificuldades sanitérias nos Estados Unidos e UE, além de questdes comerciais com
a Russia e o Ird (GLOBAL, 2013).

3.2 Controle de Residuos em Alimentos de Origem Animal

A administracdo de medicamentos veterinarios na criacdo animal pode
acarretar a presenca de residuos dos mesmos no leite e ovos, bem como em tecidos
comestiveis (musculo, figado, rim), nas formas do composto ativo ndo alterado, seus
metabdlitos e/ou produtos de degradacao. Entre as possibilidades de efeitos toxicos
gerados por esses residuos nos consumidores estdo as reacles alérgicas,
hipersensibilidade e, no caso de antibiéticos, inducdo indireta a resisténcia
(BOTSOGLOU & FLETOURIS, 2001). Para fins de seguranca dos consumidores,
meio ambiente e protecdo de mercados, diferentes agéncias regulatorias envolvidas
com gestédo de risco tem difinido LMR para um numero significativo de substancias
utilizadas na producdo animal. Entre as principais, estd a comissdo do Codex
Alimentarius do Programa Conjunto da Organizacdo das NacfGes Unidas para a
Agricultura e a Alimentacdo (FAO: Food and Agriculture Organization), da qual o
Brasil é pais signatario, sendo este a primeira base para a definicdo de limites em
territorio nacional (EUROPEAN COMMISSION, 2010; BRASIL, 2012; CODEX
ALIMENTARIUS, 2012).

O LMR para medicamentos de uso veterinario € definido como a concentragéo
maxima de residuo toleravel no alimento, que ndo apresenta risco ao consumidor. A
definicdo deste valor considera dados toxicologicos como a dose de Ingestdo Diaria
Aceitavel (IDA), e farmacocinéticos baseados na particdo nos diferentes tecidos e o

consumo dos mesmos em uma dieta padréo definida. Substancias que devido a sua
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seguranca ndao podem ter um valor de IDA definido ndo sdo permitidas para uso em

animais destinados a producéo de alimentos para o0 consumo humano.

Existem algumas estratégias analiticas para o monitoramento de residuos de
medicamentos veterinarios em alimentos aplicando meétodos de triagem ou
confirmacéo. Cabe ressaltar, que os resultados positivos devem ser confirmados em
relacdo a concentracdo e identidade atendendo requisitos especificos para
substancias permitidas e proibidas. Assim, é crescente o emprego de metodologias
multirresiduos/multiclasse visando ampliar o escopo de monitoramente e,
consequentemente, a seguranca dos produtos disponibilizados aos consumidores
tanto em abordagens de triagem ou quantitativos/confirmatérios. Neste contexto
metodologias empregando cromatografia liquida acoplada a espectrometria de

massas tem se constituido uma ferramenta fundamental. (PETERS et al., 2009).

3.3 Legislacao
3.3.1 Codex Alimentarius

A Comissado do Codex Alimentarius foi criada em 1963 pela FAO e pela WHO
(World Health Organization) para desenvolver normas alimentares, diretrizes e textos
relacionados, tais como coédigos de prética relativos ao Programa Conjunto
FAO/WHO de Normas Alimentares. Os principais objetivos deste Programa sao
proteger a saude dos consumidores, garantir praticas justas de comércio e promover
a coordenacao de todas as normas alimentares acordadas por organizacdes
internacionais governamentais e nao governamentais. A publicacdo do Codex
Alimentarius tem como finalidade orientar e promover o desenvolvimento e
estabelecimento de defini¢cbes e requisitos aplicaveis aos alimentos para facilitar sua
harmonizacdo e, desta forma, facilitar o comércio internacional (CODEX
ALIMENTARIUS, 2012).

O estabelecimento de um centro de coordenacdo e um férum de carater
internacional para manter um dialogo documentado sobre questbes relacionadas
aos alimentos é a principal atividade dessa comissdo. Os paises, por sua vez, tem
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introduzido uma legislagdo alimentar em seus territérios, baseadas no Codex,
estabelecendo ou reforgando os organismos de controle dos alimentos na vigilancia
e no cumprimento de tais regulamentos (CODEX ALIMENTARIUS, 2012).

3.3.2 Comunidade Européia

Tendo em vista a protecdo da saude publica a Comunidade Europeia promove
um processo comunitario para estabelecimento de limites de maximos de residuos
de substancias farmacologicamente ativas nos alimentos de origem animal
(EUROPEAN COMMISSION, 2009). Essas substéncias estdo classificadas em
grupos, sendo os antibacterianos e os antiinflamatérios pertencentes ao grupo de
medicamentos veterinarios e contaminantes (grupo B) (EUROPEAN COMMISSION,
1996).

Em 2002, foi publicada a Decisdo 2002/657/CE (EUROPEAN COMMISSION,
2002) que da execucdo ao disposto na Diretiva 96/23/CE do Conselho,
relativamente ao desempenho de métodos analiticos e a interpretacdo de
resultados. Em 2010, foi publicado um novo regulamento 37/2010 (EUROPEAN
COMMISSION, 2010), cuja finalidade foi integrar essas substancias
farmacologicamente ativas e sua respectiva classificacdo no que diz respeito aos
LMR, levando em consideracdo a possibilidade de administra-las a animais
produtores de géneros alimenticios.

3.3.3 Plano Nacional de Controle de Residuos e Contaminantes (PNCRC)

Para garantir a seguranca e competitividade dos alimentos, o PNCRC tem
como meta principal a verificagdo do uso correto e seguro dos medicamentos
veterinarios, de acordo com as préaticas veterinarias recomendadas, e das
tecnologias utilizadas nos processos de incremento da producédo e da produtividade
pecuaria. Os programas setoriais do PNCRC viabilizam o desenvolvimento de
métodos analiticos adequados para residuos de contaminantes em alimentos, que
requerem consideragfes técnicas especiais (instrumentos, reagentes quimicos ou
bioldgicos) e sédo validados considerando os LMR estabelecidos para cada analito
(BRASIL, 1999).
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A inclusdo das substancias controladas pelo PNCRC é realizada considerando
a probabilidade de exposicdo para os seres humanos e consequentes riscos a
saude, bem como o nivel de informacdes toxicolégicas ou farmacolégicas (BRASIL,
1999). Dentre os residuos e contaminantes monitorados pelo PNCRC, estdo
sedativos, piretroides, antimicrobianos, anabolizantes e AINEs, sendo o

monitoramento desses ultimos uma demanda imediata (BRASIL, 2012).
3.4 Anti-inflamatorios Nao Esteroides (AINES)

Os AINEs sé&o compostos ndo esteroides que suprimem a inflamacéo,
reduzindo a biossintese de prostaglandinas (responsaveis pelo inchago e dor) por
inibicdo das ciclo-oxigenases (COX-1 e COX-2). (BRUNTON et al., 2011; MERCK,
2012). A classificacdo atual dos AINEs se da de a cordo com a seletividade para
inibicdo das ciclo-oxigenases, sendo organizados em dois grupos: os inibidores nao
seletivos da COX e os inibidores seletivos de COX-2 (BRUNTON et al.,2011).

A maioria dos AINEs, com exce¢Bes como o metamizol, sdo compostos acidos
com pKa na faixa de 3 a 5, caracteristica essencial para inibicdo da COX.
Estruturalmente os AINEs podem ser classificados como: &cido salicilico e
derivados, acidos indolacéticos (indometacina), &cidos hetero aril-acéticos
(diclofenaco), &cidos arilpropidnicos (carprofeno), acidos antranilicos ou fenamatos
(flunixina), acidos endlicos (meloxicam), derivados pirazolonicos (fenilbutazona),
uranona diaril-substituida (firocoxib) e sulfonamidas (nimesulida) (ADAMS, 2001). A
Figura 1 apresenta as formulas estruturais e informac¢des quimicas referentes a

alguns AINEs alvos desse estudo.
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Figura 1: Formulas estruturais e informagfes quimicas referentes aos AINEs

alvos desse estudo.
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A aplicacdo dos AINEs na medicina veterinaria se da desde 1970 e seu uso
evoluiu de forma semelhante ao uso na medicina humana (ADAMS, 2001) a ponto
dessa classe ser a segunda mais prescrita, sendo ultrapassada apenas pelos
antimicrobianos (SUNDLOF et al., 1995). Eles sdo muitas vezes considerados como
terapia inicial para disturbios inflamatorios de animais de diversas espécies,
prescritos para supressao ou prevencao de mastite, enterite, febre e dor (BOOTH e
MCDONALD 1992; ADAMS, 2001; BOTSOGLOU & FLETOURIS, 2001). Entretanto,
o consumo de alimentos com residuos de AINEs representa risco a saude humana,
apresentando efeitos como hepatotoxicidade, meningite asséptica, diarréia e
depressdo do sistema nervoso central (BAERT, 2003). Por esta razdo, existe
necessidade do controle de residuos e do desenvolvimento de métodos para

monitorar a conformidade dos mesmos com a legislacéao.

A multiplicidade de analitos e baixos LMR de AINEs nas matrizes de interesse
(na ordem de pg.Kg') fazem CL-EM/EM a técnica indicada para o monitoramento
(triagem e confirmacdo). Entretanto, apesar de usar um instrumento analitico
sensivel, o pré-tratamento adequado da amostra € necessario para obter resultados
confidveis. Portanto, o desenvolvimento de um procedimento multirresiduos para
farmacos com diferentes propriedades quimicas € o principal desafio na
determinacdo de residuos de AINEs em matrizes complexas (JEDZINIAK et al.,
2010).

Diferentes artigos publicados descrevem métodos para a determinacao de
AINEs em matrizes biologicas (principalmente plasma), porém, poucos
procedimentos sdo destinados a analise de residuos desses farmacos em alimentos
de origem animal (JEDZINIAK et al., 2010). Conforme Tabelal, publicagdes avaliam
vasta gama de AINEs em matrizes amplamente inseridas na dieta dos
consumidores, como leite e musculo. Outras matrizes, como figado e rim, que séo
boas alternativas para monitoramento de residuos, pois contém niveis mais elevados
dessas substancias (AERTS et al., 1995), sdo pouco exploradas, sendo abordadas,

juntamente com o musculo, em raras publicacdes.

Artigos recentes propdem a determinacdo de AINEs por métodos multiclasse,
analisando simultaneamente com outras classes de farmacos como
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aminoglicosideos, corticosterdides e hormdnios anabolizantes (CHRUSCH et al.,
2008; MARTOS, et al., 2010).

Tabela 1. Compilado de métodos publicados para analise de AINEs em
diferentes matrizes de origem animal.

Matriz Origem Substancia Metpdo Referéncia
analitico
, . CLAE-IES-IT- VAN HOOF et al.,
Musculo bovino 6 AINEs EM/EM 2004
1 AINE
6Aminoglicosidio
3Anfenicois
Musculo bovino 4f3-lactamicos CL-IESI-EM/EM MARTOS, et al.,
4Quinolonas 2010
3 Tetraciclinas
9 Macrolideos
9 Sulfonamidas
, . CLUE-IES-
Musculo bovino 32 AINEs EM/EM HU et al., 2012
Musculo bovino 1 AINE CL-IES-EM/EM ‘;E%Z'N'AK etal,
10 AINES
, . . 11 CHRUSCH et al.,
Musculo, rim bovino Corticosteroides CL-EM/EM 2008
8 Anabolizantes
Carne .
(musculo), 23‘6"3”0’ pescado, | 23 AINEs CLUE-ATV-EM | PETERS et al., 2009
ovos
Figado, | o uing L AINE CLAE-IES-EM | BONER et al., 2003
musculo, rim
. Suino, bovino
Figado, .’ ' 8AINEs
masculo, rim caprino, pescado e CG-EM AZZOUS et al, 2011
aves
Figado Bovmo, equino, BAINES CL-IES-EM TAGGART et al.,
caprino 2009
Musculo e . CL-IES-IT-
leite bovino 15 AINEs EM/EM GENTILI et al., 2012
. . CL-IES-EM/EM DOWLING &
Leite, plasma | bovinos 10 AINEs MALONE, 2010
. . CLAE-IES-
Leite bovino 2AINEs EM/EM NGOH et al., 2003
. . CLAE-IES- DAESELEIRE et al.,
Leite bovino 3 AINEs EM/EM 2004
Leite bovino 20 AINES CLUE-ATV-EM STOLKER et al.,
2008
Leite bovino 8AINEs CL-IES-EM/EM SC%LVL'NG etal,
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Tabela 1. Continuagao

Matriz Origem Substancia Método analitico Referéncia
. . DOWLING &

Leite bovino 1 AINE CL-IES-EM/EM GALLO. 2009

Leite bovino 9AINES CLAE-FLD GALLO et al.,
2010

Leite bovino 7 AINEs CG-EM ARROYO et al.,
2011
DUBREIL-

Leite bovino 12 AINEs CL-EM/EM CHENEAU et
al.2011

Leite bovino 16 AINEs CL-IES-EM/EM JEDZINIAK et al.,
2012

3.5 Validacéao

Entende-se validacdo como a comprovacdo de que 0s requisitos para uma
aplicacdo ou uso especificos pretendidos foram atendidos. Esta se d& pelo
fornecimento de evidéncia objetiva (EUROPEAN COMMISSION, 2002) baseada em
estudos de laboratoério sistematicos através dos quais se evidencia que o método
analitico possui caracteristicas de desempenho adequadas para a aplicacdo que se
deseja (EURACHEM, 2011).

A qualidade do método analitico, no ambito de sua aplicabilidade e alcance
durante as operacfes de rotina de um laboratério, € assegurada pela avaliagdo de
parametros estabelecidos Tais parametros sado os indicadores quantitativos do
escopo e do bom desempenho das técnicas e sdo descritas na literatura
especializada (para métodos quantitativos) como: especificidade e seletividade, faixa
de trabalho e faixa linear de trabalho, linearidade, sensibilidade, limite de deteccéo,
limite de quantificacdo, veracidade, precisdo, robustez e incerteza de medicdo
(PASCHOAL et al., 2008). Para validacdo de métodos empregando a CL-EM ou CL-
EM/EM, é recomendada a avaliacdo do efeito de matriz, garantindo que a
sensibilidade e a precisdo ndo sejam afetadas (PASCHOAL et al., 2008;
EUROPEAN COMMISSION, 2002). A Decisdo da Comissao Europeia 2002/657/CE
(EUROPEAN COMMISSION, 2002) aborda, além dos parametros supracitados, o

limite de decisdo (CCa) e a capacidade de detecgao (CCp).
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Na auséncia de materiais de referéncia certificados (MRC) €& permitido o
emprego de amostras “brancas” (isentas dos residuos investigados) adicionadas
com solugdo padrdo das substancias farmacologicamente ativas em diversas
concentragcdes (PASCHOAL et al., 2008; EUROPEAN COMMISSION, 2002).

3.5.1 Especificidade e seletividade

A especificidade e a seletividade do método analitico sdo avaliadas através da
andlise das possiveis substancias interferentes (isbmeros, metabdlitos, produtos de
degradacdo, substancias enddgenas, componentes da matriz, etc.) em ensaios com

amostras “brancas”.
3.5.2 Efeito matriz

A CL-EM/EM, devido a seletividade e a sensibilidade, é considerada como
técnica confirmatéria para andlise de residuos de medicamentos veterinarios em
alimentos (EUROPEAN COMMISSION, 2002). Entretanto, ela € vulneravel ao efeito
de matriz (ME), ou seja, a composi¢cdo da amostra, a qual pode manifestar-se por
supressdo ou incremento do ion, interferindo na confiabilidade dos resultados do
método analitico (OLEJINIK et al., 2013).

O ME pode ser avaliado pela comparacédo da resposta do analito em extrato
fortificado apds processo de extracdo com a resposta do analito em solvente (100%),
conforme Equacdo 1. Outra forma de expressar esse fenbmeno é o efeito matriz
relativo (MEr) (Equacédo 2), o qual permite melhor avaliagdo da supressao ou do
incremento do ion, sendo representados, respectivamente, por valores negativos ou
positivos; os valores nulos sdo interpretados como auséncia de ME. Embora nao
existam valores de aceitacdo estabelecidos, alguns autores adotaram a faixa de
-20% a 20% (JEDZINIAK et al. 2010; OLEJNIK et al. 2013). A fim de minimizar tais
efeitos, € indicado o uso de padrdes internos (Pl), preferencialmente isétopos
deuterados dos analitos, e curvas padrao matrizadas (EUROPEAN COMMISSION,
2002).
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Equacéo 1:
Resposta T5x 100
Resposta §

ME (%) =

Onde:

ME (%) = Efeito matriz expresso em porcentagem;

TS = extrato branco fortificado pds-extracao (tissue standard);

Resposta TS = area do analito ou razdo entre as areas do analito e do Pl no
TS;

Resposta S = &rea do analito ou razao entre as areas do analito e do Pl no

solvente.

Equacéao 2:
MEr (%)= ME — 100

3.5.3 Linearidade

A linearidade da resposta € estudada utilizando solucbes padrao dos analitos,
injetadas em triplicata. O mesmo processo € realizado em curvas matrizadas, ou
seja, amostras brancas fortificadas com solu¢cbes padrdo. Com o uso do padréao
interno, as curvas sao construidas a partir da razao area de pico do analito / area de
pico do padréo interno em funcéo da concentracéo de analito com, no minimo, cinco
niveis de concentracdo (PASCHOAL et al., 2008).

A quantificacao requer que se conheca a dependéncia entre a resposta medida
e a concentragdo do analito. Desta forma, os resultados dos testes de linearidade
devem ser analisados por métodos estatisticos apropriados, por exemplo, pelo
célculo de uma linha de regressdo pelo Método dos Minimos Quadrados. Para
curvas matrizadas, sdo aceitos coeficientes de determinacdo (R? iguais ou
superiores a 0,95 (MAPA, 2011).
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3.5.4 Limites de deteccao (LDs) e de Quantificagédo (LQs)

A sensibilidade € um pardmetro que demonstra a variacdo da resposta em
funcdo da concentracdo do analito e pode ser expressa pela inclinacdo da curva de
regressao linear de calibracdo. O limite de deteccdo (LD) de um procedimento
individual analitico € a menor quantidade de analito em uma amostra que pode ser
detectada, mas nao necessariamente quantificada como um valor exato. O limite de
qguantificacdo (LQ) é a menor concentracdo quantificavel com precisdo e exatidao
aceitaveis, sendo, geralmente, usado como 0 menor ponto da curva analitica
(PASCHOAL et al.,, 2008). A estimativa desses valores pode ser baseada por:
avaliacdo visual, relagcdo sinal-ruido ou relagdo matematica entre o desvio padrdo
apresentado pela amostra (analisada em replicatas) e a inclinacdo da curva

analitica.

3.5.5 Exatidao e recuperacéo da extracao

7

A exatiddo é avaliada através do ensaio de veracidade ou recuperacéo;
constitui 0 método mais utilizado para validacdo de processos analiticos em
alimentos. Esse estudo consiste na fortificacdo de amostras brancas com solucdes
padrdo em trés niveis de concentracdo, seguida pela determinacdo da concentracéo
do analito adicionado através da curva padrao (EUROPEAN COMMISSION, 2002;
MAPA, 2011). O célculo da exatidao é efetuado pela equacéo 3.

Equacéo 3:

(concentracio média experimental)x100
Exatidio(%) =

(concentracdo tedrica)

A recuperacdo da extracdo € avaliada principalmente em métodos com varias
etapas de extracdo, a fim de verificar a presenca de erros sistematicos (medidas
volumétricas imprecisas, perdas de transferéncias de extratos ou substancias

interferentes na amostra) (MAPA, 2011). Esse parametro € obtido pela comparacéo
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das concentracfes experimentais do analito nas amostras fortificadas extraidas e no
extrato branco fortificado pds-extracdo (TS), conforme equacdo 4. A Tabela 2

apresenta os valores de aceitacdo conforme a faixa de concentracdo do analito.

Equacao 4:

(concentracio média experimentalno extrato)x100

Recuperacio(ln) =
P 720 (%) (concentracio média experimental no TS)

Tabela 2: Parametros de aceitabilidade para exatiddo recomendados pela
Decisao da Comisséao Europeia 2002/657/CE (EUROPEAN COMMISSION, 2002).

Concentragao i

- Exatidao (%
(H9.Kg™) ()
<1 50 al120
>1a<10 70 a 110

=210 80 a 110

3.5.6 Precisao

A precisdo é um termo geral para avaliar a dispersdo de resultados entre
ensaios independentes, repetidos de uma mesma amostra, amostras semelhantes
ou padrées, em condicbes definidas. E normalmente determinada para
circunstancias especificas de medicdo e comumente expressas por meio da
repetitividade, precisao intermediaria e reprodutibilidade. Usualmente é representada
pela estimativa do desvio padrédo relativo (DPR) ou coeficiente de variagao (CV)
(PASCHOAL, et al., 2008).

A precisao intermediaria refere-se a precisao avaliada sobre a mesma amostra,
amostras idénticas ou padrdes, utilizando o mesmo meétodo, no mesmo laboratorio,
mas definindo exatamente quais as condicbfes a variar (uma ou mais), como:
diferentes analistas; diferentes equipamentos; diferentes tempos. Esta medida de
precisao representa a variabilidade dos resultados em um laboratério (PASCHOAL,
et al., 2008; MAPA, 2001). Para avaliacdo desse parametro sdao empregados trés

niveis de amostras adicionadas (50, 100 e 150% do LMR de cada substancia
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investigada). Para a precisdo intra-ensaio, sdo observados os resultados
apresentados por seis replicatas de cada nivel, sendo esse ensaio repetido por trés
dias consecutivos para estudo da precisdo inter-ensaio (reprodutibilidade
intralaboratorial) (EUROPEAN COMMISSION, 2002). A Tabela 3 apresenta os
valores recomendados pelo Codex Alimentarius para aceitacdo dos DPRs dos

resultados dos ensaios de preciséo.

Tabela 3: Parametros de aceitabilidade para repetitividade e reprodutibilidade
intralaboratorial recomendados pelo Codex Alimentarius (CODEX ALIMENTARIUS,
2013).

Concentracao Repetitividade Reprodutibilidade
(ug.Kg™ (%) intralaboratorial (%)
<1 35 53
>1a <10 30 45
>10 a <100 20 32
>100 a <1000 15 23
>1000 10 16

3.5.7 Robustez

A robustez de um método analitico é a medida de sua capacidade em resistir a
pequenas e deliberadas variagfes dos parametros analiticos. Sendo assim, durante
o desenvolvimento da metodologia, sdo consideradas as susceptibilidades do
meétodo a variacbes nas condi¢cdes analiticas, as quais devem ser controladas com

insercao de precaucdes no procedimento (PASCHOAL et al., 2008).

3.5.8 Limites de Deciséo (CCa) e Capacidade de Detecgédo (CCPR)

Segundo a Decisdo da Comissdo Europeia 2002/657/CE (EUROPEAN
COMMISSION, 2002), o limite de deciséo (CCa) € o limite a partir do qual se pode
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concluir que uma amostra € ndo conforme com uma probabilidade de erro de a. Ja a
capacidade de deteccao (CCp) € definida como o teor mais baixo de substancia que
pode ser detectado, identificado e/ou quantificado numa amostra com uma
probabilidade de erro de 3. No caso de substancias em que nao se encontre definido
um limite permitido, a capacidade de detec¢éo € a concentracdo mais baixa na qual
0 método é capaz de detectar amostras realmente contaminadas com uma certeza
estatistica de 1 — B. No caso de substancias com um limite permitido estabelecido,
isto significa que a capacidade de deteccdo € a concentracdo na qual o método &
capaz de detectar concentragdes no limite permitido com uma certeza estatistica de

1 — B. Graficamente, CCa e CCf podem ser entendidos como mostra a Figura 2.

Figura 2: Representacdo grafica de CCa e CC[3 para uma substancia para as
guais se encontra um limite definido- Legenda: xz: Concentragcdo média da amostra
em branco. x;: Concentracdo média da amostra contaminada. 5;: Desvio padrdo da
amostra contaminada. a: taxa de falsos resultados ndao conformes. B: taxa de falsos
resultados conformes. CCa: Resposta com determinado erro e 50 % de erro. CC[:
Resposta com um erro muito reduzido e um determinado erro.

CCux ccp

2,32 sg 1,64 ss

Frequéncia

Resposta

Fonte: Decisdo da Comisséo Europeia 2002/657/CE (EUROPEAN COMMISSION, 2002).

Para avaliacdo do CCa e do CCB, € empregada uma amostra branca
adicionada com concentracdes equidistantes proximas ao LMR de cada substancia
investigada. ApOs a identificacdo de cada analito, o sinal € representado
graficamente em funcédo da concentracdo adicionada. O CCa (a = 5 %) é igual a

concentracdo correspondente ao limite permitido mais 1,64 vezes o desvio padrao
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da reprodutibilidade intralaboratorial. Ja a CCB (B = 5 %) € igual a concentracao
correspondente ao valor do limite de decisdo mais 1,64 vezes o desvio padrdo da
reprodutibilidade intralaboratorial (MAPA, 2011).
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OTIMIZACAO INSTRUMENTAL E DO PREPARO DE AMOSTRAS

4.1 INTRODUCAO

A carne suina é uma das proteinas animais mais consumidas e produzidas no
mundo, composta por 72% de agua, 20% de proteina, 7% de gordura, 1% de
minerais e menos que 1% de carboidratos (BAGAGNOLO et al. 2002). Para suprir

essa demanda, o uso de medicamentos veterinarios, dentre eles os AINEs, é

imprescindivel para garantia da integridade dos individuos da criacao.

A CL-EM/EM é a técnica mais empregada para andlise de residuos e
contaminantes em alimentos de origem animal, devido sua sensibilidade. Entretanto,
a complexidade das amostras requer um pré-tratamento adequado para garantir a
confiabilidade dos resultados de andlise. Com isso, a otimizacdo do preparo de
amostra se torna um desafio no desenvolvimento de métodos multirresiduos para
farmacos com diferentes propriedades quimicas (JEDZINIAK et al., 2010), sendo téo

importante quanto a otimizacdo dos parémetros cromatograficos.

Jedziniak e colaboradores (2010) desenvolveram um método multirresiduo
para AINEs em musculo suino, equino e de frango por CL-EM/EM, empregando a
combinacdo de extracao liquida (LE) e extracdo em fase sélida (SPE). Essa técnica
de extracdo, nos dUltimos anos, vem sendo muito empregada em métodos
confirmatdrios para mais de um AINE em musculos, principalmente de origem bovina
(Tabela 4.1). No entanto, apesar de apresentar resultados excelentes, essa técnica
se torna onerosa para a aplicacdo em analise de rotina de laboratorios com elevada
demanda, tendo em vista que os cartuchos sdo dedicados para cada analise (séo
descartados apds extracdo) e que, para atender um grande numero de amostras
com eficiencia, € ideal o uso de equipamento automatizado para realizacdo das

eluicdes.

A técnica de extracao liquido-liquido com particdo a baixa temperatura (LLE-
LTP), recentemente empregada para extracdo de residuos de medicamentos
veterinarios em musculos suino e bovino (LOPES et al., 2011; RUBENSAN et al.,
2013), sera apresentada como alternativa para a extragdo de AINEs em musculo

suino. A LLE-LTP consiste na extracdo com um pequeno volume de solvente

40



144

OTIMIZACAO INSTRUMENTAL E DO PREPARO DE AMOSTRAS

Tabela 4.1: Compilado dos métodos publicados para determinacdo de AINEs em musculo de origem animal.

AINEs Matriz CondicOes cromatografcas Método de extracdo ;rfacl?tliiz Referéncia
gﬁgﬂﬁgfgﬁ%@ﬁgﬁggﬁ%o- MUsculo Phenomenex Jupiter Proteo (150 mm x  Digestéo enzimatica,
etodolac: CE;I’ rofeno: acido ’ e fim 2,1 mm, 4 um); gradiente de eluicdo LE e SPE (cartuchos CL-EM/EM CHRUCH et al.,
. o P ' . . . com metanol (A) e 0,005 mol.L™ C18, OASIS MAX e 2008
niflumico; cetoprofeno; meloxicam; bovino e
formato de amdnio (pH 3,9) (B) IRIS)
naproxeno
Flunixina Msculo Coluna Waters Atlantis C18 (20 mm x
de veado 3,9 mm, 3 ym); gradiente de eluigdo LE CL-EM/EM MARTOS et al.,
com 0,1% de &cido férmico em agua 2010
(A) e acetonirila (B)
Flunixina, diclofenaco, meloxicam, Musculo Coluna Inertsil ODS-3 (150 mm x
carprofeno, acido tolfenamico, acido suino 2,1mm, 3um), pré-coluna Luna C18 LE e SPE (cartuchos JEDZINIAK et
mefenamico, fenilbutazone, o (2,0mm x 4mm); gradiente de eluicdo Sep Pak Alumina N e CL- EM/EM
. equino e - L al., 2010
oxifenbutazone, naproxeno e d com acetonitrila (A) e 0,1% &acido C18)
e frango Py
cetoprofeno férmico (B)
Acido salicilico, piroxicam Coluna Acquity™ UPLC BEH C18
. ) P o . (50 mm x 2,1 mm, 1,7 ym); gradiente de
rofecoxibe, sulindaco, firocoxibe, Musculo - o ~ LE e SPE (cartucho
- i eluicdo com acetonitrila (A) e solucao CLUE- EM/EM HU et al., 2012
flunixina, cetoprofeno, naproxeno, bovino 0 <cido formi HLB)
meloxicam, indometacina e mais 20 0,1% de ac_lgo ormico contendo
' 0,5 mmol.L™ acetato de aménio (B)
Acetaminofeno, acido salicilico, Coluna Waters XTerra-MS C18 (150
ibuprofeno, diclofenaco, flunixina e mm x4,6 mm, 5 ym) e pré-coluna
seu metabolite 5-hidroxi-flunixina, Musculo  Waters (20 mm x3,9 mm, 5 ym);
nimesulida, fenilbutazona, acido e leite gradiente de eluicdo com ACN-MeOH (ISiseé)PE (cartucho CL-IT-EM/EM (230ElN2TILI etal,
meclofenamico, acido tolfenamico, bovinos (50:50, v/v) (A) e agua (B), ambas
meloxicam, carprofeno, cetoprofeno, contendo 0,2 mmol. L' DBA
naproxeno e etodolaco
Coluna Phenomenex Luna C8
Phenomenex (150 mm x 2,1 mm, 3um)
. e pré-coluna Phenomenex Luna C8 (4
. . Mdusculo . . e LE e SPE (cartucho JEDZINIAK et
Metamizol e seus metabolites bovino mm x 2,0 mm); gradiente de elui¢o Sep Pak Alumina N) CL- EM/EM al., 2013

com MeOH-ACN (8:2, viv) (A) e
formato de aménio 0,01 mol.L™" pH 5,0

(B).
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organico, geralmente acetonitrila, seguida de resfriamento do extrato a -20 °C por
algumas horas até o congelamento da fase aquosa e a precipitagdo dos sélidos
gordurosos, que ficam aprisionados na fase congelada. A acetonitrila permanece
liguida, sendo retirada facilmente e o extrato pode ser analisado (PRESTES et al.,
2013).

Neste capitulo € apresentada a otimizacdo dos parametros cromatograficos
para determinacdo de AINEs por CL-EM/EM, bem como o desenvolvimento do
protocolo de preparo de amostras de musculo suino, empregando a técnica LLE-
LTP.

4.2 MATERIAIS
4.2.1Reagentes e padrbes

Acetonitrila (ACN) e metanol (MeOH), ambos grau CL-EM (Merck KGaA,
Germany). n-Hexano (Hex) grau CG (Tedia, USA). Acetato de etila grau CG (Merck
KGaA, Germany). Acido acético e acido férmico (AF) grau CLAE (Merck KGaA,
Germany). Acetato de aménio e formato de amonio, grau CLAE (Sigma, USA). Agua
deionizada ultrapura (H>.0) com <18,2 mQ cm de resistividade (Milli-Q SP Reagent
Water System, Millipore, USA).

Os padrbes analiticos naproxeno (NAP), acido mefendmico (MFN), acido
tolfenamico (TFN), carprofeno (CAR), flunixina meglumina (FXM), fenilbutazona
(PHZ), nimesulida (NMS), meloxicam (MLX), cetoprofeno (KET), diclofenaco (DIC),
propifenazona (PPZ), indometacina (IDM) e piroxicam (PIRO) foram adquiridos de
Dr. Ehrenstorfer GmbH, Germany; 4-Metlaminoantipirina (4-MAA), metabdlito do
metamizol, foi de WITEGA Laboratorien, Germany.
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4.2.2 Solugdes padréo

Solugdes padréo estoque (1000 ug.mL™") foram preparadas a partir de cerca de
10 mg de cada analito, dissolvidos em 10 mL de MeOH. As solucbes usadas na
otimizacdo dos parametros da fonte (detector) e nas fortificacbes das amostras
brancas foram preparadas a partir de aliqguota adequada das solu¢gBes estoque e
diluidas com ACN.

4.2.3 Amostras

As amostras brancas foram obtidas a partir do Servico de Inspecao Federal
(SIF), do Ministério da Agricultura Pecuéria e Abastecimento (MAPA). Os musculos
suinos foram triturados e armazenados sob congelamento conforme procedimento
padrdo do LANAGRO/RS.

4.2.4 Equipamentos

A otimizacdo dos parametros cromatograficos fori efetuada com um
cromatografo liquido com desgaseificador a vacuo 1200 (Agilent Technologies, USA)
conectados a um espectrometro de massas QTrap 5500 (ABSciex, Canada). Esse é
um detector hibrido dotado de uma interface de ionizacao electrospray e capacidade
de monitorar, em sigle run, nos modos de ionizacdo negativo e positivo. Duas
colunas foram testadas: XTerra EC-C18 (3,5um x 2,2mm x 100 mm, Waters, Milford,
Massachusetts, USA), conectada a uma pré-coluna C18; e Poroshell EC-C18 (2,1
um x 3,0 mmx50 mm, Agilent Tecnologies, USA) conectada a um filtro em linha
(Infinity In-line Filter 1290, Agilent Tecnologies, USA). O controle instrumental, a
aquisicao e o tratamento de dados foram efetuados através do Analyst 1.5 software.
Para encontrar o protocolo de extragdo mais adequado, foram utilizados um
homogenizador ultra-turrax (T 18 Basic,IKA Works Inc., USA), uma mesa agitadora
(Nova Etica, Brazil), uma centrifuga de laboratério (Hettich Rotina 420R, UK), e um

evaporador de nitrogénio (TE-0194, Tecnal, Brazil).
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5. ARTIGO CIENTIFICO- Development of high-throughput multiresidue
method for non-steroidal anti-inflammatory drugs monitoring in swine
muscle by LC-MS/MS

Artigo submetido a publicacao




ARTIGO CIENTIFICO

5.1 Introducéao

As acdes do PNCRC para monitoramento da exposicdo do consumidor a
residuos e contaminantes estdo, em sua maioria, relacionadas com ensaios
laboratoriais. Para isso, as amostras sao recolhidas em inspec¢des oficiais de acordo
com um plano anual de amostragem e enviadas para analise em uma rede de

laboratorios, coordenados pelo Ministério da Agricultura (BRASIL,1999).

As amostras de musculo suino estdo entre os trés tipos de amostras mais
inspecionadas pelo PNCRC, representando, juntamente com os frangos, cerca de
50% da amostragem do programa. Esse comportamento se intensifica nas regiées
Sul e Sudeste onde esta localizada a maioria dos estabelecimentos produtores das

referidas espécies (LINS et al., 2012).

Um meétodo para analise de residuos de AINEs em musculo suino por CL-
EM/EM foi desenvolvido, a fim de atender a demanda estabelecida pela Instrucao
Normativa N° 11/12 do PNCRC (BRASIL, 2012). Para tanto, foi considerada a
adequabilidade da técnica a rotina de laboratorios de alta produtividade.

5.2 Artigo

A seguir encontra-se artigo submetido ao periédico Food Analytical Methods
tratando da validacdo de um método analitico multirresiduos para determinacdo
guantitativa confirmatoéria por CL-EM/EM de naproxeno, acido mefenamico, acido
tolfenamico, carprofeno, flunixina meglumina, fenilbutazona, nimesulida, meloxicam,
metamizol (metabdlito), propifenazona, cetoprofeno, diclofenaco, indometacina e

piroxicam em musculo suino.
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