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RESUMO

A resisténcia aos antimicrobianos (RAM) é considerada um problema de saude
publica global e a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) procura estimular a
reflexdo e a acdo politica para combaté-la. A presenca de residuos de
antimicrobianos em alimentos pode levar a exposicdo prolongada a estas
substancias e contribuir para o desenvolvimento da RAM. Os macrolideos séo
antimicrobianos classificados pela OMS como antimicrobianos criticamente
importantes de maior prioridade para a saude humana e devem ser contemplados
em avaliacdes de risco e gestao estratégica de risco para conter a RAM. O objetivo
deste trabalho foi avaliar a exposicdo dietética de lactentes aos residuos de
macrolideos por meio do consumo de formulas infantis. Um método analitico foi
otimizado e validado como método quantitativo para eritromicina, espiramicina,
oleandomicina e tilosina e qualitativo de confirmagdo para tilmicosina para
determinacdo em férmulas infantis empregando o método QUEChERS (Quick, Easy,
Cheap, Effective, Rugged and Safe) e a cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada a espectrometria de massas sequencial (LC-MS/MS). Os limites de
deteccao variaram entre 0,04 e 0,37 ng/mL e os limites de quantificacéo entre 0,15 e
1,22 ng/mL. O método analitico validado foi aplicado para a analise de 30 amostras
de formulas infantis para avaliacdo da ocorréncia dos residuos dos 5
antimicrobianos pesquisados. Em 50% das amostras foram encontrados residuos
apenas de espiramicina, em 3,3% residuos de tilmicosina e 23,3% das amostras
apresentaram residuos de espiramicina e tilmicosina simultaneamente. As
concentracfes para espiramicina variaram de 0,363 ng/mL a 1,34 ng/mL. Todas as
amostras que apresentaram residuos de espiramicina e tilmicosina ndo estavam
conformes com a legislacdo brasileira. A partir dos resultados da avaliagdo de
ocorréncia foi realizada a estimativa da exposicdo dietética de lactentes aos 5
residuos de macrolideos analisados. Nenhuma das estimativas de exposicao
excedeu o valor estabelecido de ingestao diaria admissivel (IDA), resultado que nao

sugere uma preocupacao potencial.

Palavras-chave: Foérmula Infantil. Macrolideos. Ocorréncia. Medicamentos
Veterinarios. LC-MS/MS. QUEChERS alcalino.



ABSTRACT

Antimicrobial resistance (AMR) is considered a global public health problem and the
World Health Organization (WHO) seeks to stimulate reflection and political action to
combat it. The presence of antimicrobial residues in food can lead to prolonged
exposure to these substances and contribute to the development of AMR. Macrolides
are antimicrobial classified by WHO as critically important antimicrobials of higher
priority for human health and should be contemplated in risk assessments and
strategic risk management to contain AMR. The objective of this study was to
evaluate the dietary exposure of infants to macrolide residues through the
consumption of infant formulas. An analytical method was optimized and validated as
a quantitative method for erythromycin, spiramycin, oleandomycin and tylosin and
qualitative confirmatory for tilmicosin for determination in infant formulas using
QUEChERS method (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe) and high
performance liquid chromatography coupled to tandem mass spectrometry (LC-
MS/MS). The limits of detection ranged from 0.04 to 0.37 ng/mL and the
quantification limits ranged from 0.15 to 1.22 ng/mL. The validated analytical method
was applied for the analysis of 30 samples of infant formulas to evaluate the
occurrence of residues of the 5 investigated antimicrobials. Spiramycin residues were
found in 50% of the samples, tilmicosin residues in 3,3% and 23.3% of the samples
showed spiramycin and tilmicosin residues simultaneously. The concentrations for
spiramycin ranged from 0.363 ng/mL to 1.34 ng/mL. All samples showing spiramycin
and tilmicosin residues were not compliant with the Brazilian legislation. From the
results of the occurrence evaluation, the dietary exposure of infants to the 5
macrolide residues analyzed was estimated. None of the exposure estimations
exceeded the established acceptable daily intake (ADI), a result that does not

suggest potential concern.

Keywords: Infant Formula. Macrolides. Occurrence. Veterinary drugs. LC-MS / MS.
Alkaline QueChERS.
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1 INTRODUCAO

1.1 Apresentacédo do tema e do problema

O uso de antimicrobianos na saude humana e animal, seja na producdo de
alimentos ou como medida inapropriada para controlar a disseminagéo de infecgoes
ameaca a saude publica global devido ao crescimento da resisténcia aos
antimicrobianos (RAM) desenvolvida pelos microrganismos, fazendo com que seja
cada vez mais frequente o aparecimento de infeccdes sem alternativas de
tratamento e multirresistentes (OMS, 2012). Segundo a Organizagdo Mundial de
Saude (OMS), os antimicrobianos criticamente importantes para a saude humana
gue devem ser priorizados nas estratégias de combate a RAM sao: cefalosporinas
de 3% 42 e 5% geracdo, macrolideos, aminoglicosideos, ansamicinas,
carbapenémicos, glicopeptideos, glicilciclinas, lipopeptideos, macrolideos e
cetolideos, monobactamicos, oxazolidinonas, penincilinas, derivados do &cido
fosforico, polimixinas, quinolonas e medicamentos utilizados para tratar
exclusivamente a tuberculose ou outras doencgas micobacterianas. Os macrolideos,
classificados como criticamente importantes para a salde humana sdo amplamente
usados em animais produtores de alimentos, inclusive como aditivos zootécnicos, e
sabe-se que podem selecionar Campylobacter spp resistentes, sendo uma das
poucas alternativas terapéuticas para infeccdes por essa bactéria, especialmente em
criangas, para as quais nao se recomendam as quinolonas (WHO, 2017a).

A garantia da qualidade dos alimentos provenientes de animais produtores se
insere no contexto do combate a RAM uma vez que os residuos de medicamentos
veterinarios, representados principalmente pelos antimicrobianos, sdo um dos
principais problemas de contaminacao destes produtos (BEYENE, 2016).

A formula infantil € um substituto do leite humano e uma das formas de
producdo é utilizar como base o leite de vaca (CODEX ALIMENTARIUS, 2007).
Podendo ser a unica fonte alimenticia para muitos lactentes durante os seis
primeiros meses de vida, este produto deve ser livre de residuos e contaminantes
para garantir uma nutricio segura a esse grupo vulneravel da populacao
(RODRIGUEZ et al, 2008). A concentragdao maxima de residuos (mg/kg ou ug/kg de
peso) legalmente permitida em um determinado alimento é estabelecida através do

valor do limite maximo de residuos (LMR). Este valor considera o preceito do risco a
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saude e é definido através de uma avaliagdo da exposi¢cdo na qual o célculo da
exposicdo dietética utilizando o LMR que se deseja atribuir ndo deve ultrapassar o
valor da ingestéo diaria admissivel (IDA) (FAO/WHO, 2016a). Apesar da importancia
do estabelecimento do LMR para determinados produtos ainda nao existem LMRs
para residuos de antimicrobianos especificos para férmulas infantis nas legislacdes
atuais do Brasil, Estados Unidos da América, Unido Europeia, Japdo e nas
recomendacdes do Codex Alimentarius.

Para a determinacdo de residuos de antimicrobianos em alimentos sao
necessarios métodos analiticos adequados. A validacdo tem como proposito
confirmar que o método analitico desenvolvido responde a sua proposta com a
confiabilidade dos resultados das medicfes assegurada (BRASIL, 2011e).

As agéncias reguladoras de cada pais devem fazer as tomadas de decisao
quanto as suas acdes sobre determinado produto ou servico embasadas em
analises de risco cujo preceito é a protecdo da saude humana. A analise do risco é
composta por avaliacdo do risco, gerenciamento do risco e comunicag¢ao do risco,
sendo a primeira subdividida em identificacdo do perigo, caracterizacdo do perigo,
avaliacdo da exposicdo e caracterizacdo do risco. A avaliacdo da exposicdo é o
principal componente para quantificar um risco e pode ter diferentes objetivos, como
uma avaliagdo da exposicdo num momento pré-regulacdo (anterior a aprovacao
para uso) ou pés-regulacéo (posterior a aprovacao para uso). O estabelecimento de
LMR é um exemplo de avaliacdo de exposicdo pré- regulacéo e o uso de dados de
monitoramento e vigilancia € um exemplo de avaliacdo pd6s- regulacao (FAO/WHO,
2009a; FAO/WHO, 2009b).

O objetivo deste trabalho foi validar um método analitico capaz de detectar
e/ou quantificar os macrolideos eritromicina, espiramicina, oleandomicina, tilmicosina
e tilosina em férmulas infantis e gerar informagcBes através da avaliagdo da
exposicao a respeito do possivel risco de exposicado dietética de lactentes, que
fazem uso de formulas infantis de 0 a 12 meses produzidas a partir de leite de vaca,

aos residuos destes antimicrobianos.

1.2 Vigilancia Sanitéaria no Brasil

Uma caracteristica do consumo de mercadorias, bens e servicos, de

tecnologias médicas e de servicos de saude é de ndo se basear em escolhas livres
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e conscientes. O modo de producdo capitalista, cujo objetivo é o lucro, torna este
consumo discordante das reais necessidades das pessoas. Como resultado, séao
gerados muitos riscos e danos a saude do individuo e da coletividade, para o meio
ambiente e a economia do consumidor. As acles de Vigilancia Sanitaria (VISA) se
inserem neste contexto devido a vulnerabilidade do consumidor, resultando na
necessidade de controle das rela¢des de producdo e consumo atraves da criacdo de
medidas para proteger a saude coletiva (COSTA; ROZENFELD, 2000).

A VISA constitui uma das praticas em saude com acOes de prevencdo e
controle de riscos, protecdo e promocdo da saude das pessoas e da coletividade.
Estas acbes abrangem objetos diversificados que possuem risco intrinseco,
podendo ser ampliada a medida que se aumenta a producdo de bens e servigos,
sejam destinados as necessidades fundamentais ou supérfluos (COSTA, 2009).

Define-se VISA por “um conjunto de ac¢des capaz de eliminar, diminuir ou
prevenir riscos a saude e de intervir nos problemas sanitarios decorrentes do meio
ambiente, da producéo e circulacdo de bens e da prestacéo de servicos de interesse
da saude” (BRASIL, 1990). A regulacéo, o controle e a fiscalizacdo das relacdes de
producdo e consumo de bens e servicos relacionados a salde s&o instrumentos
utilizados pela VISA para reduzir o risco sanitario ligado a utilizacdo destes produtos
e servigos (SILVA; LANA, 2014).

A VISA no Brasil utiliza o poder de policia para regular as relacdes de
producdo e consumo elaborando normas juridicas e técnicas e na fiscalizacdo de
seu cumprimento (COSTA; ROZENFELD, 2000). O objetivo de tais regulacbes é
tornar a vida mais segura, eliminando ou reduzindo a exposicdo a certas
substéancias, situacdes/procedimentos ou profissionais desqualificados considerando
sempre a Otica do risco a saude. Ha pelo menos cinco areas da administracao
publica comprometidas a controlar riscos a saude no Brasil como a Saude, a
Agricultura, o Meio Ambiente, a Industria e Comércio e a Nuclear. Todas essas
areas possuem um sistema de regulacdo amplamente relacionado com o sistema de
VISA, tanto pela funcéo de regulamentacéo e controle quanto pela possibilidade de
superposicdo de programas ou atividades em funcdo de seus objetivos
(LUCCHESE, 2001).

O sistema de regulacdo sanitaria brasileira e todo o trabalho da VISA deve se
orientar a partir de analises do risco aplicadas a casos especificos, considerando as

guestdes politicas, econdmicas e sociais. Esta avaliacdo pode se mostrar de forma



22

simples quando a relacdo causa/dano € percebida de forma clara e rapida, porém
pode resultar em varios elementos de incerteza quando envolve pequenos riscos ou

guando a exposicao é excessivamente longa (LUCCHESE, 2001).

1.3 Anédlise do risco quimico em alimentos

Podemos classificar risco no campo da saude como a probabilidade de
ocorréncia de um evento nocivo em um determinado periodo de observacgao
podendo ser referenciado como fendémeno coletivo (BRASIL, 2008a).

Os alimentos ndo se constituem somente de substancias essenciais para a
saude humana, mas também de substancias quimicas potencialmente toxicas que
em excesso podem significar risco a saude. O risco na dieta dependera do grau de
toxicidade da substancia e da exposi¢ao da populagédo (JARDIM; CALDAS, 2009).

O Codex Alimentarius consiste em normas, diretrizes e codigos de préticas
gue sao adotadas pela Comissdo do Codex Alimentarius, criada pela Organizacao
das Nacbes Unidas para Alimentacdo e Agricultura (FAO) e pela Organizagao
Mundial de Saude (OMS) que constitui a parte central do Programa Conjunto
FAO/OMS de padrbes alimentares cujo objetivo € orientar e promover a elaboracao
e estabelecimento de definicbes e requisitos para os alimentos. Os padrdes sao para
todos os principais alimentos destinados ao consumidor, sejam processados, semi-
processados ou crus. Os aspectos de seguranca alimentar e saude dos padrdes e
textos relacionados do Codex sdo baseados em analises de risco (FAO/WHO,
2016a).

O principal preceito que define a analise de risco é a protecdo da saude
humana. O paradigma da analise de risco se caracteriza pela separacdo de seus
componentes (avaliacdo do risco, gerenciamento do risco e comunicagao do risco),

porém com a interacdo de seus responsaveis (Figura 1) (FAO/WHO, 2009a).
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Figura 1- Analise do risco
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Fonte: (Modificado de FAO/WHO, 2009a).

1.3.1 Avaliacédo do risco

A avaliacdo do risco € o principal componente cientifico da analise de risco.
Consiste em quatro etapas que tem como obijetivo fornecer a base cientifica para os
gerentes de risco efetuarem as tomadas de decisdo. Além disso, essa avaliacdo

pode fornecer uma estimativa de probabilidade de dano (FAO/WHO, 2009a).

1.3.1.1 Identificac&o do perigo

O perigo é caracterizado como qualquer agente biol6gico, quimico ou fisico
presente no alimento, ou condicdo do alimento, que possui potencial de causar
efeito adverso a saude (FAO/WHO, 2016a).

Para a identificacdo do perigo podem ser utilizadas fontes de informacdes
como relacdo estrutura molecular e atividade (Structure — Activity Relationship —
SAR), testes in vitro, estudos com animais e com seres humanos. O SAR é utilizado
guando ndo ha dados toxicolégicos para a substancia que se pretende estudar ou

guando o nivel de exposicao humana é muito baixo (JARDIM; CALDAS, 2009).



24

1.3.1.2 Caracterizacéo do perigo

Nesta etapa normalmente, sdo geradas informacGes sobre a relacdo dose
administrada (exposicdo) e o efeito adverso, uma vez que ha uma descricdo
qualitativa e quando possivel quantitativa das propriedades da substancia
(FAO/WHO, 2009a). Estudos in vivo (animais de laboratorio) séo a principal fonte de
informacdes dessa relacdo dose-resposta de substancias presentes nos alimentos
(JARDIM; CALDAS, 2009). Nesta etapa podem ser estabelecidos também valores
de orientagcdo, como por exemplo, ingestao diaria admissivel (IDA) e dose aguda de
referéncia (ARfD) (FAO/WHO, 2009a).

1.3.1.3 Avaliacéo da exposicao

Consiste na avaliacado da exposi¢cdo de um organismo, sistema ou populacao
a um agente levando em consideracdo a concentracdo da substancia quantificada
no alimento (mg/kg), o consumo do alimento (kg) e o peso corpéreo (kg) individual
ou da populagéo (JARDIM; CALDAS, 2009; FAO/WHO, 2009a).

1.3.1.4 Caracterizacdo do risco

E a determinacdo qualitativa e quando possivel quantitativa da probabilidade
de ocorréncia de efeitos adversos conhecidos e potenciais que um agente pode
causar, em condicbes de exposicoes definidas, em um organismo, sistema ou
populacado. Informacdes como a natureza, magnitude e relevancia do risco devem
estar presentes na caracterizacdo do risco considerando diferentes cenarios de
exposicdo que possibilite estimativas de risco potencial para a saude. Devido a falta
de alguns dados cientificos, podem ocorrer algumas incertezas a respeito do risco
potencial de uma determinada substancia ou agente e essa informacao precisa ser
mencionada nesta fase (FAO/WHO, 2009a).
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1.3.2 Gerenciamento do risco

Neste momento, as agéncias reguladoras devem tomar as decisdes
considerando o preceito principal de protecdo da saude humana, além de fatores
politicos, sociais e econdmicos (JARDIM; CALDAS, 2009; FAO/WHO, 2009a).

1.3.3 Comunicacéao do risco

Durante todo o processo da andlise de risco deve haver o intercambio de
informacdes entre avaliadores de risco, gerentes de risco, consumidores, industria,

comunidade académica e partes interessadas (FAO/WHO, 2009a).

1.4 Andlise do risco de residuos de produtos de uso veterinario em alimentos

No ambito do Codex Alimentarius, o Joint FAO/WHO Expert Committee on
Food Additives (JECFA), embora ndo faca parte oficialmente da sua estrutura,
fornece pareceres cientificos independentes para os peritos das Comissdes
Especializadas. O comité deve usar o processo de avaliacdo de risco para
estabelecer a dose aguda de referéncia (ARfD) e a ingestdo diaria maxima
admissivel (IDA) para residuos de produtos de uso veterinario, além de propor
limites maximos de residuos (LMRs) e responder perguntas do comité do Codex
sobre Residuos de Produtos de uso Veterinario (Codex Committee on Residues of
Veterinary Drugs in Foods, CCRVDF) (FAO/WHO, 2016a).

O Codex Committee on Residues of Veterinary Drugs in Foods (CCRVDF),
fornece orientacbes sobre gerenciamento de risco a Comissdo do Codex
Alimentarius relativas a residuos de medicamentos veterinarios. Suas decisfes de
gestdo de risco sdo baseadas nos pareceres do JECFA. A Comissdo do Codex
Alimentarius estabelece as responsabilidades do CCRVDF e JECFA e suas
interacbes (FAO/WHO, 2016a).

No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) é responsavel
pela conducdo da avaliacdo do risco da exposicdo da populacdo a residuos e
contaminantes em alimentos (BRASIL, 2017a). Nos Estados Unidos, a Agéncia
Americana para Alimentos e Medicamentos (Food and Drug Administration, FDA),

utiliza a avaliacdo do risco para garantir que as decisdes no ambito regulatério, que
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visa prevenir a contaminacdo de alimentos, sejam baseadas em ciéncia (FDA,
2011). A Autoridade Europeia para Seguranca Alimentar (European Food Safety
Authority, EFSA) € um avaliador de risco que conduz pareceres que sdo bases para

a politica e legislacdes europeias relacionadas a seguranca alimentar (EFSA, 2016).

1.5 Avaliacao da exposicao a produtos quimicos na alimentacao

Ao se iniciar uma avaliacdo da exposicado deve-se definir claramente alguns
pontos para possibilitar a escolha da maneira correta de se levantar os dados de
consumo e concentracdo, como 0 objetivo da avaliacdo (pré-registro ou pos-
registro), o tipo da substancia a se avaliar, a toxicidade e os efeitos benéficos da
substancia de acordo com a exposi¢cao da populacdo, diferencas de subgrupos e
tipo de estimativa de exposicdo necessaria (deterministica ou probabilistica)
(FAO/WHO, 2009b).

As avaliacdes de exposicdo podem ser realizadas para exposi¢cées agudas,
gue se caracterizam por exposicdes curtas, de até 24 horas, ou por exposicoes
cronicas, exposi¢cdo a longo prazo na qual é avaliada a exposicdo média diaria ao
longo da vida. (FAO/WHO, 2005). Para o célculo da exposicao dietética é usada

uma equacao geral para a exposi¢cdo aguda e a cronica (Equacéo 1):

Exposicédo = Z (concentracdo do residuo no alimento (mg/Kqg) x consumo (KQg) (1)

Peso corporal (kg)

O resultado da estimativa da exposicdo pode entdo ser comparado com
valores de orientacdo, se disponivel para o produto quimico, como parte da
caracterizacao do risco (FAO/WHO, 2009b).

Algumas substancias quimicas podem apresentar efeitos adversos quando
consumidas em doses baixas ap0s exposi¢do prolongada (cronica). Por isso uma
exposicdo dietética média deve ser comparada a um valor de orientagdo cronico.
Normalmente a concentragcdo média ou mediana é utilizada considerando que este
valor representa a média de longo prazo das concentracdes verdadeiramente
encontradas combinadas com altos percentis ou consumo total do alimento
(FAO/WHO, 2009b).
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1.5.1 Dados de concentracdo da substancia quimica nos alimentos

A obtencéo dos dados dos niveis de concentracédo de determinada substancia
quimica no produto € um ponto de extrema relevancia para resultados confiaveis na
avaliacdo da exposicao. Portanto, a escolha dos procedimentos de amostragem, o
método de analise, o limite de deteccdo (LOD) e o limite de quantificacdo (LOQ) ou o
levantamento de relatérios com estas concentracbes devem ser feitas de forma
criteriosa (FAO/WHO, 2005).

O protocolo para atribuir valores de concentragbes aos resultados néo
detectados ou ndo quantificados deve ser contemplado, uma vez que podem
influenciar, de forma critica, a estimativa de exposicdo dietética. Deve ser
considerado o lado da precaucédo toxicolégica, a menos que a presenca do residuo
seja improvavel, como por exemplo, quando o uso nao é permitido ou o produto
passa por processamento que remova o residuo completamente. Desta forma deve-
se assumir que existe a possibilidade da presenca do residuo, porém em
concentracfes que ndo sado detectaveis ou quantificaveis. Geralmente, para atribuir
valores a estes resultados é utilizado LOD/2 ou LOQ/2 para amostras com valores
abaixo de LOD ou LOQ respectivamente (FAO/WHO, 2009b, 2012)

Uma das abordagens para a obtencdo de dados de concentracdo de
substancias quimicas € a de monitoramento e vigilancia, que se mostra ideal para
avaliacdo da exposicao dietética cronica pos-regulacdo de residuos de agrotoxicos e
medicamentos veterinarios devido a sua proximidade com a realidade do consumo.
Essa forma de amostragem representa a exposicdo de forma mais realista, pois
abrange também os produtos com residuos que podem ter sofrido degradacéo pelo
transporte e armazenamento. A coleta das amostras € feita de maneira aleatoria,

perto do ponto de consumo, como supermercados e mercearias (FAO/WHO, 2005).

1.5.2 Dados de consumo

Os dados de consumo utilizados para analise da exposi¢cao devem considerar
padrées de consumo em diferentes regides e populagdes, por exemplo, padrdes de
consumo para subpopulag¢des sensiveis como criangas, lactentes, idosos e gravidas.
Essas informagdes podem influenciar nos resultados da avaliagdo da exposicao
(FAO/WHO, 2005).
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Os métodos utilizados para o levantamento dos dados de consumo podem
basear-se na populagéo, através de dados de fornecimento de alimentos em nivel
nacional, consumo em domicilio, que sédo informacdes sobre o consumo total do
agregado familiar, ou individual, a qual fornece informacfes detalhadas sobre
padrao de consumo (FAO/WHO, 2009b).

Os métodos utilizados para levantar dados de consumos individuais s&o:
pesquisa de registro alimentar, recordatorio alimentar de 24 horas, questionario de
frequéncia alimentar, pesquisa de historico de dieta e questionario de habitos
alimentares. Nesta etapa, o levantamento de informacdes sobre o peso corporal dos
individuos é importante para serem usadas no calculo da exposicdo alimentar
(FAO/WHO, 2005).

E importante lembrar que podem ser utilizados dados nacionais de consumo,
porém recomenda-se a utilizacdo de valores de referéncia nutricionais e
toxicolégicos internacionais (FAO/WHO, 2009b).

1.5.3 Peso corporal

Para a anadlise de ingestao € usado para cada peso individual o consumo
individual relacionado para os casos em que séo feitos levantamentos de dados
individuais. Caso ndo haja esses dados individuais, devem ser usados pesos médios
pré-estabelecidos (FAO/WHO, 2005).

1.6 Métodos para avaliacao da exposicao

Para a compreensdo dos métodos de avaliacdo da exposicdo € necessario
apresentar algumas defini¢oes:

* Ingestdo Diaria Admissivel (IDA): Ingestdo diaria maxima admissivel para
exposicdo cronica a residuos. E normalmente atribuida identificando a dose mais
alta que nado produz efeito adverso (NOAEL) a partir de estudos toxicologicos e
dividindo este NOAEL por um fator de seguranca (SHAH et al, 2017).

* Limite Maximo de Residuos (LMR): Concentragdo maxima de residuos
(mg/kg ou pug/kg de peso) legalmente permitido em um alimento. Para o

estabelecimento do LMR é feito um calculo de exposi¢cdo dietética considerando
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uma dieta modelo e 0 LMR que se deseja atribuir. O resultado do célculo ndo pode
ultrapassar o valor de IDA (FAO/WHO, 2016a).

* Limite Maximo Toleravel (LMT): Concentracdo maxima de um determinado
contaminante permitida no alimento ou em alimentos para animais. Define-se
contaminante qualquer substancia ndo adicionada intencionalmente a alimentos cuja
presenca é devido a producdo, processamento, embalagem, transporte, ou como
resultado de contaminacdo ambiental. Os metabolitos toxicos de certos microfungos
(micotoxinas) que nao sao adicionados intencionalmente também sao definidos
como contaminantes (FAO/WHO, 2018a).

» Ingestdo Diaria Estimada (IDE): E a ingest&o diaria estimada quando se usa
a concentracdo mediana da deplecdo dos residuos para o célculo da estimativa de
exposicao. Utilizada para estimar exposi¢cao a longo prazo (FAO/WHO, 2012).

+ Ingestdo Diaria Maxima Tedrica (IDMT): E uma estimativa de exposicio
dietética a residuos de medicamentos veterinarios com base em uma dieta modelo
especifica e considerando o LMR com uma correcdo para a propor¢cdo da
concentracdo do residuo marcador para o residuo total. Ou seja, o calculo se da
pelo somatorio da multiplicacdo dos valores da ingestdo didria de cada alimento da
cesta pelos respectivos LMRs. Caso o IDMT exceda a IDA, o LMR € ajustado para
garantir que o IDMT permaneca igual ou abaixo da IDA (FAO/WHO, 2012; SPISSO,
2010).

Normalmente, os valores de orientacdo, como a IDA, sdo estabelecidos nas
duas primeiras etapas da avaliagéo do risco (identificacdo do perigo e caracterizacao
do perigo). Caso esses valores nao estejam disponiveis, o resultado da estimativa
de exposicdo deve ser comparado a atividade da substancia. Todos esses dados
sdo considerados na etapa de caracterizacdo de risco para se estabelecer os LMRs.
O célculo utilizado pelo JECFA para se estabelecer o LMR até 2005 era feito a partir
de IDMT, porém o uso de uma cesta tedrica nao refletia a situagdo real e em 2006
foi proposto e adotado um novo calculo baseado na comparacéao da IDA com IDE. A
diferenca entre os dois modelos é que se passou a utilizar ao invés da IDMT, a IDE
derivada da concentracdo mediana da deplecdo do residuo marcador, em
substituicdo ao valor de LMR para o céalculo da estimativa provavel de concentracéo
do residuo (Figura 2). O LMR descreve o limite de confianga superior unicaudal a

95% sobre o 95° percentil, enquanto que a concentracdo mediana do residuo



30

corresponde ao ponto na linha de regresséo situado no mesmo time point de uma

curva de deplecéo do residuo marcador (Figura 3) (SPISSO, 2010).

Figura 2 - Comparacédo entre o modelo utilizando a IDMT (a) e a IDE (b) para
avaliacdo dos dados de residuos e recomendacéo de LMRs pelo JECFA.
()
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Figura 3 - Relagao entre o LMR e a concentragdo mediana.
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Fonte: (FAO/WHO, 2006b apud SPISSO, 2010).

Normalmente as avaliacbes de exposicdo empregam uma abordagem
gradual, iniciando com métodos de rastreio que requerem MeNoOS recursos e que
caso sejam encontrados indicios que possam comprometer a seguranca segue-se
para avaliacdes adicionais com uso de métodos mais refinados (FAO/WHO, 2009b).

A estimativa deterministica € um método de triagem que descreve algum
parametro de exposi¢cao do consumidor, por exemplo, a exposicdo média de uma
populacdo. Caracteriza-se por utilizar um valor Unico para cada parametro, ou seja,
para os dados de concentracdo podem ser usados a média, mediana ou mesmo um
percentil elevado, e tem como objetivo apenas identificar produtos quimicos que
necessitam de avaliacdo de exposi¢céo mais abrangente (FAO/WHO, 2009b).

As avaliagbes de triagem feitas pelo JECFA para aditivos alimentares e
produtos de uso veterinario sdo especificas e devem superestimar a exposi¢cao
dietética para evitar resultados errbneos que ndo demonstrem preocupacao de
seguranca. Um exemplo de método para avaliacdo de triagem € o uso de dietas
modelo. Este método é utilizado pelo JECFA para estabelecer LMR para residuos de
produtos de uso veterinarios em alimentos de origem animal. Essas dietas sao

construidas a partir de informagbes sobre o consumo de alimentos e devem
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representar uma dieta tipica para a populacdo que sera considerada. A criacdo de
novos métodos de triagem que sejam mais apropriados pode ser uma op¢ao para
estimar a avaliacdo de pior caso para substancias que sejam toxicas tanto para
exposicdo aguda e crbnica como subpopulacbes especificas de interesse
(FAO/WHO, 2005).

O segundo passo, em uma abordagem em camadas, seria a estimativa
deterministica pontual mais refinada. Na estimativa pontual, assim como no modelo
deterministico, os dados de consumo alimentar geralmente consistem na média ou
no percentil alto de todos os valores de consumo de um alimento, porém
considerando uma determinada populacdo de interesse e um determinado alimento.
O modelo pode ser mais ou menos conservador de acordo com o interesse e a
disponibilidade de informacfes. Nesta abordagem, caracteristicas como o elevado
consumo e o consumo de forma regular de um determinado alimento devem ser
consideradas (FAO/WHO, 2009b).

Concluindo-se nos passos iniciais que existe uma preocupacao relacionada a
seguranca, segue-se para uma avaliacdo mais refinada. A abordagem probabilistica
considera incertezas e variabilidades, fornecendo uma estimativa mais completa e
precisa de exposicdo para avaliadores e gerentes de risco. A exposicao deve ser
avaliada com um conjunto de valores e ndo com um valor Unico. Nesta abordagem,
informacBes sobre o alimento, quantidades consumidas, concentracfes da
substancia quimica, considera¢fes do processamento e preparo dos alimentos, etc,
sdo incluidas nas avalia¢gdes, além de informacdes dos individuos como idade, sexo,
etnia, nacionalidade, regido e preferéncias pessoais (FAO/WHO, 2009b).

Frequentemente a variabilidade é descrita por um grafico de frequéncia
(Figura 4) onde o eixo horizontal corresponde ao nivel de exposicdo e o eixo vertical

a porcéo relativa da populacao.
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Figura 4 - Distribuicdo de frequéncia
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Fonte: (FAO/WHO, 2009b).

A distribuicdo de frequéncia pode assemelhar-se com uma distribuicdo de

probabilidade continua (Figura 5)

Figura 5 - Distribuicdo de probabilidade continua

Exposure (pg/kg body weight per day)
Fonte: (FAO/WHO, 2009b).

A diferenca fundamental do modelo probabilistico € que ao menos uma
variavel é representada por uma funcéo de distribuicdo, no modelo deterministico é
representada por um uUnico valor, e a amostra modelo de cada distribuicdo € uma
distribuicdo de exposicdes dietéticas potenciais resultantes de varias interacoes.
Modelos simples podem ser usados para explicar a exposi¢cdo a uma substancia
guimica a partir de um unico alimento (FAO/WHO, 2009b).

Terminada a avaliagcdo de exposicao, a apresentacdo dos resultados devera
evidenciar o método que foi aplicado, o modelo utilizado, as premissas utilizadas, as
limitagGes e as incertezas (FAO/WHO, 2005).

A ANVISA adota a metodologia deterministica recomendada pela OMS e
adotada pelo Codex Alimentarius para estimar a ingestdo de residuos no Brasil

(BRASIL, 2017a).
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1.7 Abordagens atuais de metodologias para avaliacdo de exposicao dietética
pararesiduos de produto de uso veterinario

Na 702 reunido do JECFA em 2011, solicitada pela CCRVDF, foi identificada a
necessidade de revisar os principios e metodologias para avaliar a exposi¢do
dietética para residuos de produtos de uso veterindrio em alimentos e seu relatorio
final prop6s uma nova abordagem para essa avaliacéo, abrangendo:

* revisdo da dieta modelo (cesta de mercado) utilizada pelo JECFA,

* possibilidade de simplificacéo da atual dieta modelo;

* possibilidade do desenvolvimento de varias dietas modelo para refletir
diferencas regionais em padrdes de consumo;

» desenvolvimento de diferentes abordagens para exposicao dietética aguda e
subcrénica (FAO/WHO, 2014).

A dieta modelo a qual o relatério se referiu era utilizada pelo JECFA para
estabelecer LMRs para residuos de produto de uso veterinarios para cobrir altos
consumidores de produtos de origem animal e estabelece de forma limitada o
consumo diario de uma pessoa de 60 kg (FAO/WHO, 2009b). Esta dieta modelo
possui a seguinte composi¢ao de acordo com a Tabelal:

Tabela 1 - Dieta modelo

Categoria de alimentos Tecido ou Produto Consumo
de origem animal g/dia
Musculo 300
Carne (500 g total) Figado 100
Rim 50
Gordura 50
Musculo 300
Peixe
Leite integral 1500
Leite
Todo contetdo 100
Ovo (Exceto casca)
. 20
Mel

Fonte: (FAO/WHO, 2009b).

Podemos caracterizar uma estimativa de exposicdo baseada em uma dieta
modelo como conservadora, pois € considerado o consumo maximo dos alimentos,
gue todos os alimentos séo provenientes de animais tratados com produtos de uso
veterinario e que, portanto, como consequéncia, todos apresentam residuos em uma
determinada concentracao (FAO/WHO, 2012).
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A falta de dados precisos resultantes de pesquisas de consumo levou a
origem das dietas modelo. Para apoiar o estabelecimento de padrées de seguranca
alimentar, o Sistema de Monitoramento Global do Meio Ambiente da OMS -
Programa de Monitoramento e Avaliacdo de Contaminacdo em Alimentos, também
conhecido como GEMS/Food, concede estimativas brutas do tipo e da quantidade
de alimentos disponiveis para consumo dentro de um pais, resultantes de dados de
fornecimento de alimentos e balancos alimentares, fornecendo uma base para a
elaboragcdo de uma dieta modelo mais “realista” para os calculos de exposi¢ao a
longo prazo (MACLACHLAN; MUELLER, 2012). As 17 dietas cluster do
GEMS/Food, atualizadas em 2012, consistem em padrfes alimentares agrupados
por semelhancas e sao utilizadas por comités internacionais para avaliacdo de
exposicao aos residuos presentes nos alimentos. O Brasil e mais 17 paises, como
Argentina, Chile, Colémbia, Equador, Honduras, India, Guatemala entre outros,
pertencem ao grupo 5 (G05) das dietas cluster com o milho, arroz, trigo e 0 sorgo

como o0s principais produtos alimentares (WHO, 2017b).

1.7.1 Avaliacdo da exposicédo aguda e cronica

A mesma equacéao geral (equacéo 1) pode ser utilizada para estimativas de
exposicao aguda e crénica e pode ser aplicada a qualquer alimento que contenha
residuo (FAO/WHO, 2014).

A abordagem atual para avaliacdo da exposicdo aguda referente a uma
refeicdo ou um consumo por um periodo de 24 horas considera uma exposi¢ao de
alto nivel de cada alimento especifico isoladamente. O resultado deve ser
comparado a valores de ARfD para avaliar possivel risco (FAO/WHO, 2014). Essa
exposicdo é calculada pela equacdo de exposicdo dietética aguda estimada global
(GEADE) (Equacéo 2):

GEADE = 97.5 percentil do consumo do alimento (1pessoa/dia) x alta concentracéo do residuo no tecido
Peso corporal (kg)

)

A equacdo considera um nivel alto de exposicdo para cada alimento de

origem animal, individualmente. Para isso é selecionada uma alta concentragcdo do
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residuo a que o consumidor pode ser exposto, combinada com um alto valor de
consumo (FAO/WHO, 2014).

O modelo crénico considera que uma pessoa tenha um grande consumo de
um determinado alimento ou grupo de alimentos de forma continua por um longo
periodo de tempo. As avaliacdes feitas a partir de um consumo a longo prazo devem
ser comparadas com valores de orientagdo para toxicidade cronica como IDA para
avaliacdo de risco (FAO/WHO, 2014). No caso de um conjunto de alimentos os
calculos para estimar a exposicao dietética cronica estimada global (GECDE) sao
efetuados primeiramente pela equacéo 3, seguida pela utilizagdo do seu resultado

na equacao 4:

Mivel alto de exposicéo de cada 97 5 percentil do cansuma Mediana dos residuos
produto de origem animal = (kg/kg peso/dia ou kg/dia)  x (ma/kg)
(mg/kg pesoldia ou mg/dia)
3)
GECDE Nivel alto de exposicdo de cada Média total de exposicdo de
(mg/kg peso/dia ou mg/dia) = produto de origem animal + todos os outros produtos
(mg/kg peso/dia ou mg/dia) (mg/kg peso/dia ou mg/dia) ( )
4

A avaliagcdo de exposicado cronica se fundamenta que, a longo prazo, 0s
consumidores nao sdo susceptiveis a ingerir quantidades elevadas de diferentes
produtos de origem animal simultaneamente, mas sim a um alto nivel de consumo
de apenas uma categoria de alimentos e o restante dos alimentos permaneceria
dentro do consumo médio da populacdo (FAO/WHO, 2012).

Para o levantamento do consumo para exposi¢ao dietética crénica € preferivel
0 uso de dados de pesquisas com duracdo de mais de um dia para representar
padrées habituais. Calcula-se o consumo de alimentos médio diario de cada
individuo. Para estimativas baseadas em alimentos como o leite, a duracdo da
pesquisa de consumo nao é relevante, uma vez que tendem a serem consumidos
diariamente sem grandes variacées de um dia para o outro (FAO/WHO, 2014). O
modelo de exposicdo dietética atual definiu o consumo padréo de leite para lactentes
de 750 g/dia para ser usado no calculo de estimativa de exposicdo. Este valor foi
definido considerando o pressuposto padrdo da OMS para um consumo de 0,75
litros de formula infantil por um lactente de 3 meses e 5 kg (FAO/WHO, 2012).
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A dieta modelo atual constitui de informagdes mais especificas, diferenciando
produtos originarios de mamiferos e produtos de aves de capoeira em termos de
miudos, musculo, gordura e pele. Além disso, ha uma subdivisdo para os produtos
de mamiferos podendo ser carne bovina, ovinos, caprinos, equinos e coelho e
subdivisdes para a categoria peixes, mariscos e crustaceos. O peso corporal padrao
estabelecido considera diferentes grupos da populacdo como adultos - 60 kg,
criancas de 2 a 6 anos — 15 kg e lactentes de 0 a 3 meses — 5 kg. Contudo, este
modelo é uma dieta construida e ndo representa uma dieta para qualquer populacao
especifica (FAO/WHO, 2012).

O desenvolvimento de uma metodologia para estimar a exposicdo aguda
(GEADE) e cronica (GECDE) aos residuos de produtos de uso veterinario pelo
JECFA teve como propdsito aumentar a precisdo da avaliacdo, uma vez que 0
calculo de IDE através de um valor extremo de distribuicdo ndo é realista em um
cenario de exposi¢do cronica. Contudo o comité decidiu usar essa abordagem em
paralelo com o modelo de IDE para ganhar experiéncia e melhorar a metodologia
(FAO/WHO, 2014; FAO/WHO, 2016b). O 85° relatério da avaliacdo de alguns
residuos de medicamentos veterinario em alimentos realizada pelo JECFA
demonstrou que foi adotado apenas os modelos GEADE E GECDE para avaliar a
exposicao alimentar aguda e cronica (FAO/WHO, 2018b).

1.8 A resisténcia aos antimicrobianos (RAM) como um risco global

A RAM ameaca a saude publica devido ao crescimento de infec¢des que ja
nao respondem mais ao tratamento normalmente utilizado. Este fato se confirma por
dados fornecidos por todo o mundo de que a RAM vem aumentando para Varios
microrganismos causadores de infeccdes em suas unidades de salude e na
comunidade. A resisténcia microbiana é facilitada tanto pelo uso adequado quanto
inadequado de medicamentos antimicrobianos na saude humana e animal, na
producdo de alimentos e no uso improprio para controlar a disseminacdo de
infeccbes. A OMS procura estimular a reflexdo e a acao politica para combater a
RAM uma vez que a resisténcia aos antimicrobianos € um problema complexo com
véarios fatores contribuintes e para enfrenta-la é essencial a contribuicdo de muitas

pessoas e grupos sociais (OMS, 2012).
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A RAM é uma ameaca global que deve ser combatida com maxima urgéncia
e em resposta a essa crise, em maio de 2015, foi adotado um Plano de A¢&o Global
pela Assembleia Mundial de Saude. O plano contém cinco objetivos que possuem o
propésito de melhorar a conscientizagcdo e a compreensao sobre este problema,
fortalecer a base de conhecimento e evidéncia através da vigilancia e da pesquisa,
reduzir a incidéncia de infecg&o, otimizar o uso dos medicamentos antimicrobianos
na saude humana e animal e desenvolver investimento sustentavel de acordo com
as necessidades dos paises, além de aumentar investimentos em novos
medicamentos, ferramentas para diagnésticos, vacinas e outras intervencdes. Todos
os Estados Membros da OMS precisam desenvolver planos de acao nacionais de
combate a RAM alinhados com o plano de acdo global e devem considerar as
necessidades nacionais e regionais (WHO, 2015).

A importancia de uma acdo conjunta que envolva os campos da saude
humana, saude animal, agricolas e ambientais justifica a colaboracdo entre
Organizacdo Mundial da Saude Animal (OIE), FAO e OMS. O reconhecimento da
caracteristica “One Health” do combate a RAM faz com que cada setor desenvolva
politicas que possam influenciar diretamente na luta contra esse problema. A OIE,
alinhada ao Plano de Acdo Global da OMS, publicou em 2016 “A estratégia OIE
sobre a resisténcia aos antimicrobianos e o uso prudente de antimicrobianos” que
descreve 0s objetivos e as taticas da OIE para apoiar 0os paises membros no intuito
de alcancar o uso racional de produtos antimicrobianos e para vigilancia do uso
destes medicamentos e da resisténcia antimicrobiana (OIE, 2016). Da mesma forma,
a FAO publicou em 2016 “O Plano de Acdo da FAO sobre a resisténcia aos
antimicrobianos 2016-2020” para apoiar de forma especifica os setores de alimentos
e agricultura na implementacao do plano global de combate a RAM (FAO, 2016).

Seguindo as recomendacfes da OMS para assegurar uma acdo global,
eficaz e sustentavel para o enfrentamento da resisténcia aos antimicrobianos, o
Ministério da Saude do Brasil publicou a portaria n® 2.775, em 22 de dezembro de
2016, que instituiu o comité encarregado de elaborar e conduzir o Plano de Acgéo
Nacional de Prevencao e Controle da Resisténcia aos Antimicrobianos (CIPAN) no
qual a RAM deveria ser tratada de forma integrada pelas areas da saude humana e
animal pelo fato deste problema ter origem a partir do uso indiscriminado por
pacientes e também na agricultura e pecuaria (BRASIL, 2016). Considerando as

necessidades nacionais, o Ministério da Saude elaborou entdo o Plano de Acéo
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Nacional de Prevencéo e Controle da Resisténcia aos Antimicrobianos no Ambito da
Satde Unica (PAN-BR) de modo a atender o Plano de Ac¢do Global. O plano
nacional apresenta 14 objetivos principais, 33 intervencfes estratégicas e 75
atividades, com vigéncia de 2018 a 2022, definidos de acordo com os 5 objetivos
estratégicos do plano global. Os setores envolvidos e responsaveis pelo PAN-BR
sdo Ministério da Saude, ANVISA, Ministério da Agricultura, Pecuéaria e
Abastecimento (MAPA), Ministério das Cidades, Ministério da Educacdo e Cultura,
Ministério da Ciéncia, Tecnologia, Inovacdes e Comunicac¢des, Ministério do Meio
Ambiente, Fundacdo Nacional de Saude, e apoio do Conselho Nacional de Saude e
Agencia Nacional das Aguas (Brasil, 2018a).

Por se tratar de uma abordagem de saude unica, o MAPA publicou um Plano
de Acado especifico para orientar as condutas no ambito da agropecuaria (Brasil,
2018b). A ANVISA, por sua vez, apresentou um Plano proprio de A¢éo da Vigilancia
Sanitaria em Resisténcia aos Antimicrobianos devido a diversidade de acdes
necessarias na esfera da vigilancia sanitaria. Este plano nortearda as acdes da
vigilancia sanitaria no Brasil nos diversos setores de atuacdo da agéncia tais como
alimentos, servicos de saude, laboratérios, entre outros para o enfrentamento deste
problema global (Brasil, 2018c).

Anteriormente ao compromisso assumido e reafirmado através dos planos de
Acdes Nacionais, o MAPA ja possui o Plano Nacional de Controle de Residuos e
Contaminantes (PNCRC) para monitorar a efetividade dos controles implementados
pelos sistemas de producédo e a respectiva qualidade e seguranca dos produtos de
origem animal e vegetal disponibilizados ao comércio e consumo. O PNCRC & um
programa de inspecéo e fiscalizacdo das cadeias produtivas de alimentos baseadas
em analise de risco com o objetivo de verificar a presenca e os niveis de residuos de
substancias que sdo potencialmente nocivas a saude do consumidor, tais como
residuos de produtos de uso veterinario, dentre eles os residuos de antimicrobianos,
residuos de agrotdxicos e afins e de outros contaminantes quimicos (BRASIL, 1999).
Séao elaborados anualmente planos de amostragem e testes para carnes, ovos, leite,
pescado e mel (BRASIL, 2018d). A ANVISA coordenou um Programa de Analise de
Residuos de Medicamentos Veterinarios em Alimentos de Origem Animal (PAMVet),
gue foi desenvolvido visando operacionalizar sua competéncia legal de controlar e
fiscalizar residuos de produtos de uso veterinario em alimentos, uma vez que estes

residuos poderiam significar risco a saude publica. A primeira matriz escolhida foi o
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leite bovino devido ao seu alto consumo pela populacéo brasileira e o ultimo relatorio
de atividades feito pela ANVISA foi o de 2006/2007 referente ao monitoramento de
residuos em leite exposto ao consumo em amostras coletadas no periodo de julho
de 2006 a julho de 2007. Os resultados das analises das amostras coletadas pelo
programa em 2009 e 2010 foram disponibilizados pela ANVISA para publicagédo por
Pacheco-Silva et al. (2014). Os antimicrobianos estdo entre os residuos de produtos
de uso veterinario que foram pesquisados (BRASIL, 2009a; PACHECO-SILVA;
SOUZA; CALDAS, 2014).

1.9 Antimicrobianos criticamente importantes para a saude

A OMS identificou os antimicrobianos criticamente importantes para a saude
humana para ajudar a formular e priorizar a avaliagdo de risco e gestao estratégica
de risco para conter a RAM. Os critérios empregados para essa classificacdo foram:
a) antimicrobianos que sdo usados no tratamento de doencas humanas graves e
gue se apresentam como Unica ou uma das poucas opcdes de terapia e b) agentes
antimicrobianos usados para tratar doencas causadas por microrganismos que
podem ser transmitidos para humanos a partir de fontes ndo humanas ou doencas
humanas causadas por microrganismos com genes de resisténcia adquiridos de
fontes ndo humanas. Os antimicrobianos que atendem a esses dois critérios e que
sao classificados como antimicrobianos criticamente importantes de maior prioridade
sdo as cefalosporinas de 3?2, 42 e 52 geracdo, macrolideos, aminoglicosideos,
ansamicinas, carbapenémicos, glicopeptideos, glicilciclinas, lipopeptideos,
macrolideos e cetolideos, monobactamicos, oxazolidinonas, penincilinas, derivados
do &cido fosforico, polimixinas, quinolonas e medicamentos utilizados para tratar
exclusivamente a tuberculose ou outras doengas micobacterianas (WHO, 2017a).
Para complementar a identificacdo dos agentes antimicrobianos para humanos a
OIE identificou os agentes antimicrobianos que sao criticamente importantes na
medicina veterinaria. A sobreposicdo das listas criticas pode fornecer informacdes
adicionais. Os agentes antimicrobianos para uso veterinario classificados como
criticamente importantes foram aminoglicosideos, cefalosporinas de 32 e 42 geracao,
macrolideos, penicilinas, anfenicais, fluoroquinolonas, sulfonamidas,

diaminopirimidinas e tetraciclinas (OIE, 2018).
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Clinicamente, os macrolideos estdo entre os quatro antimicrobianos mais
utilizados para combater bactérias gram-positivas, algumas gram-negativas e
micoplasma, além do uso como aditivos na prevencdo de algumas doencas
(SPINOSA; GORNIAK; BERNARDI, 2011; SONG et al. 2016). S&o constituidos por
uma estrutura quimica composta de um anel de lactona contendo entre 14 e 16
atomos com um ou mais acucares ligados por ligacdo glicosidica (Figura 6)
(GAYNOR; MANKIN, 2005). Os macrolideos possuem acdo antimicrobiana pela
inibicdo da sintese proteica bacteriana através da sua ligacdo com a subunidade
ribossdomica 50S, mais precisamente pela interacdo com a 23S rRNA (KANOH,;
RUBIN, 2010). A resisténcia bacteriana aos macrolideos deve-se a modificacdo do
sitio receptor por metilacdo ou mutacdo que impossibilita a ligacdo do antimicrobiano
ao seu alvo ribossémico, ao efluxo do antimicrobiano ou por inativacdo enzimatica
do farmaco (LECLERCQ, 2002).

Além da preocupacdo quanto a resisténcia aos antimicrobianos, o uso de
macrolideos esta associado a efeitos adversos como distirbios gastrointestinais.
Também foram relatados com o uso da eritromicina, reacdes de hipersensibilidade,
com erupcdes cutaneas e febre, distarbio transitorio da audicdo, possiveis infeccbes
oportunistas do trato gastrointestinal ou da vagina (HANG et al., 2008).

Figura 6 - Estrutura quimica dos macrolideos

Fonte: (MAZZEI et al., 1993).
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1.10 Residuos de antimicrobianos macrolideos em alimentos

A saude humana esta diretamente ligada a qualidade dos alimentos e os
residuos de produtos de uso veterinario sdo um dos seus possiveis agentes de
contaminagao. Estes produtos sdo utilizados para melhorar a taxa de ganho de
peso, melhorar a eficiéncia alimentar e prevenir ou tratar doengcas em animais
produtores de alimentos. Embora seu uso seja necessario, sempre existe o risco dos
residuos estarem presentes nos tecidos no momento do abate ou em produtos
provenientes destes animais. A presenca de residuos em concentra¢cdes acima das
consideradas aceitaveis pode ser devido, por exemplo, ao descumprimento das
instrucdes técnicas ou do calculo de dosagem fornecidas pelo fabricante,
desrespeito ao periodo de caréncia determinado e por uso de equipamentos
contaminados com a droga. Os antimicrobianos sé&o os principais produtos de uso
veterinario que potencialmente contaminam os alimentos de origem animal
(BEYENE, 2016).

O leite é um alimento altamente consumido e por ser considerado uma
importante fonte de proteinas, carboidratos, vitaminas e sais minerais desempenha
um papel significativo na nutricdo humana (AFFOLTER et al, 2010). O uso de
antibiéticos na clinica veterinaria para o tratamento de infec¢bes, como da glandula
mamaria e do sistema reprodutivo, pode resultar na presenca dos residuos no leite
(ANJOS et al, 2016). A presenca de residuos de antimicrobianos em alimentos pode
levar a exposicdo prolongada a estas substancias por meio da ingestdo em
pequenas quantidades (BEYENE, 2016). Os macrolideos, classificados como
criticamente importantes para a saude humana, sdo amplamente usados em animais
produtores de alimentos, inclusive como aditivos zootécnicos e sabe-se que podem
selecionar Campylobacter spp resistentes, sendo uma das poucas alternativas
terapéuticas para infeccbes por essa bactéria, especialmente em criancas, para as
guais ndo se recomendam as quinolonas (WHO, 2017a). As substancias da classe
dos macrolideos com indicacdo para uso na espécie bovina sdo eritromicina,
oleandomicina, gamitromicina, tulatromicina, espiramicina, tilmicosina, tilosina e
tildipirosina (OIE, 2018). A Figura 7 apresenta as formulas estruturais desses
macrolideos. Segundo informacdes do MAPA os principios ativos da classe dos
macrolideos com produtos registrados no Brasil para uso em bovinos sdo a

espiramicina, a gamitromicina, a tildipirosina, a tilmicosina e a tilosina (informacao
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verbal)!, porém uma busca no Compéndio de Produtos Veterinarios do Sindicato
Nacional da Industria de Produtos para Saude Animal (SINDAN) mostrou o registro
de 4 produtos com principio ativo espiramicina, 1 com tildipirosina, 2 produtos com
tilmicosina e 7 com tilosina, mas nenhuma com gamitromicina (SINDAN, 2019). O
plano de amostragem do PNCRC 2018 contemplou os macrolideos eritromicina,
espiramicina, tilosina e tilmicosina para avaliacdo em leite (BRASIL, 2018d).

! Informagéo fornecida por Bernardete F. Spisso, recebida em reunido de GT — revisdo RDC
53/2012.
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Figura 7 - Férmulas estruturais da eritromicina (a), oleandomicina (b), espiramicina
(c), tilosina (d) e tilmicosina (e)
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Fonte: (WANG et al., 2006).

1.11 Formulas infantis produzidas a partir de leite bovino

Segundo a OMS, em associagdo com o Fundo das NagOes Unidas para a

Infancia (UNICEF), as criancas devem fazer aleitamento materno exclusivo até os 6
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meses de idade e somente a partir deste momento receber alimentos
complementares (UNICEF BRASIL, 2016; WHO, 2016). Somente em condi¢cdes em
que o aleitamento materno ndo é possivel (casos de infeccbes maternas
incompativeis com a amamentacdo ou uso de algum farmaco que impossibilite o
aleitamento materno), em casos em que se esgotem todas as possibilidades de
relactacdo da mae ou em situagcdes em que o aleitamento materno deva ser
interrompido temporariamente, as formulas infantis devem ser indicadas (BRASIL,
2015; BRASIL, 2009b). Porém, é importante salientar que os avancgos tecnologicos
da industria de alimentos transformaram ao longo do tempo os modelos de
alimentacao infantil e apesar do aleitamento materno ser capaz de satisfazer por si
s6 as necessidades nutricionais da maioria dos lactentes até o sexto més de vida,
sabe-se da existéncia do uso precoce ou inadequado das formulas lacteas por
algumas criancas (ACCIOLY; SAUNDERS; LACERDA, 2002).

A férmula infantil € um substituto do leite materno que deve possuir seguranca
nutricional e férmula adequada para apoiar o crescimento e o desenvolvimento das
criancas. E um produto & base de leite de vaca ou outros animais ou uma mistura
destes e/ ou outros ingredientes adequados para a alimentacdo infantil (CODEX
ALIMENTARIUS, 2007). Podemos classifica-las segundo suas caracteristicas em:

. Formulas infantis para lactentes: Qualquer produto produzido com
caracteristicas adequadas para satisfazer, por si s6, as necessidades nutricionais de
lactentes sadios até seis meses de vida (0 a 5 meses e 29 dias). A formulacdo, Unica
fonte de nutrientes para o lactente, deve levar em consideracdo os compostos e
limites normalmente encontrados no leite humano e/ou beneficios similares aos
encontrados em lactentes amamentados exclusivamente com leite humano
(BRASIL, 2011a).

. Formulas infantis de seguimento para lactentes e criancas de primeira
infancia: Produto, utilizado quando indicado, para lactentes sadios a partir do sexto
més de vida até doze meses de idade incompletos (11 meses e 29 dias) e para
criangas de primeira infancia sadias, constituindo-se o principal elemento liquido de
uma dieta progressivamente diversificada (mista) (BRASIL, 2011b). Entende-se
como crianca de primeira infancia, pessoa de 0 a 5 anos.

. Formulas infantis para lactentes destinadas a necessidades
dietoterapicas especificas e féormulas infantis de seguimento para lactentes e

criangas de primeira infancia destinadas a necessidades dietoterapicas especificas:
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Formulas infantis destinadas a atender, quando necessario, as necessidades
nutricionais de lactentes e/ou criancas de primeira infancia, decorrentes de
alteracdes fisioldgicas e/ou doencas temporarias ou permanentes e/ou para reducao
de risco de alergias em individuos predispostos (BRASIL, 2011c).

As principais modificagdes das formulas infantis produzidas a partir de leite de
vaca sao reducdo do teor de proteinas e eletrélitos, substituicdo de partes dos
lipideos por 6leo vegetal, adicdo de outros carboidratos como maltodextrina e
sacarose, além de adicao de vitaminas e minerais. Algumas férmulas infantis ainda
apresentam adicbes especificas de alguns nutrientes para atender situacdes
especiais (ACCIOLY; SAUNDERS; LACERDA, 2002).

Os resultados de um estudo que teve como objetivo avaliar o consumo,
frequéncia e tipo de leite ingerido por criancas brasileiras a partir de dados
secundarios resultantes da Pesquisa Nacional de Demografia e Saude de 2006-
2007 estdo dispostos no Grafico 1. Um alto consumo de formula infantil,
possivelmente de forma prematura ou inadequada, foi observado (BORTOLINI et al.,
2013).

Gréfico 1 - Consumo de férmulas infantis por criangas brasileiras

Consumo de Formula Infantil

E Criancas Menores de
6 Meses

E Criancas de 6 a 12
Meses

66,20% 9,80% E Demais ldades

0,
1% Outros Tipos de Leite

Fonte: (Da autora, 2019).

Informacdes completas sobre os habitos alimentares, incluindo a avaliagdo
das praticas de aleitamento materno, alimentacdo complementar e do consumo
alimentar, peso e altura das criancas até 5 anos serédo geradas a partir do primeiro
Estudo Nacional de Alimentacdao e Nutricdo Infantil (Enani), iniciado em 2019 no
Brasil por solicitacdo do Ministério da Saude (ENANI, 2019).
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Os rotulos das formulas infantis apresentam a indicacdo do volume e da
frequéncia diéria de consumo de acordo com cada faixa etaria (Tabela 2), porém o
mais adequado € o calculo da dieta de forma individual de acordo com a Quadro 1,

considerando um exemplo hipotético.

Tabela 2 - Exemplo de guia de referéncia para preparo de uma férmula infantil para
lactentes e de seguimento para lactentes (0 a 12 meses)
Idade do Lactente Agua previamente  Numero de Medidas

Namero de

fervida (mL) Rasas Mamadeiras por Dia
12 e 22 Semanas 90 3 6
32 e 42 Semanas 120 4 5
2° Més 150 5 5
3° Més 180 6 5
4° e 5° Més 210 7 4
A partir do 6° més 210 7 34

Fonte: (Da autora, 2019).
Legenda: Tabela baseada nos rétulos de uma marca de produtos comercializados no Brasil.

Quadro 1 -
industrializadas

Céalculo de dieta para lactentes utilizando férmulas lacteas

PROCEDIMENTOS

EXEMPLO: LACTENTE 45 IMAS, PESD: 4,1 KG

Calcular as necessidades energéticas

Mecessidades Energéticas: 116 x 4,1 = 476 Kealidia

Egealher fdrmula

Exemplo: NAN | - 67 Kcal/100ml- | medida30mi dgua

Determinar a capacidade gastrica da crianca:
15 a Imlkgmamada. No caso de fdrmula
infantil modificada, deve-se escolher um
volume miltiplo da reconstituicio para cada
medida.

Calcular valor energético da mamadeira

Capacidade Gastrica: 102 a 123 m!

() NAM é reconstituido com 1 medida para cada 30 ml. de
agua, entao escolheremos o miltiplo de 30 mais proxi-
mo = 120 mL.

100 ml = 67 Keal

120ml= x So% = B4 Keal

Dividir necessidade energética total pelo
valor energético da mamadeira para obter
numero de mamadeiras/idia.

476 Kcalidia
B0.4 Kcalmamadeira

= 5,9 = 6 mamadeiras/dia

E possivel que o lactente ndo fique satisfeito com 6 mamadeiras por dia. Neste caso, o volume da mama-
deira poderd ser reduzido, aumentando-s¢ o nimero total de mamadeiras por dia,

Fonte: (ACCIOLY; SAUNDERS; LACERDA, 2002).

1.12 Regulamentagfes para residuos e contaminantes em formulas infantis

A exposicdo desnecessaria da populacdo aos residuos de produtos de uso
veterinario pode causar sérios efeitos indesejados, por isso essas substancias sédo

regulamentadas e monitoradas com base em niveis maximos de residuos aceitaveis
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(LMR) ou em tolerdncias estabelecidas em cada pais (ZHAO; ZULKOSKI;
MASTOVSKA, 2017).

A quantidade provavel de ingestdo de um contaminante, a analise dos dados
sobre sua ocorréncia, a influéncia da adocao de boas praticas para reduzir seu teor
e a avaliacdo de risco a saude define sua quantidade toleravel (BRASIL, 2008b). A
Portaria 977/1998 referente as férmulas infantis definia que o alimento ndo podia
conter residuos de antibidticos determinados por meios de métodos de analises
apropriados, porém esta portaria foi revogada e foram publicadas as Resolu¢cdes n°
43, 44 e 45/2011 (BRASIL, 1998; 2011a; 2011b; 2011c). Segundo essas resolucoes,
os produtos devem atender aos regulamentos técnicos especificos de
contaminantes, no entanto a RDC n° 53 de 2012 que dispfe sobre o Regulamento
Técnico Mercosul e estabelece limites maximos de residuos para medicamentos
veterinarios em alimentos de origem animal, ndo inclui as formulas infantis no seu
escopo (BRASIL, 2012a). Somente micotoxinas (aflatoxinas B1, B2, G1 e G2) e
metais (arsénio inorganico, cadmio total, chumbo total e estanho inorganico) estédo
contemplados com valores limites especificos para férmulas infantis em
regulamentos nacionais (BRASIL, 2011d; BRASIL, 2017b). Assim, como no Brasil
ndo ha LMR ou tolerancia para antimicrobianos em formulas infantis estabelecidos
pela legislacdo, a presenca destes contaminantes ndo € aceitavel. Segundo o Codex
Alimentarius, as formulas infantis devem respeitar os limites maximos da norma
geral para contaminantes, norma essa que nao determina um valor de residuos de
antimicrobianos para esses produtos (CODEX ALIMENTARIUS, 2007). Preocupados
com a presenca de antimicrobianos residuais nos alimentos e seu impacto negativo
sobre a saude humana, a Unido Europeia trabalha com o principio da “tolerancia
zero” para produtos alimentares que ndo possuem LMRs estabelecidos (AGUILERA-
LUIZ et al, 2012). Estados Unidos da America e Japdo ndo possuem LMRs de
antimicrobianos especificos para formulas infantis.

Uma revisdo de literatura intitulada “Infant formula: occurrence, sources and
pathways of chemical contaminants and residues and their potential detrimental
effects on infant health” dos autores Bianca Figueiredo de Mendonga Pereira,
Cristine Couto de Almeida, Katia Christina Leandro, Marion Pereira da Costa, Carlos
Adam Conte Junior e Bernardete Ferraz Spisso foi submetida a revista
Comprehensive Reviews in Food Science and Food Safety e aborda os principais

residuos e contaminantes pesquisados em formulas infantis.
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1.13 Métodos analiticos e dados de ocorréncia de residuos de antimicrobianos

em férmulas infantis

A preocupacdo mundial com relacdo a resisténcia aos antimicrobianos esta
levando varios pesquisadores ao desenvolvimento de métodos de andlise para
determinacdo de residuos dessas substancias em alimentos. A producdo de certas
férmulas infantis é feita a partir de leite bovino e um dos principais problemas para a
determinacdo de antimicrobianos nessa matriz € o tratamento da amostra. A
presenca de materiais gordurosos, carboidratos e outras substancias fazem deste
produto uma matriz complexa onde a eficiéncia da extracdo precisa ser garantida
para evitar o0 mascaramento do analito a ser pesquisado (ZHAN et al, 2013). Acerca
das formulas infantis, métodos para analise de antimicrobianos ja foram
apresentados. Alguns compreendem a analise de multiplas classes de produtos de
uso veterinarios e outros contaminantes (AGUILERA-LUIZ et al, 2012; ZHAN et al,
2013; ZHAO; ZULKOSKI; MASTOVSKA, 2017; DESMARCHELIER et al, 2018). H&
também meétodos validados para analise de classes especificas ou antimicrobianos
especificos como quinolonas, sulfonamidas, p-lactamicos e cloranfenicol
(RODRIGUEZ; MORENO-BONDI; MARAZUELA, 2008; RODRIGUEZ et al, 2010;
HERRERA-HERRERA et al, 2011; GAO et al, 2012; DIAZ-BAO et al, 2015; AHN et
al, 2017; BESSAIRE et al.,, 2018). At¢é o0 momento nado foi identificado nenhum
meétodo especifico para a determinacdo de residuos de macrolideos em férmulas
infantis, embora os macrolideos sejam amplamente empregados na producéo
leiteira. Estudos que apresentaram em seus resultados a avaliagdo da ocorréncia de
antimicrobianos em amostras reais de férmulas infantis estdo demonstrados na
Tabela3.



Tabela 3 - Panorama da ocorréncia de antimicrobianos em férmulas infantis
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N° de Ocorréncia Concentracéo
i Classe do o - . N° de amostras LOQ .
Pais o ) amostras Técnica utilizada (substancia ; encontrada Referéncia
antimicrobiano ; contaminadas (ng/kg)
analisadas detectada) (Mg/kg)
HERRERA-
] Sem
Espanha Quinolonas 16 UPLC -MS/MS o - - 0,13-1,73 HERRERA etal.,
Ocorréncia
2011
LC-FLD
Espanha e ) Sem RODRIGUEZ et
o Fluoroquinolonas 100 E o - = 6 - 80
Colébmbia Ocorréncia al., 2008
LC-MS/MS
iimicosi 17,1 6,7
_ UHPLC — Tilmicosina 1 AGUILERA-LUIZ
Espanha Multiresiduos 9 MS/MS Cal. 2012
. . et al.,
Trimetoprim 1 <5 03
Lincomicina 1 51 0,2
China Multiresiduos 30 UPLC — MS/MS ZHAN et al., 2013
Enoxacin 1 2,0 0,2

Fonte: (Da autora, 2019).
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Como ainda ndo had LMRs ou tolerancias especificas para formulas infantis
nas legislacbes mundiais atuais, alguns pesquisadores utilizaram entdo os valores
de LMR estabelecidos para o leite para o desenvolvimento de seus métodos (ZHAN
et al, 2013; HERRERA-HERRERA et al, 2011; ZHAO; ZULKOSKI; MASTOVSKA,
2017; DIAZ-BAO et al, 2015). Porém, ¢ importante considerar que os lactentes
pertencem a um grupo mais susceptivel a contaminantes e residuos, uma vez que a
ingestao relativa de alimentos é trés vezes maior do que a ingestdo dos adultos
(HERRERA-HERRERA et al, 2011).

Considerando a susceptibilidade do publico consumidor das férmulas infantis
e o fato de que a legislacao brasileira na area de alimentos € positiva, ou seja, 0 que
nao constar na legislacdo ndo pode estar presente no alimento, os antimicrobianos
nao podem ser detectados nas formulas infantis. Os métodos analiticos precisam

entdo ser desenvolvidos a fim de atender a essa premissa.

1.14 Método QUEChERS (quick, easy, cheap, effective, rugged and safe) para

residuos de macrolideos em leite e formulas infantis

O método de preparo de amostras original denominando QUEChERS foi
proposto em 2003 por Michelangelo Anastassiades inicialmente para a determinagao
de pesticidas. Ao longo do tempo, a aplicabilidade do método de extracdo foi
ampliada para os campos dos medicamentos veterinarios, micotoxinas e outros
(PRESTES et al, 2009).

O tamanho da amostra a ser utilizada no método QUEChERS deve ser a
menor possivel que seja representativa estatisticamente. A escolha do solvente de
extracdo deve considerar a habilidade de extrair em diferentes polaridades,
apresentar seletividade durante a extracao, particao e clean up, compatibilidade com
as técnicas cromatograficas, baixo custo, seguranca e atender a legislacdo
ambiental. A acetonitrila (ACN) € um dos solventes que podem ser utilizados por
possuir caracteristica de ser miscivel com agua e promover a extracdo em uma
Unica fase em contato com a matriz. A adicdo de sais ao extrato quando € utilizada a
ACN promove o efeito “salting out” e resulta na separacdo entre as fases organica e
aquosa. O uso dos sais secantes tem como objetivo melhorar a recuperagéo. A
etapa de clean-up confere robustez e confiabilidade aos resultados da

cromatografia, uma vez que compostos nao volateis da matriz podem alterar a
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resposta do sistema. Nesta etapa, a extracdo em fase solida dispersiva (Dispersive
Solid Phase Extraction) que emprega de 250 a 1000 mg de diferentes sorventes
para retencao de interferentes da matriz (PRESTES et al, 2009).

Como nao se identificou na literatura métodos para analise de macrolideos
em formulas infantis, a proposta da dissertacdo se baseou em avaliar a
aplicabilidade de um método analitico desenvolvido por Costa et al. (2015) para
analise de macrolideos em leite a essa matriz. O tratamento da amostra constitui em
uma nova abordagem QUEChERS, empregando um QUEChERS alcalino, com uma
mistura de sais composta de Na,SO4, NaCl e K,CO3 sem uma etapa adicional de
clean-up, seguida por cromatografia liquida e espectrometria de massas sequencial.
O método, desenvolvido inicialmente apenas para a tilosina, também foi capaz de
extrair de forma eficiente espiramicina, troleandomicina, oleandomicina,
roxitromicina, eritromicina e a claritromicina, com recuperacdes de 74 — 104% a 50
pMo/kg de tilosina, eritromicina, espiramicina e oleandomicina e 20 ug/kg para
troleandomicina, roxitromicina e claritromicina (COSTA et al, 2015). Embora a
tilmicosina néo tenha sido citada no artigo de Costa e colaboradores (2015), todas
as analises contempladas para as demais substancias para avaliagdo dos
parametros de validagéo foram feitas para a mesma. Uma consideragcédo importante
com relacdo a este trabalho foi a deteccdo de macrolideos em 26 amostras das 41
adquiridas, sinalizando uma grande incidéncia destes antimicrobianos em leite
(COSTA, 2014).

1.15 Validacdo de método analitico para a determinacdo de produtos de uso

veterinario em alimentos

O desenvolvimento de um método analitico se torna necessério para dar
suporte a tomada de decisdo na avaliacdo de conformidade de um produto ou
servico quanto as suas especificacdes, atendimento a norma nacional ou
internacional, legislacdo ou mesmo a de algum critério interno ou externo de
qualidade (BRASIL, 2011e).

A validacdo é um estudo experimental e documentado realizado para verificar
0S possiveis erros que 0os métodos analiticos possam vir a apresentar, sejam eles

aleatérios ou sistematicos, e que tem como objetivo confirmar que o método



53

analitico desenvolvido responde a sua proposta com a confiabilidade dos resultados
das medicOes assegurada (BRASIL, 2011e).

De acordo com o objetivo que se pretende alcancar com o método analitico
desenvolvido, a validacdo precisa contemplar a avaliacdo das caracteristicas de

desempenho de acordo com a Tabela 4.

Tabela 4 - Caracteristicas de desempenho necessérias para cada tipo de método
analitico

Capacidade Limite  Veracidade/ Precisado Seletividade/  Aplicabilidade

de de Recuperacao Especificidade / Robustez /
Deteccdo  Decisao Estabilidade
CCB CCa
Método T + _ _ _ + +
Qualitativo  —= r n T ¥
Método T + _ _ + + +
Quantitativo ~= n n n + T ¥

T= Métodos de Triagem; C = Métodos de Confirmacgé&o; + = Deteminacdo Obrigatoria

Fonte: (Modificado de UNIAO EUROPEIA, 2002).

A orientacdo do Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia
(INMETRO) sobre validagdo de métodos analiticos classifica o parametro da
robustez como opcional dentro dos estudos de validacdo, uma vez que esta mais
associado a estudos de otimizacédo (INMETRO, 2018).

Sendo a caracteristica de desempenho aplicavel, os parametros e os critérios
de aceitacdo devem levar em consideracdo o nivel da concentracdo de interesse.
Para as substancias permitidas, considera-se o LMR estabelecido, para as
substancias banidas ou proibidas deve ser utilizado o Limite Minimo de
Desempenho Requerido (LMDR). No Brasil, quando ndo ha LMDR definido utiliza-se
valores estipulados em normas publicadas pelo MAPA (BRASIL, 2011e). Quando se
tratar de substancia registrada para uso em espécies produtoras de carne (bovina,
aves, suina e equina), leite, pescado, mel, ovos e avestruz e seu respectivo LMR
nao for estabelecido, o Limite de Referéncia para Tomada de Acdo Regulatéria
gerencialmente adotado é de 10 ug/kg ou 10 ng/mL, dependendo da matriz
(BRASIL, 2012b).
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A validacao de métodos analiticos especificos para determinacéo de produtos
de uso veterindrio em matrizes de origem animal deve ser conduzida de acordo com

as seguintes caracteristicas de desempenho e seus critérios de aceitacao:

e Seletividade;

e Efeito Matriz;

e Linearidade;

e Recuperacgao / Veracidade;

e Preciséo (Repetibilidade);

e Precisdo (Reprodutibilidade intralaboratorial);

e Limite de Decisdo (CCa) e Capacidade de Detecgao (CCp);
e Robustez (BRASIL, 2011e).

1.15.1 Seletividade

Capacidade do método analitico de diferenciar a substancia de interesse de
outras substancias que também podem estar presentes. Essa caracteristica é
determinada essencialmente pela técnica de medicdo, mas pode também ser
alterada pelo tipo de composto ou matriz analisada (UNIAO EUROPEIA, 2002).

1.15.2 Efeito matriz

O efeito matriz € um estudo de seletividade para verificar possiveis
interferéncias dos componentes da matriz que pode gerar aumento ou diminuicdo do

sinal instrumental ou resposta instrumental (BRASIL, 2011e).

1.15.3 Linearidade

Capacidade do método analitico de produzir resposta diretamente
proporcional a concentracédo do analito na amostra, ou seja, uma curva de calibragéo
€ ajustada adequadamente pela equacdo de uma reta (funcédo afim). A curva de
calibragdo deve ser determinada de acordo que o LMR se encontre
preferencialmente perto da regido central e para as substancias banidas, o LMDR ou

valores alvo estipulados devem fazer parte da curva (BRASIL, 2011e).
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1.15.4 Recuperagéo / Veracidade

A recuperacdo € calculada caso ndo haja um material de referéncia
certificado, sendo a porcentagem da concentracdo real de uma substancia

adicionada que € recuperada durante o processo analitico (UNIAO EUROPEIA,
2002).

1.15.5 Precisao

E a estimativa da dispersdo entre resultados de ensaios independentes,
porém em determinadas condi¢des especificas. Calcula-se através do desvio padrao
do resultado do ensaio em que uma menor precisdo € resultado de um elevado
desvio padrdao. Pode ser verificada através de trés maneiras: 1. da repetibilidade,
que € a estimativa da dispersao dos resultados de analises independentes com o
mesmo método, mesmo material de ensaio, mesmo laborat6rio, mesmo operador e
mesmo equipamento; 2. da reprodutibilidade intralaboratorial (precisao
intermediaria), que é a verificagdo da precisdo obtida no mesmo laboratério em
condigbes especificas, porém podendo variar o método, materiais de ensaio,
operadores e ambientes, ao longo de intervalos de tempo justificadamente longos; 3.
da reprodutibilidade, utilizando o mesmo método, mesmo material de ensaio, porém
em laboratérios diferentes e com operadores e equipamentos diferentes (UNIAO

EUROPEIA, 2002).

1.15.6 Limite de decisao (CCa) e Capacidade de deteccao (CCpR)

Sdo parametros que medem o desempenho do procedimento analitico
considerando a incerteza da medicdo no nivel de concentracdo no qual as decisdes
sao tomadas (BRASIL, 2011e).

O CCa é definido como o limite a partir do qual se pode concluir que uma
amostra € ndo conforme com uma probabilidade de erro a. O CCB é o teor mais
baixo da substancia que pode ser detectado, identificado e/ou quantificado em uma
amostra com uma probabilidade de erro 3. Para substancias que possuem limite
permitido, o CCPB é a concentragdo que o método é capaz de detectar concentracdes

neste limite com uma incerteza estatistica de 1 — B. Para substancias que nao
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possuem limite permitido definido, o CC3 € a menor concentragdo em que o método
€ capaz de detectar amostras contaminadas com uma incerteza estatistica de 1 — 3
(UNIAO EUROPEIA, 2002).

1.15.7 Robustez

Propensdo do método de sofrer alteracdes na resposta em casos de
variacfes das condi¢cdes experimentais, as quais podem ser expressas como uma
lista de materiais da amostra, das substancias a analisar, das condi¢cdes de
estocagem, das condicbes ambientais e/ou de preparacdo da amostra em que o
método pode ser aplicado da forma como foi desenvolvido ou com pequenas
alteracdes especificas. Todas as condi¢cdes experimentais sujeitas a variacbes como
pH, temperatura, composi¢cdo da amostra e estabilidade dos reagentes devem ser
indicadas caso a alteracdo possa afetar os resultados analiticos (UNIAO
EUROPEIA, 2002). O INMETRO classifica este parametro como opcional
(INMETRO, 2018).

1.15.8 Ampliagdo do escopo do procedimento analitico validado

Para a inclusdo de nova matriz ou novo analito em método analitico validado,
0 mesmo precisa ser reavaliado de forma a demonstrar que a inclusdo do novo
analito ou da nova matriz ndo altera o desempenho geral do método. Para isso, 0s
parametros de Linearidade, Seletividade / Efeito Matriz, Veracidade / Recuperacéo e

Precisdo devem ser avaliados (BRASIL, 2011e).

1.15.9 Abordagens alternativas de validagéo

Segundo a Decisdo 657/2002 da Comissao Europeia, os modelos alternativos
de validacdo podem ser utilizados, porém devem ser estabelecidos no protocolo de
validacdo o modelo e as estratégias, juntamente com 0s pré-requisitos,
pressupostos e férmulas ou fornecer referéncia quanto a sua disponibilidade (UNIAO
EUROPEIA, 2002).

O ResVal é uma ferramenta de software para calculo de resultados de

validacdo com uma abordagem simplificada e padronizada que atende aos
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requisitos da 657/2002 da Comissdo Europeia e se enquadra como modelo
alternativo de validagdo. Zuchowska et al. (2016a; 2016b), Wozniak et al. (2014a;
2014b; 2017) e Witek et al. (2018) avaliaram os dados gerados pela validacdo

através da utilizacdo do software ResVal.

1.16 Justificativa

O Plano de Acéo Global de enfrentamento a resisténcia aos antimicrobianos
(RAM) foi estabelecido com o propésito de assegurar o maior tempo possivel a
efetividade dos tratamentos existentes para as doencas resultantes de infecgoes.
Dentre os cinco objetivos do plano instituidos para combater a RAM, o objetivo 2
possui a finalidade de promover acfes para fortalecer a base de conhecimentos e
evidéncias através da vigilancia e da pesquisa. O apoio dos governos nacionais,
organizagdes intergovernamentais, agéncias, organizacdes  profissionais,
organizacbes ndo governamentais, inddstria e comunidade académica s&o
essenciais para geracdo deste conhecimento e nas praticas a serem adotadas.
Algumas informagdes ainda sdo desconhecidas e precisam ser esclarecidas, uma
delas é a compreensdo de como é o surgimento da resisténcia e como ela se
dissemina. Por isso a compreensdo de como a resisténcia circula entre humanos e
animais e através dos alimentos, dgua e meio ambiente gera consideraveis
informacBes para o desenvolvimento de ferramentas, politicas e regulamentos de
combate a esse grave problema. Dentro do contexto deste trabalho, é importante
considerar também o objetivo 4, que tem como tema a otimizacdo do uso de
medicamentos antimicrobianos em saude humana e animal. Sabe-se que a
resisténcia aos antimicrobianos esta ligada ao uso excessivo destes agentes, que
alids, podem ser adquiridos comumente com alta facilidade e as regulamentacfes
para a utilizacdo em muitas areas nao sao eficazes ou sdo simplesmente mal
aplicadas (WHO, 2015).

A formula infantil em pd pode ser a uUnica fonte de alimento para muitos
lactentes durante os 6 primeiros meses de vida e uma vez que as criangas Sao mais
vulneraveis e proporcionalmente mais expostas a contaminantes de alimentos do
gue os adultos, considerando a taxa de consumo elevado por peso corporal, € de
extrema importancia que esses produtos sejam livres de contaminantes
(RODRIGUEZ et al, 2008).
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A possivel presenca de residuos de antimicrobianos, entre eles os
macrolideos, antimicrobianos considerados pela OMS como criticamente
importantes de maxima prioridade para a saude humana, pode comprometer a
inocuidade das formulas infantis e a seguranca dos lactentes. Assim, o
conhecimento sobre a exposi¢cdo de lactentes aos residuos de macrolideos nas
formulas infantis é fundamental para nortear acdes de vigilancia sanitaria a fim de

minimizar o risco relativo a resisténcia bacteriana.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo geral deste trabalho foi avaliar a exposi¢do dietética de lactentes
aos residuos dos antimicrobianos macrolideos eritromicina, espiramicina,
oleandomicina, tilmicosina e tilosina pela ingestdo de formulas infantis para lactentes
(0 a 6 meses) e de férmulas infantis de seguimento para lactentes (a partir do 6°

més) produzidas a partir de leite bovino.

2.2 Objetivos especificos

. Otimizar e validar o método analitico para determinacgéo de residuos de cinco
macrolideos (eritromicina, espiramicina, oleandomicina, tilosina e tilmicosina) por LC-
MS/MS e método de preparo de amostra QUEChERS alcalino para a matriz férmula
infantil.

. Investigar a ocorréncia de residuos de eritromicina, espiramicina,
oleandomicina, tilmicosina e tilosina em férmulas infantis para lactentes (0 a 6
meses) e de seguimento para lactentes (a partir do 6° més) utilizando o método
analitico validado.

. Estimar a exposicdo dietética de lactentes (0 a 12 meses) aos 5

antimicrobianos pesquisados.
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3 METODOLOGIA

3.1 Materiais

3.1.1 Padrbes

Os padrdes utilizados neste estudo estdo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5 - Lista de padrdes utilizados

, LOTE NUMERO DO
ANALITO ACRONIMO FABRICANTE
CAS
Espiramicina ) .
ESP Sigma-Aldrich SZBCO002XV 8025-81-8
Eritromicina
) ERI Sigma-Aldrich MKBR6032V 114-07-8
hidratada
Fosfato dihidratado
OLE Dr. Ehrenstorfer 80609 7060-74-4
de oleandomicina
Tilmicosina
TILM Dr. Ehrenstorfer 90810 108050-54-0
Tartarato de tilosina .
TIL U.S.Pharmacopeia FOD333 1405-54-5
Roxitromicina (*)
ROX Dr. Ehrenstorfer 90630 80214-83-1

(*) A Roxitromicina foi utilizada como padréo interno.
Fonte: (Da autora, 2019).

3.1.2 Reagentes e solventes

Os reagentes utilizados neste estudo foram:
a) Acetonitrila para Cromatografia Liquida, teor de pureza = 99,9%, Merck
(Alemanha);
b) Acetonitrila para Cromatografia Liquida - Espectrometria de Massas, teor da
pureza = 99,9%, Merck (Alemanha);
c) Agua purificada tipo | (Milli-Q);
d) Acido férmico, teor da pureza 98-100%, Merck (Alemanha);
e) Carbonato de potassio PA (K,CO3), teor da pureza = 99%, Merck (Alemanha);
f) Cloreto de sodio (NaCl), teor da pureza 99,5 — 100,5%, Merck (Alemanha);
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g) Metanol para Cromatografia Liquida, teor da pureza = 99,8%, Merck (Alemanha);
h) Metanol para Cromatografia Liquida - Espectrometria de Massas, teor da pureza =
99,9%, Merck (Alemanha);

i) Sulfato de sodio anidro granulado (Na,SO,), teor da pureza = 99%, Merck

(Alemanha).

3.1.3 Equipamentos e acessorios

Os equipamentos utilizados para a etapa de extracao, preparo de solucdes e
armazenamento estéo listados a seqguir:
a) Agitador de tubos tipo vortex Multi Reax (Heidolph, Alemanha);
b) Agitador de tubos tipo vortex MA-162 (Marconi, Brasil);
c) Balanca analitica LP 620P (Sartorius, Alemanha);
d) Balanca semi-micro analitica com resolucao de 0,00001g (Metler Toledo, Suica);
e) Capela de exaustéao;
f) Centrifuga refrigerada 5804R (Eppendorf, EUA);
g) Freezer frost free eletronico 280 (Brastemp, Brasil);
h) Freezer de ultra-baixa temperatura FORMA 88000 series (Thermo Scientific,EUA);
i) Refrigerador frost free 380 (Brastemp, Brasil);
j) Refrigerador frost free DF34 (Electrolux, Suécia);
k) Modulo de aquecimento com unidade de evaporacdo com vapor de nitrogénio
React-Therm 1l (Pierce, EUA);
l) Sistema de obtencéo de agua tipo |, Milli-Q (Millipore, EUA);
m) Termdmetro digital modelo 7424.02.00, -50°C a 70° C (Incoterm, Brasil).

Para a separacdo e deteccdo das substancias foram utilizados os seguintes
eguipamentos e acessorios:
a) Cromatodgrafo a liquido de alta eficiéncia Shimadzu Prominence, composto de
uma bomba quaternaria LC-20AD, um degaseificador de membrana DGU-20A5, um
autoamostrador SIL-20AC, um forno de coluna CTO-20AC e uma bomba
controladora CBM-20A;
b) Espectrémetro de massas triplo quadrupolo APl 5000 Apllied Biosystems / MDS
Sciex, com fonte TurbolonSpray®;

c) Software para utilizacdo do sistema Analyst® versdo 1.4.2 da Applied Biosystems;
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d) Coluna analitica Varian Polaris® C18 (100 mm x 2 mm x 3 ym de tamanho de
particula;

e) coluna de guarda do mesmo material da coluna analitica.

3.2 Preparo de solugdes estoque

As solucbes-estoque para cada analito foram preparadas em metanol, na
concentracdo nominal de 1000 ug/mL e armazenadas a temperatura < -70°C. As
massas teodricas utilizadas para o preparo das solugbes foram calculadas
considerando as correcdes de pureza, teor de agua e base livre. Para a producao
das solucbes de trabalho foram feitas diluicbes a partir das solu¢des-estoque de

acordo com as necessidades ao longo dos estudos.

3.3 Aquisicéo e preparo das amostras

Foram utilizadas férmulas infantis para lactentes (tipol) e de seguimento para
lactentes (tipo 2), produzidas a partir de leite bovino. A abordagem para a obtengé&o
dos dados de concentracdo do residuo foi sob a 6tica de vigilancia e monitoramento,
ideal para avaliacdo dietética crénica pés-regulacdo. Devido a proximidade com a
realidade do consumo, a compra foi feita de forma aleatoria, de diferentes marcas e
lotes, em supermercados e drogarias na cidade do Rio de Janeiro - RJ. No
laboratério, os produtos foram cadastrados, codificados e mantidos nas suas
embalagens originais em temperatura ambiente controlada (<+27°C) (Tabela 6). O
preparo das amostras atendeu as recomendacfes presentes nos rotulos de cada
produto e a reconstituicéo foi feita com agua purificada tipo | (Milli-Q). Uma amostra
de leite integral em p6 (cédigo do laboratério: 002/2018) adquirida em supermercado
na cidade do Rio de Janeiro foi empregada para o estudo de avaliagcdo da

aplicabilidade do método analitico desenvolvido para leite em formulas infantis.
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Férmula Infantil

Fabricante / Marca

Lote

Cadigo do laboratorio

1/A

>

004/2018
010/2018
011/2018

2/A

012/2018
013/2018
014/2018
042/2019

Tipo 1

3/A

015/2018
016/2018
017/2018

018/2018
019/2018
020/2018

1/B

021/2018
022/2018
023/2018

1/A

024/2018
025/2018
026/2018

2/A

005/2018
027/2018
028/2018
029/2018

Tipo 2

3/A

030/2018
031/2018
037/2018

3/B

032/2018
033/2018
038/2018

O ™ >» 0 ®>»O0 ©® >»00 >0 >0 @®2>0 @ >0 00 >0

034/2018
035/2018
036/2018

Fonte: (Da autora, 2019).
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3.4 Condi¢cdes cromatograficas e espectrométricas do método desenvolvido e
validado para andalise de macrolideos em leite (LC-MS/MS)

As separacbes cromatograficas foram realizadas a 40°C e a fase moével
consistiu em agua purificada tipo | com 0,1% de acido férmico (fase A) e acetonitrila
com 0,1% de acido formico (fase B), fluxo total da fase mével de 0,3 mL/min, sendo
o volume de injecdo de 10 uL. O gradiente se iniciou com 75% de fase A durante 1
min, passando para 50% em 9,5 min e 5% de fase A em 9,6 min mantendo essa
composi¢cdo por 0,4 min. Aos 10,1 min, o eluente A retorna para 75% para
reestabelecer a condicdo inicial até completar 20 min, tempo total de corrida. Os
parametros para a espectrometria de massas com ionizacdo por eletrospray no
modo positivo foram: potencial de ionspray de 5 kV, temperatura de fonte de 550°C,
potencial de entrada de 10 V, nitrogénio como gas de secagem e nebulizador igual a
55 psi, gas de colisdo (CAD gas) com N, valor de 6 e gas de cortina igual a 10 psi.
Os parametros do LC - MS/MS para os analitos alvo estdo resumidas na Tabela
7(Costa et al., 2015).

Tabela 7 - Parametros do LC - MS/MS para os analitos alvo e padréo interno ROX

para analise na matriz leite (continua)
fon fon

Substancia Massa- precursor,  Produto, -DweII o, cE X,
Monoisotopica, u . . time, ms volts (a) volts (b) volts (c)

158,2 41 14

ERI[M+H]" 733,46 73456 5762 50 171 23 18
-~ 116,0 51 14

158,2 35 20

OLE[M+H]" 687,42 688,39 5444 50 136 21 18
1163 55 14

158,2 47 16

ROX[M+H]" 836,53 837,46 6795 50 171 29 22
1162 57 16

158,0 21 22

ROX[M+2H]* 836,53 419,42 ~ 1160 50 86 33 20

573,5 13 18
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Tabela 7 - Parametros do LC - MS/MS para os analitos alvo e padréo interno ROX
para analise matriz leite (conclusao)

fon fon
Substancia Massa_ precursor,  Produto, .DweII o, & X,
Monoisotopica, u 7 - time, ms volts (&) volts (b) volts (c)
174,1 47 10
ESP[M+H]" 842,51 84359 1421 50 171 45 16
5404 41 16
174,0 29 30
ESP[M+2H]** 842,51 42237 1449 50 126 19 22
5402 15 10
174,3 57 12
TILM[M+H]" 868,57 869,58 6964 50 356 53 24
1261 77 18
174,0 33 22
TILM[M+2H]** 868,57 43534 6956 50 106 19 22
1261 49 26
1741 49 18
TIL [M+H]" 915,52 916,62 7724 50 226 39 24
1561 61 22

(a) Declustering Potential, (b) Collision Energy, (c) Collision Exit Potential.
Fonte: (COSTA et al., 2015).

3.5 Condi¢cdes cromatograficas e espectrométricas do método desenvolvido e

validado para andlise de macrolideos em formulas infantis

O método desenvolvido por Costa (2014) para andlise de macrolideos em
leite foi otimizado e validado para a analise dos macrolideos nas férmulas infantis.
As condicBes cromatograficas e espectrométricas utilizadas para a andlise em

formulas infantis foram:

a) fase movel A: 0,1% de acido formico em agua,

b) fase movel B: 0,1% de acido formico em acetonitrila;

c) fluxo total da fase mével: 0,3 mL/min;

d) temperatura do forno: 40 °C;

e) programacado de eluicdo gradiente: O gradiente se iniciou com 75% de fase A

durante 1 min, passando para 50% em 9,5 min e 5% de fase A em 9,6 min
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mantendo essa composicéo por 0,4 min. Aos 10,1 min, o eluente A retorna para 75%

para reestabelecer a condi¢&o inicial até completar 15 min, tempo total de corrida;

f) tempo total de corrida: 15 min;

g) programacao do autoamostrador:

— volume de rinsagem: 500 pL;

— profundidade da agulha: 52 mm;

— velocidade de rinsagem: 35 pL/s;

— velocidade de amostragem: 5 uL/s;

— tempo de purga: 25 min;

— tempo de imerséo na rinsagem: 10 s;

— modo de rinsagem: antes e ap0ds aspiracao;

— habilitacdo do sistema de resfriamento: sim;

— temperatura do sistema de resfriamento: 4°C;

— controle de profundidade da agulha no vial: 45 mm;

— meétodo de bombeamento: rinsar bomba e pértico entre analises (Rinse Pump
And Port Between Analysis);

— tempo de rinsagem: 4 s.

h) interface: eletrospray;

i) modo: MRM positivo;

j) gas de cortina (Curtain gas): N valor 10;

k) gas de nebulizacédo (GS1): N, valor 55;

l) gas de secagem (GS2): N, valor 55;

m) voltagem do ionspray (1S): 5000 V;

n) voltagem do potencial de entrada (EP): 10 V;

0) voltagem do detector (CEM): 2500 V;

p) voltagem do defletor (DF): -100 V;

g) temperatura da fonte TurbolonSpray: 550°C,;

r) gas de colisdo (CAD gas): N, valor 6;

s) dwell time variavel, conforme Tabela 8; MR pause = 5 ms;

t) tempo de aquisi¢do: 15 min.

u) volume de injeg¢&o: 10 pL

Os parametros do LC - MS/MS para os analitos alvo estdo resumidas na Tabela 8.
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Tabela 8 - Parametros do LC - MS/MS para os analitos alvo e padréo interno ROX
para analise na matriz formula infantil

fon fon

Substancia Massa_ precursor,  Produto, .DweII o, & X,
Monoisotopica, u 7 - time, ms volts (&) volts (b) volts (c)
158,2 41 14

ERI[M+H]" 733,46 73456 576,22 100 171 23 18
-~ 116,0 51 14

158,2 35 20

OLE[M+H]" 687,42 688,39 5444 100 136 21 18
1163 55 14

158,2 47 16

ROX[M+H]" 836,53 837,46 6795 50 171 29 22
1162 57 16

158,0 21 22

ROX[M+2H]*" 836,53 419,42 1160 50 86 33 20
- 5735 13 18

174,1 47 10

ESP[M+H]" 842,51 84359 1421 100 171 45 16
5404 41 16

174,0 29 30

ESP[M+2H]* 842,51 42237 1449 100 126 19 22
5402 15 10

174,3 57 12

TILM[M+H]" 868,57 869,58 6964 100 356 53 24
1261 77 18

174,0 33 22

TILM[M+2H]** 868,57 43534 6956 100 106 19 22
1261 49 26

1741 49 18

TIL [M+H]" 915,52 916,62 7724 100 226 39 24
- 1561 61 22

(a) Declustering Potential, (b) Collision Energy, (c) Collision Exit Potential.
Fonte: (Da autora, 2019).
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3.6 Método de preparo de amostra QUEChERS para andlise de residuos de

macrolideos em leite e férmulas infantis

A extracdo das amostras de leite (estudo de avaliacdo de aplicabilidade) e de
formulas infantis foi efetuada segundo método descrito por Costa et al.(2015). A
Figura 8 apresenta o fluxograma.

Figura 8 - Fluxograma do método QUEChERS desenvolvido para anélise de leite

2 mL amostra 4 mL ACN, 0,8 g Na,S0O, +
AMOSTRA + agitacao em 0,2 g NaCl +
RESSUSPENSA 100 pL vértex 1 min + 04 g KCOs
diluente 4 mL ACN, agitacao em
agitacao em vortex 1min e
vortex 1 min repouso 10 min
Centrifugagdo a 500 uL do Evaporacdo até a
4°C, 10000 rpm sobrenadante secura com N, a
por 5min.
45-48°C
Ressuspensédo com Agitacdo e filtracdo
1 mL do com filtro de seringa
diluente de PVDF de 0,22
ACN:H,0 (1:3, v/v) um. Injetar 10pL.

Fonte: (Da autora, 2019).

A partir da amostra reconstituida com agua purificada tipo 1 e conforme as
orientacdes do fabricante, uma aliquota de 2 mL foi transferida para um tubo de
centrifuga de polipropileno de 50 mL. Foi padronizado a adi¢do de 100 pL de
diluente (acetonitrila:agua , 1:3, v/v) aos 2 mL de amostra para igualar o volume,
considerando os casos em que a fortificacdo no inicio do procedimento de extragédo
€ necessaria, com posterior agitagdo em vortex por 10 s e repouso por 15 min. Para
extracdo dos analitos foram adicionadas duas porcdes de 4 mL de acetonitrila com
agitacdo de 1 min apos cada adicdo. Em seguida, adicionou-se uma mistura de sais

composta por 0,8 g de Na,SOy4, 0,2 g NaCl e 0,4 g K,CO3 para a separacdo das
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fases, com posterior agitagcao por 1 min e repouso por 10 min. Seguiu-se entao para
a etapa de centrifugacdo a 4°C e 10.000 rpm por 5 min. 500 yL do sobrenadante
foram pipetados e transferidos para um tubo de centrifuga de polipropileno de 15 mL
e este volume evaporado até a secura sob fluxo suave de N, a 45-48°C. O extrato
seco foi ressuspenso com 1 mL do diluente com agitagdo em vortex por 1 min e
filtrado através de filtro de seringa de PVDF de 0,22 ym para vial @mbar.

Para todas as determina¢cdes analiticas, a Roxitromicina foi utilizada como
padrao interno qualitativo, ou seja, somente para fins de identificacdo no calculo de
tempo de retengdo relativo. Podemos considerar padrdo interno um composto
adicionado aos padrdes de trabalho e amostras de ensaio que possui caracteristicas

estruturais que se assemelham aos analitos nativos (BRASIL, 2011f).

3.7 Avaliacdo da aplicabilidade para férmulas infantis do método analitico
desenvolvido e validado em leite por Costa (2014)

A execucado e as avaliacBes dos estudos de aplicabilidade realizados neste
trabalho tiveram como base principal os Procedimentos Operacionais Padrdes
(POP) intitulados “Método de Andlise para Residuos de Medicamentos Veterinarios
em Alimentos: Protocolo de Validagao N° 65.3120.136” e “Validacdo das Fungdes de
Calibracdo usando o Software Statistica® 8.0 N° 65.3120.135”, elaborados pelo
Laboratorio de Residuos de Medicamentos Veterinarios em Alimentos do Instituto
Nacional de Controle de Qualidade em Saude da FIOCRUZ (INCQS, 2015a; INCQS,
2015b). O POP N° 65.3120.136 foi elaborado tendo como referéncias documentos
nacionais e internacionais, principalmente a Decisdo 657/2002 da Comissao
Europeia e o Manual de Garantia de Qualidade Analitica do MAPA de 2011, ambos
guias de orientacbes especificas para analise de residuos em produtos de origem
animal (UNIAO EUROPEIA, 2002; BRASIL, 2011e).

O método desenvolvido para analise de macrolideos em leite foi testado em
formulas infantis para avaliar a possivel alteracdo do seu desempenho geral. Os
parametros de linearidade, seletividade e efeito matriz relativo foram avaliados por
curvas fortificadas no final da extragcdo com os analitos espiramicina, tilosina e
tilmicosina, analitos definidos anteriormente no projeto da dissertagdo. Efetuou-se o
preparo das curvas em 9 niveis de concentracdo, incluindo o zero, a partir das

amostras 002/2018 (amostra de leite em pd), 004/2018 (amostra de formula infantil
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do tipo 1) e 005/2018 (amostra de formula infantil do tipo 2), previamente testadas e
confirmadas como amostras brancas, além de uma curva no diluente nas mesmas
concentracbes. As solucdes padrao de trabalho, diluidas a partir das solucbes
estoque em ACN:H,0 (1:3, v/v) para fortificacdo no final do procedimento apos as
extracbes foram preparadas nas seguintes concentracdes, considerando os LMR
estabelecidos para leite:

a) PO - Solucdo contendo ROX (padréo interno) equivalente a 6,25 ng/mL;

b) P1 - Solucdo contendo 0,78125 ng/mL (0,125 LMR) de ESP e TIL, 3,125 ng/mL
(0,125 LMR) de TILM e 6,25 ng/mL de ROX;

c) P2 - Solucéo contendo 1,5625 ng/mL (0,250 LMR) de ESP e TIL, 6,25 ng/mL
(0,250 LMR) de TILM e 6,25 ng/mL de ROX;

d) P3 - Solugdo contendo 3,125 ng/mL (0,5 LMR) de ESP e TIL, 12,5 ng/mL
(0,5LMR) de TILM e 6,25 ng/mL de ROX;

e) P4 - Solucdo contendo 6,25 ng/mL (1 LMR) de ESP e TIL, 25 ng/mL (1 LMR) de
TILM e 6,25 ng/mL de ROX;

f) P5 - Solugdo contendo 9,375 ng/mL (1,5 LMR) de ESP e TIL, 37,5 ng/mL (1,5
LMR) de TILM e 6,25 ng/mL de ROX;

g) P6 - Solucdo contendo 12,5 ng/mL (2 LMR) de ESP e TIL, 50 ng/mL (2 LMR) de
TILM e 6,25 ng/mL de ROX;

h) P7 - Solucdo contendo 15,625 ng/mL (2,5 LMR) de ESP e TIL, 62,5 ng/mL (2,5
LMR) de TILM e 6,25 ng/mL de ROX;

i) P8 - Solucéao contendo 18,75 ng/mL (3 LMR) de ESP e TIL, 75 ng/mL (3 LMR) de
TILM e 6,25 ng/mL de ROX.

Os extratos e as solu¢des-padréo foram injetados em triplicatas aleatérias.

3.7.1 Avaliacéo da linearidade

A avaliagéo da linearidade do método em férmulas infantis foi realizada pela
avaliacdo estatistica das curvas de calibracdo obtidas com a adicdo dos analitos
apos a etapa de extracdo (curva fortificada no final). Inicialmente avaliou-se a
presenca de valores aberrantes em cada triplicata de injecbes de cada nivel de

concentragéo através do teste de Grubbs a a = 0,01, supondo os valores tenderem a
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distribuicdo normal (Equacdo 5). Com o auxilio do Software Statistica® 8.0 foi
avaliada a homocedasticidade dos dados pelo teste de Levene e 0 ajuste do modelo
pelo valor de p gerado através da planilha Parameter Estimates.

Considera-se X, ou X; valor aberrante se:

X)) (- X
(a=X) o f0X) g

| Glca}c

()

Onde:
s = desvio padréo estimado
G, = valor critico de Grubbs para um valor aberrante em um conjunto de resultados

onde n = 3.
3.7.2 Avaliacao da seletividade e do efeito matriz relativo

Para avaliar a presenga de potenciais interferentes das diferentes matrizes
qgue poderiam influenciar na resposta do detector foi representado graficamente,
através da utilizacdo do software Analyst®, a area dos picos dos analitos no eixo y
(vertical) e a concentragéo no eixo x (horizontal) para as curvas de cada amostra e
solugdo padréao, considerando picos com sinal-ruido = 3. Utilizando o modelo de
regressao definido na avaliagdo da linearidade (secdo 3.7.1), foi calculada a
equacao do modelo que melhor se ajustou aos pontos para cada amostra e solucao
padrdo. Os coeficientes angulares das funcdes de calibragdo foram comparados
entre as amostras e posteriormente entre as amostras e a solugcdo padrdo. Um
desvio-padrao relativo (RSD) de até 15% foi considerado aceitavel (INCQS, 2015b).

3.8 Otimizacdo do método analitico para formulas infantis tipos 1 e 2

Considerando que o método desenvolvido para leite foi desenvolvido e
validado com base no LMR dos macrolideos nessa matriz e que nas férmulas
infantis a sua presenca nédo deve ser detectada, os niveis de orientacdo foram
adequados. Além disso, alguns ajustes finos foram efetuados para otimizar ainda

mais 0 método, além da inclusdo dos analitos eritromicina e oleandomicina, que nao
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estavam contemplados no projeto original dessa dissertacdo. Com o intuito de
melhorar a integracdo dos picos, principalmente o da tilmicosina, o dwell time de
todos os analitos, exceto o da ROX, foi testado no valor de 100 ms o dobro do valor
do dwell time do método original em leite (COSTA, 2014). Para tentar diminuir o
tempo de corrida e assim viabilizar um maior nimero de inje¢des por hora, o tempo
de reequilibrio de 5 min foi avaliado em comparacéo ao tempo de reequilibrio de 10
min do método original em leite (COSTA, 2014), implicando em uma reducédo do
tempo total de corrida de 20 min para 15 min. Para este teste foi utilizada uma
solugdo de ACN:H,O (1:3, v/v) com os analitos alvo nas concentragbes de 1,25
ng/mL de ERI, ESP, OLE, TIL e TILM e 1,25 ng/mL de ROX (padréo interno)

preparada a partir da solucdo estoque.

3.9 Validacéo do método analitico para formulas infantis tipos 1 e 2

Amostras de férmulas infantis do tipo 1 e 2 comprovadamente nao
contaminadas com os analitos alvo foram utilizadas para a validacao do método.

Os parametros avaliados foram intervalo de medicao e intervalo linear (funcao
de calibracdo instrumental), seletividade (incluindo o efeito matriz relativo),
linearidade (intervalo linear do método), sensibilidade, efeito matriz absoluto, limite
de deteccdo, limite de quantificacdo, limite de decisdo (CCa), capacidade de
deteccdo (CCp), recuperacado, precisdo (repetibilidade e precisdo intermediaria) e
incerteza de medicdo. Para a andlise dos resultados assumiu-se a densidade das
amostras igual a 1.

O planejamento experimental e a avaliacdo dos resultados de validacdo para
os parametros de CCa, CCf3, recuperacio, precisdao e incerteza foram realizados
conforme planejamento experimental do software ResVal (v.3, RIKILT Wageningen
University & Research, European Union Community Reference Laboratory,
Wageningen). A avaliagdo dos demais parametros foi feita segundo os POPs N°
65.3120.135 e 65.3120.136, do Laboratério de Pesquisa de Residuo de
Medicamentos Veterinarios em Alimentos, sendo que o POP N° 65.3120.136 esta
fundamentado essencialmente na Decisao 657/2002 da Comissao Europeia e no
Manual de Garantia de Qualidade Analitica do MAPA de 2011 (INCQS, 2015a;
INCQS, 2015b; UNIAO EUROPEIA, 2002; BRASIL, 2011e).
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3.9.1 Preparo de solugbes padrdo e amostras

As concentracdes das solucdes para curva no diluente, fortificacao no final do
procedimento de extracdo e fortificacdo no inicio do procedimento de extracdo foram
definidas baseadas no valor da concentracdo alvo de 10 ng/mL, uma vez que 0s
analitos pesquisados sao utilizados em espécies produtoras de leite, mas LMRs ou

tolerancias ainda nao foram estabelecidas para férmulas infantis (BRASIL, 2012b).

3.9.1.1 Solucdes padrdao em ACN:H,O (1:3, v/v) para fortificacdo no final do

procedimento de extracéo e curva no diluente

As solucbes padrdo para fortificacdo no final e curva no diluente foram

preparadas nas seguintes concentragdes a partir das solugdes estoque:

a) PO - Solucado contendo ROX (padréo interno) equivalente a 1,25 ng/mL;

b) P1 - Solucdo contendo 0,3125 ng/mL de ERI, ESP, OLE, TIL e TILM e 1,25 ng/mL
de ROX;

c) P2 — Solucéo contendo 0,625 ng/mL de ERI, ESP, OLE, TIL e TILM e 1,25 ng/mL
de ROX;

d) P3 — Solucéo contendo 1,25 ng/mL de ERI, ESP, OLE, TIL e TILM e 1,25 ng/mL
de ROX;

e) P4 — Solugéo contendo 1,875 ng/mL de ERI, ESP, OLE, TIL e TILM e 1,25 ng/mL
de ROX;

f) P5 — Solucao contendo 2,5 ng/mL de ERI, ESP, OLE, TIL e TILM e 1,25 ng/mL de
ROX;

g) P6 - Solucéo contendo 3,125 ng/mL de ERI, ESP, OLE, TIL e TILM e 1,25 ng/mL
de ROX;

h) P7 - Solugéo contendo 3,75 ng/mL de ERI, ESP, OLE, TIL e TILM e 1,25 ng/mL
de ROX;

i) P8 - Solucdo contendo 4,375 ng/mL de ERI, ESP, OLE, TIL e TILM e 1,25 ng/mL
de ROX;

J) P9 - Solugéo contendo 5,0 ng/mL de ERI, ESP, OLE, TIL e TILM e 1,25 ng/mL de
ROX;
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3.9.1.2 Solucbes padrdao em ACN:H,O (1:3, v/v) para fortificacdo no inicio do

procedimento de extracao

As solucdes padrédo para fortificagdo no inicio foram preparadas nas seguintes

concentracdes a partir das solucdes estoque:

a) PO - Solucdo contendo ROX (padréo interno) equivalente a 200 ng/mL;

b) P1 - Solucédo contendo 50 ng/mL de ERI, ESP, OLE, TIL e TILM e 200 ng/mL de
ROX;

c) P2 - Solucéo contendo 100 ng/mL de ERI, ESP, OLE, TIL e TILM e 200 ng/mL de
ROX;

d) P3 — Solucao contendo 200 ng/mL de ERI, ESP, OLE, TIL e TILM e 200 ng/mL de
ROX;

e) P4 — Solucéao contendo 300 ng/mL de ERI, ESP, OLE, TIL e TILM e 200 ng/mL de
ROX;

f) P5 — Solucédo contendo 400 ng/mL de ERI, ESP, OLE, TIL e TILM e 200 ng/mL de
ROX;

g) P6 — Solucéao contendo 500 ng/mL de ERI, ESP, OLE, TIL e TILM e 200 ng/mL de
ROX;

h) P7 - Solucédo contendo 600 ng/mL de ERI, ESP, OLE, TIL e TILM e 200 ng/mL de
ROX.

i) P8 - Solug&o contendo 700 ng/mL de ERI, ESP, OLE, TIL e TILM e 200 ng/mL de
ROX.

j) P9 - Solucéo contendo 800 ng/mL de ERI, ESP, OLE, TIL e TILM e 200 ng/mL de
ROX.

3.9.1.3 Preparo de amostras brancas de reagentes

As amostras brancas de reagentes foram preparadas utilizando agua como
substituto da amostra branca, livre dos analitos alvo e padréo interno.

Foram pipetados 2,0 mL de agua purificada em tubos de centrifuga de
polipropileno de 50 mL ao qual foram adicionados 100 puL de ACN: H,O (1:3, v/v),

seguindo com agitacdo em vortex por 1 min. ApdOs repouso por 15 min, seguiu-se
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com o procedimento de extracdo a partir da adicdo de ACN conforme descrito na

secéo 3.6.

3.9.1.4 Preparo de amostras de férmulas infantis ndo contaminadas (branco)

As amostras brancas de férmulas infantis foram preparadas a partir de
amostras sem os analitos alvo e sem padrao interno.

Foram pipetados 2,0 mL de uma amostra de formula infantil, livre dos analitos
alvo (amostra branca) em um tubo de centrifuga de polipropileno de 50 mL e
adicionados 100 puL de ACN: H,0 (1:3, v/v), seguindo com agitacdo em vortex por 1
min. ApOs repouso por 15 min, seguiu-se com o procedimento de extracdo a partir

da adicdo de ACN conforme descrito na secéo 3.6.

3.9.1.5 Preparo de amostras de formulas infantis fortificadas no final do

procedimento de extragao

As amostras de formulas infantis foram fortificadas ap6s o procedimento de
extragcdo com as solugbes padrao em ACN:H,O (1:3, v/v) para fortificacdo no final
descritas na se¢éo 3.9.1.1.

Foram pipetados 2,0 mL de uma amostra de formula infantil, livre dos analitos
alvo (amostra branca) em um tubo de centrifuga de polipropileno de 50 mL e
adicionados 100 pL de solucdo de ACN:H,O (1:3, v/v), seguindo com agitagcdo em
vortex por 1 min. ApOs repouso por 15 min, seguiu-se com o procedimento de
extracdo a partir da adicdo de ACN conforme descrito na secdo 3.6 até a etapa de
ressuspensao. A ressuspensao foi feita com 1 mL de solucdo padrao de fortificacao
no final, seguindo com a agitacdo em vortex por 1 min e filtragdo com filtro de
seringa de PVDF de 0,22 um.

3.9.1.6 Preparo de amostras de férmulas infantis fortificadas no inicio do

procedimento de extragao

As amostras de formulas infantis foram fortificadas antes do procedimento de
extracdo com as solugbes padrdo em ACN:H,O (1:3, v/v) para fortificacdo no inicio

descritas na se¢ao 3.9.1.2.
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Foram pipetados 2,0 mL de uma amostra de férmula infantil, livre dos analitos
alvo (amostra branca) em um tubo de centrifuga de polipropileno de 50 mL e
adicionados 100 pL da solucéo de fortificacéo, seguindo com agitacdo em vortex por
1 min. Apds repouso por 15 min, seguiu-se com o procedimento de extracdo a partir

da adicdo de ACN conforme descrito na se¢éo 3.6.

3.9.2 Seletividade (incluindo efeito matriz relativo)

A seletividade foi avaliada por meio de 20 amostras brancas para investigar a
presenca de sinais interferentes na regido de eluicdo do analito e verificagcdo da
capacidade do método de diferenciar os analitos dos componentes da matriz
(UNIAO EUROPEIA 2002; BRASIL, 2011e). Uma solucdo controle em P3 contendo
0s analitos alvo nas concentragfes de 1,25 ng/mL de ERI, ESP, OLE, TIL e TILM e
de 1,25 ng/mL de ROX como padrdo interno foi injetada para ser usada como
referéncia para identificacéo das regides de eluicdo dos analitos.

Para avaliar se interferentes ndo detectaveis da matriz influenciavam na
resposta do detector foram construidas curvas de calibracdo para cada uma das 6
amostras brancas (004/2018, 012/2018, 014/2018, 027/2018, 028/2018 e 029/2018)
fortificadas com todos os analitos alvo no final do procedimento de extragcdo, em 6
niveis de concentracdo distintos com solucdes de fortificacdo no final (P2 a P7 da
secdo 3.9.1.1), incluindo o nivel zero (somente com o padrédo interno). O preparo das
amostras foi feito segundo a secéao 3.9.1.5.

Cada amostra representativa foi também extraida como amostra branca, sem
a adicdo de nenhum analito, além da extracdo de uma amostra branca de reagente,
conforme secédo 3.9.1.3 e 3.9.1.4, respectivamente.

Solucdes padrdo dos analitos nas mesmas concentracdes também foram
injetadas para a construcdo da curva de calibragcdo no diluente (secdo 3.9.1.1). A
concentragdo de 10 pg/L estabelecida como concentragdo alvo foi um dos seis
niveis utilizados para a fortificacdo e a concentracédo selecionada para fortificagdo
com padréo interno. A injecao foi realizada em triplicata aleatoria.

Os dados gerados foram representados graficamente, através da utilizacdo do
software Analyst®, sendo a area dos picos dos analitos plotada no eixo y (vertical) e
a concentracdo no eixo x (horizontal) para as curvas de cada amostra e solugao

padréao, considerando somente picos com sinal-ruido = 3 e incluindo seu respectivo
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branco. Utilizando o modelo de regressao pelo método dos minimos quadrados foi
calculada a equagcdo do modelo que melhor se ajustou aos pontos para cada
amostra e solucdo padrédo. Os coeficientes angulares das funcbes de calibracéo
foram comparados entre as amostras e posteriormente entre as amostras e a
solugdo padrdo. Um desvio-padréo relativo (RSD) de até 15% foi considerado
aceitavel (INCQS, 2015b).

3.9.3 Intervalo de medicéo e intervalo linear instrumental

O intervalo de medicéo e o intervalo linear foi avaliado por meio da construcao
de curvas de calibracdo para cada analito com nove niveis de concentracdo no
solvente de reconstituicdo ou diluente ACN:H,O (1:3, v/v), e mais o ponto zero, com
a adicdo do padrdo interno ROX (conforme secdo 3.9.1.1). As concentracfes dos
analitos alvo foram equivalentes a 0,25, 0,5, 1, 1,5, 2, 25, 3 e 3,5 e 4 vezes a
concentracdo alvo. As solucdes-padrao foram injetadas em triplicata aleatoria.

Foram considerados para a avaliacdo somente picos com razao sinal/ruido
>10 para a primeira transicdo (transicdo de quantificacdo) e para a segunda
transicao (transicdo de confirmacéo).

A analise estatistica dos dados iniciou-se pela avaliacdo da presenca de
valores aberrantes, em cada conjunto de repeticdes em cada nivel de concentracéo,
empregando-se o teste de Grubbs a o = 0,01, considerando que os dados sao
provenientes de uma distribuicdo normal.

As curvas de calibragcdo foram avaliadas por meio do uso do software
Statistica® 8.0 e a avaliacdo da homocedasticidade dos dados, ou seja, se as
variancias foram constantes ao longo do intervalo de medicéo, foi realizada pelo
teste de Levene por se tratar de um teste paramétrico menos sensivel a premissa da
normalidade.

A curva foi refeita e avaliada em mais dois dias distintos.

3.9.4 Linearidade (intervalo linear do método), sensibilidade e efeito matriz absoluto

Uma amostra de féormula infantil representativa, comprovadamente branca
(012/2018), foi selecionada como a matriz para a construgdo das curvas de

calibracéo fortificadas no inicio e no final do procedimento de extracdo com o0s
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analitos alvo para fins de avaliacdo da linearidade, sensibilidade e efeito matriz
absoluto.

As andlises estatisticas das curvas de calibracdo de cada analito alvo obtidas
com a fortificacdo na matriz no inicio do procedimento foram realizadas por meio do
software Statistica® 8.0 para a verificacdo da linearidade e sensibilidade do método.
As curvas na matriz obtidas através da adi¢cdo dos analitos alvo apés as etapas de
extracdo (fortificacdo no final do procedimento) também foram avaliadas
estatisticamente. As curvas fortificadas no final e no inicio do procedimento de
extragdo contemplaram 9 niveis de concentrac@o e mais um nivel zero (PO a P9) por
meio da utilizacdo das solucdes para fortificagdo conforme descritas nas secoes
3.9.1.1 e 3.9.1.2, respectivamente. O preparo das amostras foi feito conforme
secbes 3.9.1.5e 3.9.1.6.

O efeito matriz absoluto do método foi verificado considerando a possibilidade
dos fendbmenos de supressao ou aumento de sinal na ionizagdo, uma vez que
utilizou-se a técnica analitica de LC-MS/MS. O estudo foi feito por meio da
comparacao da curva de calibracdo de cada analito alvo obtida com solucdo padréo
(curva no diluente), com a curva obtida por meio da adi¢cdo dos analitos alvo apos as
etapas de extracdo, ou seja, a fortificacdo da matriz representativa das férmulas
infantis foi feita no final do procedimento de extracdo. As andlises estatisticas das
curvas para cada analito alvo foram feitas através do software Statistica® 8.0. As
curvas de calibracdo de cada analito alvo contemplaram 9 niveis de concentracéo e
mais um nivel zero (PO a P9) e o preparo das solucbes se deu conforme secdo
3.9.1.1.

Empregou-se o teste de Grubbs a o = 0,01, considerando que os dados sao
provenientes de uma distribuicdo normal, para a avaliacdo da presenca de valores
aberrantes, em cada conjunto de repeticdes, em cada nivel de concentracao.

Foram preparadas uma amostra controle branca de reagente e uma amostra
controle branca de formula infantil de acordo com a secdo 3.9.1.3 e 3.9.1.4. Todas

as injec6es foram efetuadas em triplicata aleatoria.
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3.9.5 Recuperacao, repetibilidade, precisao intermediaria, CCa, CCf, incerteza de
medicao, LOQ e LOD

O método foi validado de acordo com a Decisdo 657/2002, da Unido
Europeia (2002). Os parametros de LOD e LOQ, n&o preconizados nesse
documento, foram também calculados.

Os experimentos de validacdo para obtencdo dos parametros de
recuperacédo, repetibilidade, precisdo intermediaria, CCa, CCB e incerteza de
medicdo foram efetuados e avaliados com o uso do software ResVal v.3 adquirido
do laboratoério de controle de residuos RIKILT (Wageningen, The Netherlands). O
desenho adotado do estudo foi baseado na metodologia alternativa de validacéo.

Foram realizados 3 experimentos de forma repetida, em 3 dias, com
operadores distintos, nos quais utilizou-se 6 amostras de férmulas infantis de 3
diferentes fontes de matriz (004/2018, 012/2018, 014/2018, 027/2018, 028/2018 e
029/2018) ja testadas anteriormente e consideradas amostras comprovadamente
brancas. O numero reduzido de fontes de matriz foi devido a dificuldade de se obter
matrizes brancas (amostras ndo contaminadas) de fontes variadas.

As 6 amostras reconstituidas foram fortificadas no inicio do procedimento,
anteriormente a extracdo, com os analitos nos niveis de concentracdo de 1, 2 e 3
vezes a concentracdo alvo, que foi definida em 5 ng/mL. Foram utilizadas as
solucbes para fortificacdo no inicio em P2, P3 e P4 da secdo 3.9.1.2,
correspondentes as concentragdes 5 ng/mL, 10 ng/mL e 15 ng/mL, respectivamente.
Além das amostras fortificadas foi preparada uma amostra branca de cada uma das
6 amostras de férmula infanti e uma amostra branca de reagentes. Os
procedimentos foram efetuados segundo as secbes 3.9.1.3, 3.9.1.4 e 3.9.1.6 e as
injecOes feitas em triplicata aleatoria.

Para quantificar as 18 amostras fortificadas no inicio do procedimento foram
construidas curvas de calibracdo na matriz representativa (012/2018), com a
fortificacdo no inicio do procedimento, com 6 niveis de concentragdo, além do zero.
As solucdes para fortificacdo foram as equivalentes aos niveis de PO a P6 da sec¢éo
3.9.1.2. Para o preparo das amostras fortificadas no inicio, os procedimentos foram
efetuados segundo a se¢do 3.9.1.6 e as injecOes efetuadas em triplicata aleatoria.

Anteriormente ao lancamento dos valores da validagdo para os célculos no

software ResVal foi avaliada a presenca de valores aberrantes no conjunto dos
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dados em cada um dos 3 niveis das amostras fortificadas no inicio pelo teste de
Grubbs, no nivel de significancia de o = 0,01.

O célculo do LOD foi realizado por extrapolagdo, considerando a relacéo
sinal/ruido =3 dos sinais instrumentais nas transicbes de confirmacao para atender
aos critérios de identificacéo/confirmacéo preconizados (UNIAO EUROPEIA, 2002).
Os valores foram obtidos a partir dos dados das 18 amostras (6 fontes diferentes)
analisadas em trés dias diferentes, por operadores diferentes (condigdes de precisao
intermediaria) no menor nivel de fortificagcdo estudado (5 ng/mL).

O célculo do LOQ foi realizado por extrapolacdo de forma semelhante ao
LOD, porém considerando a relagcdo sinal/ruido 210 dos sinais instrumentais nas
transicdes de confirmagcdo para atender aos critérios de identificacao/confirmacéo
preconizados (UNIAO EUROPEIA, 2002).

Para estimar valores de relacdo sinal/ruido foi utilizado o software Analyst®

pela técnica de pico a pico (S-to-N using Peak-to-Peak).
3.9.6 Verificacédo dos valores de CCa e CC

Para verificar se os valores de CCa e CCf para ERI, ESP, OLE e TIL gerados
pelo software ResVal e o valor calculado de CCa e CCB para TILM segundo
orientagbes do MAPA (BRASIL, 2011e) eram factiveis, 6 amostras
comprovadamente brancas (004/2018, 012/2018, 014/2018, 027/2018, 028/2018 e
029/2018) dos analitos pesquisados, de diferentes fontes de matriz, foram
fortificadas no inicio do procedimento (anterior a etapa de extracdo) nas
concentracdes equivalentes ao CCa e CC[3 calculados.

Picos nos tempos de retencéo caracteristicos, presentes nas duas transicoes
mais intensas, foram avaliados quanto a razao sinal/ruido superior ou igual a 3,0.
Para esta avaliacdo foi utilizada a técnica para estimar sinal/ruido pelo software

Analyst® pela técnica de pico a pico (S-to-N using Peak-to-Peak).

3.9.6.1 Preparo das amostras fortificadas no inicio do procedimento de extracao na

concentragdo de CCa

Cada aliquota de 2,0 mL de amostra foi transferida para um tubo de

centrifuga de polipropileno de 50 mL, no qual foram adicionados 100 pL da solucéo
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de fortificagdo com as concentragcdes equivalentes ao CCa, seguindo com agitacéo
em vortex por 1 min. Apés repouso por 15 min seguiu-se com o procedimento de
extracdo a partir da adicdo de ACN conforme descrito na secdo 3.6. As injecdes

foram feitas em triplicata aleatoria.

3.9.6.2 Preparo das amostras fortificadas no inicio do procedimento de extracdo na

concentracédo de CCB

Cada aliquota de 2,0 mL de amostra foi transferida para um tubo de
centrifuga de polipropileno de 50 mL, no qual foram adicionados 100 pL da solugdo
de fortificagdo com as concentracdes equivalentes ao CC, seguindo com agitacdo
em vortex por 1 min. ApGs repouso por 15 min seguiu-se com o procedimento de
extracdo a partir da adicdo de ACN conforme descrito na secdo 3.6. As injecdes
foram feitas em triplicata aleatoria.

Uma amostra branca de reagente também foi preparada de acordo com a

secdo 3.9.1.3.

3.9.6.3 Preparo das solucdes controle nas concentracdes de CCa e CC8

Foram preparadas duas solu¢des controle, uma contendo os analitos nas
concentracfes equivalentes ao CCa e outra solucdo contendo os analitos nas

concentracdes equivalentes ao CCp. As inje¢cOes foram feitas em triplicata.

3.10 Avaliacdo da ocorréncia de espiramicina, eritromicina, oleandomicina,
tilosina e tilmicosina em férmulas infantis para lactentes (tipo 1) e de

seguimento para lactentes (tipo 2)

Todas as amostras descritas na segcdo 3.3, com excec¢ao da 005/2018 e
012/2018, foram analisadas pelo método validado, com o objetivo de avaliar a
presenca dos macrolideos ESP, ERI, OLE, TIL e TILM. Para cada lote de analise
foram processadas 15 amostras, uma curva de calibracdo em amostra branca
representativa (012/2018) e quatro amostras de controle de processo (uma amostra
branca de reagente, duas aliquotas da amostra branca representativa fortificada no

inicio e uma amostra fortificada no final da extracdo na amostra representativa).
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3.10.1 Preparo das amostras

As amostras de formulas infantis foram preparadas conforme indicacdo do
rétulo para um volume de 30 mL de agua deionizada, de acordo com a Tabela 9.

Para cada amostra foram analisadas 2 aliquotas verdadeiras, ou seja,
aliquota preparadas e extraidas de forma independente.

Cada aliquota de 2,0 mL de amostra de formula infantil reconstituida foi
pipetada em um tubo de centrifuga de polipropileno de 50 mL, no qual foram
adicionados 100 pL de solugcdo de ROX a 200 ng/mL, seguindo com agitagdo em
vortex por 1 min. Apés repouso por 15 min, seguiu-se com o procedimento

detratamento da amostra conforme descrito na secao 3.6.

Tabela 9 - Massa (g) de férmulas infantis para reconstituicio com 30 mL de
agua deionizada

. Massa (g) para férmulas Massa (g) para férmulas
Fabricante / Marca ) )
tipo 1 tipo 2
1/A 4,6 4,9
1/B 4.4 4,6
2/A 4,3 4,7
3/A 4.4 4,7
3/B 4,5 4,7

Fonte: (Da autora, 2019).
Legenda: Elaboracao baseada nos rétulos dos produtos analisados.

3.10.2 Preparo da curva de calibragéo

A curva de calibracdo utilizada para quantificar os analitos nas amostras foi
preparada com fortificacdo no inicio do procedimento empregando uma matriz
branca representativa (012/2018) e contemplou seis niveis de concentracdo, além
do ponto zero (PO a P6). As concentracfes dos analitos e o preparo das solucdes
foram feitos conforme descrito a seguir. Nao foi necessaria a curva para TILM, uma
vez que o analito ndo é quantificavel pelo método validado. As amostras foram
preparadas conforme procedimento descrito na sec¢do 3.9.1.6.

Uma amostra branca de reagentes e uma amostra branca de formula infantil
foram preparadas conforme procedimento descrito nas secbes 3.9.1.3 e 3.9.1.4,

respectivamente.
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As solugdes padrao para fortificacdo no inicio foram preparadas nas seguintes
concentracdes a partir das solugdes estoque:

a) PO - Solucdo contendo ROX (padréo interno) equivalente a 200 ng/mL;

b) P1 - Solucdo contendo 50 ng/mL de ERI, ESP, OLE e TIL e 200 ng/mL de ROX;
c) P2 - Solugéo contendo 100 ng/mL de ERI, ESP, OLE e TIL e 200 ng/mL de ROX;
d) P3 - Solucdo contendo 200 ng/mL de ERI, ESP, OLE e TIL e 200 ng/mL de ROX;
e) P4 - Solucdo contendo 300 ng/mL de ERI, ESP, OLE e TIL e 200 ng/mL de ROX;
f) P5 - Solug&o contendo 400 ng/mL de ERI, ESP, OLE e TIL e 200 ng/mL de ROX;
g) P6 - Solucdo contendo 500 ng/mL de ERI, ESP, OLE e TIL e 200 ng/mL de ROX;

3.10.3 Preparo da amostra fortificada no inicio do procedimento de extracdo na

concentracido de CCa

Duas aliquotas verdadeiras foram preparadas a partir da amostra branca
representativa (012/2018) e fortificadas no inicio do procedimento de extracdo na
concentragdo de CCa para os analitos alvo (16,4 ng/mL de ERI, 87,6 ng/mL de ESP,
19,8 ng/mL de OLE, 51,36 ng/mL de TIL e 90 ng/mL de TILM) e de 200 ng/mL para
0 padrao interno ROX.

Cada aliquota de 2,0 mL de amostra foi pipetada em um tubo de centrifuga de
polipropileno de 50 mL, no qual foi adicionado 100 pL da solucéo de fortificacdo com
as concentragdes de CCa, seguindo com agitagdo em voértex por 1 min. Apéds
repouso por 15 min, seguiu-se com o procedimento de extracdo a partir da adicao de

ACN conforme descrito na secéo 3.6.

3.10.4 Preparo da amostra fortificada no final do procedimento de extracdo na

concentracido de CCa

A amostra branca representativa (012/2018) foi fortificada no final do
procedimento de extracdo na concentracao equivalente ao CCa no extrato final para
injecdo para os analitos alvo (0,102 ng/mL de ERI, 0,547 ng/mL de ESP, 0,124
ng/mL de OLE, 0,321 ng/mL de TIL e 0,562 ng/mL de TILM) e de 1,25 ng/mL para o

padrédo interno ROX.
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Foi pipetado 2,0 mL da amostra em um tubo de centrifuga de polipropileno de

50 mL no qual foi adicionado 100 pL de solugdo de ACN:H,O (1:3, v/v), seguindo
com agitacdo em vortex por 1 min. Apos repouso por 15 min, seguiu-se com 0
procedimento de extracdo a partir da adicdo de ACN conforme descrito na secéo 3.6
até a etapa de ressuspensdo. A ressuspensao foi feita com 1 mL de solucao padrédo
de fortificacdo no final, seguindo com a agitacdo em vortex por 1 min e filtragdo em
filtro de seringa de PVDF de a,22um.

Para cada rodada de andlise a sequéncia de injecfes foi da seguinte forma:
— diluente, em duplicata;
— amostra controle branca de reagentes;
— Solugédo controle no CCa (a mesma utilizada para fortificagéo no final), injecdo em
duplicata;
— diluente;
— curva de calibragcdo na matriz com fortificagdo no inicio, injecdo em duplicata
aleatoria;
— diluente;
— amostra controle branca de férmula infantil;
— amostra controle fortificada em CCa no inicio do procedimento (aliquota 1 e 2);
— amostra controle fortificada em CCa no final do procedimento;
— diluente;
— 15 amostras para ensaio, sendo as injecdes para cada aliquota em duplicata;
— amostra controle branca de férmula infantil;
— amostra controle fortificada em CCa no inicio do procedimento (aliquota 1 e 2);

— amostra controle fortificada em CCa no final do procedimento.

3.10.5 Identificacédo e quantificacdo dos analitos

A presenca dos cinco analitos foi avaliada nas férmulas infantis segundo os
critérios da Decisdo 2002/657/EC para identificacdo e confirmacdo (UNIAO
EUROPEIA, 2002).

Trés transicbes para cada analito foram monitoradas. A transicdo mais
intensa no modo MRM foi selecionada para quantificacdo e a segunda mais intensa
foi utilizada para confirmacdo. Segundo a Decisdo 2002/657/EC, o monitoramento

de um ion precursor e dois ions produto para cada analito resulta em quatro pontos
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de identificacdo, o suficiente para a deteccdo de substancias proibidas e superior ao
minimo necesséario para a deteccdo de substancias autorizadas por LC - MS/MS
(UNIAO EUROPEIA, 2002).

Foram considerados detectados os analitos que atenderam aos trés critérios
para a identificagdo e confirmacao:
— Relagéo sinal/ruido: Picos nos tempos de retencdo caracteristicos, presentes nas
duas transicbes mais intensas, ambos com relacdo sinal/ruido superior ou igual a
3,0. Para esta avaliacéo foi utilizada a técnica para estimar sinal/ruido pelo software
Analyst® pela técnica de pico a pico (S-to-N using Peak-to-Peak);
— Tempo de retencédo relativo (trre): O tempo de retencéo relativo referente ao
tempo de retencdo do analito alvo e o do padrédo interno ROX na amostra, deve
estar de acordo com o tempo de retencéo relativo daquele obtido na amostra
controle com fortificacdo no final do procedimento, com os analitos alvo na
concentragcédo equivalente ao CCa e com o padréo interno ROX, com uma margem
de erro de £ 2,5 %.
— Razdo de ions: a razdo da intensidade de sinal (&rea) entre 0s picos
correspondentes as duas transicdes (par ion precursor / ion produto) mais intensas
na amostra ndo devera exceder a tolerancia maxima permitida para a intensidade
relativa em relagdo & mesma razdo na amostra controle com fortificagdo no final do
procedimento, com os analitos alvo na concentragdo equivalente ao CCa e com o
padrdo interno ROX. As tolerdncias maximas permitidas para as intensidades
relativas de sinal de ions para LC-MS" estdo descritas na Tabela 10.
O calculo da razéo de ions foi efetuado da seguinte maneira:

Razao de ions = Area da transicdo de confirmacao
Area da transi¢cao de quantificacao

Tabela 10 - Tolerancia maxima permitida para as intensidades relativas de sinal de
fons para LC- MS"

Intensidade relativa  Variagao aceitavel

>50% £20%
>20 - 50% £25%
>10 - 20% £30%
<10% £50%

Fonte: (UNIAO EUROPEIA, 2002).
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A quantificagéo dos analitos ERI, ESP, OLE e TIL nas amostras foi realizada
por interpolagdo na curva de calibracdo na matriz, obtida para cada substéncia, pelo
método dos minimos quadrados ponderados (MMQP), com peso equivalente a 1/y,

empregando o software Analyst®.
3.11 Avaliacdo da exposicao dietética

A avaliacdo de exposicdo foi feita por meio da abordagem deterministica
pontual mais refinada recomendada pela FAO/OMS (2009b) e empregada pelo
JECFA para avaliacdo de triagem. Foram considerados lactentes que fazem uso
exclusivo de formulas infantis (0 - 6 meses) e lactentes que fazem uso de férmulas
infantis de forma complementar (6 - 11 meses e 29 dias) em dois diferentes cenarios
de consumo.

No primeiro cenario, considerou-se o consumo de férmula infantil nos casos
em que sdo seguidas as referéncias para uso presentes nos rotulos estabelecidos
para cada produto especifico (Tabela 11 e 12). Neste caso, foram feitas avaliacbes
diferenciadas para meninos e meninas em cada faixa etaria. O peso corporal foi
obtido dos valores estabelecidos para os pesos médios dos padrdes de crescimento
para meninos e meninas determinados pela OMS como mostrado na Tabela 13.
Esses padrbes sdo resultantes de um Estudo de Referéncia de Crescimento
Multicéntrico da OMS (WHO, 2006).

No segundo cenario, considerou-se o consumo padrdo de férmula infantil
segundo a OMS, estabelecido na dieta modelo atual, que define um consumo diario
de 0,75 litros de férmula infantil por um lactente de 3 meses e 5 kg (FAO/WHO,
2012). Para este cenario, a avaliacdo de exposicdo foi realizada apenas para

amostras de férmulas infantis do tipo 1 (0-6 meses).
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Tabela 11 - Guias de referéncia para preparos das formulas infantis tipo 1 e 2

presentes nos rotulos

NUmero NUmero Quantidade de
Fabricante/ Tipo de Idade do Agua de de produto pronto para
Marca férmula lactente (mL) medidas mamadas consumo
rasas por dia (mL)®@
12 e 28 Semanas 90 3 6 100
32 e 42 Semanas 120 4 5 130
Tipo 1 2° Més 150 5 5 170
1/AeB

3° Més 180 6 5 200
4° e 5° Més 210 7 4 230
Tipo2 A partir do 6° més 210 7 3-4 230
0 - 2 Semanas 90 3 6 100
2 - 4 Semanas 120 4 5-6 130
Tipo 1 1-2 Meses 150 5 5 170
2/A 2 - 4 Meses 180 6 4-5 200
4 - 6 Meses 210 7 4 230
6 - 8 meses 210 7 3 230

Tipo 2
Apbs 8° més 210 7 2-3 230
12 e 23 Semanas 90 3 6 100
32 e 42 Semanas 120 4 5 130
Tipol 2° Més 150 5 5 170
3/AeB 3°e 4° Més 180 6 5 200
5°e 6° Més 210 7 5 230
6° més 210 7 5 230

Tipo 2
ApoOs 6° més 210 7 4-3 230

® Valores baseados exclusivamente nos rétulos do fabricante 2.

Fonte: (Da autora, 2019).
Legenda: Elaboracédo baseada nos rétulos dos produtos analisados.



Tabela 12 - Massa (g) correspondente a uma medida rasa

Fabricante / Marca

Massa (g) da medida rasa das

férmulas tipo 1

Massa (g) da medida rasa

das férmulas tipo 2

1/A
1/B
2/A
3/A
3/B

46
4,4
43
4.4
45

4,9
4,6
4,7
4,7
4,7

Fonte: (Da autora, 2019).

Legenda: Elaboracao baseada nos rétulos dos produtos analisados.
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Tabela 13 - Peso médio dos padrdes de crescimento para meninas e meninos,
conforme idade do lactente (0 a 11 meses)

Idade do Lactente

Peso médio para meninas

Peso médio para meninos

(ka) (kg)
0 semana 3,200 3,300
1 semana 3,300 3,500
2 semanas 3,600 3,800
3 semanas 3,800 4,100
4 semanas 4,200 4,500
2 meses 5,100 5,600
3 meses 5,800 6,400
4 meses 6,400 7,000
5 meses 6,900 7,500
6 meses 7,300 7,900
7 meses 7,600 8,300
8 meses 7,900 8,600
9 meses 8,200 8,900
10 meses 8,500 9,200
11 meses 8,700 9,400

Fonte: (WHO, 2006).

O volume ap0s reconstituicdo foi estabelecido a partir de informacfes do

fabricante 2, pois foi o Unico a apresentar este dado em seus rotulos.

Para as amostras de formulas infantis que pertenciam ao mesmo fabricante e

a mesma marca simultaneamente, primeiro foi considerada a mediana das

concentracdes de cada residuo para os diferentes lotes para o calculo da exposicao

diaria. Posteriormente foi feito também o calculo da exposicéo diaria considerando o

pior caso, ou seja, a maior concentragdo nos diferentes lotes. A avaliagdo de
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exposicdo dietética diaria foi estimada de uma forma global (sem distingdo de
marca) e separadamente para cada marca, considerando mées que sao fiéis a
marca.

A partir desses dados foram calculadas as estimativas de exposicao dietética

diaria por meio da Equacéo 6:

consumo diariode  x concentracdo do residuo

Exposicao Diaria = _formula infantil (mL) (ng/mL) x 10°  (6)

(mgrkg) peso corporal (Kg)

Os resultados dos calculos da exposicao diaria ja convertidos para mg/kg
foram comparados aos valores de IDA para a ESP (0 - 0,05 mg/kg), ERI (0 — 0,0007
mg/kg), TILM (0 - 0,04 mg/kg) e TIL (O - 0,03 mg/kg), exceto para a OLE, uma vez
que ndo ha IDA estabelecida. A partir dos valores gerados foram calculadas as
porcentagens do quanto os resultados das exposicdes diarias representaram sobre
os valores de IDA (FAO/WHO, 2016b; FAO/WHO, 2018b; WHO, 2019). O risco foi
considerado aceitavel quando a exposicao diaria foi menor oi igual a IDA.

Nos casos em que os resultados de concentracdo do residuo nao foram
quantificaveis (< LOQ) foram adotados os valores de LOQ/2, e para resultados nao
detectaveis (< LOD), foram adotados LOD/2, segundo as orientacdes da FAO/WHO
(FAO/WHO, 2009b; FAO/WHO, 2012). Para as amostras que foram confirmadas
para TILM, o valor adotado para concentra¢do do residuo foi o LOD, com base no
LOD determinado no dia do ensaio, a partir de amostras controles fortificadas no
valor de CCa, uma vez que o método ndo demonstrou boa precisdo na validagao.
Vale ressaltar que houve uma pequena variacdo de LOD nos dois dias de ensaio,
sendo assim para formulas infantis do tipo 1, todas analisadas no primeiro dia, o
LOD foi de 0,39 ng/mL e para formulas infantis do tipo 2, todas analisadas no 2° dia
de ensaio, o LOD foi de 0,30 ng/mL.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Avaliacéo da aplicabilidade do método em férmulas infantis

Para avaliar se 0 método para a analise de macrolideos na matriz leite
desenvolvido por Costa (2014) era aplicavel a matriz férmula infantil efetuou-se uma
comparacao de resultados nas duas matrizes, de forma a verificar se poderia ser
considerada uma ampliacdo do escopo do procedimento analitico validado para
leite. Os resultados da comparacao dos parametros avaliados nas duas matrizes
estdo apresentados a seguir.

4.1.1 Avaliacéo da linearidade

As amostras de leite em pd (002/2018), de férmula infantil do tipo 1
(004/2018) e formula infantil do tipo 2 (005/2018) foram avaliadas previamente e nao
apresentaram sinais caracteristicos dos analitos alvo nos tempos de retencéo
caracteristicos, demonstrando serem brancos.

A linearidade do detector na presenca da matriz foi avaliada, uma vez que as
amostras foram fortificadas no final do procedimento, apds a extracdo. Para fins de
comparacao, foi feita também a curva no diluente. Para todos os trés analitos os
picos das transicfes de quantificacdo e confirmacdo (vide Tabela 7) apresentaram
relacdo sinal/ruido foi >3 no menor nivel estudado, sendo assim, a menor
concentragdo estudada foi considerada o limite inferior do intervalo de medicéo
(INCQS, 2013b).

A andlise empregando-se o teste de Grubbs a a = 0,01 para verificacdo da
presenca de aberrantes nao identificou valores para serem excluidos e a totalidade
dos dados foi lancada no programa Statistica® 8.0.

O teste de Levene realizado pelo software Statistica® 8.0 indicou
heterogeneidade das variancias para os trés analitos pesquisados nas curvas de
calibracdo no diluente, no leite e nas férmulas infantis tipos 1 e 2, exceto para
tilmicosina e tilosina na curva da formula infantil tipo 1, nas quais as variancias foram
homogéneas. A heterogeneidade das variancias implica que o uso do Método dos
Minimos Quadrados Ordinarios (MMQO) ndo é adequado e considerando a

necessidade de comparacéo, o ajuste para todas as curvas foi feito com o Método
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dos Minimos Quadrados Ponderados (MMQP) com peso 1/y, conforme vem sendo
adotado pelo Laboratério de Residuos de Medicamentos Veterinarios em Alimentos
do INCQS.

Os célculos da planilha Parameter Estimates do software Statistica® 8.0,
permitem a avaliacdo do ajuste dos modelos linear de primeira ordem (MMQP) e
polinomial de segunda ordem através do valor de p gerado. Para todos os analitos o
valor de p do modelo de primeira ordem foi mais significativo e ndo foi identificado
desvio da linearidade do modelo de primeira ordem (MMQP) considerando a curva
no diluente e nas matrizes da férmula infantil 1 e 2, com retirada do ultimo nivel de
concentracdo. Neste caso, a regressao pelo MMQP indicou ser adequada e o
intervalo linear do detector na presenca de matriz foi de 0,125 a 2,5 LMR
estabelecido para leite. Contudo, para a matriz leite o ajuste foi linear apenas para
os analitos TIL e ESP. O analito TILM apresentou desvio de linearidade do modelo

de primeira ordem, sendo melhor ajustado no modelo polinomial de segunda ordem.

4.1.2 Avaliacéo da seletividade e do efeito matriz relativo

As trés amostras analisadas se mostraram livres de picos na regido de
eluicdo dos analitos pesquisados.

A fim de verificar se diferentes interferentes ndo detectaveis poderiam
influenciar na resposta do detector e consequentemente na quantificacdo dos
analitos, as curvas de calibracdo obtidas com as 3 diferentes fontes de matriz foram
avaliadas pelo calculo do desvio padrao relativo (RSD) dos coeficientes angulares.
Também foram avaliadas as curvas de calibracdo dos analitos no diluente com a
finalidade de observar o efeito de matriz.

A partir do resultado da avaliacao da linearidade, selecionou-se 0 MMQP com
peso 1/y para o0 ajuste das curvas obtidas em matriz (férmulas infantis e leite) e
solugdo padrdao e os coeficientes angulares das funcbes de calibracdo foram
comparados entre as amostras e entre as amostras e a solu¢ao padréo. Os valores

de RSD estao dispostos na Tabela 14.
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Tabela 14 - RSDs obtidos para avaliagéo de efeito matriz relativo

RSD RSD
Analitos (comparacao entre as (Comparagéo entre as amostras
amostras) e a solugéo padréo)
ESP 20,2 16,5
TIL 5,71 4,67
TILM 55,1 43,9

Fonte: Fonte: (Da autora, 2019).

De uma forma geral foi observada uma supressdo maior na curva do leite
quando comparada com as demais (diluente e formulas infantis), porém para o
analito tilosina o RSD entre as diferentes matrizes e entre as matrizes e o diluente
apresentou valores abaixo de 15%, indicando que nao foi possivel afirmar que as
diferentes matrizes ndo respondem da mesma forma devido aos seus constituintes
diferenciados e que o0s constituintes das amostras ndo alteraram a resposta
instrumental em relacdo a solucdo padrdo. Diferentemente, para o0s analitos
espiramicina e tilmicosina, os valores de RSD entre os coeficientes angulares,
ultrapassaram 15% tanto na comparagdo entre as matrizes, quanto entre as
matrizes e a solucdo padrdo, demonstrando que as amostras avaliadas nao
responderam da mesma forma devido aos interferentes diferenciados da matriz e
gue portanto, ndo é possivel considerar que as férmulas infantis podem representar
uma ampliacdo do escopo do método, com todas as caracteristicas para as quais foi
desenvolvido. Por esse motivo concluiu-se que era necessaria a validacdo do

método analitico para a matriz féormula infantil.

4.2 Otimizacdo do método analitico para férmulas infantis tipos 1 e 2

Considerando que seria necessario validar o método analitico para a matriz
férmula infantil alguns ajustes foram feitos a fim de otimizar o método antes da
validacdo. Além disso foi necessario adequar os niveis de concentracdo, uma vez
gue o meétodo para leite considerou como concentracdes alvo os valores de LMR.
Adotou-se como concentracdo alvo para as formulas infantis o nivel de 10 ng/mL,
considerando que ndo ha tolerancias estabelecidas para macrolideos nessa matriz
(BRASIL, 2012b).
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A selecao de um dwell time de 100 ms para todos os analitos, exceto para a
ROX, para a qual foi mantido o valor de 50 ms, melhorou o perfil dos picos (Figura
9), mas praticamente nao alterou as médias e os desvios padréo relativos (RSD%)
das areas dos picos quando comparados aos valores com o dwell time original de 50
ms (dados apresentados na Tabela 15). O dwell time € o tempo gasto pelo
instrumento para adquirir cada transicdo de MRM durante cada ciclo, sendo que um
maior dwell time aumenta a quantidade de sinal acumulado, podendo
consequentemente melhorar a sensibilidade (SHIMADZU, 2011). Entretanto, um
dwell time muito alto pode comprometer a precisdo e exatiddo do método. Dessa
forma, o ajuste deve ser suficiente para aumentar a sensibilidade até o ponto em

gue ndo comprometa o perfil do pico.

Tabela 15 - Comparacao das médias das areas e desvios padréo relativos (%RSD)
dos analitos (12 transicao) quando utilizado o método com dwell time de 50 ms e o
método com dwell time de 100 ms

Analito dwell time de 50 ms dwell time de 100 ms
Média da area %RSD Média da area %RSD
ERI 334000,00 0,518 349000,00 1,25
ESP 47666,67 2,01 51033,33 3,17
OLE 270666,67 7,26 277666,67 6,81
TIL 295666,67 4,50 304333,33 5,22
TILM 29733,33 2,61 28233,33 5,36

Fonte: (Da autora, 2019).

A reducao do tempo de reequilibrio de 10 min para 5 min ndo impactou
negativamente o RSD% das areas e dos tempos de retencao (tg), exceto para ROX
onde se observou um aumento do RSD para a area. Entretanto, A ROX foi usada
como padrdo interno somente para fins qualitativos (Tabela 16). Esses resultados

viabilizaram os ajustes finos que foram adotados no método final.
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Tabela 16 - Comparacédo entre os resultados obtidos para os analitos ( areas da 12
transicdo) com a analise utilizando método analitico com tempo de corrida de 20 min
e com 0 método analitico com tempo de corrida de 15 min

Analito Tempo total de corrida RSD % de area RSD % tg
ERI 20 min 3,99 0,000986
15 min 1,84 0,00299
ESP 20 min 6,61 0,00265
15 min 6,77 0,00273
OLE 20 min 7,66 0,00259
15 min 0,86 0,00228

TIL 20 min 3,94 0
15 min 4,66 0,000827

TILM 20 min 2,55 0
15 min 3,35 0,00163
ROX 20 min 6,90 0,00116
15 min 11,5 0,000673

Fonte: (Da autora, 2019).

A Figura 9 apresenta como exemplo o cromatograma de ion extraido do
analito TILM (m/z 435,34/174,0) utilizando o método analitico com dwell time de 50
ms e tempo de corrida de 20 min e utilizando o método com dwell time de 100 ms e
tempo de corrida de 15 min.
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Figura 9 - Cromatograma do analito TILM utilizando o método com dwell time de 50
ms e tempo de corrida de 20 min (A) e dwell time de 100 ms e tempo de corrida de
15 min (B)
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Fonte: (Da autora, 2019).
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Como descrito por Costa (2014) durante o estudo de desenvolvimento do
método, a infusdo de todos os analitos com ionizagdo positiva, no modo de
aquisicdo de varredura total, gerou moléculas monoprotonadas [M+H]" para ERI,
OLE e TIL e duplamente protonadas [M+H]" e [M+2H]** para ESP, ROX e TILM. As
moléculas duplamente protonadas foram as mais intensas para ESP, TILM e ROX e,
portanto selecionadas como ions de quantifica¢éo.

A Figura 10 apresenta o cromatograma de ions totais obtidos para uma
amostra de férmula infantil fortificada no inicio, antes do procedimento de extracao,

no nivel de concentragcdo equivalente a 10 ng/mL.

Figura 10 - Cromatograma de ions totais obtido para uma amostra de formula infantil
fortificada no inicio do procedimento a 10 ng/mL para espiramicina, oleandomicina,
eritromicina, tilosina, tilmicosina e roxitromicina
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Fonte: (Da autora, 2019).

Para a tilmicosina observou-se dois picos parcialmente separados em todas
as transicbes monitoradas, tanto as referentes as moléculas monoprotonadas
guanto as referentes as moléculas duplamente protonadas. A tilmicosina possui uma

concentracdo de isbmeros trans e cis que variam de 12 a 18% e 82 a 88%,
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respectivamente (Stoev, Nazarov, 2008). O célculo das areas se deu pela soma dos

seus isdbmeros como mostra a Figura 11.

Figura 11 - Cromatograma de ion extraido obtido para uma amostra de formula
infantil fortificada no inicio do procedimento a 10 ng/mL para tilmicosina.
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Fonte: (Da autora, 2019).

4.3 Validacdo do método analitico para formulas infantis tipos 1 e 2

Uma vez que ndo ha LMRs ou toleréncias estabelecidas para macrolideos em

férmulas infantis, um método analitico qualitativo ja seria suficiente para indicar a
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conformidade ou ndo de uma amostra. Entretanto, a fim de possibilitar a estimativa
de exposicdo de lactentes aos 5 antimicrobianos pesquisados pela ingestdao das
férmulas infantis, o método foi validado e avaliado quanto aos critérios de

desempenho para atender também aos parametros de um método quantitativo.

4.3.1 Seletividade (incluindo efeito matriz relativo)

Das 20 amostras de férmulas infantis analisadas no estudo de seletividade,
apenas 5 amostras se mostraram livres de picos na regido de eluicdo dos analitos
pesquisados. Em 14 amostras foi observada a presenca de picos com relacdo sinal/
ruido = 3 nas 2 transi¢des mais intensas na regido do tg da ESP, em 2 amostras na
regido do tg da TILM, assim como em 2 amostras no tg da TIL. Em algumas
amostras foram observados picos no tr destes trés analitos, porém ndo atenderam
os critérios de relacdo sinal/ruido = 3 na 12 e 22 transi¢des. A presenca de picos nas
zonas que se preveem a eluicdo dos analitos sugere que realmente o analito esteja
presente, porém para a confirmacéo é necessario, além da avaliacdo de sinal/ruido,
o calculo da razdo de ions (12 e 22 transi¢cdo) e a verificacdo do tempo de retencéo
relativo ao padr&o interno (BRASIL, 2011e; UNIAO EUROPEIA, 2002). Esses dados
vao ao encontro dos resultados obtidos por Costa (2014) na matriz leite, onde foi
verificada a presenca de macrolideos em 26 amostras de leite, das 41 adquiridas
(ESP em 21 amostras e TIL em 5 amostras). O software ResVal (v.3) também é
capaz de avaliar o parametro da seletividade do método. Os resultados para os
dados gerados na avaliacdo da repetibilidade e precisao intermediaria langados no
software classificaram o método como seletivo a partir da utilizacdo de seis amostras
distintas.

Interferentes podem com frequéncia estar presentes, mas nao serem
detectados pela técnica de espectrometria de massas sequencial. Isso se deve a
alta seletividade da aquisicdo no modo de monitoramento de reacdes mdultiplas
(MRM) (INCQS, 2015b). A fim de verificar se diferentes interferentes ndo detectaveis
poderiam influenciar na resposta do detector e consequentemente na quantificacao
dos analitos, as curvas de calibracdo obtidas com as 6 diferentes fontes de matriz
foram avaliadas através do célculo do desvio padrao relativo (RSD) dos coeficientes
angulares das curvas de cada analito. Também foram avaliadas as curvas de

calibracéo dos analitos no diluente com a finalidade de observar o efeito matriz.
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Utilizando-se 0 método dos minimos quadrados ponderados com peso 1ly,
uma vez que os dados se mostraram heterocedasticos, a equacdo do modelo que
melhor se ajustou aos pontos da curva foi calculada para cada uma das 6 amostras
de formulas infantis e solucdo padrdo e os coeficientes angulares das funcdes de
calibragdo foram comparados entre as amostras e entre as amostras e a solucao

padrdo. Os valores de RSD estao dispostos na Tabela 17.

Tabela 17 - RSDs obtidos entre os coeficientes angulares de curvas de calibragéo na
matriz e em solucdo padrdo para avaliacdo de efeito matriz relativo

RSD RSD
Analitos (comparacéo entre as (Comparacéo entre as amostras
amostras) e a solugéo padrao)
ERI 0,89 0,83
ESP 10,07 10,86
OLE 0,47 0,44
TIL 1,02 0,95

Fonte: (Da autora, 2019).

O RSD dos coeficientes angulares de até 15% na comparag¢do entre 0s
coeficientes angulares das amostras indicou que néo foi possivel afirmar que as
variadas matrizes avaliadas ndo responderam de forma semelhante devido a
interferentes diferenciados da matriz e que, por conseguinte, o tipo de amostra nao
interferiu de forma significativa na quantificacdo do analito. Isso demonstrou que o
método pode ser utilizado para férmulas infantis tanto do tipo 1 quanto do tipo 2. Ao
se incluir na comparacao entre os coeficientes angulares das curvas de calibracéo
nas amostras o coeficiente angular da curva de calibracdo da solucdo padrédo, ndo
se observaram diferengas significativas entre amostras e solugao padrao, indicando
gue os constituintes da amostra ndo alteraram a resposta instrumental quando
comparados a solugédo padrédo. O RSD da TILM néo foi calculado, uma vez que a
eliminacdo de varios niveis de concentragdo nas curvas de calibracdo de duas das
seis amostras limitou a avaliacdo (INCQS, 2015b). Esse comportamento andmalo
em relacdo a linearidade da resposta da TILM foi observado ao longo de todo o
processo da validagdo, o que culminou na classificacdo do método para o analito
TILM como método qualitativo e ndo quantitativo. A Figura 12 demonstra a
sobreposicdo das curvas para os analitos ERI, ESP, OLE e TIL nas diferentes

matrizes.
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Figura 12 - Curvas dos analitos ERI, ESP, OLE e TIL no diluente e nas 6 diferentes

matrizes sobrepostas
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O método demonstrou ser seletivo para os analitos estudados, entretando
para a TILM observou-se interferéncia da matriz na resposta do analito.

4.3.2 Intervalo de medicéo e intervalo linear instrumental

A razéo sinal/ruido dos picos dos cromatogramas referentes ao nivel de
0,3125 ng/mL (P1) das 3 curvas de calibracdo no diluente foi avaliada nas transicoes
de quantificacdo (12 transicdo) e de confirmacdo (22 transicdo). Para os analitos
ESP, ERI, OLE e TIL todos os picos apresentaram razdo sinal/ruido >10 para a
transicdo de confirmacgéo usada e a de quantificacdo na concentracdo mais baixa da
curva. Sendo assim, o limite inferior do intervalo de medicao instrumental para esses
analitos foi definido como a menor concentragdo utilizada na curva de calibragéo, ou
seja, 0,25 vezes a concentracdo alvo, equivalente a 0,3125 ng/mL (INCQS, 2015b).
Para a TILM, o menor nivel avaliado ndo apresentou razéo sinal/ruido >10 para as
duas transicées nas trés curvas e consequentemente o limite inferior do intervalo foi
definido pela concentracao superior, de 0,5 vezes a concentracdo alvo que forneceu
razao sinal/ruido >10, equivalente a 0,625 ng/mL.

A verificagdo da presenca de valores aberrantes no conjunto de dados
realizada pelo teste de Grubbs a o = 0,01 para todos os analitos em cada nivel de
concentracdo nao indicou nenhum valor aberrante. O nivel P8 da TILM foi excluido
em uma das curvas, pois ndo apresentou resposta proporcional a concentracao do
analito na amostra, se mostrando muito discrepante em relacdo aos demais pontos
da curva.

Os dados de todos os analitos apresentaram heterocedasticidade avaliada
pelo teste de Levene (p<0,05), indicando que a hip6tese nula de que as variancias
eram homogéneas foi rejeitada e o0 método dos minimos quadrados ordinarios nao
deveria ser empregado. O diagrama de Box-Whisker ilustra a variabilidade dos

resultados (Figura 13).



Figura 13 - Diagrama de Box-Whisker das curvas no diluente no primeiro dia de
experimento para ERI (a), ESP (b), OLE (c), TIL (d) e TILM (e) (continua)
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Figura 13 - Diagrama de Box-Whisker das curvas no diluente no primeiro dia de
experimento para ERI (a), ESP (b), OLE (c), TIL (d) e TILM (e) (conclusao)
(d)
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Fonte: (Da autora, 2019).

Sendo assim, as curvas de calibragcdo foram construidas para todos o0s
analitos utilizando o método dos minimos quadrados ponderados (MMQP), com
peso equivalente a 1/y, onde y equivale a area. A Tabela 18 apresenta os dados das

curvas de calibracao para os cinco analitos pesquisados.

Tabela 18 - Resultados para o intervalo linear instrumental considerando os trés
dias de experimento (continua)

Analito Intervalo linear (ng/mL) r+ SD p-valor = SD
ERI 0,3125- 5,0 0,999 + 0,001 22x10%+3,08x10%"
ESP 0,3125- 5,0 0,952 + 0,02 8,05 x 10+ 1,39 x 10"

OLE 0,3125 - 5,0 0,999 + 0,001 1,07 x 10%°+ 1,05 x 10°%°
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Tabela 18 - Resultados para o intervalo linear instrumental considerando os trés
dias de experimento (conclusao)

Analito Intervalo linear (ng/mL) r+SD p-valor + SD
TIL 0,3125- 5,0 0,998 + 0 439x 107 +1,3x10%
TILM 0,625 - 5,0 0,942 + 0,02 4x10"+529x 10™

Fonte: (Da autora, 2019).

A comparacao entre o modelo de regressao linear (de primeira ordem) e um
modelo de regressdo quadrética, polinomial de segunda ordem, foi realizada para
conferir o ajuste do modelo matematico. Quando o valor de p € < 0,05 para o
parametro de segunda ordem, conclui-se que a adicdo deste parametro melhora
significativamente o ajuste do modelo e que o modelo polinomial de segunda ordem
fornece um ajuste mais adequado ao conjunto de dados, indicando desvio da
linearidade do modelo linear de primeira ordem (INCQS, 2015a). Todos os analitos
apresentaram valores de p estatisticamente mais significativos para o ajuste através

do modelo de primeira ordem (Tabela 19).

Tabela 19 - Valores de p considerando regressao linear de primeira ordem e valores
de p considerando modelo polinomial de segunda ordem para os trés dias de
experimentos

P Dia de Valor de p (pardmetro de primeira  Valor de p (parametro de segunda
experimento ordem) ordem)
1° 0 0,250
ERI 20 1,11 x 10™*° 0,771
3° 0 0,157
1° 0,000530 0,212
ESP 20 0,000172 0,585
3° 0,0266 0,161
1° 0 0,107
OLE 20 2,22x10™° 0,699
3° 0 0,584
1° 1,11 x 107 0,251
TIL 20 1,11 x 107 0,960
3° 1,11 x 107 0,835
1° 0,0747 0,0959
TILM 20 0,0183 0,847
3° 0,0158 0,293

Fonte: (Da autora, 2019).
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O intervalo linear do equipamento LC-MS/MS demonstrou ser o intervalo que
incluiu as concentracdes de 0,3125 a 5,0 ng/ mL para os analitos ERI, ESP, OLE e
TIL, concentracdes equivalentes a 0,25 a 4,0 vezes a concentragcado alvo na amostra
guando fortificada no inicio, enquanto que para a TILM o intervalo ficou entre 0,625 a
5,0 ng/ mL, concentracdes equivalentes a 0,5 a 4,0 vezes a concentracdo alvo na

amostra.

4.3.3 Linearidade (intervalo linear do método), sensibilidade e efeito matriz absoluto

4.3.3.1 Linearidade (intervalo linear do método) e sensibilidade

Preliminarmente, os cromatogramas das curvas no diluente foram verificados
na menor concentracao estudada (0,25 vezes a concentragdo alvo) com a finalidade
de verificar a relacdo sinal/ruido nas transicées de quantificacdo (12 transicao) e na
transicdo de confirmacdo mais intensa (22 transicdo). Para todos os analitos os picos
apresentaram relagdo sinal/ruido >10 para ambas as transi¢bes, sendo assim o
limite inferior do intervalo de medi¢do pode ser considerado a menor concentracao
estudada (INCQS, 2015b). Para a curva no diluente da TILM foi necesséaria a
retirada das concentragfes nos niveis de P6 e P7 devido a erros grosseiros. Foi
identificado apenas um resultado aberrante (1 injecdo), pelo teste de Grubbs a a =
0,01 para os analitos TIL e ERI na curva de calibracdo com fortificacdo no inicio do
procedimento. Para o analito TILM foi necessaria a retirada da concentracéo no nivel
de P6 da curva com fortificacdo no inicio do procedimento pois nao apresentou
resposta proporcional a concentracdo do analito na amostra, se mostrando muito
discrepante em relacdo aos demais pontos da curva.

O teste de Levene indicou heterogeneidade das variancias para todos os
analitos presentes na matriz fortificada no inicio, e portanto, a verificacao da falta de
ajuste foi efetuada pela comparacdo entre o modelo linear de primeira ordem
(MMQP) e o modelo polinomial de segunda ordem. Para todos os analitos o valor de
p de primeira ordem foi mais significativo e nao foi identificado desvio da linearidade
do modelo de primeira ordem (MMQP). Através da planilha Parameter Estimates
(conforme exemplo da Figura 14), pode-se avaliar o ajuste do modelo através do

valor de p gerado.
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Figura 14 - Valor de p gerado pela planilha Parameter Estimates do software
Statistica® 8.0 para avaliacdo do melhor ajuste do modelo para o analito ERI

Farameter Estimates (ERI_curva FI FO 2 P03 12_18)
Sigma-restricted parameterization

ERI y darea ERIl vy area ERI y area /EHI voarea  \95.00% 95 00%
B

Efieci Param. Std.Err 1 nf.Lmt | CnfLmt

Intercept 126697 7435629 170380 0001672 PROS1S 2207
ERI x ng/ml 28776 1411621 23.2895 0000000 /29957 3 35797 &5
ERI x ng/ml*2 327 |E34 0892651\ 0.417004 492 11460

Fonte: (Da autora, 2019).

Como o valor de p do parametro de 12 ordem, concentracdo (ng/mL), foi <
0,05 (na quarta coluna da planilha), o parametro se mostrou estatisticamente
significativo. Como o valor de p do parametro de 22 ordem, concentracdo (ng/mL)?,
foi = 0,05 (na quarta coluna), a adicdo deste parametro ndo melhorou o ajuste do
modelo e concluiu-se que o modelo linear forneceu um ajuste mais adequado ao
conjunto de dados.

A regressédo pelo MMQP indicou ser adequada e o intervalo linear do detector
na presenca de matriz foi de 0,25 a 4,0 vezes a concentracdo alvo (2,5 a 40 ng/mL)
para todos os analitos.

A Tabela 20 apresenta os resultados de linearidade para cada analito na
matriz férmula infantil. Pode-se observar que todos os valores de R? foram
superiores a 0,990, exceto para TILM que apresentou o valor de 0,985. Tanto R?
guanto r sdo muitas vezes empregados como sindnimo de linearidade. O coeficiente
de correlagdo r € uma medida que relaciona x e y. E muito usado para avalia¢do de
linearidade e quando ndo héa correlacéo linear entre x e y o valor de r permanece
préximo de zero (-1 < r < +1) (MILLER; MILLER, 2010). Porém, € importante
salientar que se os pontos de calibracdo estiverem bem agrupados em torno de uma
linha reta o valor experimental sera proximo de 1, mas o inverso ndo é verdadeiro.
Um valor de r préximo de 1 ndo € necessariamente indicativo de linearidade, pode
ser um resultado de pontos em torno de uma curva. Portanto, somente valores de r
nao devem ser comparados para avaliar a linearidade. Uma calibragdo com r =
0,999 necessariamente se aproxima de uma linha reta, porém nédo podemos afirmar
0 quéo proximo da reta ela esta. A avaliacdo dos residuos da regressao linear pode
confirmar esta avaliacdo. Os residuos séo as distancias dos pontos experimentais
em relacdo a linha de regressdo ajustada e quando ndo ha falta de ajuste
(calibracao linear) os residuos plotados de forma aleatéria contra a concentragcao

apresentardo uma distribuicdo normal com média zero (THOMPSON, 2005). O
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método de andlise de varidncia ANOVA gera valores de R? (coeficiente de
determinacao) e este valor se aproxima de 1 quando ha melhora do ajuste da curva
(MILLER; MILLER, 2010).

Quanto a sensibilidade, parametro de validacdo dado pelo coeficiente angular
by das curvas de calibragdo descritas como y = by + b;x obtidas com a matriz
fortificada no inicio, pode-se concluir que a sensibilidade foi maior para a ERI e OLE.

Tabela 20 - Dados das curvas de calibracdo com fortificacdo no inicio do
procedimento na matriz representativa 012/2018
Intervalo

Analito ; Equacéo da reta R R® p-valor
linear (ng/mL)
ERI 25-40 y=33100x + 2,71 0,998 0,997 1,72 x 10"
ESP 25-40 y =13700 x + 5,13 0,996 0,991 3,48 x 107/
OLE 25-40 y =32700 x + 2,74 0,999 0,997 4,42 x 10°%
TIL 25-40 y =22400 x + 1,94 0,996 0,992 1,65 x 10
TILM 2,5 - 40 y = 3440 x + 2,68 0,992 0,985 1,38 x 10

Fonte: (Da autora, 2019).

4.3.3.2 Efeito matriz absoluto

Os dados experimentais das curvas de calibracdo na matriz fortificada no final
do procedimento de extracdo foram checados para verificar a existéncia de valores
aberrantes pelo teste de Grubbs a o = 0,01 para todos os analitos em cada nivel de
concentracéo e foi identificado apenas um resultado aberrante (1 injecdo) para os
analitos TILM e ERI. Para o analito OLE foi necessaria a retirada de dois valores
aberrantes (1 injecdo no nivel de P8 e 1 injecdo no nivel de P9) da curva fortificada
no final do procedimento de extracéo.

O teste de Levene realizado pelo software Statistica® 8.0 indicou
heterogeneidade das variancias para todos os analitos presentes na matriz
fortificada no final, e portanto, a verificacdo da falta de ajuste foi efetuada pela
comparacao entre o modelo linear empregado de primeira ordem (MMQP) e o
modelo polinomial de segunda ordem. Para todos os analitos o valor de p de
primeira ordem foi mais significativo e néo foi identificado desvio da linearidade do
modelo de primeira ordem (MMQP).

O efeito matriz absoluto, verificado pela comparacdo dos coeficientes
angulares da curva de calibracdo no diluente com a curva de calibragdo na matriz

fortificada no final do procedimento, por meio do célculo do teste t (Student).
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Anteriormente ao teste t (Student), as variancias residuais das curvas foram
avaliadas pelo teste F para verificar se eram significativamente diferentes.

A comparacao entre os coeficientes angulares, pelo teste t indicou que para
os analitos ERI, ESP, TIL e TILM as curvas de calibracédo no diluente e calibracdo na
matriz fortificada no final ndo foram estatisticamente diferentes a oo = 0,05 (ndo ha
efeito de matriz), enquanto que para o analito OLE as curvas sao estatisticamente
diferentes, evidenciando efeito matriz absoluto.

Dessa forma, a curva de calibragédo deve ser efetuada na matriz para o analito
OLE, para compensar esse efeito. Entretanto, considerando que o método é
multiresiduo, todas as curvas foram feitas na matriz para compensar o efeito matriz e

corrigir automaticamente a recuperagao.

4.3.4 Recuperacao, repetibilidade, precisao intermediaria, CCa, CCp, incerteza de
medicao, LOQ e LOD

Apds a exclusdo de valores aberrantes pelo teste de Grubbs a a = 0,01, a
planilha do software ResVal foi alimentada com os dados de concentracdo
resultantes das analises das 6 amostras fortificadas no inicio, anteriormente a etapa
de extracdo, em 3 concentracdes, 5 ng/mL, 10 ng/mL e 15 ng/mL (1, 2 e 3 vezes a
concentracéo alvo) e mais os valores dos brancos.

Os limites de deteccdo (LOD) e quantificacao (LOQ), como ndo sao calculados
pelo ResVal, foram estimados por meio de extrapolacdo, considerando a relacao
sinal/ruido = 3 e 2 10, respectivamente, dos sinais instrumentais nas transi¢cdes de
confirmacéo para atender aos critérios de identificacdo/confirmacéo preconizados
(UNIAO EUROPEIA, 2002). Os valores foram obtidos a partir dos dados das 18
amostras resultantes da precisdo intermediaria no menor nivel de fortificacdo
estudado (5 ng/mL). Os valores de LOD e LOQ foram estimados de uma forma mais
conservadora e equivalem aos maiores valores obtidos entre as médias de LOD e
LOQ calculados, respectivamente, nos diferentes dias. Os resultados dos célculos
de recuperacao, repetibilidade, precisdo intermediaria, CCa, CCp, incerteza de
medicao, LOQ e LOD do estéo descritos na Tabela 21.
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Tabela 21 - Resultados da recuperacgao, repetibilidade, precisao intermediaria, CCa, CCp, incerteza, LOD e LOQ, n = 18, exceto
os valores identificados com (b) sobrescrito

o5 LOQ e ccp Nivel de R . T —— Precisao Incerteza Incerteza
a ecuperacao epetplliigade
Analito fortificacao perag P intermediaria expandida expandida
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (%) (RSD, %)

(ng/mL) (RSD, %) (ng/mL) (%)
5 100 3,5 4,2 0,417 8,3
ERI 0,04 0,15 0,82 1,64 10 99,6 2,3 3,7 0,743 7.4
15 103" 1,7® 3,9" 1,19 8,0
5 104® 10,9® 12,6® 1,31 26,1
ESP 0,11 0,36 4,38 8,76 10 107 5,3 6,8 1,44 14,4
15 117 12,1 12,8 4,50 30,0
5 90,4" 2,7 2,7 0,247 4,9
OLE 0,10 0,34 0,99 1,97 10 90,7 2,3 2,7 0,490 4,9
15 94,7® 2,0® 2,7 0,763 5,1
5 97,7 3,6 4,0 0,395 7,9
TIL 0,37 1,22 2,57 5,13 10 98,8 3,0 3,9 0,763 7.6
15 101 6,0 6,2 1,88 12,5
5 139® 25,4®) 29,3" 4,06 81,3
TILM 0,37 - 4,5@ 7,8® 10 137 20,9 24,8 6,79 67,9
15 176 54,1 58,3 30,9 206

@ Os valores de CCa e CCP adotados para a TILM n&o foram calculados pelo ResVal e sim conforme manual do MAPA (BRASIL, 2011e).
®Y17 replicatas verdadeiras.
Fonte: (Da autora, 2019).
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Para avaliar os resultados da repetibilidade, obtidos por analises efetuadas
em condi¢cOes de repetibilidade, os RSD, globais devem estar abaixo dos valores
listados na Tabela 22. Estes valores equivalem a aproximadamente 2/3 dos desvios

padrao relativos de reprodutibilidade (RSDg) para cada nivel de concentracao.

Tabela 22 - Exemplos de desvio padrdo relativo em condicbes de repetibilidade
(RSD,) para métodos quantitativos referentes a um intervalo de concentracdes da
substancia a analisar

Concentragéo RSD;
<1ug/kg 36%
21ug/kg <10ug/kg 32%
210ug/kg <100pg/kg 22%
2100ng/kg <1000pg/kg 18%
>1000ug/kg 14%

Fonte: (CAC, 2014).

Segundo as orientacdes da Unido Europeia (2002), os valores RSD, devem
ser 0s mais baixos possiveis para valores de concentragfes abaixo de 100 pg/kg,
uma vez que o célculo pela equacdo de Horwitz (CV = 2305190 onde C = é a
fracdo de massa expressa como exponencial de 10) fornece valores considerados
elevados. Para os niveis de 5, 10 e 15 ug/kg, os valores calculados séo de 24, 21 e
20%, respectivamente, pela equacédo de Horwitz.

De acordo com os resultados calculados pelo ResVal para repetibilidade,
todos os analitos atenderam aos valores da Tabela 22, exceto a TILM na
concentracdo de 15 ng/mL. Para os demais analitos o RSD, ndo excedeu 13%.

Para avaliar os resultados da precisdo intermediaria, obtidos por analises
efetuadas em condicbes de precisdo intermediaria, os valores de RSD
intralaboratorial global devem estar abaixo dos valores dos desvios padréo relativos
de reprodutibilidade (RSDgr) para cada nivel de concentracdo, como listados na
Tabela 23.
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Tabela 23 - Exemplos de desvio padréo relativo em condi¢des de reprodutibilidade
(RSDg) para métodos quantitativos referentes a um intervalo de concentracbes da
substancia a analisar

Concentracéo RSDg
<1ug/kg 54%
21ug/kg <10ug/kg 46%
210pg/kg <100ug/kg 34%
=2100ug/kg <1000ug/kg 25%
=1000ug/kg 19%

Fonte: (CAC, 2014).

Segundo as orientagbes da Unido Europeia (2002), os valores RSDr devem
ser 0s mais baixos possiveis para valores de concentracfes abaixo de 100 ng/kg,
uma vez que os célculos pela equacdo de Horwitz fornecem valores considerados
excessivamente elevados. Para os niveis de 5, 10 e 15 ug/kg, a equacao de Horwitz
fornece os valores de 36, 32 e 30%, respectivamente.

De acordo com resultados calculados para precisao intermediaria, todos os
analitos atenderam aos valores da Tabela 23, exceto a TILM na concentragao de 15
ng/mL. Para os demais analitos 0 RSDg n&o excedeu 13%

Segundo o Codex Alimentarius e a Unido Europeia, os resultados de
veracidade minima, expressa como tendéncia ou recuperacdo, devem atender as

faixas estabelecidas descritas nas Tabelas 24 e 25.

Tabela 24 - Veracidade minima (expressa como tendéncia ou recuperacao) dos
meétodos quantitativos segundo a Unido Europeia

Concentracdo Intervalo

<1ug/kg -50% a +20%
>1pg/kg <10pg/kg -30% a +10%
>10pg/kg -20% a +10%

Fonte: (UNIAO EUROPEIA, 2002).

Tabela 25 - Veracidade minima (expressa como tendéncia ou recuperacao) dos
métodos quantitativos segundo o Codex Alimentarius

Concentracdo Intervalo
< 1ug/kg -50% a +20%
= 1ug/kg < 10ug/kg -40% a +20%
= 10ug/kg < 100pg/kg -30% a +20%
> 100pg/kg < 1000ug/kg -30% a +10%
=>1000ug/kg -30% a +10%

Fonte: (CAC, 2014).
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Comparando os resultados gerados pelo ResVal com os intervalos aceitaveis
descritos, os analitos TIL, ERI e OLE atenderam aos valores de recuperacdo minima
de acordo com as orientagdes do Codex e da Unido Europeia. A ESP ficou um
pouco acima do intervalo da Unido Europeia na concentragdao de 15 ug/kg, porém
atendeu ao intervalo definido pelo Codex. Entretanto, os valores da TILM se
mostraram bem acima do limite superior do intervalo estabelecido tanto pelo Codex
quanto pela Unido Europeia. Para os analitos TIL, ERI, OLE e ESP a recuperacéo
variou de 90% (OLE) a 117% (ESP).

Os valores de CCa e de CC3 sao calculados pelo ResVal de acordo com a
ISO 11843 — 2:2000 revisada em 2007 que se baseia no uso da curva de calibracéo
para a definicdo dos valores criticos (BS, 2008). O maior valor de CCa e CCp,
calculados separadamente para cada um dos 3 dias de experimentos, € o valor
considerado pelo software.

Para TILM, os valores gerados pelo ResVal de repetibilidade, precisdo
intermediéaria e veracidade ndo atenderam aos critérios estabelecidos pelos guias de
orientacdo. Sendo assim, para TILM, o método pode ser utilizado apenas como
método qualitativo de confirmacdo. Por esse motivo adotou-se uma abordagem
diferenciada para calcular CCa e CCB para esse analito. Os calculos foram
baseados no manual do MAPA (BRASIL, 2011e) a partir do resultado de 20 matrizes

brancas fortificadas na concentracao alvo, de acordo com as equacdes 7 e 8.

CCa=2,33xs )

CCR=3,97xs (8)

Onde:
s = Desvio-padrdo amostral das concentracdes do analito nessa seérie de 20
resultados de amostras fortificadas no nivel da concentracdo alvo (5 ng/mL) em
condicOes de preciséo intermediaria.

Os resultados destes calculos geraram um novo valor de CCa = 4,5 ng/mL e
CCB = 7,8 ng/mL para TILM.

O célculo da incerteza combinada através do software ResVal (v.3) se deu

pela soma das variancias da precisao intermediaria e do efeito matriz em cada um



113

dos niveis (5, 10 e 15 ng/mL). Para estimar a incerteza expandida do método, a
incerteza combinada foi multiplicada por um fator de abrangéncia k=2 (WITEK et al,
2018). A incerteza expandida do método, calculada pelo ResVal para os analitos

quantificaveis variou de 5 a 30%.

4.3.5 Verificagdo dos valores de CCa e CCf3

Todos os valores calculados de CCa e CCB foram verificados
experimentalmente.

Para a avaliacdo dos valores calculados de CCa, seis amostras
comprovadamente brancas (004/2018, 012/2018, 014/2018, 027/2018, 028/2018 e
029/2018) foram fortificadas no inicio do procedimento de extracdo com solucdo
para fortificagdo no inicio contendo os analitos nas concentracdes de 16,4 ng/mL de
ERI, 87,6 ng/mL de ESP, 19,8 ng/mL de OLE, 51,36 ng/mL de TIL, 90 ng/mL de
TILM e 200 ng/mL de ROX (padréo inerno). Para a avaliagdo dos valores calculados
de CCpB, as mesmas seis amostras foram fortificadas no inicio do procedimento de
extracdo com solucdo para fortificacdo no inicio contendo os analitos nas
concentracbes de 32,8 ng/mL de ERI, 175,2 ng/mL de ESP, 39,4 ng/mL de OLE,
102,4 ng/mL de TIL, 154 ng/mL de TILM e 200 ng/mL de ROX (padréo inerno).
Também foram preparadas como controle duas solu¢des no diluente, uma contendo
0s analitos nas concentracfes equivalentes ao CCa de 0,547 ng/mL de ESP, 0,102
ng/mL de ERI, 0,124 ng/mL de OLE, 0,321 ng/mL de TIL, 0,562 ng/mL de TILM e
1,25 ng/mL de ROX (padrédo interno), e outra solugdo contendo os analitos nas
concentracfes equivalentes ao CCB de 1,09 ng/mL de ESP, 0,205 ng/mL de ERI,
0,246 ng/mL de OLE, 0,64 ng/mL de TIL, 0,962 ng/mL de TILM e 1,25 ng/mL de
ROX (padréao interno).

Os picos das duas transicdes mais intensas dos analitos, presentes nas
amostras fortificadas no inicio, foram verificados e apresentaram a razdo sinal/ruido
superior a 3,0.

A partir dessa verificacdo concluiu-se que os valores calculados de CCa e
CCB para os analitos alvo sao valores factiveis, ou seja, possiveis de serem

detectados.
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4.4 Avaliagdo da ocorréncia de espiramicina, eritromicina, oleandomicina,
tilosina e tilmicosina em formulas infantis para lactentes (tipo 1) e de

seguimento para lactentes (tipo 2)

Das 32 amostras adquiridas, 30 foram analisadas para a avaliacdo da
ocorréncia dos analitos ERI, ESP, OLE, TIL e TILM, sendo 15 amostras de férmulas
infantis para lactentes (tipo 1) e 15 de formulas infantis de seguimento para lactentes
(tipo 2). Embora o monitoramento de duas transicbes fosse suficiente, foram
selecionadas trés transi¢des para cada analito, conforme o método validado.

Os resultados das analises das 30 amostras foram avaliados considerando os
critérios para identificacdo e confirmacdo segundo Decisdo 2002/657/EC descritas
na secdo 3.10.5 e em um total de 30 amostras, 23 (76,67%) foram confirmadas com

a presenca de pelo menos um dos analitos pesquisados, como mostra o Gréfico 2.

Gréafico 2 - Ocorréncia de macrolideos nas férmulas infantis 1 e 2

N2 de amostras com presencga dos
residuos TILM e ESP

WESP e TILM

mTILM
15

ESP

Fonte: (Da autora, 2019).

Vinte e duas amostras (73%) apresentaram residuos de ESP e destas, 7
amostras (23,3%) também apresentaram residuos de TILM. Uma Unica amostra foi
confirmada apenas para TILM (3,33%). A presenca dos residuos OLE, ERI e TIL ndo
foi confirmada em nenhuma amostra.

A Figura 15 apresenta uma amostra identificada e confirmada com residuo da
ESP e TILM simultaneamente.

As Figuras 16 e 17 apresentam uma amostra identificada apenas com ESP e

com TILM, respectivamente.
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Figura 15 - Cromatograma de ions extraidos da amostra 011/2018, identificada e
confirmada para ESP e TILM
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Figura 16 - Cromatograma de ions extraidos da amostra 016/2018, identificada e
confirmada apenas para ESP
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Figura 17 - Cromatograma de ions extraidos da amostra 023/2018, identificada e
confirmada apenas para TILM
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Vale ressaltar que todos os critérios para identificacdo e confirmacdo foram
avaliados também para a amostra controle fortificada em CCa no inicio do
procedimento para fins de controle e todos os analitos foram confirmados nesta
amostra, como esperado. A Figura 18 ilustra os resultados dos critérios de razdo de

ions e tempo de retencao relativo calculados para a amostra controle fortificada em
CCa no inicio do procedimento.

Figura 18 - Resultados dos critérios de razdo de ions (a) e tempo de retencéo
relativo (b) do analito ESP calculados para a amostra controle fortificada em CCa no
inicio do procedimento no primeiro dia de experimento

(a)
i d frea d Razao de ions| A d Area d R'aze":o e
reat a reat a % TS —— rea . a rea . a ions I;Ia
e rmet | ricnta o | oo, |t e o e
o o O' .||ca ano O‘ .||ca a no Frfrm e BE - lortificada no |fortificada no | foruricada no L L L.
mostra fortificada no | inicio em CCa | inicio em CCa v, no final em | final em CCa | final em CCa | final em CCa Variagao Intensidade| Variagao
ANALITO inicio em CCa () CCa (%) aceitavel (%) relativa | aceitavel
174.0 144.9 174.0 144.9 > 50% +20%
Aliguota 1 - 1° injegio 4,32E+04 215E+04 49,77 12 injegéo 4,94E+04  2,32E+04 46,96 35,22 [ 58,70 [> 202 50%| +25%
ESP+2H | Aliquota 1 - 2° injegao 4,61E+04 1,98E+04 42,95 2% injegéo 4,83E+04  2,22E+04 45,96 34,47 [57,45[>10220%| *30%
472.4 | Aliquota 2 - 1° injegao 4,67E+04 2,34E+04 50,11 £10% +50%
Aliquota 2 - 2° injegao 5,06E+04 2 34E+04 46,25 |

(b)
Amostra fortificada no inicio em CCa Amaostra fortificada no final em CCa
1R {min) tR (min) N o
ANALITO R {min) | ROXI +2H | R relativo (min) R (min) | ROXI +2H | R _relativo (min)| /212520 aceitavel
174.0 158.0 174.0 158.0
. Aliguota 1 - 1%injegdo 2,15 8,51 0,253 Injegédo 1 2,16 8,51 0,25 0,247 0,26
42;4 Aliquota 1 - 2% injegéo 211 8,47 0,249 Injegéo 2 212 8,46 0,25 0,244 0,26
. Aliquota 2 - 12 injegdo 2,16 8,52 0,254
Aliquota 2 - 2° injegdo 2,12 8,49 0,250

Fonte: (Da autora, 2019).

A Figura 19 apresenta os cromatogramas dos 5 analitos da amostra controle
fortificada em CCa no inicio do procedimento e amostra controle branca de formula
infantil no primeiro dia de experimento.
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Figura 19 - Cromatogramas dos 5 analitos da amostra controle fortificada no CCa no
inicio do procedimento e amostra controle branca de férmula infantil
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Das 22 amostras detectadas com ESP, 18 estavam acima do LOQ (0,36
ng/mL) e foram quantificadas a partir da transicdo de quantificacdo ([ESPI +2H]2+
422,4 /174.0). Quatro amostras apresentaram valores acima de LOD (0,11 ng/mL),
porém abaixo de LOQ (0,36 ng/mL) e ndo foram quantificadas. Os valores das
amostras que foram quantificadas variaram de 0,363 ng/mL a 1,34 ng/mL. A média
das concentragbes das amostras quantificadas das férmulas infantis tipo 1 foi de
0,802 ng/mL e tipo 2 foi de 0,545 ng/mL. Como o método respondeu apenas como
método qualitativo para a TILM, as amostras foram classificadas como nao
conformes para a presenca deste residuo, porém néo foi possivel a quantificacdo do
analito.

Alguns métodos multiresiduos publicados na literatura foram validados para
analise de férmulas infantis e alguns macrolideos fizeram parte da lista dos residuos
pesquisados. Aguilera et al. (2012), com um LOQ de 6,7 ng/mLug/kg quantificou
residuo de TILM, com uma concentragédo de 17,1 pg/kg, em uma amostra analisada,
num total de 9 amostras. Além da TILM, o método foi validado para TIL e ERI, com
LOQs de 3,3 ug/kg e 0,3 pg/kg, respectivamente, porém estes dois analitos nao
foram detectados pelos autores. Zhan et al. (2013) avaliaram a presenca de TILM,
OLE, TIL e ERI com LOQs de 0,5 ug/kg, 1,0 pg/kg, 0,2 pg/kg e 1,0 ug/kg,
respectivamente, e ndo confirmaram a presenca destes macrolideos em nenhuma
das amostras analisadas. Zhao et al. (2017) avaliaram a presenca de ESP, ERI,
TILM, TIL e OLE com LOQs de 1,0 pg/kg, 50 pg/kg, 10 ug/kg, 50 ug/kg e 5 pg/kg,
respectivamente. Estes macrolideos ndo foram encontrados em nenhuma das
amostras analisadas.

Valores reduzidos de LOD e o LOQ séao fundamentais para a analise de
substancias que podem estar presentes em concentracdes tao baixas. Os resultados
obtidos neste trabalho confirmaram a presenca de TILM e/ou ESP em 76,7% das
amostras e em especial a ESP foi detectada em 4 amostras e quantificada em 18
amostras analisadas com uma variagdo de 0,363 ng/mL a 1,34 ng/mL. O método
desenvolvido por Zhao et al. (2017), que contempla a ESP, seria capaz de
quantificar ESP em apenas 4 das amostras confirmadas neste estudo.

As férmulas infantis sdo substitutas do leite humano e sao produzidas
principalmente a partir do leite da vaca, porém precisam apresentar o mesmo perfil
nutricional do leite humano. Por isso, para a producdo a partir do leite de vaca, é

necessario que o mesmo seja desnatado e diluido para assemelhar-se aos
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contetdos de proteina, gordura e minerais do leite humano (FINN et al., 2018). Os
lipideos s@o a principal fonte de energia para os lactentes. A maior parte do
conteudo lipidico das formulas infantis € derivada de Oleo vegetal adicionado,
permitindo assim uma vida util mais longa e um produto com conteudo fixo que seja
reprodutivel (FINN et al., 2018; MAZZOCCHI et al., 2018). Altas concentracdes de
residuos dos macrolideos ndo sédo esperadas em formulas infantis, uma vez que
suas moléculas sao lipofilicas, além de poderem ser degradadas no seu processo de
producdo (ZORRAQUINO et al., 2011). Zorraquino et al. (2011) avaliaram os efeitos
do tratamento térmico na atividade antimicrobiana de macrolideos em leite e
verificaram que uma temperatura de 120° C por 20 min resulta em uma perda da
atividade maior que 93% da ERI, 64% da ESP e 51% da TIL. Quando foi utilizada
uma temperatura de 140° C por 10 min, a perda de atividade foi de 30% para ERI,
35% para ESP e 12% da TIL. Costa (2014) avaliou a perda de concentracdo de
tilosina A em leite apds tratamento de pasteurizacao lenta, rapida e tratamento UHT
e observou reducdo nas concentracbes de 10,8%, 13,31% e 6,47%,
respectivamente. A degradacdo térmica dos macrolideos € dependente da
temperatura e do tempo (TIAN et al., 2017). O processamento das féormulas infantis
visa garantir a qualidade nutricional e a maxima seguranca alimentar. Na etapa de
evaporacao, a temperatura e a pressao sao ajustadas e aplicadas para aumentar a
concentracdo de solidos totais da formula. Apés esta etapa, segue-se com a etapa
do tratamento UHT, que € um tratamento térmico que utiliza um pré - aquecimento a
75 - 85°C seguindo com um superaquecimento rapido a 140°C por 0,1 - 0,5
segundos. Este tempo precisa ser suficiente para garantir a inocuidade do produto,
porém evitar danos aos componentes nutricionais (POULSEN, 2016).

Considerando os aspectos do processo de producdo somado a caracteristica
lipofilica das moléculas dos macrolideos, a presenca dos seus residuos nas
formulas infantis sugere a possibilidade de valores bem mais elevados de
concentracéo destes residuos no leite utilizado como matéria prima. TILM e ESP séo
macrolideos amplamente utilizados na pecuaria leiteira no Brasil e a presenca
destas substéncias em concentragcdes mais elevadas no leite pode indicar o néo
cumprimento do periodo de caréncia estabelecido para uso (CRUZ et al., 2019). A
presenca de residuos de macrolideos, mesmo em concentracdes bem reduzidas,
em um grande numero de amostras pode ser um sinalizador de uso indiscriminado,

uma vez que essas substancias sao indicadas para o tratamento de animais com
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mastites e n4o se espera que 0 seu UsSoO seja preventivo. Cabe ressaltar que a ESP
ndo € autorizada como aditivo na alimentacdo animal com finalidade de melhora de
desempenho (BRASIL, 2012c). Como ja citado anteriormente, Costa (2014) verificou

presenca de ESP em 21 amostras de leite das 41 adquiridas no Rio de Janeiro.

4.5 Avaliacdo da exposicéo dietética

A avaliacdo da exposicdo dietética diaria aos residuos de macrolideos foi
realizada com base nos cinco analitos selecionados e considerando os resultados do
estudo de ocorréncia. Para a ESP, as amostras apresentaram valores de
concentracfes quantificaveis, apenas detectaveis ou nao foram detectaveis. Neste
caso, os valores adotados foram as concentracfes quantificadas, LOQ/2 (0,18
ng/mL) e LOD/2 (0,055 ng/mL), respectivamente. O analito TILM foi detectado em
algumas amostras, porém ndo foi quantificado, uma vez que o método foi
classificado apenas como qualitativo para esta substancia. Neste caso, para as
amostras detectadas foi adotado o valor de LOD (0,39 ng/mL para formula infantil do
tipo 1 e 0,30 ng/mL para tipo 2) e para as amostras nas quais a TILM nao foi
detectada, o valor de LOD/2 (0,195 ng/mL e 0,15 ng/mL). Para os analitos ERI, OLE
e TIL, nenhuma amostra apresentou residuo detectado pelo método utilizado, sendo
assim todos os valores adotados de concentracdo foram LOD/2 (0,02 ng/mL, 0,05
ng/mL e 0,185 ng/mL, respectivamente).

A avaliacdo da exposicdo foi feita considerando o valor mediano da
concentragcdo dos residuos de cada analito nos diferentes lotes para cada marca,
além da avaliacdo da exposicdo do pior caso (concentracdo mais alta entre os lotes
de cada marca), em dois cenarios de consumo. Os resultados da avaliacdo da
exposicdo considerando o primeiro cenario, no qual os dados de consumo foram
estimados pelas recomendacfes dos rotulos dos produtos estdo apresentados na
Tabela 26.
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Tabela 26 - Resultados da avaliacdo da exposicdo dietética diaria de lactentes de 0 a 11meses (em mg/kg e % de IDA)
considerando o primeiro cenario de consumo, utilizando o valor mediano e o valor mais alto de concentracdo dos residuos (pior
caso) entre lotes das diferentes marcas e sem distin¢cdo de marcas (global).

Avaliacdo de exposi¢édo
(Fabricante 1, marca A)

Avaliacdo de exposi¢éo

(Fabricante 1, marca B)

Avaliacéo de exposicdo

(Fabricante 2, marca A)

Avaliacédo de exposicdo

(Fabricante 3, marca A)

Avaliacédo de exposi¢éo

(Fabricante 3, marca B)

Avaliacéo de exposi¢édo

global

Exposicéo dietética diaria
(Intervalo em mg/kg)

Exposicéo dietética diaria

(Intervalo em mg/kg)

Exposicéo dietética diaria

(Intervalo em mg/kg)

Exposicéo dietética diaria

(Intervalo em mg/kg)

Exposicéo dietética diaria

(Intervalo em mg/kg)

Exposicéo dietética diaria

(Intervalo em mg/kg)

Analito Mediana Pior Caso Mediana Pior Caso Mediana Pior Caso Mediana Pior Caso Mediana Pior Caso Mediana Pior Caso
I [1,96 x10°, [1,96 x10°, [1,96 x10°, [1,96 x10°, [1,47 x10®°, [1,47x10°, [1,96x10°, [1,96x10°, [1,96x10°, [1,96x10°, [1,96x10°,  [1,96 x10°,
4,05x10°] 4,05x10°] 4,05x10°] 4,05x10°] 4,05x10°] 4,05x10°] 4,05x10°] 4,05x10°] 4,05x10°] 4,05x10°] 4,05x10°]  4,05x10°]

Esp O [1,76 x10°, [6,88x10°, [1,76 x10°, [8,07 x10°,  [4,04 x10°, [4,04x10°, [5,67 x10°, [5,84x10°  [3,77x10®°, [5,39x10° [6,19 x10®°, [8,07 x10~,
1,21 x10%]  2,41x10°] 7,99x10°] 2,06x10°] 1,11x10°] 1,11x10°] 2,41x10*] 2,71x10"] 1,25x10%] 1,41x10"] 9,78x10°] 2,71 x10™]

_ [1,81x10°, [1,81x10®°, [1,81x10°, [1,81x10°, [1,36x10° [1,36x10®°, [1,81x10®°, [1,81x10° [1,81x10®°, [1,81x10° [1,81x10°,  [1,81x10°,
3,74x10°] 3,74x10°] 3,74x10°] 3,74x10°] 3,74x10°] 3,74x10°] 3,74x10°] 3,74x10°] 3,74x10°] 3,74x10°] 3,74x10°] 3,74 x10°]

LM © [2,94 x10°, [2,94x10°, [1,47x10°, [1,47x10°, [1,10x10°, [1,10x10°, [1,47x10° [1,47 x10®°, [1,47x10°, [1,47 x10®°, [1,10x10°  [2,94 x10°,
7,89x10°] 7,89x10°] 7,89x10°] 7,89x10°] 3,95x10°] 3,95x10°] 3,95x10°] 3,95x10°] 3,95x10°] 3,95x10°] 3,95x10°] 7,89 x10°°]

OLE® [4,89 x10°, [4,89x10°, [4,89x10° [4,89x10°  [3,7x10°  [3,7x10° [4,89x10° [4,89x10° [4,89x10° [4,89x10° [4,89x10°  [4,89x10°,
1,01x10°] 1,01x10°] 1,01x10°] 1,001x10°]  1,1x10°] 1,1x10°] 1,01x10°] 1,01x10°] 1,01x10°] 1,01x10°] 1,01x10°] 1,01 x10°]

% de IDA (Intervalo)

% IDA (Intervalo)

% IDA (Intervalo)

% IDA (Intervalo)

% IDA (Intervalo)

% IDA (Intervalo)

Mediana Pior Caso Mediana Pior Caso Mediana Pior Caso Mediana Pior Caso Mediana Pior Caso Mediana Pior Caso

ERI® [0,28,058] [0,28,0,58 [0,28 058 [0,28, 0,58 [0,21,0,58 [0,21,0,58] [0,28,0,58] [0,28,0,58] [0,28,058 [0,28 0,58 [0,28,0,58] [0,28, 0,58]
ESP® [0,04,0,24] [0,14,0,48] [0,04,0,16] [0,16,0,41] [0,01,0,02] [0,01,0,02] [0,11,0,48] [0,12,0,54] [0,08,0,25] [0,11,0,28] [0,12,0,20] [0,16, 0,54]
TiL®  [0,06,0,12] [0,06,0,12] [0,06,0,12] [0,06,0,12] [0,05,0,12] [0,05,0,12] [0,06,0,12] [0,06,0,12] [0,06,0,12] [0,06,0,12] [0,06,0,12] [0,06, 0,12]

TILM©  [0,07,0,20] [0,07,0,20] [0,04,0,20] [0,07,0,20] [0,03,0,10] [0,03,0,10] [0,04,0,10] [0,04,0,10] [0,04,0,10] [0,04,0,10] [0,03,0,10] [0,07, 0,20]

® Todos os valores de concentracdo do residuo foram definidos como LOD/2.
®) valores quantificaveis, ndo quantificaveis e ndo detectaveis do residuo foram definidos como o valor quantificado, LOQ/2 e LOD/2, respectivamente.
© valores detectaveis e ndo detectaveis do residuo foram definidos como LOD e LOD/2, respectivamente.

Fonte: (Da autora, 2019).
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Como a OLE n&o possui IDA estabelecida, foram calculados apenas os
valores da exposicéo dietética diaria. O resultado ndo foi comparado a nenhum valor
de orientacdo para avaliar possibilidade de risco. Porém, a estimativa de exposi¢cao
foi calculada considerando LOD/2 para todas as amostras, uma vez que o residuo
nao foi detectado.

No primeiro cendrio de consumo, as exposi¢des diérias foram calculadas de
forma especifica para meninas e meninos. Nenhum valor calculado excedeu o valor
de IDA estabelecido. Todas as amostras, independente de marca e fabricante,
apresentaram valores bem abaixo do valor de orientacao (IDA).

A partir dos valores obtidos foi possivel observar que os lactentes estdo mais
expostos quando fazem uso de formulas infantis do tipo 1, de uma forma geral
(considerando todas as marcas), sendo a utilizagcdo no 2° més de vida o periodo
mais critico. Como exemplo, o Gréfico 3 apresenta a tendéncia da exposi¢cao pelas
estimativas das exposi¢des diarias a ESP em mg/kg (eixo vertical), em relacédo a
idade do lactente e tipo de formula infantil (eixo horizontal), para meninas e meninos
nas diferentes marcas, considerando o pior caso, ou seja, a maior concentracao nos

diferentes lotes.

Grafico 3 - Tendéncia de estimativa de exposicao diaria a ESP (mg/kg) de acordo
com a idade do lactente e o tipo de formula infantil para amostras do fabricante 1,
marca A (a), fabricante 1, marca B (b), fabricante 2, marca A (c), fabricante 3, marca
A (d) e fabricante 3, marca B (e) (continua)
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Grafico 3 - Tendéncia de estimativa de exposicdo diaria a ESP (mg/kg) de acordo
com a idade do lactente e o tipo de férmula infantil para amostras do fabricante 1,
marca A (a), fabricante 1, marca B (b), fabricante 2, marca A (c), fabricante 3, marca
A (d) e fabricante 3, marca B (e) (conclusao)
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Fonte: (Da autora, 2019).

Os graficos nos mostram também que as meninas estdo sujeitas a uma
exposicdo mais alta que 0os meninos, uma vez que seus pesos médios, segundo a
OMS, possuem valores um pouco mais baixos. Outra observacao importante a partir
do grafico (c) foi que mesmo com uma concentracao fixa de ESP, uma vez que
todos os valores foram determinados por LOD/2, pois ndo houve deteccdo de
residuo para o fabricante 2 da marca A, a mesma tendéncia de uma exposi¢do mais
alta nos primeiros meses, principalmente no segundo més, também foi verificada.
Essa caracteristica deve-se ao fato destes produtos atenderem, por si sO, as
necessidades dos lactentes, podendo ser a Unica fonte de nutrientes até seis meses
de vida, ou seja, ha um grande consumo destes produtos por unidade de massa
corporal. O mesmo panorama ndo foi observado nas exposicdes pelo uso de
férmulas do tipo 2, uma vez que sdo produtos utilizados como alimento
complementar apds o sexto més e nao foi considerado neste estudo o restante da
alimentacéo dessa populacao.

Os resultados da avaliacdo de exposi¢cdo de acordo com o segundo cenario
de consumo, que considera um consumo de 750 mL de férmula infantil por dia por
um lactente de 3 meses e 5 kg, variou de uma forma geral (considerando todas as
marcas) segundo a Tabela 27, calculadas exclusivamente para as formulas do tipo
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1. Estes valores ndo excedem os valores calculados no primeiro cenério de
consumo dentro da mesma faixa etéria, resultado coerente, uma vez que a indicacéo
de consumo é um pouco maior, 920 mL de férmula/dia considerando 5,8 kg para

meninas e 6,4 kg para meninos.

Tabela 27 - Comparacéo geral, considerando todas as marcas, entre as avaliacdes
das exposicOes dietéticas diarias estimadas pela concentracdo mediana e pelo pior
caso (maior concentracdo verificada entre os lotes das amostras) no primeiro e
segundo cenarios de consumo

Intervalo (ou valor tnico ®) do valor da exposicéo diaria em relacdo a IDA (%)

Célculo pela mediana Célculo pelo pior caso
1° Cenario (%) 2° Cenério (%) 1° Cenario (%) 2° Cenario (%)
ERI 0,41 -10,49 0,43 0,41 -0,49 0,43
ESP 0,02 -0,41 0,02 - 0,36 0,02 - 0,46 0,02 - 0,36
TIL 0,09 -0,11 0,09 0,09 -0,11 0,0925
TILM 0,07 - 0,15 0,07 - 0,15 0,07 - 0,15 0,073 -0,146
7,2x10°) - 7,2x10°) -
OLE ® ( _6) 7,5%10° ( _6) 7,5x10°
(8,6 x 10°%) (8,6 x 10°)

® Para casos nos quais foram utilizados 0 mesmo valor de concentracéo do residuo, mesmo valor de
consumo e mesmo peso para todas as marcas e que, consequentemente, os resultados da avaliacéo
da exposicao se mostraram iguais.

®) valor da exposicdo diaria estimada, uma vez que o analito ndo possui valor de IDA definido.

Fonte: (Da autora, 2019).

Os dados de peso e consumo sao determinantes para a qualidade do
resultado da avaliagdo da exposicdo. Os dados de consumo utilizados para a
estimativa da exposicdo dietética efetuada nesta dissertagcdo foram obtidos dos
rétulos das formulas infantis, uma vez que as instrucées para uso e preparo destes
produtos deve estar de acordo com as recomendacfes da OMS e assumiu-se como
premissa que as maes seguem essas recomendacdes (BRASIL, 2011a; BRASIL,
2011b). Spungen et al. (2018), também estimaram a exposi¢cdo de lactentes a 3 -
monocloro - 1, 2 - propanediol e ésteres de glicidil em férmulas infantis empregando
valores de consumo baseados nas médias estimadas das necessidades enérgicas
de cada faixa etaria pela FAO/WHO e os pesos corporais medianos padrdes. Ha
também a possibilidade de uso de estudos de dieta total que sdo baseados na
populacdo como um todo, além de estudos que levantam dados de consumos
individuais. Martins et al. (2013) e Niu et al. (2015) conduziram um estudo de
avaliacdo da exposi¢cao ao mercurio e ao bisfenol A, respectivamente, a partir do uso

de formulas infantis, utilizando valores de consumo baseados na populagcdo como
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um todo. Em contrapartida, Morisset et al. (2013) e Ojuri et al. (2018) utilizaram
estudos que levantaram dados de consumo individuais para avaliacdo da exposi¢céo
de lactentes ao mercurio e as micotoxinas com a utilizacdo de férmulas infantis

Valores de concentracdo ndo quantificaveis e nédo detectaveis sdo um ponto
critico na estimativa da avaliacdo da exposicao dietética. Os métodos de triagem
precisam superestimar as exposicbes de consumidores utilizando suposicoes
conservadoras em termos de consumo e concentragdo do residuo para rastrear
casos em que representem preocupacdo e precisem de uma avaliacdo mais
detalhada e refinada. A menos que nao seja possivel a presenca de algum residuo,
por exemplo, nos casos em que a substancia ndo é registrada ou que seu uso seja
proibido, ou ainda em situacbes em que sejam totalmente removidos no
processamento, € que deve-se presumir que as amostras estao livres do residuo.
Caso contrario, deve-se considerar valores que ndo foram quantificados ou
detectados como abaixo de LOQ e LOD, respectivamente. Para atribuir valores
nesses casos, uma opcao é utilizar LOQ/2 e LOD/2. Assumiu-se um valor mediano
em cada conjunto de concentracbes, uma vez que devido ao grande numero de
dados abaixo de LOQ e LOD, estes valores distorceriam a média dos resultados
(FAO/WHO, 2009b).

Um fator limitante no desenho do estudo efetuado foi 0 nUmero de amostras
de cada marca (n=3). Para superestimar a avaliacdo de exposicdo através do
consumo, além da mediana, adotou-se também a concentracdo mais alta do
conjunto de valores de cada marca (pior caso) com o0 objetivo de ser mais
conservador na selecao dos dados, uma vez que os consumidores alvo pertencem a
um grupo critico por sua vulnerabilidade.

Todos os resultados calculados da exposicdo dietética ficaram abaixo dos
valores de IDA, o que ndo sugere uma preocupacao potencial, pois a IDA é definida
de forma a proteger a vida humana em situacdes de exposicdo regular. Para o
estabelecimento da IDA para produtos de uso veterinario microbiologicamente
ativos, além dos efeitos toxicoldgicos e farmacoldgicos, € preciso considerar os
efeitos prejudiciais desses ativos na microbiota intestinal. Os valores de IDA para a
ESP, TILM, ERI e TIL foram estabelecidos considerando estes efeitos, porém estes
valores sdo aplicados a populagdo geral, ndo considerando subpopulacdes
especificas (FAO/WHO, 1998; FAO/WHO, 2009c; FAO/WHO, 2006c; FAO/WHO,
2009d; FAO/WHO, 2009¢; BOOBIS et al., 2017).
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Como as estimativas de exposi¢ao obtidas foram inferiores as IDAs, nenhuma
informacdo adicional sobre caracterizacdo do risco precisa ser fornecida, porém a
deteccdo de residuos de produtos de uso veterinario em produtos processados
contendo ingredientes de origem animal sugere a possibilidade da presenca de seus
metabdlitos ou produtos de degradacdo para os quais ndo ha avaliagbes para a
definicdo de valores de orientacdo(FAO/WHO, 2009d; BOOBIS et al., 2017).

Em se tratando de férmulas infantis, que ndo possuem LMRs ou tolerancias
definidas para residuos de antimicrobianos pelas regulamenta¢fes atuais, ndo deve
haver presengca destas substancias nestes produtos. Mesmo que os valores
estimados de exposicdo estejam abaixo da IDA, as deteccdes de ESP e TILM
configuram uma ndo conformidade com a legislacdo brasileira. Visto que lactentes
podem apresentar algum tipo de efeito adverso a partir de doses mais baixas
quando comparadas aos adultos é fundamental que sejam definidos valores de
orientacao, isto €, niveis seguros de exposicdo para residuos de antimicrobianos,
especificos para essa subpopulacao.

A avaliacdo da exposicdo foi realizada com a caracteristica de ser uma
avaliacdo pos-regulacdo, em amostras comercializadas na cidade do Rio de Janeiro.
Utilizou-se uma abordagem de triagem mais refinada, por considerar subpopulacdes
especificas, com idades especificas, em diferentes cenarios de consumo e
abordagens de concentracfes. Assumiu-se a premissa da possibilidade da presenca
de residuos baseado no fato de que estudos ja evidenciaram a presenca de
macrolideos em leite, matéria-prima empregada na producao das formulas infantis
(COSTA, 2014). Nao foi abordada nesse trabalho a coexposicdo a mais de um
macrolideo em uma mesma amostra. Estudos considerando este aspecto devem ser

valorizados e estdo em discussao (OECD, 2018).
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5 CONCLUSAO

Os macrolideos sdo antimicrobianos amplamente utilizados na pecuéria
leiteira e possuem LMR estabelecidos para leite. Entretanto, como n&o ha limites ou
tolerdncias estabelecidas para férmulas infantis na legislacdo brasileira, estes
produtos precisam ser livres de residuos.

Um método analitico foi validado com sensibilidade compativel ou superior
aos métodos até o momento encontrados na literatura para a analise de residuos de
cinco macrolideos em formulas infantis para lactentes e de seguimento para
lactentes. Valores de LOQ e LOD foram suficientemente baixos para quantificar ou
detectar residuos de ESP em 22 amostras e TILM em 8. Em um total de 30 amostras
analisadas, 23 apresentaram pelo menos 1 dos antimicrobianos pesquisados e
portanto, estavam nado conformes. Os resultados da avaliacdo de exposicao,
calculados separadamente para cada analito pesquisado, ndo sugeriram uma
preocupacado potencial pelo consumo de férmulas infantis por lactentes. Estudos
considerando os efeitos da exposi¢do simultdnea a multiplos residuos precisam ser
efetuados.

Por se tratar de produtos destinados a uma populacdo mais sensivel a
presenca de residuos, as agéncias reguladoras e fiscalizadoras precisam otimizar o
uso de antimicrobianos em animais em lactacdo e restringir o uso do leite
proveniente de animais que foram tratados com esses medicamentos para a
producdo das formulas infantis. O periodo de caréncia dos produtos a base de
antimicrobianos usados em animais produtores de leite é estabelecido considerando
o LMR para a matriz leite cru e ndo engloba produtos processados que empregam o
leite como matéria prima, como as férmulas infantis. Os macrolideos presentes no
leite utilizado para a producdo de féormulas infantis podem resistir as etapas do
processamento e estarem presentes no produto final, como verificado neste
trabalho. Portanto, o periodo de caréncia para produtos antimicrobianos utilizados
em animais que produzem leite destinado a fabricacdo de formulas infantis precisa
ser diferenciado. Outra alternativa para evitar a presenca de residuos nestes
produtos seria 0 uso de leites provenientes de produc&o organica.

Até o presente momento, segundo meu conhecimento, este € o primeiro
estudo abordando avaliacdo da exposi¢cdo dietética aos antimicrobianos a partir do

uso de formulas infantis.
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