Drogas veterinarias

Sustancia aplicada o administrada un animal
destinado a la produccion de alimentos, tanto con
fines terapéuticos, profilacticos como de diagndstico, o
para modificar las funciones fisiologicas o el
comportamiento, incluyendo la manipulacion genética.

Residuos de drogas veterinarias.

Sustancia que permanece en el organismo como
consecuencia de un tratamiento.

Incluye los productos originales y sus metabolitos en
cualquier porcidon comestible del producto animal;
asi como los residuos de impurezas relacionados con €l
medicamento veterinario correspondiente.



Bases Técnicas

Frente a todo caso donde la tecnologia quimica, deja
residuos o producto de transformacion en los tejidos
animales, que sucedaneamente son también
alimentos para el ser humano, deben hacerse tres
preguntas:

« ¢;Una simple molécula del producto es suficiente%/
tiene efecto para producir mutaciones en el ADN*

¢ Qué relacion tiene el nivel de residuo acumulado con
las dosis toxicas?

- ¢las técnicas analiticas son confiables en selectividad
y sensibilidad para detectar el producto en los tejidos
animales?



Anabodlicos.

Los anabdlicos se suministran al ganado para mejorar su
relacion de carne a grasa, produciendo aumentos en la
ganancia de peso y una mejora en la conversion del alimento
por el animal.

Relacién entre utilizacion de nitrogeno en la
alimentacion y edad de terneros.
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Implante de 1703 estradiol 20mg y acetato de trembolona 140mg.
van der Wal P y Berende P.L.M. 1983.



Clasificacion:

 Hormonas naturales: testosterona, 17 estradiol, progesteroa,
esirona.

« Xenobiodticos no estilbenos: zeranol, trembolona, melengstrol.
» Estilbenos: dietilestilbestrol (DES), hexoestrol, dienestrol.

« Beta agonistas: clembuterol, cimaterol, mabuterol,
ractopamina, salbutamol.

« Hormonas del crecimiento: somatotropina y compuestos
relacionados.



Modo de accion.
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Efectos Toxicos.

Actividad epigenica: se unen a los receptores celulares
gue reaccionan con el metabolismo proteico,
favoreciendo: el crecimiento y la multiplicacion celular.
(Zeranol)

Actividad mutagénico y carcinogeénico: actuan sobre el
genoma ocasionando mutaciones, pueden transmitirse a
la progenie, generacion de tumores. (DES)

Factor de seguridad: 100 - 1000



Nivel de Dosis Sin Efecto Observable (NOEL)
en el caso de anabdlicos: la mas alta dosis que no presente
ningun efecto hormonal NHEL.

Ingesta Diaria Aceptable (ADI):
maxima cantidad del medicamento que se puede recibir sin
ningun tipo de manifestacion toxicologica.

ADI = NHEL / Factor de seguridad

Limite Maximo de Residuos (LMR):
maximo nivel de residuos que se puede aceptar en un
determinado alimento para que un humano que lo consume en
forma normal y abundante no supere el ADI para la droga en
cuestion

LMR = ADI * peso corporal / Volumen de alimento ingerido por dia



Plan Nacional de control de residuos e higiene en
alimentos (CREHA) SENASA

Control en plantas productoras de alimentos:

 permite determinar el grupo de residuos que entrana mayor
riesgo para la salud publica.

« cumplir con las exigencias y los LMR admitidos por las
legislaciones y normas nacionales e internacionales vigentes.

» Determina la cantidad de muestras a analizar para cada
contaminante en una dada matiz.

* Recomienda técnicas

« Especifica el limite de deteccidn que deben cumplir.

 Determina el nivel de residuos a partir del cual se deberan tomar
acciones correctivas o sanciones.

 Este plan se modifica ano a ano.




Anabolicos:

El Plan 2005 indicaba el analisis de 1800 muestras de clenbuterol
y 600 de zeranol en bovinos.

Durante el 2005 en bovinos se encontraron 2 muestras positivas de

clenbuterol sobre 1275 muestras analizadas y 1 de zeranol sobre
261 muestras.

Por esto el Plan 2006 se indico un incremento a 2100 muestras de
clenbuterol y 1200 de zeranol en bovinos.
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Antecedentes conflictivos

En la decada del ‘50 se utilizaba el DES en mujeres

como terapeutica endocrinoldgica en tratamiento de
disfunciones estrogénicas.

En las décadas del ‘60 y ‘70 comenzaron a
detectarse vinculaciones con alteraciones
tumorales de transmision hereditaria. EE.UU.

En 1977 se detectd en 150 nifios, telarquias. Se lo
relaciond con derivados carneos de pollo y
terneras. Italia

~ En 1980, 450 muestras de "Baby food” se
encontraron contaminadas con DES. Italia

En 1982 se denuncia una insidencia importante de
contaminacion de alimentas con estrégenos
(supuestamente DES). Se denuncian mas de 450
casos de telarquias prematuras en nifios. Pto. Rico

En 1990,135 casos de intexicacion ﬁa}-z:;nnsumﬂ de
higado bovino, fueron detectados. Se identifico
Clembuterol en orina de pacientes y en el higado

Anabdlicos. Legislacion.

consumido. Espafia.

Unidn Europea: Se prohibe el uso de
anabalicos desde 1988. Se extiende ésta
politica a ofros paises que deseen exportarle.

Estados Unidos: El DES esta prohibido
desde 1971. El Zeranol fue registrado en 1969
y la Trembolona, finalmente, en 1987. Los
anabdlicos permitidos son ampliamente
usados en ese pais.

Argentina: Desde 1961 se prohibe el uso de
estrogenos naturales y sintéticos, pero no de
andrégenos. El Zeranol y la Trembolona estan
permitidos tomando un periodo de retiro de 60 |
dias antes de |a faena. En 1992 se dicto una
resoluciéon que permite mediante controles
satisfacer las normas de impartacion de la
Union Europea.




Analisis de Residuos.

Farmacocinetica. Para establecer tiempos de
espera.

Biodistribucion. Para elegir la mejor matriz de
analsis.

Metabolitos. Para determinar el analito a detectar.

!

Desarrollo de técnicas selectivas y
sensibles.




Farmacocinética.

Absorcion. Via. gastrointetinal, piel, pulmones, etc.

Circulacion y distribucion. Depende de:

permeabilidad de la membrana, canales, hidrofilicidad
del compuesto, tamano y carga electrica, circulacion

sanginea del organo, acumulacion en tejido adiposo.

Metabolismo o biotransformacion. Principalmente
en higado, aumenta la solubilidad en agua y la
excrecion.

Excrecidn. A través rifiones (orina), intestino (heces),
pulmones (exhalacion), glandulas mamarias (leche).



Farmacocinética de implante de Zeranol.

Grafico 1: Promedic total del 3H Zeranal
residual en tefidos,
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Farmacocinética de clembuterol en bovinos

De tres novillos Holando-Argentinos, de

450kg, dos fueron tratados con clembuterol.
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Por analisis de residuos de clembuterol en pelo fue posible

distinguir el uso terapéutico del anbolizante.



Biodistribucion.

Dependencia de las caracteristicas del
compuesto, hidrofilicidad.

Depende de la especie animal.

Determina la matriz de analisis.



FITOESTROGENOS DE LA SOJA EN PRODUCTOS

AVICOLAS. BIODISTRIBUCION.

Genisteina PM: 270

Daidzeina pPM: 254

Daidzein pg/g

Genistein pg/g

Testiculo 0,394 0,123 0,293 0,113
Cerebro 0,082 0,020 0,074 0,022
Pulmén 0,041 0,013 0,028 0,005
Higado 0,325 0,119 0,187 0,026
Rifiones 0,057 0,013 0,049 0,018
Corazén 0,029 0,004 0,018 0,001
Pechuga 0,041 0,006 0,027 0,003
Muslo 0,037 0,012 0,022 0,001




Metabolismo.

...son los procesos enzimaticos a los que se ven
sometidos los xenobidticos en el organismo
tendentes. en general. a su eliminacion y
neutralizacion

- Reacciones de biotransformacion

’ xenobiotico
Fasel FASE 1
m“‘;';;!““ Oxidaciones, reducciones o hidrélisis que
P convierten los xenobidticos en metabolitos mas
Fase Il ) polares.
conjugado
ﬂ FASE 2
EXCRECION

Conjugacion de los xenobioéticos, o sus
metabolitos, con moléculas endégenas polares.



Fase I del metabolismo de xenobioficos

Oxidacion Citocromao P-450
Flavin monooxigenasa

Alcohol deshidrogenasa
Aldehido deshidrogenasa

Xantina oxidasa

Reduccion Citocromo P-450
Hidrahisis Esterasas
Hidratacion Epoxido hidratasa
Isomerizacion Isomerasas
piel pulmon S
intestino rifion | peduccion hidrolisis
peroxidacion
FMN-
oxidacion
Higado P450

Tejidos de metabolizacion Enzimas de fase I



Enzimas de Fase II

Enzima

Conjugacion con glucuronico

R-0H + UDP-glucurénice — R-O-glucurénico + UDP

Sustrato endogenao LA 0 i s R o8 S

UDP-glucuroniltransferasa
TUDP-glucosiltransferasa
Sulfotransferasa
Acetiltransferasa
Metiltransferasa

CGlutation S-transferasa

N-aciltransferasa

R-NH, + UDP-glucurémico — R-NH-glucuréenico + TUDP
L-Dp—glu‘:ur'ljuj.cﬂ R-5H + UDP-glucurénice — R-S-glucurénico + UDP

UDP-glucosa

3-Fosfoadenosin-S-fosfosulfato

Acefil-coenzima A Conjugaciéon con sulfato
S-adenosilmetionina (SANME)

50, + ATP— adenosin-5-fosfasulfate (APS) + PPi
Glutation

Aminodcidos (gly, gln)

APS5+ ATP — 3-fosfoadenosin-5-fosfosulfato (PAPS) +ADP

R-OH + PAPS — R-O-SO4H + PAP

R—Z‘I‘Q—H +PAPS— R-_"IJ—SO3H + PAP
R R’



Estudios de Metabolitos.

La molécula de una droga puede S\ / an
. . M H—CH.—N—C—CH, OHN 1={Hy=N=—C~CH,
sufrir muchos cambios en el SO e T
animal vivo. L N-OHCL
Do ~Drré
(0] ﬁIi —th—tr—(%gm (N TH—'L Ho= T —c.\;;.:.»i,
a OH H s . OH H 3
NO-CL NO-CL

Fiz. 1. Structures of CL and MN-oxidized metabelites of CL.
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Analisis de Residuos.

Técnicas de monitoreo y confirmacion.

Técnicas selectivas y sensibles.

Immunoldgicas: RIA, ELISA.

Cromatograficas: HPLC- UV, MS, Fluorescencia.



Desarrollo de técnicas para la determinacion de
residuos de drogas veterinarias.

Enzimoinmunoensayo para clembuterol.

Acoplamiento
<>@ Clemb-FA de Clemb. a Enzimas.

#

EIA por titulacion de
anticuerpos.

¢ ) e
‘o :> —C 9,
/- ©
1,2
1
§ 0,8 \\\
[=2]
5 06
2 04 AN
? 02 o T
>y
0 ‘ ‘
0,00001  0,0001 0,001 0,01 0,1
ng/100ul Clembuterol

O
—<<>@@
e e
o

Curva de calibracién 0,01- 0,0001ng/100ul de clembuterol.




ANALISIS DE FITOESTEROLES EN TEJIDOS ANIMALES CON ALTO
CONTENIDO DE COLESTEROL POR HPLC-APCI-MS.

Transiciones ms'-ms?
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[100.00-400.00] MS dil1




El comité de expertos dependiente de la FAO
y la OMS, incluye la dexametasona entre las
sustancias a reevaluar, para fijar nuevos
limites maximos de residuos aceptados

internacionalmente.

393 m/z > 373 m/z

Dexametasona

Dexamethasonc

Relative Abundance

1 00;

95;
90;
85;
80%
3
73
65;
60%
55;
50;
45;
]
35%

30

Dexa #834 RT:3.37 AV:1 NL:7.73E1
T: ITMS + ¢ APCl corona Full ms2 393.10@cid22.00 [200.00-400.00]

319.18

23923 279.01

286.14 307.23

265.32

355.40
349.30

333.10

365.32

37322

T T T T [ T 1
220 240 260 280 300 320

m/z

340 360

L L L N AL
380

1
400




Residuos de drogas veterinarias. Tendencias.

Los LMR estan siendo revisados continuamente, de
acuerdo con la introduccion de nuevas técnicas de analisis.

En Argentina existe una dependencia de la legislacion con
los paises compradores, en las exigencias sobre los
analisis de residuos. Nuevas técnicas, que requieren
qu:pamiento costoso. Limitacion en la capacidad de
analisis.

Protocolos de produccion vinculados a sistemas de control,
gue permita el analisis en etapas anteriores de la
produccion, donde técnicas de menor sensibilidad puedan
ser eficientes. Atacar el problema donde sucede y no donde
se lo detecta.

Desarrollo de metodologias rapidas o alternativas.
Biosensores.




Residuos de drogas veterinarias. Tendencias.

Introduccion de nuevas matrices de analisis debido a un
mayor conocimiento sobre acumulacion y metabolismo de
las sustancias.

Nuevos alimentos, cultivos regionales, aportaran nuevas
matrices de analisis de residuos.

Es de esperarse que la exportacion apunte a productos con
mayor valor agregado, mayor industrializacion de los
alimentos. Nuevas matrices: analisis de alimentos
procesados.

La produccion intensiva va a requerir de la introduccion de
nuevas tecnologias. Controles a los suplementos
veterinarios.




