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AVALIACAO DA GENTAMICINA APLICADA EM OVOS DE AVES
REPRODUTORAS PESADAS E SEU EFEITO RESIDUAL NOS TECIDOS

RESUMO - A preocupacgdo da industria avicola em manter altos indices de
produtividade e de seguranga dos alimentos fez com que surgissem acgdes
preventivas a fim de evitar a introducdo de patdgenos no sistema avicola. O
uso de gentamicina associada a vacinagdo in ovo tem sido amplamente
utilizada com essa finalidade. Neste particular, sdo escassas as informacdes
disponiveis na literatura acerca da seguranga clinica e alimentar da
gentamicina quando aplicada in ovo. Diante disto, dois experimentos foram
conduzidos para avaliar o efeito da administracdo da gentamicina em ovos de
reprodutoras pesadas nos parametros fisicos, hematologicos e bioquimicos, e
também a permanéncia desse antimicrobiano nos tecidos de frangos de corte.
No primeiro estudo, foram utilizados 200 ovos de matrizes da linhagem Cobb e,
aos 18 dias de incubagao, 100 ovos receberam apenas a vacina contra a
doenca de Marek (GC) e os outros 100 receberam a vacina juntamente com
0,22mg/ovo de sulfato de gentamicina (GT). Apds o nascimento (DO), foram
realizados exames fisicos nos momentos D+3, D+6, D+10, D+14 e D+21 (3, 6,
10, 14 e 21 dias apds o nascimento, respectivamente), assim como exames
complementares em D+6, D+10, D+14 e D+21. Os parametros fisicos
compreenderam pesagem, avaliagao da condi¢gao corpdrea, comportamento,
postura/marcha, respiracao, apetite, excretas, penas e pele, bem como sinais
de intoxicacdo. Quanto aos parametros laboratoriais, foram determinados o
hemograma completo e as provas bioquimicas séricas [ureia, acido urico,
aspartato aminotransferase, alanina aminotransferase (ALT), gama
glutamiltransferase (GGT), creatina quinase, albumina e proteinas plasmaticas
totais]. Os resultados foram submetidos a analise estatistica por meio do
procedimento general Linear Models (GLM) do SAS com pdés-teste de Tukey,
considerando o nivel de significancia de 5%. Em ambos os grupos, todas as
aves se apresentaram saudaveis ao longo do estudo e o peso corporal médio
nao diferiu estatisticamente entre GC e GT. No hemograma, apesar das
variagbes dentro do mesmo tratamento, ndo foram observadas diferencas
significativas entre os grupos. No D+10, o grupo controle apresentou niveis de
GGT acima dos encontrados pelo grupo tratado (p<0,05), entretanto, as
concentracbes médias de GC (23,67+8,97 UI/LL) e GT (12,50+6,64 UI/L)
permaneceram dentro dos limites fisioldgicos para a espécie (9-30 UI/L). Os
valores de ALT diferiram significativamente em D+14, com valores em GC
(138,75£142,66 UI/L) superiores aos do GT (26,00+20,42 Ul/L), no entanto, o
segundo permaneceu dentro da faixa de normalidade (19-50UI/L). Para os
demais parametros bioquimicos, ndo foram observadas diferencgas
significativas entre os grupos. Ja no segundo experimento, foram incubados
200 ovos, oriundos de matrizes da linhagem Cobb. Aos 18 dias de incubacéo,
todos o0s ovos receberam a vacina juntamente com 0,22mg/ovo de
gentamicina. Apds o nascimento, os animais foram distribuidos aleatoriamente
em repeticdes de seis animais cada, compondo cinco grupos de abate (grupos
A, B, C, D e E). Cada grupo teve suas aves abatidas nos momentos D+14,
D+21, D+28, D+35 e D+42 (14, 21, 28, 35 e 42 dias de idade,
respectivamente). Realizou-se o abate dos animais via deslocamento cervical e
foram colhidas amostras de musculo, pele/gordura, figado e rim. A



quantificacdo de gentamicina e seus metabdlitos (C1, C1a, C2 e C2a) nos
tecidos foi realizada via técnica de cromatografia liquida com deteccédo por
espectrometria de massas, metodologia esta previamente validada. As
quantificacbes observadas foram submetidas a método estatistico
recomendado pela European Medicines Agency para determinagédo do periodo
de caréncia. Para o musculo e para pele/gordura, todas as amostras avaliadas
durante o estudo apresentaram quantificagdo de gentamicina abaixo do limite
maximo permitido. Verificou-se que, nas matrizes figado e rim, a gentamicina
apresentou maior tendéncia ao acumulo, com maior permanéncia no tecido
renal. O periodo de caréncia foi de 16,8 dias para as matrizes musculo e
pele/gordura. Ja para as matrizes rim e figado, o periodo de retirada foi de 25,2
dias (26 dias), periodo este inferior ao tempo de abate para frangos de corte no
Brasil (35 a 42 dias). Concluiu-se que a administracdo de 0,22mg/ovo de
gentamicina associada a vacina de Marek ndo causou alteracdes fisicas e
clinicas significantes quando administrada em ovos de aves reprodutoras
pesadas e que sua utilizacao nao gera residuos em carne de frangos.

Palavras-chave: frangos de corte, gentamicina, ovos, seguranca clinica,
residuo tecido
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EVALUATION OF GENTAMICIN APPLIED IN EGGS OF BROILER
BREEDERS HENS AND ITS RESIDUAL EFFECT IN TISSUE

ABSTRACT - The concern of the poultry industry to maintain high levels of
productivity and food security has spurred preventive actions in order to prevent
the introduction of pathogens in the poultry system. The use of gentamicin
associated with in ovo vaccination has been widely used for this purpose. In
particular, there is little information available in the literature about the clinical
and food safety of gentamicin when applied in ovo. Given this, two experiments
were conducted to evaluate the effect of the administration of gentamicin in
eggs of breeders in physical, hematological and biochemical parameters, as
well as the permanence of this antimicrobial in broiler tissues. In the first study,
200 eggs of Cobb arrays were used and, in the 18th day of incubation, 100
eggs received only vaccination against Marek's disease (CG) and the other 100
received the vaccine with 0.22mg/egg of gentamicin sulfate (GT). After the birth
(DO), physical examinations were performed at times D+3, D+6, D+10, D+14
and D+21 (3, 6, 10, 14 and 21 days after birth, respectively), as well as
additional tests on D+6, D+10, D+14 to D+21. The physical parameters covered
weighing, evaluation of body condition, behavior, posture/gait, breathing,
appetite, feces, feathers and skin, as well as signs of intoxication. As for the
laboratory parameters, the complete blood count and serum biochemical tests
[urea, uric acid, aspartate aminotransferase, alanine aminotransferase (ALT),
gamma glutamyl transferase (GGT), creatine kinase, albumin and total plasma
proteins] were determined. The results were statistically analyzed using the
General Linear Models Procedure (GLM) of SAS with Tukey's test, with a
significance level of 5%. In both groups, all birds showed healthy throughout the
study and the average body weight was not significantly different between GC
and GT. In the complete blood count, despite variations within the same
treatment, no significant differences between groups were observed. At D+10,
the control group had levels of GGT above the ones found in the treated group
(p<0.05). However, the average concentrations of GC (23.67+8.97 Ul/L) and GT
(12.50+6.64 UI/L) remained within the physiological limits for the species (9-30
UI/L). ALT levels were significantly different in D+14, with values in GC
(138.75£142.66 UIl/L) greater than the ones in GT (26.00£20.42 UIl/L), but
remained within the second normal range (19-50 UI/L). For other biochemical
parameters, no significant differences between groups were observed. In the
second experiment, 200 eggs from Cobb lineage were incubated. After 18 days
of incubation, all eggs received vaccine coupled with 0.22mg/egg of gentamicin.
After birth, the animals were randomly distributed in equal groups of six animals
each, composing five slaughter groups (Groups A, B, C, D and E). Each group
had their birds slaughtered in times D+14, D+21,D+28, D+35 and D+42 (14, 21,
28, 35 and 42 days respectively). We carried out the slaughter of animals via



Vii

cervical dislocation and muscle, skin/fat, liver and kidney samples were
collected. The quantification of gentamicin and its metabolites (C1, C1a, C2 and
C2a) in the tissue was conducted by means of the technique of liquid
chromatography with detection by mass spectrometry, methodology which was
previously validated. The measurements observed were submitted to statistical
method recommended by the European Medicines Agency for the
determination of the grace period. For muscle and skin/fat, all samples
evaluated during the study presented quantification of gentamicin below the
maximum allowed limit. It was found that in the liver and kidney matrices
gentamicin showed a greater tendency to accumulate with greater permanence
in the renal tissue. The grace period was 16.8 days for matrices of muscle and
skin/fat. As for the kidney and liver matrices, the withdrawal period was of 25.2
days (26 days), inferior to the slaughter time for broilers in Brazil (35-42 days).
Thus, one concludes that the use of 0,22mg/egg of gentamicin coupled with
Marek’s vaccine did not cause significant physical and clinical alterations when
administered in eggs of breeding heavy birds and that its use does not spawn
residues in broiler meat.

Keywords: broiler, gentamicin, eggs, clinical safety, tissue residue



CAPITULO 1 - Consideragoes gerais

Introducgao

No ano de 2013 o Brasil produziu aproximadamente 12.308 mil
toneladas de carne de frango, ficando atras somente dos Estados Unidos
(16.958 mil toneladas) e da China (13.500 mil toneladas). Entretanto, 3.918 mil
toneladas destinadas a exportagao proporcionaram ao Brasil a manuteng¢ao do
status de maior exportador mundial desta proteina (UBABEF, 2014). Em
termos de competitividade e qualidade, o pais produz o frango de melhor
qualidade e mais barato do mundo (MENDES; SALDANHA, 2004), cuja
produgdo emprega mais de 3,6 milhdes de pessoas, direta e indiretamente, e
responde por quase 1,5% do Produto Interno Bruto (PIB) nacional (UBABEF,
2014). Segundo Caldeira (2012), a industria avicola se caracteriza pela
agregacao continua de novas tecnologias, o que proporciona elevados indices
de produtividade entre os diversos segmentos do agronegdcio. A fim de manter
ou superar esses dados mercadoldgicos, a avicultura se desenvolveu ao longo
dos anos em diversas areas e aperfeicoou a producao de alimentos, visando o
bem estar dos animais, porém sem esquecer do fornecimento de alimentos
mais seguros e saudaveis para o0 consumo humano.

Dentre os novos desafios que norteiam o aumento dos indices de
produtividade esta a manutencdo da sanidade animal. Neste particular, o
desenvolvimento de técnicas (nutrigdo, genética, ambiéncia, etc.) que visam o
maior rendimento em um curto espaco de tempo também pode favorecer a
ocorréncia de diversas enfermidades, para as quais se torna necessario o
emprego de principios ativos capazes de combater os micro-organismos
potencialmente patogénicos.

Assim, destacam-se o uso de antimicrobianos com a finalidade
preventiva ou terapéutica, que contribuem de forma marcante para o sucesso
da avicultura brasileira e para a obtencao dos niveis de exceléncia atuais desta
atividade. Da mesma forma, Spinosa et al. (2002) citam que o uso de

antimicrobianos é essencial a avicultura moderna.



As terapias antimicrobianas sdo amplamente difundidas na atualidade
dentre os sistemas produtivos, concentrando-se grande parte das prescrigdes
destas moléculas durante as fases de criacdo dos frangos de corte. Em
contrapartida, sabe-se que durante a incubacdo dos ovos e nos primeiros dias
de vida dos pintinhos a exposi¢ao a patdégenos é bastante elevada. Diante
disso, para promover protecdo dos pintinhos a estas infec¢des, tem-se
recorrido ao uso preventivo de antimicrobianos administrados in ovo
juntamente com a vacina contra a doenga de Marek (McCAPES et al., 1975;
McCAPES et al., 1977; EDENS et al., 1997; BAILEY; LINE, 2001; ITO et al.,
2005; HOFACRE, 2010).

Dentre os muitos antimicrobianos utilizados na avicultura industrial,
destaca-se a gentamicina, utilizada na injegdo in ovo no momento da
transferéncia dos ovos das incubadoras para os nascedouros, na tentativa de
evitar a infecgao do pintinho no momento do alojamento (BIFFI, 2012), além de
indiretamente, diminuir a mortalidade por bactérias contaminantes (PHELPS et
al., 1989).

Apesar do uso rotineiro desses antimicrobianos, atualmente, diante das
novas diretrizes regulatorias, torna-se necessario a condugao de pesquisas
complementares para a averiguacdo dos reais efeitos dos produtos nas
diferentes espécies animais. Em consonancia, o uso de produtos veterinarios
se consolida a partir de estudos que comprovem a eficacia, segurancga clinica e
do alimento nos animais de producéo.

S30 escassas as informacdes disponiveis em literatura acerca da
seguranca clinica e alimentar da gentamicina quando aplicada in ovo de aves
reprodutoras pesadas. Diante do exposto, o objetivo desse trabalho foi avaliar a
seguranga clinica da gentamicina quando administrada in ovo juntamente com

a vacina de Marek e seus efeitos residuais nos tecidos de frangos de corte.



Revisao de literatura

Desafios da avicultura moderna

A avicultura é a atividade que possui 0 maior e mais avangado acervo
tecnologico dentre o setor agropecuario brasileiro. Nas ultimas décadas a
avicultura de corte tem investido constantemente em inovagdes tecnoldgicas,
permitindo a inclusdo de novos conceitos aos sistemas de criacdo de frangos
de corte. Na deciséo de implementagao destes sistemas existe a procura pela
maior eficiéncia na producdo, que tem como pilares a viabilidade técnica e
econbmica, com énfase nos aspectos produtivos, sanitarios e bem estar das
aves (TINOCO, 2001; ABREU; ABREU, 2011).

A cada dia verificamos as quebras de paradigmas nas questbes de
desempenho zootécnico, porém isto deve sempre estar associado ao
desenvolvimento de produtos de alta qualidade, e um dos pontos importantes
desta cadeia € a manutencao da qualidade sanitaria dos pintinhos. No entanto,
nem sempre esta evolugado é acompanhada por condi¢des ideais de ambiéncia,
bem estar animal e instalacbes, e por isso, métodos de controle sdo de
extrema importdncia para a manutengdo sanitaria (PALERMO-NETO;
ALMEIDA, 2011). Segundo Andreatti Filho e Patricio (2004), a prevencao e o
controle das enfermidades é indispensavel para a manutencdo do status
sanitario dos plantéis, evitando o impacto negativo sobre a produgao avicola e
consequentemente a saude humana; o que torna o emprego de
antimicrobianos relevante na avicultura moderna (PALERMO-NETO; ALMEIDA,
2011).

A industria de aves comerciais, totalmente integrada ou ndo, geralmente
€ composta por um sistema de criagdo bastante intensivo. Neste sistema, um
aviario de frangos de corte pode conter milhares de aves confinadas, fazendo
com que a prevengao de doengas seja o foco principal neste tipo de criacao,
minimizando perdas econdmicas e sofrimento dos animais (HOFACRE, 2010).
Nesse ambiente, os animais ficam expostos a varios micro-organismos
prejudiciais e os principais patdgenos responsaveis por prejuizos diretos ou

indiretos a produtividade do frango de corte sdo subdivididos em quatro



categorias: virus, bactérias, fungos e protozoarios. Dentre o0s virus,
encontramos 0s micro-organismos causadores da doenca de Marek, doenga
infecciosa da bolsa cloacal, anemia infecciosa, bronquite infecciosa, Influenza
aviaria, laringotraqueite infecciosa, reovirose e reticuloendoteliose. Ja para as
causas bacterianas, os principais sdo as Clostridium spp., Escherichia coli,
Campylobacter jejuni, Mycoplasma gallisepticum, Mycoplasma synoviae,
Ornithobacterium rhinotracheale, Salmonella spp. e Staphylococcus aureus.
Para fungos, o Aspergillus spp. € o principal agente e ja para os protozoarios
destacam-se o Cryptosporidium baileyi e a Eimeria spp. (ANDREATTI FILHO;
PATRICIO, 2004). Habitualmente essas infecgdes sdo provindas de praticas de
manejo intensivistas, tais como, o aumento da reutilizagdo da mesma cama,
reducdo nos intervalos de vazio sanitario, contaminagées da ragdo e agua,
falhas no programa de biosseguridade, dentre outros (ANDREATTI FILHO;
PATRICIO, 2004).

A exposigdo precoce aos micro-organismos leva a estimulagdo dos
mecanismos de defesa inata e também aos processos de proliferacédo e
diferenciacdo das células imunitarias (TAZAWA; WHITTOW, 1999), porém,
depender apenas do sistema imunitario dos pintinhos, pode em alguns casos
levar a queda na produtividade. Ademais, Nitsan (1995) também cita que o
peso na primeira semana de vida das aves apresenta alta correlagcdo com o
peso ao abate e que corresponde a aproximadamente 17% do periodo total de
criacdo do frango de corte (GONZALES; SALDANHA, 2001). De modo que
todos os esforcos sdo importantes para evitar infeccdes no decorrer do
processo de incubagdo e nos primeiros sete dias apdés o nascimento, pois o
desenvolvimento do sistema imune ocorre de forma gradual durante as
primeiras semanas de vida.

A preocupacdo da industria avicola em manter altos indices de
produtividade e de seguranga dos alimentos fez com que surgissem agdes
preventivas para evitar a introducdo de doencgas no sistema avicola. Neste
quesito, uma técnica bastante explorada é a vacinagdo dos pintinhos ainda
durante o processo de incubagao (vacinagao in ovo). Além disso, a associagao
destas vacinas com compostos bactericidas vem trazendo bons frutos a
avicultura mundial, tais como a reducao na mortalidade dos lotes, redugao no

tempo de abate, melhor qualidade sanitaria dos pintinhos, incremento na



eclosao dos ovos, dentre outros (TAVAKKOLI; DERAKHSHANFAR; GOOSHKI,
2014).

O conceito de vacinacao in ovo foi iniciado por Sharma e Burmester em
1982 e se difundiu rapidamente por diversos continentes. Segundo os
pesquisadores, os embrides de galinhas poderiam ser vacinados contra a
doenca de Marek, uma vez que a aplicacdo in ovo de vacina contra
Herpesvirus de perus (HVT) sorotipo trés fornecia maior protecdo do que a
vacinagdo apos o nascimento. Desde entdo, outras pesquisas constataram a
viabilidade da vacinacdo in ovo (SHARMA; WITTER, 1983; SHARMA, 1985;
SHARMA, 1987; RICKS et al., 1999) e o emprego dessa tecnologia vem
crescendo (COMTE, 2013).

Nos EUA, a Embrex, Inc. introduziu em 1992, o primeiro sistema
automatizado de inoculagao in ovo. O sistema utilizado, denominado Inovoject,
permitia a administragdo de vacinas contra a doenga de Marek (RICKS, 1999),
no qual anteriormente as aves eram medicadas de forma individual no primeiro
dia de vida. Hoje, as vacinagdes in ovo foram reforgcadas por novas
possibilidades de vacinas aptas a administracdo automatica, citando como
exemplo as vacinas para as doencas de Gumboro, Newcastle e
Laringotraqueite infecciosa (COMTE, 2013).

A introdugdo de sistema automatico de vacinagédo in ovo resultou em
desenvolvimento significativo para a avicultura industrial mundial, onde as
incubadoras passaram a processar milhdes de ovos por semana. Segundo
Williams (2007), € possivel inocular antigenos e outros compostos
simultaneamente em mais de 50.000 ovos por hora. Atualmente, mais de 90%
da producéo avicola dos EUA utiliza a vacinagao in ovo (WILLIAMS; ZEDEK,
2010), e grande parte da avicultura brasileira e argentina também langam méo
desta tecnologia (VILLALOBOS, 2015). De acordo com Comte (2013), no ano
de 2012 o percentual global de vacinagbes automatizadas ficou em torno de
65% e, destes, destacam-se a América do Norte com 100% do emprego desta
tecnologia seguido pela América do Sul com 97%.

A vacinagao in ovo é amplamente vantajosa quando comparada com a
vacinagao poés-eclosao pela via subcutanea (SC) no primeiro dia de vida do
pintinho, pois promove exposigao precoce ao agente e, com isso, O

desenvolvimento do sistema imune antecipado. Além disso, padroniza a



vacinagao, pois permite administrar volumes e concentragdes iguais para todas
as aves; reduz o estresse pela manipulagdo apdés o nascimento; reduz os
custos de trabalho além de permitir a administragdo de outros medicamentos
juntamente com as vacinas (WILLIAMS, 2007) e também diminui as chances
de contaminagao cruzada.

Durante o processo de vacinagao in ovo a agulha do equipamento pode
penetrar em diferentes compartimentos: a camara de ar, o saco alantoide, o
fluido amnidtico, o embrido e o saco vitelinico (WILLIAMS, 2007). Dependendo
do compartimento que a agulha atingir a resposta imune sera distinta. Wakenell
et al. (2002) realizaram um estudo avaliando as diferentes respostas imunes
dependendo do compartimento em que a vacina de Marek HVT/SB1 era
administrada. Verificaram que os locais de injegdo que apresentaram melhores
resultados foram o fluido amniético e o embrido com mais de 90% de protecao,
ja o saco alantdide e a camara de ar apresentaram menos de 50% de protegao.
Neste estudo as vacinas foram inoculadas em ovos com tempo de incubagao
entre 17 e 18 dias.

Segundo Williams (2001), existe uma tendéncia de ovos vacinados
durante as fases finais de incubagao (18° - 19° dia) apresentarem melhor taxa
de eclosdo que os ovos vacinados anteriormente a esse periodo. Dessa
maneira, o tempo ideal de vacinagédo encontra-se entre 17° diae 12 - 14 ao 19°
dia e 2 - 4 horas de incubacdo. Nesse intervalo o embrido deve estar com a
cabeca sob a asa direita e a base do saco vitelinico ja retraido para a cavidade
abdominal, em posi¢ao de eclosdo. As vacinagdes apos esse periodo podem
atingir o embrido e reduzir a taxa de eclodibilidade. Em condi¢gdes normais e
dentro de periodo recomendado, a vacina é depositada no liquido amniético.

Além das vacinas rotineiramente aplicadas in ovo, existem moléculas
usualmente utilizadas simultaneamente ao procedimento de vacinagao
automatizado, onde os benéficos sdo ainda superiores. Diversos autores citam
a combinagdo com carboidratos, proteinas, vitaminas, substancias
antimicrobianas, horménios, probiéticos e minerais (GORE; QURESHI, 1997,
HENRY; BURKE, 1999; UNI; FERKET, 2004; UNI et al., 2005; LEANDRO et
al., 2010; LEITAO et al., 2010; TAVAKKOLI; DERAKHSHANFAR; GOOSHKI,
2014). Estas moléculas tem o propdsito de melhorar a vida do embrido, a

qualidade do pintinho recém-nascido, sua sobrevida nos primeiros dias de vida,



e, consequentemente, estimular o crescimento e promover maior ganho de
peso dos frangos de corte (UNI; FERKET, 2004; UNI, et al., 2005; LEANDRO,
et al., 2010; LEITAOQ, et al., 2010). Tendo em vista tais beneficios, atualmente
as empresas avicolas brasileiras vem utilizando em grande escala a medicagao
in ovo juntamente com a vacina contra a de Marek e, dentre as substancias

mais empregadas, destaca-se a gentamicina (BIFFI, 2012).

A gentamicina e a avicultura industrial

A gentamicina € um antibiético do grupo dos aminoglicosideos, formado
pela combinacdo de componentes produzidos por Micromonospora purpurea
(RIVIERE; SPOO, 2003; DOWLING, 2010). Este antimicrobiano € indicado
para uma variedade de bactérias causadoras de infeccdo em suinos, bovinos,
equinos e aves (EMEA, 2015a), e é empregado principalmente no tratamento
de infec¢des bacterianas respiratorias e entéricas (HOUDESHELL et al., 1982).

A classe dos aminoglicosideos pertence aos antimicrobianos mais
antigos, onde a primeira molécula descoberta desta classe foi a estreptomicina,
em 1944. Em seguida, varias substancias similares foram langadas, tais como
a neomicina, paromomicina, canamicina, gentamicina e tobramicina
(CHAMBERS; SANDE, 1996).

A partir de 1970, outros antimicrobianos semi-sintéticos (amicacina,
dibecacina, sisomicina e netilmicina) foram disponibilizados a fim de contornar
os problemas de desenvolvimento de resisténcia bacteriana (CHAMBERS;
SANDE, 1996).

A agao dos aminoglicosideos consiste em interferir na sintese protéica
bacteriana, promovendo a formacdo de proteinas defeituosas. Liga-se
irreversivelmente a subunidade 30S do ribossomo, provocando a leitura
incorreta do cddigo genético e, consequentemente, permite a incorporagao de
aminoacidos incorretos na cadeia polipeptidica que é formada no ribossomo,
levando a morte celular (SPINOSA, 2002; ITO et al., 2005; PATRICK, 2005).
Essa ligagdo irreversivel pode explicar o efeito bactericida dos
aminoglicosideos em comparagao a outros inibidores da sintese de proteinas
(SPINOSA, 2002; GEHRING et al., 2005; ITO et al.,, 2005; OLIVEIRA;
CIPULLO; BURDMANN, 2006; KHARDORI, 2006).



Os aminoglicosideos apresentam atividade melhorada em pH levemente
alcalino, em torno de 7,4, onde estdo positivamente carregados, facilitando a
penetracdo em bactérias gram-negativas aerdbicas (PATRICK, 2005),
principalmente = Pseudomonas spp., Serratia spp. e a familia
Enterobacteriaceae. Tem acado limitada e variavel contra bactérias gram-
positivas e Mycoplasma spp. (ITO et al., 2005).

A farmacocinética de todos os aminoglicosideos € bastante semelhante,
devido a sua natureza polar, sdo pouco absorvidos pelo trato gastrintestinal,
sendo que menos de 1% da dose é absorvida apds administragao oral ou retal
(EMEA, 2015b; ITO et al., 2005; OLIVEIRA; CIPULLO; BURDMANN, 2006). Ja
outros autores citam que a biodisponibilidade oral do aminoglicosideo
gentamicina € considerada igual a zero (BROWN; RIVIERE, 1991; ABU-
BASHA; AL-SHUNNAQ; GEHRING, 2013). A principal via de administragéo &,
portanto, parenteral, com a droga atingindo concentragdo plasmatica maxima
depois de 30 - 90 minutos da aplicacdo intramuscular (IM) ou SC (EMEA,
2015b; ITO et al., 2005; OLIVEIRA; CIPULLO; BURDMANN, 2006; ABO-EL-
SOOUD, 2012; ABU-BASHA; AL-SHUNNAQ; GEHRING, 2013), e 30 minutos
ap6s sua injecao intravenosa (IV) (ITO et al., 2005; OLIVEIRA; CIPULLO;
BURDMANN, 2006).

Em avicultura, os principais aminoglicosideos utilizados sdo a neomicina,
canamicina, gentamicina, apramicina (LOPEZ; OLVERA, 2008) e
estreptomicina (HOFACRE, 2010). De acordo com Dowling (2010), a
gentamicina € efetiva contra a maior parte dos bastonetes aerdbicos gram-
negativos, inclusive varias cepas de Pseudomonas aeruginosa, especialmente
contra a familia Enterobacteriaceae, contra algumas bactérias gram-positivas e
contra Mycoplasma spp.

No dia a dia, a gentamicina injetavel € utilizada em pintos e perus recém-
nascidos por via SC na dose de cinco mg/kg de peso vivo para prevengao ou
controle da transmissao horizontal de Pseudomonas aeruginosa, Salmonella
spp., Escherichia coli, Mycoplasma gallisepticum, Mycoplasma Synoviae,
Mycoplasma meleagridis (ITO et al., 2005), Proteus sp. e Pasteurella sp.
(LOPEZ; OLVERA, 2008). Tortora, Funke e Case (2012) também comprovam a
efetividade deste principio ativo para tratamentos de casos envolvendo

Pseudomonas aeruginosa e Dowling (2010) relata que a administragéo pela via



SC de gentamicina em pintinhos de um dia age na prevengao e tratamento de
infeccbes causadas por Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Arizona
paracolon e Salmonella spp. Além disso, Saleemi et al. (2009) e Willians (2001)
relataram que a gentamicina € empregada em diversas regidées do mundo com
a finalidade de prevenir a mortalidade em pintinhos de um dia.

Na avicultura moderna esse principio ativo é frequentemente aplicado
junto com a vacina contra a doenga de Marek (EIDSON; PAGE; KLEVEN,
1978; BAILEY; LINE, 2001; ITO et al., 2005), sendo utilizada principalmente via
injec&o in ovo ou via SC em pintinhos ou perus com um dia de vida (McCAPES
et al., 1975; VERNIMB, 1976; HOFACRE, 2010; AGUNOS; LEGER; CARSON,
2012). Estes dados corroboram com Houghton (2011), onde mais de 90% das
incubadoras nos EUA utilizam o método de vacinagcdo in ovo, sempre em
associagao com uma dose profilatica de antimicrobianos. Ja no Reino Unido e
grande parte da Europa, essa combinagao nao se aplica, apenas a vacinagao €
aplicada.

Estudos farmacocinéticos comprovam que, quando o antimicrobiano é
injetado in ovo, no liquido amnidtico ou no embrido, o0 mesmo atinge niveis
sanguineos em 4 horas apos a aplicagao, o que pode ser fundamental para
evitar infec¢des dos pintinhos no momento da eclos&o e nos primeiros dias de
vida (WILLIANS, 2001).

Além de auxiliar na prevencado de infecgbes dos pintinhos, o uso de
gentamicina também auxilia na manutencao da esterilidade da solugao vacinal
e em outros casos tem a finalidade de controlar os géneros Mycoplasma e
Salmonella de um plantel de aves através da imersdo de ovos férteis em
suspensao aquosa contendo gentamicina (BICKFORD, LOY; BARNES, 1973;
SAIF; SHELLY, 1973; ITO et al., 2005; NASCIMENTO et al., 2005).

Entretanto, um dos pontos negativos desta administragcdo esta
relacionado com seu potencial hidrogenidnico (pH) altamente alcalino que pode
prejudicar o efeito da vacina contra a doenga de Marek, quando utilizada em
doses muito elevadas (acima de 0,2 mg de gentamicina/pintinho) ou se
inadequadamente misturada a vacina (KINNEY; ROBLES, 1994). Em
contrapartida, Catelli et al. (2014), citaram que o uso de gentamicina quando

associado as principais vacinas contra a doenga de Marek presentes no
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mercado brasileiro nao interferiram de forma relevante nas titulagdes vacinais e
tdo pouco no pH da solugéo.

Em aspectos praticos, diversos autores relataram a eficacia da
gentamicina contra diversos micro-organismos patogénicos aos plantéis
avicolas. Dentre os principais destacam-se a Escherichia coli, Salmonella spp.
e Mycoplasma spp. (McCAPES et al., 1975; VERNIMB et al., 1976; McCAPES
et al., 1977; FIORENTIN et al., 1992; ASHRAF; ARIF; BAILEY; LINE, 2001;
KHAN, 2002; NASCIMENTO et al., 2005).

Com relacdo aos prejuizos causados pelas doengas bacterianas,
Barnes, Gross e Vallancourt (2003), citam que a Escherichia coli é o agente
responsavel pela colibacilose aviaria, a qual € uma das principais causas de
perdas econbémicas na avicultura industrial. Estes prejuizos decorrem do
aumento da mortalidade, custos com tratamento e condenagao de carcagas no
abatedouro. Em busca de comprovar a eficacia da gentamicina quando
administrada em aves com onfalite, Ashraf, Arif e Khan (2002) isolaram E. coli
de aves doentes e posteriormente inocularam esse micro-organismo no saco
da gema de pintinhos de trés dias de idade. Neste estudo foi possivel observar
que animais inoculados e nao medicados atingiram mortalidade bastante
superior aos inoculados e tratados com gentamicina (50 e 7,14%
respectivamente).

As salmoneloses sao igualmente importantes no cenario avicola, de
forma que sao responsaveis por significativas perdas econémicas e por sérios
danos a saude publica, por sua correlagdo com a maioria dos casos de
infeccbes alimentares. Estudos destes surtos em humanos indicam que
produtos de origem animal, especialmente avicola, participam de forma
significativa como fontes de contaminacao (BIFFI, 2012). Para reduzir essas
perdas, um estudo realizado por Bailey e Line (2001) com a administragao de
gentamicina in ovo demonstrou efeito benéfico na redugdao da infeccdo de
pintinhos por Salmonella typhimurium no dia do nascimento.

Ha também as infecgdes por micoplasmas, que se constituem em
problemas de grande relevancia na avicultura industrial. Entre as espécies com
importancia econdmica destaca-se o Mycoplasma gallisepticum, o Mycoplasma
synoviae e o Mycoplasma meleagridis (YODER JUNIOR, 1991). As infec¢bes

por micoplasmas sao endémicas em granjas produtoras de ovos ou frangos,
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onde sé&o transmitidas verticalmente pelo ovo, ou horizontalmente entre as aves
de um mesmo lote. Umas das técnicas para controlar a transmissdo desses
micro-organismos € o emprego da administragdo de antimicrobianos in ovo,
neste caso a gentamicina juntamente com a tilosina (FIORENTIN et al., 1992;
NASCIMENTO et al.,, 2005) foram comprovadamente eficazes contra estes
patdgenos. Dados estes corroboram com McCapes et al. (1975) e McCapes et
al. (1977), que verificaram que a inclusé&o de varias doses de gentamicina (0,1;
0,5; 2,5 e 5 mg/ovo) in ovo demonstraram eficacia no controle de Mycoplasma
meleagridis em perus naturalmente infectados.

De modo geral, Vernimb et al. (1976), citam o uso de gentamicina na
dose de 0,2 mg, via SC, como eficaz na redu¢cdo da mortalidade por causas
bacterianas em frangos de corte e galinhas poedeiras.

Alguns autores citam que a administragdo in ovo de gentamicina e
outros antimicrobianos podem afetar a eficacia de produtos atuantes em
microbiota gastrintestinal, baseados no principio de exclusdo competitiva
(McREYNOLDS et al., 2000). Porém, Bailey e Line em 2001 desmistificaram
essa premissa e comprovaram que a gentamicina quando aplicada in ovo, aos
18 dias de incubacdo, na dose de 0,4 mg/ovo, ndo apresentou qualquer efeito
adverso ao produto testado (MSC® - Mucosal Starter Culture). Ja Edens et al.
(1997) relataram que quando a gentamicina é aplicada simultaneamente em
compartimentos distintos com micro-organismos de exclusdo competitiva o
resultado torna-se benéfico, porém na administragdo no mesmo compartimento

os efeitos ndo s&o vantajosos.
Seguranga clinica da gentamicina quando administrada em aves

A gentamicina € um medicamento eficaz e econémico utilizado para
controlar doengas infecciosas em aves (ISLAM et al., 2011). Apesar do seu uso
consagrado, Saleemi et al. (2009) expdem que o uso néo oficial em pintos de
um dia, visando a preveng¢ao da mortalidade precoce nessa espécie, ainda €
amplamente empregado em diversas regides do mundo. Inclusive no Canada,
segundo Agunos, Leger e Carson (2012) o uso in ovo ainda nao é oficial.

Seu uso indiscriminado preocupa, pois como caracteristica do grupo dos

aminoglicosideos as disfungdes renais e otoldgicas graves podem ocorrer
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(GRINGAUZ, 1997; OLIVEIRA; CIPULLO; BURDMANN, 2006; LOPEZ;
OLVERA, 2008; ITO et al., 2005; ISLAM et al., 2011), apesar da gentamicina
ser considerada menos téxica que os antimicrobianos neomicina e
estreptomicina (LOPEZ; OLVERA, 2008).

A nefrotoxicidade da gentamicina em mamiferos é bem documentada,
no entanto, s&o esparsas as informagdes sobre a sua toxicidade em aves. Este
problema esta diretamente relacionado a via de eliminagdo dos residuos do
metabolismo, pois cerca de 80 - 85% da gentamicina € excretada via urina e o
restante se acumula sobre as células corticais renais (MARTINEZ-SALGADO,
HERANDEZ-LOPEZ; NOVOA-LOPEZ, 2007; LOPEZ; OLVERA, 2008), onde
praticamente ndo ocorre biotransformagéo. Isto causa uma desregulagdo nos
mecanismos fisioldgicos das filtragdes glomerular e tubular (OLIVEIRA,;
CIPULLO; BURDMANN, 2006), o que resulta em possivel disfungdo renal.
Apesar disto, nenhuma alteragao patolégica em diferentes 6rgaos de aves foi
relatada associada a gentamicina (JAVED et al., 2008; LOPEZ; OLVERA,
2008).

Esse acumulo se deve a alta concentragdo de fosfatidil inositol nos
tecidos renais, onde os aminoglicosideos catidénicos se ligam aos fosfolipidios
da parede celular. Estes podem sofrer pinocitose e ser armazenados em
lisossomos e mitocéndrias, e até mesmo exercer seus efeitos téxicos (ITO et
al., 2005).

Apesar disto, a aplicagao de 0,2 mg de gentamicina por ovo fértil ndo
apresentou efeitos sobre a mortalidade das aves e pesos dos rins direito e
esquerdo quando comparados os grupos tratado e controle. Por outro lado,
algumas alteracdes histopatolégicas foram observadas apds a administracao
do ativo em ovos com quatro dias de incubacido, tais como: congestéo
glomerular, dilatagdo cistica dos tubulos contorcidos proximais, infiltracdo por
células inflamatorias e congestdo sanguinea (SINGROHA; SRIVASTAVA;
CHHIKARA, 2012; SINGROHA; SRIVASTAVA; CHHIKARA, 2013).

No que diz respeito a ototoxicidade Fikes et al. (1994) descreveram que
os antimicrobianos aminoglicosideos sado ototdxicos para mamiferos e aves,
incluindo filhotes recém-nascidos, entretanto, os embrides de galinhas sao

insensiveis a gentamicina, canamicina e estreptomicina.
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Segundo Islam et al. (2011), a gentamicina pode ser altamente toxica
para aves quando administrada em doses repetidas ou em overdose. Apesar
disso, a dose letal (DLso) da gentamicina para roedores, quando administrada
pela via oral, varia de 8.000 - 10.000 mg/kg. Porém, o efeito mais téxico &
verificado apds aplicagao IV (DLsp 37 - 67 mg/kg) para ratos, camundongos,
porquinho da india e cdes. Quando administrada por via IM, SC e
intraperitoneal, a dose letal varia de 200 - 890 mg/kg (WHO, 2014a; EMEA,
2015b). Segundo Yoshioka et al. (1972), Kauffman et al. (1975) e Gilstrap et al.
(1988) a gentamicina atravessa rapidamente a placenta para a circulagao fetal,
apesar disto, testes in vitro e in vivo realizados em células de mamiferos
concluiram que a gentamicina ndo apresenta potencial genotdxico e
carcinogénico (WHO, 2014Db).

Ja no ambito da avicultura industrial, Saleemi et al. (2009) avaliaram os
efeitos toxicos da gentamicina em doses crescentes, quando administrada via
IM em pintos de um dia durante cinco semanas. Pode-se verificar que pintos
tratados com doses de 10 a 20 mg/kg de gentamicina ndo apresentaram sinais
clinicos ou alteragdo comportamental compativel com intoxicagao. Alguns
pintos tratados com doses de 30, 50 e 60 mg/kg apresentaram depressao
moderada imediatamente apds a administragao, porém o efeito téxico severo
foi verificado em grande parte dos pintinhos tratados com doses de 60 mg/kg
ou maiores (70, 80, 90, 100, 120, 140, 160 e 180 mg/kg), onde a dose letal
calculada neste estudo foi de 77,56 mg/kg de peso vivo. Apesar disto,
considerou-se que a partir da dose de 20 mg/kg os efeitos patogénicos
iniciaram lentamente e afetaram grande parte dos parametros avaliados (sinais
fisicos e comportamentais, consumo de ragcdo, consumo de agua, ganho de
peso, mortalidade, proteinas totais, creatinina, alanina aminotransferase e
alteragdes histopatoldgicas), podendo verificar que apenas a dose de 10 mg/kg
foi indcua aos pintos de um dia.

Estes dados confirmam com os encontrados por Javed et al. (2008),
onde os efeitos toxicos da gentamicina em pintinhos de um dia apareceram a
partir da inclusao de 30 mg/kg até a dose maxima testada (70 mg/kg) pela via
IM, sendo as principais alteracdes observadas foram depressao, anorexia, alto

consumo de agua, diarreia e mortalidade. J& no exame histopatoldgico,
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observou-se a congestao dos rins e figado, presengca de hemorragias em
diferentes 6rgaos do corpo, incluindo coragao e musculos.

N&o somente a administracdo de gentamicina em pintinhos recém-
nascidos pode promover toxicidade, mas segundo Javed et al. (2013) a
inclusdo de gentamicina em varios niveis (0 - 120 mg/kg) pela via IM em
frangos de corte de quatro semanas acarretou em efeitos téxicos como:
anorexia, aumento do consumo de agua, diarreia, mortalidade (33% nas doses
de 50 e 60 mg/kg; e 100% doses acima 70 mg/kg), nefrite, hepatomegalia,
hemorragias no coragdo e musculos esqueléticos. Além dessas, acarretou
também em alteragbes histopatoldégicas proeminentes nos rins e figado,
diminuicdo nos niveis de proteinas totais e albumina, e aumento da ALT e
creatinina.

Em estudo similar realizado com galos com seis semanas de idade,
foram visualizadas alteragdes macroscoépicas nos rins e figado (edemaciados,
friaveis e hemorragicos), necrose tubular aguda nos rins, deposigédo de gordura
no figado, aumento significativo nas concentracdes de ureia e creatinina nas
doses de 50 e 100 mg/kg. A mortalidade foi de 0%, 26% e 100% para as doses
de 10, 50, e 100 mg/kg, respectivamente (KHAN et al., 2008). Dados similares
foram obtidos em galinhas por Saleemi et al. (2012) para os parametros
clinicos e histopatolégicos, apesar de observar mortalidade de 82% apds
administracao de quatro doses de 25 mg/kg de gentamicina em um periodo de
duas semanas. Ja na administracao de sete doses de 10 mg/kg em um periodo
de 9 a 15 semanas, os autores observaram que a taxa de mortalidade variou
em torno de 9% e na dose de 22,5 mg/kg a mortalidade chegou a 72%, apds a
administracao de trés doses em aves com 20 semanas de idade.

McCapes et al. (1975) avaliaram o uso de gentamicina, tilosina,
eritromicina e cloranfenicol na eliminagdo de Mycoplasma meleagridis apoés
administracdo em ovos de perus. A gentamicina e o cloranfenicol destacaram-
se como compostos atdxicos nas doses de 0,1 e 0,5 mg/ovo, porém reduziram
a eclodibilidade nas doses de 2,5 e 5 mg/ovo. Testes complementares
comprovaram que os embrides toleram até um mg/ovo de gentamicina e as
lesbes causadas pelo Mycoplasma meleagridis nos sacos aéreos foram
eliminadas com o uso de gentamicina com doses minimas de 0,1 mg/ovo,

diferentemente dos demais tratamentos. Além disto, a gentamicina reduziu
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marcadamente o isolamento de Mycoplasma meleagridis em perus recém-
nascidos, evitando a disseminagao desse agente.

Por meio de reviséo bibliografica e dados de estudos prévios, Islam et al.
(2011), constataram que o efeito toxico da gentamicina depende do tipo de ave,
idade, dose e frequéncia do tratamento. Segundo os autores, os sinais de
intoxicagdo normalmente iniciam apos a administragao do antimicrobiano por 2
a 3 semanas. Neste caso, foi possivel observar que doses de gentamicina de
no maximo 10 mg/kg séo inécuas as aves (SALEEMI et al., 2009; ISLAM et al.,
2011; JAVED et al., 2013).

Os principios ativos comumente utilizados na avicultura brasileira
associados a vacina contra a doenga de Marek sao a gentamicina e o ceftiofur,
este pertencente a classe das cefalosporinas (BIFFI, 2012). Segundo o
Compéndio de Produtos Veterinario do Sindicato Nacional da Industria de
Produtos para a Saude Animal (CPVS) no mercado brasileiro existem cinco
produtos registrados destinados a este fim, trés a base de gentamicina
(Gentrin® Injetavel — Ourofino Satde Animal Ltda; Gentasil® — Vansil Industria
Comércio e Representacdes Ltda e Gentaflex® — Eurofarma Laboratérios Ltda)
e dois com o ativo ceftiofur (Accent® — Fatec IndUstria de Nutricio Animal e
Salde Animal Ltda e Cefhal® — Pharmalogic IndUstria e Comércio Ltda)
(SINDAN, 2014). Além de outros ndo cadastrados no Compéndio, como o
Minoxel® (Elanco Saude Animal) e o Excenel® (Zoetis Satide Animal), ambos a

base de ceftiofur.

Seguranga dos alimentos e analise de residuos de antimicrobianos em

tecidos

O bem-estar e a saude dos seres humanos sao direitos universalizados,
sendo, portanto, dever de todos os governos, preservar e manter a saude das
pessoas, dos rebanhos, das culturas e dos ecossistemas (BRASIL, 2014c). A
produgao de alimentos com qualidade visa a obtencéo de produtos inécuos, ou
seja, alimentos que nao se constituam como fonte de perigos, sejam eles
bioldgicos, fisicos e/ou quimicos e que, quando presentes, podem causar
danos a saude (ABNT, 2006). Entre os perigos quimicos existentes, destacam-

se os residuos de medicamentos veterinarios que podem representar risco
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caso nao sejam empregadas as boas praticas veterinarias, seja em fungédo do
uso exagerado e/ou indevido, e também do ndo cumprimento dos periodos de
caréncia pré-estabelecidos (FAO, 1993). De acordo com o Codex Alimentarius,
residuo de uma droga veterinaria corresponde a fragdo da droga, seus
metabdlitos, produtos de convers&o ou reagdo e impurezas que permanecem
no alimento originario de animais tratados (BRASIL, 2014c).

Na avicultura, a utilizagdo de antimicrobianos em programas sanitarios
preventivos e/ou terapéuticos pode ocasionar o aparecimento de residuos em
carne e miudos de frango, e a quantidade deste residuo permitida depende de
estudos complexos. Na pratica, sédo estabelecidos os limites de tolerancia,
limite de seguranga ou limite maximo de residuo (LMR) para determinada
substancia em uma determinada matriz bioldgica, e estes sdo harmonizados
internacionalmente ou criados pelo proprio pais através de estudos de
deplecéo do farmaco a fim de garantir a seguranca do alimento. O LMR de um
principio ativo equivale a concentragcdo maxima de residuos decorrente da
utilizacdo de um medicamento veterinario (expresso em mg/kg ou ug/kg de
peso fresco) que pode ser aceito no alimento sem representar risco a saude
humana (CODEX ALIMENTARIUS, 2014).

Dentre os o6rgéos internacionais que regulamentam sobre residuos de
medicamentos veterinarios destacam, nos EUA a Food and Drug
Administration (FDA), na Unido Européia a European Medicines Agency (EMA)
e o The Japan Food Research Foundation, no Japdo. Em ambito nacional,
cabe ao Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA) a
autorizacado e normatizacao do uso de medicamentos veterinarios, assim como
a fixacdo do LMR e o monitoramento de residuos de produtos de uso
veterinario e contaminantes ambientais. A inspecao e fiscalizagdo das cadeias
produtivas de alimentos de origem animal sdo realizadas através do Plano
Nacional de Controle de Residuos e Contaminantes em Produtos de Origem
Animal (PNCRC - Animal). O plano foi instituido pela Portaria Ministerial n° 51,
de 06 de maio de 1986 (BRASIL, 2014a) e alterado pela Instru¢do Normativa
SDA N° 42, de 20 de dezembro de 1999 (BRASIL, 2014c).

Um dos objetivos do PNCR é realizar agbes que visam a melhoria da
produtividade e da qualidade dos alimentos de origem animal disponibilizado a

populagdo, e proporcionar ao Brasil condicbes de se adequar as regras do
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comércio internacional de alimentos, preconizadas pela Organizagao Mundial
do Comércio (OMC) e 6rgaos auxiliares: Organizacdo das Nagdes Unidas para
Agricultura e a Alimentacdo (FAO), Organizacdo Mundial de Saude Animal
(OIE) e Organizacao Mundial da Saude (OMS) (BRASIL, 2014c).

Além disso, cabe ressaltar que os EUA, a Unido Européia, o Japao e o
Brasil sdo membros do Codex Alimentarius, que € um programa das Nacgdes
Unidas sobre a harmonizacdo de normas alimentares. A comissao do Codex
Alimentarius foi estabelecida pela FAO e pela OMS em 1963 e tem como
premissas, elaborar normas, diretrizes e codigos de praticas alimentares
internacionais destinadas a proteger a saude dos consumidores e assegurar a
pratica equitativa de mercado. Também promove a coordenag¢ao de todos os
trabalhos sobre as normas alimentares realizados pelas organizagdes
governamentais ou nao (CODEX ALIMENTARIUS, 2014).

Para a consecugdo de seus objetivos, a comissdo do Codex
Alimentarius se agrupa em algumas areas e empregam diversos comités, um
para cada uma das suas fungbes, como €& o caso dos Comités de
contaminantes de alimentos, residuos de pesticidas, metodologias de analise e
amostragem, dentre outros (CODEX ALIMENTARIUS, 2014).

O comité que trata especificamente dos residuos de medicamentos
veterinarios em alimentos é conhecido como Codex Committee on Veterinary
Drug Residues (CCVDR), o qual é assessorado pela Joint Expert Committee on
Food Addictives (JECFA). O JECFA é composto por um grupo de especialistas
que tem a atribuicdo de analisar a documentacgao cientifica existente a respeito
dos medicamentos de uso veterinario e sugerir o LMR para os residuos desses
medicamentos e/ou metabdlitos. Essa sugestdo € analisada pelos membros de
CCVDR, porém cabe a Comissao do Codex Alimentarius a fixagdo ou nao do
LMR proposto como padrdao de referéncia internacional (PALERMO-NETO,
2005; CODEX ALIMENTARIUS, 2014).

Segundo Palermo-Neto (2005), o LMR é determinado apds analise
toxicolégica e farmacocinética da substancia em questdo, visando conhecer o
possivel risco que ela pode representar para a saude humana. Os estudos
toxicologicos de residuos de medicamentos tem como base a determinagao da
ingesta diaria aceitavel (IDA), que se resume como a quantidade maxima

aceitavel que a espécie animal pode receber sem causar nenhum tipo de
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manifestacdo toxicoldgica. Esta se obtém através de testes com animais de
laboratério, onde se administra o medicamento com alimento por longos
periodos e a partir dai determina o nivel de dose sem efeito (NOEL) e a IDA.
Esses dados s&o extrapolados (fator de seguranga) para o homem e
normalmente utiliza-se um valor 100 vezes superior, porém as vezes pode ser
menor ou chegar até 1000 vezes do encontrado para os animais de laboratorio,
determinando dessa forma a IDA para os seres humanos. A partir disso, o LMR
€ considerado o nivel maximo de residuo que se pode ter em um determinado
alimento para que o homem possa consumir de forma normal e abundante,
sem superar a IDA para a droga em questao (ERRECALDE, 2015).

E importante destacar que nem todos os compostos quimicos aos quais
0s animais ficam expostos deixam residuos maléficos a saude humana e
animal. Mesmo aqueles reconhecidos como potencialmente nocivos, somente
permitem tal condicdo quando ultrapassam o valor de LMR que o alimento
pode conter sem prejuizo a integridade de seres humanos e animais (BRASIL,
2014c). Visando a disponibilidade de alimentos mais seguros e de qualidade,
busca-se determinar o periodo de caréncia/periodo de retirada dos
medicamentos veterinarios. Este corresponde ao intervalo de tempo, em horas
ou dias, necessario para que as quantidades de residuos e metabdlitos de uma
substancia sejam inferiores ao LMR fixado para este principio ativo no alimento
(PALERMO-NETO, 2005).

Um fator determinante para a participagcao de industrias produtoras de
carne de frango no mercado internacional € a produgao de alimentos seguros,
destacando os aspectos relacionados a presenca de residuos de
medicamentos e também a presenca de patégenos no produto final. Dessa
forma, o desenvolvimento de formas de controle e prevencédo de contaminacgao
no decorrer da cadeia produtiva é fundamental, tanto no ambito nacional
quanto nas exportacdes. Esse elevado controle sanitario é crucial para o futuro
da avicultura brasileira (FRANCA, 2007).

Em particular, os valores de LMR para a gentamicina em aves nao foram
determinados pelo Codex Alimentarius e pela EMA, porém de acordo com o
FDA e com o The Japan Food Research Foundation os valores de LMR da

gentamicina em frangos de corte sdo de 100 ug/kg para as matrizes rim,
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musculo, figado e gordura/pele (FDA, 2013; THE JAPAN FOOD CHEMICAL
RESEARCH FOUNDATION, 2013).

Segundo os resultados do Programa Nacional de Residuos dos servigos
de inspecao da seguranga alimentar do USDA para o ano 2000, a classe dos
aminoglicosideos foi a mais detectada em alimentos de origem animal
(GEHRING et al., 2005). Ja no Brasil, o PNCR analisou no ano de 2013 cerca
de 490 amostras de carne de aves, e destas, nenhuma foi considerada nao
conforme quanto a detecgdo de antimicrobianos, sendo um deles a
gentamicina (BRASIL, 2014Db).

A gentamicina € um complexo aminoglicosideo composto de quatro
componentes principais designados C1, C1a, C2 e C2a (EMEA, 2015b;
RIVIERE; SPOO, 2003). E um agente pobremente absorvido no trato
gastrintestinal, geralmente excretado via sistema renal (GEHRING et al., 2005)
e por isto grandes concentragcbes deste composto depositam-se nos rins,
levando ao aumento na caréncia nos tecidos. Gehring et al. (2005) observaram
que os aminoglicosideos persistem nos rins, apesar de desaparecerem
relativamente rapido do plasma e outros tecidos comestiveis. Segundo os
mesmos autores, estudos farmacocinéticos e de residuos indicam a presenca
de residuos em altas concentragdes nos rins, principalmente no coértex renal.

Estudos relataram que o periodo de caréncia da gentamicina injetavel
nos tecidos varia em torno de cinco semanas para frangos (FDA, 2014;
GEHRING et al., 2005; LOPEZ; OLVERA, 2008; AGUNOS; LEGER; CARSON,
2012) e nove semanas para perus (FDA, 2014; GEHRING et al., 2005; LOPEZ;
OLVERA, 2008; SHEM TOV et al., 2003). J& Abo-EL-Sooud et al. (2012),
verificaram que a gentamicina quando administrada pela via IM na dose de
cinco mg/kg, em frangos, a mesma foi eliminada muito rapidamente e dentro de
48 horas apenas o rim apresentava presenca de residuo deste antimicrobiano,
porém as quantidades eram inferiores ao LMR. Neste mesmo estudo, as
maiores concentragdes foram encontradas nas matrizes rim e figado ao longo
do estudo. WHO (2014a) verificou concentragdes teciduais de gentamicina aos
sete dias apdés a administracdo de 0,2 mg via SC em pintinhos. As maiores
concentragbes foram quantificadas no rim, figado e pele/gordura, com 3,3

mg/kg, 1,1 mg/kg e 0,1 mg/kg, respectivamente, apds sete dias do tratamento.
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Ja com relacdo ao musculo as concentracdes ficaram abaixo do limite de
quantificacdo de 0,16 mg/kg.

Apesar disso, Palermo-Neto (2005) afirma que a farmacocinética de um
medicamento varia na dependéncia do veiculo, forma farmacéutica, dose, via
de administragdo, assim como da espécie animal indicada. De outro modo, €&
preciso compreender que embora os LMRs de um mesmo principio ativo sejam
sempre iguais, o periodo de caréncia para eles pode mudar. Levando isto em
conta, dados de deplegao de residuos em animais tratados com gentamicina in
ovo ainda sdo muito incipientes, quando comparados com as informacdes de
caréncia deste mesmo principio ativo administrado pelas vias parenterais nos
primeiros dias de vida dos pintinhos.

A grande preocupagdo com a seguranga dos alimentos, associada com
a necessidade de disponibilizagdo de produtos de uso veterinario seguros para
0s animais e para o consumidor de alimentos de origem animal tornam
imprescindiveis as avaliagbes quanto a seguranga da administragdo destes nos
animais e seu impacto na geracao dos alimentos, por meio da permanéncia de
residuos destes medicamentos nos animais. Em congruéncia, este estudo tem
a finalidade de avaliar a seguranga clinica da gentamicina, quando
administrada in ovo juntamente com a vacina contra a doenga de Marek e seus

efeitos residuais nos tecidos.
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CAPITULO 2 - Avaliacio da gentamicina aplicada em ovos de aves
reprodutoras pesadas e seu efeito até os 21 dias de
idade

RESUMO - A preocupagao da industria avicola em manter os altos indices de
produtividade fez com que surgissem acgdes preventivas, tais como a vacinagao
in ovo associada aos antimicrobianos. Este trabalho objetivou avaliar a
inocuidade da gentamicina quando aplicada em ovos de aves reprodutoras
pesadas. Foram utilizados 200 ovos oriundos de matrizes da linhagem
comercial Cobb, onde aos 18 dias de incubacédo 100 ovos receberam apenas a
vacina contra a doenga de Marek (Grupo Controle - GC) e os outros 100
receberam a vacina juntamente com 0,22 mg/ovo de sulfato de gentamicina
(Grupo Tratado - GT). Apds o nascimento, os pintinhos foram alojados em
galpao de alvenaria e receberam durante todo o estudo ragdo isenta de
quimioterapicos e agua ad libitum. De acordo com a data de nascimento (DO),
foram realizados exames fisicos nos momentos DO, D+3, D+6, D+10, D+14 e
D+21 dias ap6s nascimento, assim como exames complementares em D+6,
D+10, D+14 e D+21. Os parametros fisicos compreenderam pesagem,
avaliagao da condi¢cao corpdrea, comportamento, postura/marcha, respiracao,
apetite, excretas, penas e pele, presencga e/ou auséncia de ataxia, depressao,
excitagao, convulsdes, dispnéias, tremores de cabeca e hiperestesia. Quanto
aos parametros laboratoriais, determinou-se contagem total de hemacias,
concentracdo de hemoglobina, porcentagem de hematodcrito, volume
corpuscular médio, hemoglobina corpuscular média, concentragcdo
hemoglobina corpuscular média, contagem total leucdcitos, diferencial de
leucdcitos (heterdfilos, linfécitos, eosinofilos, mondcitos e basdfilos), e as
provas bioquimicas séricas, como: ureia, acido urico, aspartato
aminotransferase, alanina aminotransferase (ALT), gama glutamiltransferase
(GGT), creatina quinase, albumina e proteinas plasmaticas totais. Os
resultados foram submetidos a analise estatistica por meio do procedimento
general Linear Models (GLM) do SAS, e teste de Tukey considerando o nivel
de significancia de 5%. Em ambos os grupos, todas as aves se apresentaram
saudaveis ao longo do estudo e nenhuma alteragdo condizente com
intoxicagdo foi visualizada. O peso corporal médio aumentou ao longo dos
momentos em ambos o0s grupos (p<0,05), entretanto, n&o diferiu
estatisticamente entre estes. Para os parametros de eritrograma e leucograma,
apesar das variagdes dentro do mesmo tratamento, ndo foram observadas
diferencgas significativas entre GC e GT. Em D+10, o grupo controle apresentou
niveis de GGT acima dos encontrados pelo grupo tratado (p<0,05), entretanto,
as concentragbes médias encontradas em ambos os grupos permaneceram
dentro dos limites fisioldgicos para a espécie. Os valores de ALT diferiram
significativamente em D+14, com valores em GC superiores aos do GT, no
entanto o segundo permaneceu dentro da faixa de normalidade. Para os
demais parametros bioquimicos, ndo foi observada diferenga significativa entre
os grupos. Conclui-se que a administracdo de 0,22 mg/ovo de sulfato de
gentamicina associada a vacina de Marek, nao causou alteragdes fisicas e
clinicas significantes quando administrada em ovos de aves reprodutoras
pesadas.

Palavras-chave: frangos de corte, gentamicina, ovos, seguranca clinica
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Evaluation of gentamicin applied in eggs of broiler breeder hens an its
effect up to 21 days of age

ABSTRACT - The concern of the poultry industry in maintaining high
productivity has spurred preventive measures such as vaccination in egg
associated antimicrobial drugs. This study evaluated the safety of gentamicin
when applied in ovo of broiler breeder hens. 200 eggs from commercial Cobb
strain were used, and after 18 days of incubation only 100 eggs received the
vaccine against Marek's disease (Control Group - CG) and the other 100
received the vaccine together with 0.22 mg/egg gentamicin sulfate (Treated
Group - GT). After birth, the chicks were housed in concrete shed concrete and
throughout the study they were fed with no antimicrobials and water ad libitum.
According to date of birth (D0), physical examinations were performed in
moments DO, D+3, D+6, D+10, D+14 and D+21 days after birth, as well as
laboratory tests on D+6, D+10, D+14 and D+21. Physical parameters included
weighing, assessment of body condition, behavior, posture/gait, breathing,
appetite, droppings, feathers and skin, presence and/or absence of ataxia,
depression, excitement, convulsions, dyspnea, head tremor and hyperesthesia.
As laboratory parameters, total count of red blood cells, hemoglobin, hematocrit
percentage, avarage corpuscular volume, average corpuscular hemoglobin,
average corpuscular hemoglobin concentration, the total leukocyte count,
differential leukocyte (heterophils, lymphocytes, eosinophils, monocytes and
basophils), and serum biochemical tests, such as: urea, uric acid, aspartate
aminotransferase, alanine aminotransferase (ALT), gamma glutamyltransferase
(GGT), creatine kinase, albumin and total plasma proteins. The results were
statistically analyzed using the General Linear Models procedure (GLM) of SAS,
and Tukey test considering the significance level of 5%. In both groups, all
poultry showed to be healthy throughout the study and no consistent change
with intoxication was seen. Average body weight increased over the time in both
groups (p<0.05), however, it did not differ statistically between them. For the
parameters of erythrocyte and leukocyte counts, despite variations within the
same treatment, no significant differences between CG and TG were observed.
On D+10, the control group had levels of GGT found above the treated group
(p<0.05), however, the average concentrations found in both groups remained
within physiological limits for the species. Values of ALT differed significantly in
D+14, with values in GC higher than the GT, however the second remained
within the normal range. For other biochemical parameters, no significant
difference between groups was observed. It is concluded that administration of
0.22 mg / egg gentamicin sulfate associated with Marek's vaccine did not cause
physical changes and clinical significant when given in broiler breeder hens

eggs.

Keywords: broiler, gentamicin, eggs, clinical safety
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1. INTRODUGAO

A comprovagao dos beneficios do uso de antimicrobianos profilaticos
na avicultura datam a década de 1940, e dai em diante, representam uma
importante ferramenta farmacoldgica disponivel para o crescimento deste
segmento do agronegoécio (LINZMEIER et al., 2009). Dentre eles, a
gentamicina € amplamente utilizada na prevengéo ou tratamento de infecgbes
bacterianas tanto na medicina veterinaria quanto na humana. Além disso, no
ambito veterinario, esse principio ativo possui amplo espectro de atividade e
inclui a maioria das bactérias isoladas de animais (PAPICH, 2009).

No Brasil, a gentamicina é autorizada para o uso terapéutico em
medicina veterinaria para as espécies bovinos, suinos, aves, caes, caprinos,
ovinos, gatos e equinos (PALERMO-NETO; ALMEIDA, 2011). Dentre as vias
de administragdo mais frequentes sdo a intramuscular, subcutanea,
intravenosa e via oral, apesar desta possuir baixa absor¢cdo (PAPICH, 2009;
SPINOSA, 2002). Na avicultura industrial outra via bastante consolidada é a
administracao in ovo (McCAPES et al., 1975; McCAPES et al., 1977; EDENS
et al., 1997; BAILEY; LINE, 2001; ITO et al., 2005; HOFACRE, 2010).

Os antibidticos injetados em ovos férteis durante o processo de
incubagdo tem como objetivo eliminar patdogenos e evitar a infeccdo do
pintinho no momento do alojamento (BIFFI, 2012), todavia, os eventos
adversos das drogas sempre foram uma grande preocupagao para 0 uso por
esta via de administracdo. Neste caso, apesar do uso ja consagrado, ainda
sdo escassas as informag¢des disponiveis sobre a seguranga clinica da
gentamicina quando administrada in ovo.

Ademais, segundo a Instrugdo normativa 26 de 2009 do Ministério da
Agricultura Pecuaria e Abastecimento - MAPA (BRASIL, 2014), todos
produtos antimicrobianos de uso veterinario devem comprovar por meio de
estudos a seguranga clinica tanto nas espécies em que o produto € indicado
quanto nas vias de administragéo.

Assim sendo, esse estudo tem como objetivo avaliar os possiveis
efeitos da gentamicina aos frangos de corte, por intermédio de exames fisicos

e laboratoriais.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Animais experimentais

O experimento foi conduzido em duas fases: A primeira caracterizada
pelo tratamento in ovo, realizada no incubatério da granja S&do José,
(Amparo/SP) e a segunda relacionada ao estudo de campo, etapa esta
conduzida nas instalacbes do setor de criacdo de frangos do centro de
pesquisas em animais do Brasil (CPABR - Amparo/SP). Todas as praticas
realizadas com o uso de animais foram devidamente aprovadas pela
Comiss&o de Etica no Uso de Animais do CPABR, sob protocolo n° 130.

Foram incubados 200 ovos, com peso médio de 54g, oriundos de aves
reprodutoras pesadas da linhagem comercial Cobb, com idade entre 30 e 50
semanas.

Todos os animais incluidos no estudo foram identificados com anilhas
plasticas numeradas. Estas foram trocadas periodicamente, conforme o

crescimento das aves, mantendo-se sempre a mesma numeragao.

2.2. Ambiente e manejo

Os ovos férteis provenientes das granjas de aves reprodutoras pesadas
foram transferidos ao incubatério da granja Sdo José e passaram pelo
processo de incubacgdo, vacinagao/tratamento, conforme fluxo padrao do
estabelecimento, para posterior transferéncia aos nascedouros.

Os ovos provenientes das granjas de matrizes de frango de corte foram
encaminhados a uma sala de pré-aquecimento da Granja Sao José com
temperatura controlada na faixa 24 a 27 °C e umidade relativa 40-50%, de
modo que todos os ovos atingissem a temperatura desejada para
transferéncia a incubadora evitando o choque térmico.

Apds passagem pelo aquecimento inicial os ovos foram transferidos
para as incubadoras (CASP CM-120), com temperatura na faixa 35,5 a 37,8
°C e umidade de 50 a 60%, com o numero de viragens padronizadas para

1 viragem/hora em angulo de 45° e capacidade de ventilagdo de 13,5
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m3/hora/1000 ovos, onde permaneceram até a transferéncia para os
nascedouros.

Na transferéncia da incubadora para o nascedouro, 0s ovos passaram
pelo processo de vacinagdo com a maquina automatica Intelliject®. A bandeja
contendo 0s ovos seguiu sobre a esteira e parou sob as agulhas da
vacinadora automatica. Ocorreu a perfuragdo da casca do ovo e em seguida a
administracdo da solugédo vacinal. O orificio foi vedado e as bandejas com
ovos vacinados seguiram pela esteira, onde foram sugados por ventosas e
transferidos para as caixas de eclosdo, para posterior transferéncia ao
nascedouro.

Todos os animais permaneceram em bandejas distintas identificadas
no mesmo nascedouro até o nascimento. Apdés o0 nascimento, os pintinhos
foram sexados, através da observagao das inser¢cdes das penas primarias e
secundarias, e posteriormente encaminhados ao aviario experimental. Este
aviario se trata de um galpdo de alvenaria, telado e coberto com telhas de
amianto, subdividido em boxes (3 m?) forrados com cama de maravalha (5 cm
de altura).

As aves foram distribuidas nos boxes de acordo com o grupo
experimental e balanceados por sexo, onde permaneceram durante todo o
periodo de estudo. Neste periodo, receberam ragao isenta de quimioterapicos
especifica para fase, formulada para atender as exigéncias nutricionais,
segundo Rostagno et al. (2011) e agua ad libitum. O conforto térmico das
aves foi regulado com o auxilio de ventiladores/exaustores e campéanulas a

gas, além de toda a estrutura de forragao presente no aviario.

2.3. Procedimento experimental

2.3.1. Preparo da solugao vacinal e formulagao testada

Adicionaram-se 100 mL da formulagao contendo sulfato de gentamicina
a 44 mg/mL (equivalente a formulacdo F069) a 900 mL do diluente da vacina
de Marek. Transcorridos 20 minutos, tempo este necessario para

estabilizacao da solugao, fez-se a reconstituicao de 04 ampolas da vacina de
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Marek (Cryomarex® HVT) em 1.000 mL do diluente especifico contendo o

sulfato de gentamicina.
2.3.2. Grupos experimentais

Aos 18 dias de incubagao, 100 ovos receberam apenas a vacina contra
a doenca de Marek (Grupo Controle - GC) e outros 100 ovos receberam a
mesma vacina contendo também o sulfato de gentamicina (Grupo Tratado -
GT).

Em ambos os grupos, administrou-se os respectivos tratamentos no
liquido amnidtico por meio de agulhas, na dosagem de 0,05 mL da
solugao/ovo fértil, com auxilio de sistema préprio para injecéo in ovo (maquina
vacinadora automatica InteIIiject®).

Desta forma, os animais do GC receberam apenas a vacina de Marek
na dose de 0,05 mL/ovo e os pintinhos do GT receberam a vacina na mesma
dosagem, associada ao sulfato de gentamicina na dose de 0,22 mg/ovo fértil.
Dos 200 ovos vacinados, apenas 48 pintinhos foram incluidos por grupo de
estudo, conforme descrito na Tabela 1. O tratamento de um ndmero maior de
ovos férteis levou em consideragcdo a mortalidade de embrides ao longo do
processo de incubacido e o percentual de ovos claros incubados, bem como
possivel mortalidade das aves na fase de crescimento e o balanceamento dos

grupos em fungao do sexo.

Tabela 1. Definicdo dos grupos experimentais do estudo para determinagao da inocuidade da
gentamicina quando aplicada in ovo.

N° de Animais

Grupos Tratamento Dose Alojados
Controle Vacina contra a
(GC) doenca de Marek 0,05 mL- 48
Vacina contra a
Tratado doenca de 0,05 mL + 48
(GT) Marek + Sulfato 0,22 mg/ovo

de gentamicina

No aviario experimental, os animais foram alojados em boxes de forma
que cada grupo de tratamento foi subdivido em 4 boxes, contendo 12 aves
cada (VICH, 2008).
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2.3.3. Peso corporal

Todos os animais foram pesados individualmente (expresso em g) nos
momentos DO (dia do nascimento), D+3 (trés dias apds o nascimento), D+6
(seis dias apds o nascimento), D+10 (10 dias ap6s o nascimento), D+14 (14
dias apdés o nascimento) e D+21 (21 dias ap6s o nascimento), para

acompanhamento do crescimento das aves.

2.3.4. Exame fisico dos animais

O exame fisico dos animais foi realizado através da inspec¢éo geral de
todas as aves nos momentos DO, D+3, D+6, D+10, D+14 e D+21 apds o

nascimento. Os parametros avaliados foram:

Inspecao geral

» Condicdao corpérea (1=bom; 2=regular; 3=ruim), comportamento
(1=normal; 2=apatico; 3=inquieto), postura/marcha (1=normal;
2=alterada), respiracdo (1=normal; 2=ofegante; 3=dispnéico), apetite
(1=normal; 2=diminuido; 3=aumentado), excretas (as excretas foram
avaliadas por boxe, uma vez que o0s animais ficaram no mesmo
ambiente; 1=normal; 2=alterada), penas e pele [1=normal; 2=alterada

(perda de penas, desidratagéo, penas erigadas)].

Sinais fisicos de intoxicacgao

» Ataxia, depressao, excitacao, convulsdes, dispnéia, tremores de cabeca

e hiperestesia.
2.3.5. Exames laboratoriais
Exames complementares tais como o hematoldgico e bioquimica

sérica, foram realizados nos momentos D+6, D+10, D+14 e D+21 dias apés o

nascimento. A selecdo das aves para colheita de sangue em cada um dos
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momentos de avaliagao foi realizada de forma aleatéria, retirando-se 3 animais
de cada boxe para compor um total de 12 aves por grupo de estudo (GT e
GC).

Nos dias de colheitas previamente determinados, os animais foram
contidos e realizada a colheita por pungdo cardiaca de uma amostra de
sangue. Cada amostra foi dividida igualmente em dois tubos identificados, um
contendo anticoagulante (acido etilenodiaminotetracético - EDTA) para a
realizacdo do hemograma (eritrograma, leucograma e avaliagdo da morfologia
celular) e o outro sem anticoagulante para a realizagado da bioquimica sérica.

As anadlises de eritrograma foram compostas por contagem total de
hemacias (He, x10%uL), concentracdo de hemoglobina (Hb, g/dL),
porcentagem de hematécrito (Ht, %), volume corpuscular médio (VCM, fL),
hemoglobina corpuscular média (HCM, pg) e concentracdo hemoglobina
corpuscular média (CHCM, g/dL). E além disto, foram avaliadas as alteragdes
quantitativas e/ou morfolégicas da série leucocitaria, que compreendeu a
contagem total (LEU, células/uL) e diferencial de leucocitos [heterdfilos (HET,
células/uL), linfocitos (LINF, células/uL), eosindfilos (EOS, células/uL),
mondcitos (MONO, células/uL) e basofilos (BAS, células/uL)].

As técnicas empregadas para determinagdo do hemograma seguiram
as recomendagdes de Campbell (1995). Para determinagcdo do hematécrito
utilizou-se 0 método do micro-hematocrito. As contagens de hemacias e de
leucécitos totais foram realizadas em hemocitometro de Neubauer. Para
determinar o teor de hemoglobina foi utiizado o método da
cianometaemoglobina e a contagem diferencial dos leucdcitos foi realizada
em esfregaco sanguineo através de leitura microscépica.

Além disso, as analises de bioquimica sérica foram compostas por
acido urico (AcUr, mg/dL), ureia (UR, mg/dL), aspartato aminotransferase
(AST, UI/L), gama glutamiltransferase (GGT, Ul/L), alanina aminotransferase
(ALT, UI/L), creatina quinase (CK, UI/L), proteinas plasmaticas totais (PPT,
g/dL) e albumina (ALB, g/dL).

O teor de PPT foi determinado pelo método de refratometria descrito
por Kaneko e Smith (1967) e as determinagdes séricas (AcUr, UR, AST, GGT,
ALT, CK e ALB) foram realizadas utilizando Kit Labtest® e analisador

bioquimico automatico SBA-200® (Celm®).
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2.3.6. Mortalidade

Foi registrada a mortalidade dos animais dos grupos controle e tratado

durante todo o periodo experimental.

2.4. Analise estatistica

Para a analise das variaveis hematoldgicas, bioquimicas e peso meédio,
o delineamento utilizado foi de parcelas subdivididas, testando o fator grupo (2
niveis) nas parcelas e o fator tempo (4 niveis) nas subparcelas, com 12
repeticdes por grupo. Os dados que ndo atenderam as premissas foram
submetidos a transformac&o logaritmica [Log (X-1)] e havendo diferenca
significativa entre médias, estas foram comparadas entre si pelo teste de
Tukey ao nivel de significancia de 5%. Para tanto, foi utilizando o
procedimento General Linear Models (GLM) do programa computacional SAS
(SAS 9.1, SAS Institute, Cary. NC, USA).

3. RESULTADOS

3.1. Peso corporal médio

O peso corporal médio das aves aumentou ao longo do tempo em
ambos o0s grupos, entretanto ndo diferiu estatisticamente no mesmo

momento, quando comparados os resultados dos GC e GT (Tabela 2).

Tabela 2. Peso corporal médio (g) dos frangos nos momentos DO, D+3, D+6, D+10, D+14 e
D+21, apdés a administragdo in ovo da vacina contra a doenga de Marek (grupo
controle) ou associada a gentamicina (grupo tratado).

Momentos (dias)

Grupo
DO D+3 D+6 D+10 D+14 D+21
Tratado Média 34 57 73 146 248 502
(GT) g;jr‘gg 210 1035 13,20 10491 71,72 130,02
Controle Média 33 60 76 143 237 434
GC Desvio
(GC) 229 890 12,06 26,18 57,46 122,46

padrdo
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3.2. Exame fisico

Durante o estudo, todas as aves foram examinadas e permaneceram
fisicamente saudaveis. Desta forma foram classificadas com escore 1
(normal) para os dois tratamentos.

3.3. Hemograma
3.3.1. Eritrograma

Em relagao ao eritrograma, nao houve efeito dos tratamentos em todos
0os parametros avaliados (p>0,05). Todavia, em algumas variaveis pode-se

observar diferenga significativa entre os momentos no mesmo grupo.
a. Contagem de hemacias
Para a contagem de hemacias, houve efeito significativo entre o ultimo

momento avaliado (D+21) em relagdo as demais avaliagdes do GT (D+6,

D+10 e D+14). Ja no GC, nao houve efeito principal entre momentos (Tabela

3 e Figura 1).
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Figura 1. Valores médios e intervalo de referéncia (BORSA, 2009) da contagem de
hemacias (x106/pL) em frangos nos momentos D+6, D+10, D+14 e D+21, apds a
administragdo in ovo da vacina contra a doenga de Marek (grupo controle) ou
associada a gentamicina (grupo tratado).
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b. Hemoglobina

No parametro Hb, verificou-se um acréscimo nas quantificagdes ao
longo dos momentos em ambos os grupos. No grupo controle, a diferenga
(p=0,05) foi entre os momentos D+6, quando comparado com D+14 e D+21.
Ja para o grupo tratado esta diferenga ocorreu entre os momentos D+14 em
relacdo aos dias de colheita D+6 e D+10, e também entre D+6 e D+21
(Tabela 3 e Figura 2).
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Figura 2. Valores médios e intervalo de referéncia (WAKENNELL, 2010) da hemoglobina
(g/dL) em frangos nos momentos D+6, D+10, D+14 e D+21, apds a administragcao
in ovo da vacina contra a doenga de Marek (grupo controle) ou associada a
gentamicina (grupo tratado).

c. Hematdcrito

Os valores médios de hematdcrito ndo diferiram estatisticamente entre

tratamentos, assim como entre momentos do mesmo grupo (Tabela 3 e
Figura 3).
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Figura 3. Valores médios e intervalo de referéncia (WAKENNELL, 2010) do hematdcrito
(%) em frangos nos momentos D+6, D+10, D+14 e D+21, apds a administragéo
in ovo da vacina contra a doengca de Marek (grupo controle) ou associada a
gentamicina (grupo tratado).

d. Volume corpuscular médio

Para o parametro VCM, ao longo dos momentos do GC foi possivel
observar diminuicdo significativa entre o ultimo dia de avaliagdo em relagao
aos demais momentos do estudo (D+6, D+10 e D+14). Entretanto, houve
também aumento significativo em D+10 quando comparado ao D+6. J& para o
grupo tratado, ocorreu uma elevagao (p<0,05) entre os momentos D+10 e

D+14, em relagao aos momentos D+6 e D+21 (Tabela 3 e Figura 4).
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Figura 4. Valores médios e intervalo de referéncia (WAKENNELL, 2010) do volume
corpuscular médio (fL) em frangos nos momentos D+6, D+10, D+14 e D+21,
apo6s a administragdo in ovo da vacina contra a doenca de Marek (grupo
controle) ou associada a gentamicina (grupo tratado).

e. Hemoglobina corpuscular média

Quanto aos valores de hemoglobina corpuscular média, houve
aumento significativo do valor médio de D+14 em relacédo aos momentos D+6
e D+21 no grupo tratado. Entre os momentos do grupo controle, ndo houve

alteracao significativa (Tabela 3 e Figura 5).
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Figura 5. Valores médios e intervalo de referéncia (WAKENNELL, 2010) da hemoglobina
corpuscular média (pg) em frangos nos momentos D+6, D+10, D+14 e D+21, apds
a administragdo in ovo da vacina contra a doenga de Marek (grupo controle) ou
associada a gentamicina (grupo tratado).
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f. Concentragdo da hemoglobina corpuscular média

Verificou-se aumento (p<0,05) no GC entre o momento D+21 quando
comparado com D+6 e D+10. Ja no GT, nao houve efeito significativo entre os

momentos do estudo (Tabela 3 e Figura 6).
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Figura 6. Valores médios e intervalo de referéncia (WAKENNELL, 2010) da concentragéo
da hemoglobina corpuscular média (g/dL) em frangos nos momentos D+6, D+10,
D+14 e D+21, apds a administragdo in ovo da vacina contra a doenga de Marek
(grupo controle) ou associada a gentamicina (grupo tratado).



Tabela 3. Valores médios + desvios-padrao da contagem total de hemacias (He), concentragao de hemoglobina (Hb), porcentagem de
hematécrito (Ht), volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM) e concentracdo hemoglobina
corpuscular média (CHCM), em frangos nos momentos D+6, D+10, D+14 e D+21, ap6s a administragdo in ovo da vacina
contra a doenga de Marek (grupo controle) ou associada a gentamicina (grupo tratado).

Momentos (dias)

Parametro (unidade)

Intervalo de referéncia Grupo

D+6 D+10 D+14 D+21
GC 1,61+0,35 1,54+0,24 1,80+0,23 1,95+0,47
He (x10°%/uL) 1,69 — 2,03
(BORSA, 2009) GT 1,77+0,30° 1,60+0,22° 1,71+0,30° 2,26+0,40°
GC 8,73+1,38° 10,33+0,97%° 11,211,572 11,08+2,05°
Hb (g/dL) 7-13 b :
(WAKENNELL, 2010) GT 9,25+0,66 9,82+1,45"° 11,460,897  11,35+0,84%
GC 22,20+3,18 25,60+3,94 25,80+3,55 22,50+5,34
Ht (%) 22-35
(WAKENNELL, 2010) GT 22,80+2,86 24.,60+2,27 27,50+4,20 26,10+3,94
GC  144,51+28,94° 170,06+24,90° 145,78+14,28%° 114,29+8,71°
VCM (fL) 90 — 140 b b
(WAKENNELL, 2010) GT  130,84+17,78° 157,28+24,70° 158,33+20,72° 114,38+9,90
GC 56,85+14,17 68,13+9,43 62,86+8,99 58,12+9,73
HCM (pg) 33 —47 X X b
(WAKENNELL, 2010) GT 53,60+9,40 62,61+12,11° 69,08+13,17° 51,88+10,55
GC  39,95+10,96°  40,33+4,35°  43,43+7,42%®  50,84+7,29°
CHCM (g/dL) 26 - 35
(WAKENNELL, 2010) GT 41,13+5,93 40,07+6,88 43,7947 47 45,13+6,29

Letras minusculas diferentes na linha indicam diferencas entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
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3.3.2. Leucograma

Em relacdo ao leucograma, os dados do presente estudo néao
demonstraram efeito dos tratamentos sobre a contagem total e diferencial de

leucdcitos.

a. Leucocitos totais

Para a contagem total de leucdécitos ao longo dos momentos no grupo
controle, houve acréscimo significativo no momento D+21 em relagédo aos
momentos D+6 e D+10. Observou-se ainda valores maiores (p<0,05) de D+14
quando comparado com D+6 (Tabela 4 e Figura 7). Ja para o grupo tratado,
os valores médios do momento D+21 permaneceram superiores (p<0,05)

quando comparados aos momentos antecessores (D+6, D+10 e D+14).
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Figura 7. Valores médios e intervalo de referéncia (WAKENNELL, 2010) dos leucécitos
totais (células/pL) em frangos nos momentos D+6, D+10, D+14 e D+21, apds a
administragdo in ovo da vacina contra a doenc¢a de Marek (grupo controle) ou
associada a gentamicina (grupo tratado).

b. Heterdfilos

Ja com relacao aos resultados de heterdfilos do GC, no momento D+6

0s niveis médios apresentaram-se diminuidos (p<0,05) em relagdo aos
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momentos D+14 e D+21. No mesmo grupo, o D+10 se manteve abaixo
(p=<0,05) dos dois ultimos momentos avaliados. No GT, observou-se aumento

significativo entre D+21 e os momentos D+6 e D+10 (Tabela 4 e Figura 8).
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Figura 8. Valores médios e intervalo de referéncia (WAKENNELL, 2010) dos heterdfilos
(células/pL) em frangos nos momentos D+6, D+10, D+14 e D+21, apods a
administragédo in ovo da vacina contra a doenga de Marek (grupo controle) ou
associada a gentamicina (grupo tratado).

c. Linfocitos

As médias de contagem de linfocitos foram semelhantes entre
momentos do GT, e no GC houve aumento significativo de D+21 em relagao
ao D+6 e diminuigdo quando comparado com o D+10 (Tabela 4 e Figura 9). E

D+6 e D+10, houve aumento significativo do segundo em relagdo ao primeiro.
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Figura 9. Valores médios e intervalo de referéncia (WAKENNELL, 2010) dos linfécitos
(células/pL) em frangos nos momentos D+6, D+10, D+14 e D+21, apds a
administragdo in ovo da vacina contra a doenga de Marek (grupo controle) ou

associada a gentamicina (grupo tratado).

d. Eosindfilos

No estudo em questdo, a contagem de eosindfilos nao apresentou

diferencas relevantes entre os valores médios dos grupos e momentos

(Tabela 4 e Figura 10).
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Figura 10. Valores médios e intervalo de referéncia (WAKENNELL, 2010) dos eosindfilos
(células/puL) em frangos nos momentos D+6, D+10, D+14 e D+21, apds a
administragdo in ovo da vacina contra a doenga de Marek (grupo controle) ou

associada a gentamicina (grupo tratado).
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e. Mondcitos

As contagens de mondcitos permaneceram elevadas (p<0,05) no ultimo
momento avaliado (D+21) em relagdo aos demais momentos do estudo, em
ambos os grupos (Tabela 4 e Figura 11).
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Figura 11. Valores médios e intervalo de referéncia (WAKENNELL, 2010) dos mondcitos
(células/pL) em frangos nos momentos D+6, D+10, D+14 e D+21, apds a
administragdo in ovo da vacina contra a doenga de Marek (grupo controle) ou
associada a gentamicina (grupo tratado).

f. Basofilos

Nao houve diferenga na contagem média de basofilos entre os grupos

experimentais e entre momentos de cada grupo (Tabela 4 e Figura 12).
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Figura 12. Valores médios e intervalo de referéncia (WAKENNELL, 2010) dos basofilos
(células/puL) em frangos nos momentos D+6, D+10, D+14 e D+21, apos a
administragédo in ovo da vacina contra a doenga de Marek (grupo controle) ou
associada a gentamicina (grupo tratado).
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Tabela 4. Valores médios + desvios-padrdo da contagem total (LEU) e diferencial de leucdcitos [heterdfilos (HET), linfocitos (LINF), eosindfilos (EOS),
mondcitos (MONO) e basofilos (BAS)], em frangos nos momentos D+6, D+10, D+14 e D+21, apds a administragédo in ovo da vacina contra a
doenca de Marek (grupo controle) ou associada a gentamicina (grupo tratado).

Parametro (unidade)

Intervalo de referéncia Grupo

Momentos (dias)

D+6

D+10

D+14

D+21

GC b bc ac a
LEU (células/yL) 12.000 — 30.000 3833,33+1267,30° 5666,67+1557,00°° 7083,33+2609,71 9750,00+3519,43
(WAKENNELL, 2010) GT  5000,00+1906,93° 5583,33+1564,28° 6416,67+2274,70° 10916,67+6666,86°
GC b b a a
HET (células/yL) 3.000 — 6.000 1445,83+489,01 1458,33+901,97°  3793,33+2137,43%  6246,67+3020,43
(WAKENNELL, 2010) GT  1445,83+1250,11° 2205,00+822,94° 3692,50+2780,54®® 6720,00+6771,01°
GC b a abc c
LINF (célulasiuL) 7000 — 17.500 2346,67+1059,59° 4173,33+1593,91* 3217,50+1011,18 2506,67+879,27
(WAKENNELL, 2010) GT  2211,67£1078,85 3303,33x1566,79  2627,50+990,69 2960,83+1367,43
GC
EOS (células/yL) 0—1.000 25,83+26,78 8,33+19,92 53,33+43,97 71,67+87,47
(WAKENNELL, 2010) GT 25,83+31,75 35,00+47,39 25,00+38,26 28,33+60,58
GC b b b a
MONO (células/uL) 150 — 2.000 6,67+16,14 26,67+35,25 19,20+35,8 906,70+720,30
(WAKENNELL, 2010) GT 22.50+33,06° 36,67+36,76° 71,70+72,8° 1207,5+799,72
GC
BAS (células/yL) Raro 8,33+19,46 0,00+0,00 0,00+0,00 18,33+43,03
(WAKENNELL, 2010) GT 0,00+0,00 3,33+11,55 0,00+0,00 0,00+0,00

Letras minusculas diferentes na linha indicam diferengas entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
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3.4. Bioquimica Sérica

a. Acido urico

As determinagdes séricas de AcUr apresentaram diminuigdo
significativa de D+14 e D+21 em relagcdo a D+10 no GC. Para o GT, néo
houve diferenca relevante. Entre grupos, n&o observou-se diferenga

estatistica (Tabela 5 e Figura 13).
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Figura 13. Valores médios e intervalo de referéncia (CAMPBELL, 2004) do acido urico
(mg/dL) em frangos nos momentos D+6, D+10, D+14 e D+21, apds a
administragédo in ovo da vacina contra a doenga de Marek (grupo controle) ou
associada a gentamicina (grupo tratado).

b. Ureia

Nos resultados do grupo controle, houve redugdo em D+21 quando
comparado com D+10 e D+14 (p<0,05). Para o grupo tratado, nao foi
observada alteracao significativa. Entre grupos, nao observou-se diferenca
estatistica (Tabela 5 e Figura14).
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Figura 14. Valores médios e intervalo de referéncia (CAMPBELL, 2004) da ureia (mg/dL)
em frangos nos momentos D+6, D+10, D+14 e D+21, apds a administragéo in
ovo da vacina contra a doenga de Marek (grupo controle) ou associada a
gentamicina (grupo tratado).

c. Aspartato aminotransferase

Para o AST, ndo se observou variagao significativa entre os momentos

do mesmo grupo e t&o pouco entre tratamentos (Tabela 5 e Figura 15).
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Figura 15. Valores médios e intervalo de referéncia (CAMPBELL, 2004)do aspartato
aminotransferase (Ul/L) em frangos nos momentos D+6, D+10, D+14 e D+21,
apos a administragdo in ovo da vacina contra a doenca de Marek (grupo
controle) ou associada a gentamicina (grupo tratado).
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d. Gama glutamiltransferase

No grupo controle, os valores médios dos momentos D+14 e D+21
apresentaram diminuigdo significativa quando comparados com D+6 (Tabela
5 e Figura 16). Ainda neste grupo, o D+14 foi menor (p<0,05) em relagédo ao
D+10. Ja no grupo tratado, houve diminuigdo significativa dos momentos
D+10, D+14 e D+21 em relagdo ao D+6. Entre grupos, a média do GC foi

significativamente superior a do GT em D+10.
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Figura 16. Valores médios e intervalo de referéncia (BORSA, 2006) da gama
glutamiltransferase (Ul/L) em frangos nos momentos D+6, D+10, D+14 e
D+21, apds a administragdo in ovo da vacina contra a doenga de Marek
(grupo controle) ou associada a gentamicina (grupo tratado).

e. Alanina aminotransferase

A enzima ALT apresentou diminuigdo (p<0,05) no momento D+21
quando comparada com os demais momentos analisados (D+6, D+10 e
D+14), para o GC. Com relagdo ao GT, as quantificagbes de ALT nos
momentos D+10 e D+6 apresentaram-se elevadas (p<0,05) quando
confrontadas com os momentos D+14 e D+21. Entre grupos, os valores de
ALT diferiram significativamente em D+14, sendo a média do GC superior a
do GT (Tabela 5 e Figura 17).
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Figura 17. Valores médios e intervalo de referéncia (CAMPBELL, 2004) da alanina
aminotransferase (Ul/L) em frangos nos momentos D+6, D+10, D+14 e D+21,
ap6s a administragdo in ovo da vacina contra a doengca de Marek (grupo
controle) ou associada a gentamicina (grupo tratado)

f. Creatina quinase

Neste estudo, observou-se que a dosagem de CK nao diferiu
estatisticamente entre os grupos e entre momentos do mesmo grupo (Tabela
5 e Figura 18).
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Figura 18. Valores médios e intervalo de referéncia (CAMPBELL, 2004) da creatina quinase
(UI/L) em frangos nos momentos D+6, D+10, D+14 e D+21, apds a administracéo
in ovo da vacina contra a doenga de Marek (grupo controle) ou associada a
gentamicina (grupo tratado).



55

g. Proteinas plasmaticas totais e albumina

N&o houve diferenca significativa entre os momentos de colheita no
mesmo grupo ou entre tratamentos quanto aos niveis de PPT (Tabela 5 e
Figura 19) e de ALB (Tabela 5 e Figura 20).
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Figura 19. Valores médios e intervalo de referéncia (KANEKO et al., 1997) das proteinas
plasmaticas totais (g/dL) em frangos nos momentos D+6, D+10, D+14 e D+21,
ap6s a administragdo in ovo da vacina contra a doengca de Marek (grupo
controle) ou associada a gentamicina (grupo tratado).
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Figura 20. Valores médios e intervalo de referéncia (KANEKO et al., 1997) da albumina
(g/dL) em frangos nos momentos D+6, D+10, D+14 e D+21, apds a
administragao in ovo da vacina contra a doenga de Marek (grupo controle) ou
associada a gentamicina (grupo tratado).
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Tabela 5. Valores médios + desvios-padrdo da concentragao sanguinea de acido urico (AcUr), uréia (UR), aspartato aminotransferase (AST), gama
glutamiltransferase (GGT), alanina aminotransferase (ALT), creatina quinase (CK), proteina plasmaticas totais (PPT) e albumina (ALB), em
frangos nos momentos D+6, D+10, D+14 e D+21, apds a administragdo in ovo da vacina contra a doenca de Marek (grupo controle) ou
associada a gentamicina (grupo tratado).

Momentos (dias)

Parametro (unidade) Intervalo de referéncia Grupo

D+6 D+10 D+14 D+21
AcUF (mafdL) 0-15 GC 10,57+3,47% 11,67+1,90° 7,38+3,21° 7,82+1,82°
cur(m
g (CAMPBELL, 2004) GT 9,29+2,90 10,02+2,72 8,00+3,12 8,68+2,68
B GC 12,4245,78%° 18,25+7,42° 19,67+9,45° 7,9245,93°
UR (mg/dL) 0-5
(CAMPBELL, 2004) GT 16,25+16,70 15,58+15,58 9,92+4,58 8,08+5,25
3 GC 353,83+179,44  328,92+277,23  406,424218,38  292,92+134,25
AST (UI/L) 0-275
(CAMPBELL, 2004) GT 376,50+216,25  459,08+293,61 288,25+90,85 273,67+88,73
B GC 38,25+14,07°2 23,67+8,97% 12,50+7,44° 16,67+5,91°°
GGT (UIlL) 9-30
(BORSA, 2006) GT 43,58+21,422 12,50+6,64 *B 11,17+2,72° 14,17+2,08°
B GC 176,42+225,14°  170,75+160,84° 138,75+142,66°* 18,17+11,432
ALT (UIL) 19 -50
(CAMPBELL, 2004) GT 145,67+212,14%  134,42+94 85° 26,00+20,428 24,67+24,62°
3 GC  1352,17+1059,09 1600,58+1233,91 1468,83+1267,79 2406,50+2317,93
CK (UI/L) 100 — 500
(CAMPBELL, 2004) GT 838,67+430,80 2356,67+2493,67 2152,83+2968,95 2687,17+2418,14
3 GC 2,30+0,43 2,42+0,79 2,33+0,89 2,42+079
PPT (g/dL) 25-4.5
(KANEKO et al., 1997) GT 2,23+0,69 2,83+0,72 2,58+0,90 2,58+0,79
ALB (g/dL) 08—2 GC 1,37+0,37 1,25+0,45 1,33+0,49 1,08+0,29
(KANEKO et al., 1997) GT 1,16+0,33 1,58+0,51 1,42+0,67 1,42+0,79

Letras minusculas diferentes na linha e letras maiusculas diferentes na coluna indicam diferengas entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
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3.5. Mortalidade

Durante todo o estudo houve mortalidade de quatro aves do grupo
tratado, duas no momento D+3, e outras duas nos momentos D+6 e D+10.
Todas estas foram necropsiadas a fim de determinar a causa mortis. Nenhuma
alteragdo macroscopica foi observada nas aves necropsiadas, exceto para a
ave encontrada morta no momento D+6, a qual apresentou alteragdes
patoldgicas caracterizadas por focos miliares amarelados nos pulmdes e sacos

aéreos toracicos translucidos.

4, DISCUSSAO

4.1. Peso corporal médio e exame fisico

Para o parametro peso corporal médio, a auséncia de alteragdes
significativas apds administracdo de gentamicina in ovo corrobora com Khan et
al. (2008), Saleemi et al. (2009), Islam et al. (2011) e Javed et al. (2013), os
quais afirmaram que a administracao via IM de doses seriadas de gentamicina
menores que 10 mg/kg sdo inécuas as aves. Os mesmos autores observaram
que doses elevadas de gentamicina afetaram o crescimento das aves,
possivelmente devido a anorexia e depressdo apresentadas logo em seguida
da administracdo deste principio ativo. Ja McCapes et al. (1975) averiguaram
que os embrides toleram até um mg/ovo de gentamicina.

De maneira similar, a auséncia de achados fisicos deste experimento
também foi descrita por Saleemi et al. (2009). Estes autores ndo encontraram
quaisquer alteracbes comportamentais e fisicas em pintinhos de um dia
medicados com gentamicina nas doses de 10 a 20 mg/kg, doses superiores as

utilizadas neste estudo.

4.2. Eritrograma

O eritrograma fornece dados sobre a série vermelha ou eritrocitica

[contagem de hemacias, concentragdo de hemoglobina, porcentagem de
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hematdcrito e determinagao dos indices hematimétricos (volume corpuscular
meédio, hemoglobina corpuscular meédia e concentragcdo de hemoglobina
corpuscular média)].

A contagem de hemacias € uma analise importante na detecgdo de
anemia ou hemoconcentragdo, tanto em animais como em humanos
(CHARLES NORIEGA, 2000). No decorrer do estudo, observou-se que as
médias de ambos os grupos apresentaram-se discretamente abaixo dos
valores de referéncia no D+6 (somente grupo controle) e em D+10 (grupos
tratado e controle) ou acima no D+21 (somente grupo tratado), sendo que este
intervalo de referéncia para a espécie varia entre 1,69 e 2,03 x 10%/uL (BORSA,
2009). Apesar desta variacdo, durante os momentos avaliados observou-se
que as médias de ambos os grupos demonstraram similaridade ao longo do
estudo, e os resultados permaneceram proximos a normalidade. Ademais, os
frangos nao apresentaram alteracdes indicativas de anemia.

Dados similares foram obtidos por Mohamed (2009), ao avaliar a
contagem de globulos vermelhos em galinhas inoculadas com Pasteurella
multocida e tratadas com 4 mg/kg de gentamicina, IM, por 5 dias. Neste estudo,
os valores variaram de 1,87 a 1,97 x 106/pL para 0os animais submetidos ao
desafio e posteriormente tratados, e permaneceram entre 2,06 e 2,24 x 10%/uL
no grupo controle. Apesar da diferenga, tal fato ndo foi caracterizado como
anemia. Ja Tessari et al. (2006) averiguaram o numero médio de hemacias em
aves saudaveis, obtendo valores da ordem de 2,5 x 106/pL, assim como em
aves anémicas, nas quais o hemograma chegou a 1,1 x 10%/uL, em associacéo
com a diminuicdo de hematécrito e hemoglobina, alteragdes estas néo
evidenciadas neste estudo.

Em consonancia, Fudge (2000) postula que quadros de anemia sao
evidenciados apenas quando estas trés variaveis (hemoglobina, hematdcrito e
hemacias) se encontram igualmente comprometidas. No caso da hemoglobina
e do hematocrito, apesar dos resultados variarem ao longo dos momentos
dentro do mesmo grupo, todos os valores médios permaneceram dentro da
faixa de normalidade de 7 a 13 g/dL e 22 a 35%, respectivamente
(WAKENNELL, 2010). Ja Bounous e Stedman (2000) consideram que o
hematocrito normal das aves varia de 35 a 55%, e que valores inferiores a 35%

sugerem anemia e superiores a 55% indicam desidratacdo ou policitemia
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(eritrocitose). Em contrapartida, outros valores considerados como fisioldgicos
sdo mencionados na literatura: 30% (MACARI; LUQUETTI, 2002), 27%
(FURLAN et al., 1999), 30,6 a 37% (CARDOSO; TESSARI, 2003) e 43,5%
(TESSARI et al., 2006). No que tange a hemoglobina, a administracdo de
doses de 50 mg/kg de gentamicina em coelhos, por até 20 dias,
desencadearam reducgao significativa deste parametro (ELYAZJI; ABDEL-AZIZ,
2013).

Neste caso, pode-se notar que gentamicina ndo foi capaz de
desenvolver quadros de anemia nos frangos, uma vez que as quantificagdes
destes trés parametros permaneceram em torno dos padrées de normalidade
em todos os momentos e nenhuma alteragdo comportamental ou fisica foi
observada, além da proximidade (p>0,05) de todos os valores de ambos os
grupos ao longo dos momentos. No estudo de Mohamed (2009), aves tratadas
com gentamicina também n&o apresentaram alteragcdes para os valores de
hemacias, hematocrito e hemoglobina. Em outras espécies, doses de
gentamicina acima de 100 mg/kg durante 21 dias proporcionaram quadros
anémicos em animais de laboratério (NAESHIRO et al., 1997), e 50 mg/kg por
10 ou 20 dias em coelhos n&o alteraram a contagem de globulos vermelhos e
hematécrito (ELYAZJI; ABDEL-AZIZ, 2013).

A partir dos valores de hemacia, hematdcrito e hemoglobina foram
calculados os indices hematimétricos (VCM, HCM e CHCM). Ao longo dos
momentos D+6 (somente grupo controle), D+10 (grupos tratado e controle) e
D+14 (grupos tratado e controle) os valores médios de VCM permaneceram
acima dos valores de referéncia para frangos, 90 — 140 fL (WAKENELL, 2010).
Ja os valores de HCM e CHCM, que expressam a concentragdo da
hemoglobina presente na hemacia, ao longo de todo o estudo também
permaneceram acima dos valores considerados normais para a espécie: 33 a
47 pg e 26 a 35 g/dL, respectivamente (WAKENELL, 2010). Todavia, os
valores médios dos grupos permaneceram proximos entre os tratamentos em
todos os momentos.

Segundo Wintrobe (1933), os indices hematimétricos auxiliam na
classificacdo de anemia, na capacidade da medula éssea em produzir
hemacias de tamanho e capacidade metabdlica normais, assim como na

quantificacdo do conteudo de hemoglobina. Valores elevados de CHCM podem
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estar relacionados a amostras lipémicas, aglutinagdo de hemacias e
hiperleucocitose (ROSENFELD, 2012).

Uma vez que as alteragdes dos indices hematimétricos (VCM, HCM e
CHCM) foram detectadas nos dois grupos e em praticamente todo o estudo e
que os demais valores dos parametros eritrocitarios (He, Ht, Hb)
permaneceram em torno da normalidade, cabe sugerir que estas alteragbes
sejam associadas a variagbes fisiologicas da espécie, sem apresentar
correlagdo com o antimicrobiano testado. Além disto, em fungdo dos possiveis
problemas decorrentes da deficiéncia em transportar oxigénio, o organismo
tentaria compensar tal deficiéncia por meio de alteracbes comportamentais e
fisicas, tais como: dispneia, depressado, palidez de mucosas, taquicardia e
taquipneia (LOPES; BIONDO; SANTOS, 2007). Ressalta-se que, neste estudo,

nenhuma destas variagdes foram detectadas.

4.3. Leucograma

O leucograma corresponde a série branca do sangue, que € composta
pela avaliacdo da contagem global de leucdcitos e da sua contagem diferencial
(heterdfilos, eosindfilos, basdfilos, linfocitos e mondcitos).

A contagem total de leucécitos variou ao longo dos momentos para
ambos 0s grupos e permaneceu abaixo dos valores fisioldgicos: 12.000 a
30.000 células/pL (WAKENELL, 2010). Esta leucopenia se manteve ao longo
do estudo para ambos os grupos, ndo havendo diferenga entre eles. Verificou-
se que os valores médios aumentaram ao longo dos momentos, chegando
muito préximo ao limite fisiolégico no ultimo momento avaliado, valores estes
proximos a 10.000 células/uL em GC e GT. A contagem de leucdcitos, no
entanto, comegou a aumentar ao longo do estudo em virtude do aumento
gradual na contagem de heterdfilos. Quando os resultados deste estudo foram
confrontados com os valores obtidos por Cunha et al. (1987), 3.200 a 44.300
células/uL, os niveis mostraram-se dentro do intervalo especificado por estes
autores. Outros autores avaliaram ainda a determinagdo do numero de
leucdcitos no sangue aviario, entretanto, a variabilidade nos resultados
ocasionada por fatores como espécie, raga, sexo, linhagem, estagcdo do ano,

estresse, fatores ambientais, além da variagdo nas metodologias laboratoriais,
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tornam a interpretacdo do leucograma uma tarefa dificil (STURKIE;
GRIMINGER, 1986).

Sabe-se ainda que o sistema imune, e, consequentemente, a
disponibilidade das células de defesa dos pintinhos logo apos a eclosédo €&
deficiente. Neste sentido, constatou-se que a concentragcdo de glébulos
brancos e outras células de defesa (CD3, CD4, CD8, etc.) aumentaram ao
longo do crescimento das aves. Os glébulos brancos variaram de 0,4 x 107 no
primeiro dia de vida para 4,9 x 107, 25 x 10, 185 x 107, apds sete, 14 e 42 dias
ap6s o nascimento, respectivamente (LOWENTHAL et al.,, 1994), fato este
também observado neste estudo. Estes resultados estdo de acordo com
Latimer e Bienzle (2010) e Mahdy (2005), que relataram que a leucopenia pode
ser devido a algumas infec¢des virais ou vacina viva. Valores reduzidos de
leucdcitos foram quantificados em aves apds a vacinagdo para coccidiose,
possivelmente em virtude da migracdo celular para o foco inflamatorio
(SCHMIDT et al., 2006).

Os valores para a contagem de heterdfilos seguiram o mesmo perfil de
crescimento visto na contagem dos leucocitos totais, onde os resultados
quantificados nos momentos 6 e 10 dias apds 0 nascimento permaneceram
abaixo dos valores considerados fisiologicos para frangos — 3.000 a 6.000
células/uL (WAKENELL, 2010). No momento D+14, as contagens de
heterdfilos retornaram aos padrées de normalidade. Ja no momento D+21, as
contagens excederam este critério. Cardoso e Tessari (2003) observaram
diferentes contagens de heterdfilos ao longo da vida dos frangos de corte, onde
nas idades 1, 10, 24, 26, 31, 38, 45 e 52 dias foram encontrados os valores de
5.254, 5518, 5.522, 4.882, 6.176, 6.984, 10.938 e 8.076 células/yL,
respectivamente.

Alguns autores citam que, em aves jovens (1 a 14 dias), os heterdfilos
sao funcionalmente deficientes quando comparados com aves mais velhas
(GENOVESE et al., 1998; GENOVESE et al.,, 2000; WELLS et al., 1998;
LOWRY et al., 1997). Esta ineficiéncia continua até cerca de 21 dias, o que
aumenta a suscetibilidade das aves domésticas a infeccbes nas primeiras
semanas de vida (LOWRY et al., 1997; GENOVESE et al., 1998; GENOVESE
et al., 2000). Em consonancia, estudo com a administragdo de linfocinas

imunes resultou no aumento da atividade fagocitica do heterdfilo até o quinto
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dia pds-eclosao, periodo este considerado como mais critico (GENOVESE et
al., 2000). Os mesmos autores também verificaram uma correlagdo entre a
idade do frango e o aumento nas concentragbes de heterofilos circulantes, o
que também ocorreu neste experimento.

No que tange a contagem de linfécitos, verificou-se que no decorrer dos
momentos a contagem desta variavel se manteve abaixo dos valores
considerados normais (7.000 — 17.500 ceélulas/uL) para espécie, segundo
Wakennell (2010). Os linfocitos sdo os leucécitos predominantes nos frangos
(MACARI; LUQUETTI, 2002) e suas fungdes primarias sao imunoldgicas, tanto
na imunidade celular quanto na humoral (KERR, 2003). Neste contexto, a
linfopenia pode ocorrer devido a infecgdo sistémica aguda, drogas
imunossupressivas, radiacdo, administracdo de corticosterdides exdgenos ou
liberagcdo de corticosterdides enddégenos em situagdes de estresse (LATIMER
& BIENZLE, 2010).

Além das alteragdes ja discutidas, Friedman, Shalem-Meilin e Heller
(1992) constataram que a vacinagao contra a doenca de Marek promoveu a
deplecao temporaria da atividade de linfocitos B de intensidades variaveis, e a
recuperacao se deu por volta de 3 e 4 semanas de idade. Contudo, observou-
se a mesma diminui¢cao linfocitaria apds a infeccdo de aves por cepas
patogénicas do virus da doenca de Marek. Ja Islam et al. (2002) averiguaram
que a vacina contra a doenca de Marek teve efeitos supressivos sobre o
numero de células B e T circulantes, mas ndo conseguiu afetar os pesos dos
orgaos linféides primarios e respostas de anticorpos humorais.

Outros autores citam que o efeito temporal das vacinas contra a doenca
de Marek sobre a sensibilidade a infecgao bacteriana coincidiu com a reducao
temporaria da atividade in vitro de linfécitos B, e ambas suportam uma
possivel, embora fraca, fase citolitica causada pela vacina (LYDYARD et al.,
1976; LEE; BACON, 1983). Frente ao exposto, acredita-se que a alteragao
linfocitaria observada neste estudo pode estar relacionada a administragcao da
vacina contra a doengca de Marek, haja visto que ambos o0s grupos
apresentaram semelhanca nos resultados ao longo das avaliagdes.

No estudo em questdo, a contagem de eosindfilos ndo apresentou
diferenga relevante entre os grupos, tdo pouco entre momentos. Todos os

resultados para este parametro permaneceram entre os limites de normalidade
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para a espécie: 0 — 1.000 células/uL (WAKENELL, 2010). Esses dados foram
similares aos encontrados por Cardoso e Tessari (2003), que variaram de 0 a
164 células/uL para frangos de corte saudaveis da linhagem Cobb. Sabe-se
que estas células participam da regulagéo alérgica, resposta aguda inflamatéria
e podem induzir dano tecidual (LOPES; BIONDO; SANTOS, 2007).

Neste estudo a contagem de mondcitos entre os momentos D+6 e D+14
permaneceu abaixo dos valores de referéncia (150 a 2.000 células/pL), todavia
retornou a normalidade em D+21. Segundo Latimer e Bienzle (2010), a
monocitopenia isolada € clinicamente irrelevante. Tendo em vista que as
médias de mondcitos foram similares nos grupos em todos os momentos do
estudo, eventuais alteragdes ocorridas ndo foram associadas ao farmaco
testado.

Quantidades de basofilos foram quantificadas em alguns animais do
experimento, o que elevou a média para deste parametro, principalmente dos
resultados obtidos no GC, nao existindo interferéncia pela utilizagdo de
gentamicina. Segundo Cardoso e Tessari (2003), Borsa (2009) e Wakenell
(2010), a contagem de basdfilos é rara para esta espécie, e conforme Campbell
(2004) a funcgéo dessa variavel ainda ndo é bem conhecida em aves. Apesar
disto, no estudo de Cardoso e Tessari (2003) esta variagao foi de zero a 106
células/uL ao longo da vida das aves. No estudo em questdo, a média maxima

encontrada foi de 18,33 células/pL, ndo tendo relevancia clinica.

4.4. Bioquimico

O acido urico e a ureia sdo as provas bioquimicas utilizadas para avaliar
a funcao renal das aves (CAMPBELL, 2004), de forma que disturbios na fungéo
renal podem levar ao aumento na concentracéo sérica destes dois metabdlitos.

No caso das aves, o acido urico é o principal produto do metabolismo de
nitrogénio, constituindo aproximadamente 60 a 80% do total de nitrogénio
excretado pela urina. E sintetizado no figado e nos rins, sendo 90% do acido
urico sanguineo excretado primariamente por secreg¢ao tubular, nos tubulos
proximais dos néfrons corticais (LUMEIJ, 1997; CAMPBELL, 2004). Assim,

disturbios na funcédo renal e dietas ricas em proteinas podem aumentar a
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concentragao sérica ou plasmatica de acido urico (LUMEIJ, 1997). Segundo o
mesmo autor, por nao ser um teste renal muito sensivel, determinacdes
sequenciais devem ser realizadas para monitorar a progressao de doencas,
uma vez que, somente com 75% da funcédo renal comprometida € possivel
detectar aumento da concentragdo sanguinea desse metabdlito.

Neste caso em especifico, uma caracteristica marcante do grupo dos
aminoglicosideos € o seu potencial nefrotoxico (GRINGAUZ, 1997; ITO et al.,
2005; OLIVEIRA; CIPULLO; BURDMANN, 2006; LOPEZ; OLVERA, 2008;
ISLAM et al., 2011). Este efeito esta relacionado ao acumulo de
aminoglicosideos nas células dos tubulos proximais, dado que, cerca de 80-
85% da gentamicina é excretada via urina (MARTINEZ-SALGADO,
HERANDEZ-LOPEZ; NOVOA-LOPEZ, 2007; LOPEZ; OLVERA, 2008) sem
sofrer processo de metabolizagdo, ou seja, na forma inalterada (CHAMBERS,
2001; TAVARES, 2002; RIVIERE; SPOO, 2003). Como alternativas para o uso
seguro destes farmacos, terapias com longos intervalos entre doses ou mesmo
em dose unica, conforme empregado neste estudo, resultam em um menor
contato do medicamento com a membrana da borda em escova do rim,
evitando este acumulo (DOWLING, 2010).

No atual estudo, as concentragdes de AcUr variaram de 7,38 a 11,67
mg/dL, porém permaneceram sempre abaixo do valor critico de 15 mg/dL
(CAMPBELL, 2004). Ross et al. (1978) afirmam que os valores considerados
normais para frangos de corte da linhagem Cobb giram entre 4,42 e 11,14.
Variagdes deste metabdlito podem estar relacionadas a diversos fatores, tais
como a espécie, idade e dieta, uma vez que animais jovens tendem a
apresentar maiores concentragdes de acido urico do que adultos (CAMPBELL,
2004).

Assim como no estudo em questdo, Gonzalez et al. (2001) encontraram
concentragbes mais elevadas de acido urico em aves saudaveis de 10 dias de
idade, a qual reduziu ao longo do desenvolvimento das aves. Ja Mohamed
(2009), verificou que para aves de quatro semanas de idade tratadas com
gentamicina (4 mg/kg por 5 dias) a concentragédo de acido urico variou de 5,27
a 7,99 mg/dL. Dados semelhantes foram encontrados por Afzal e
colaboradores (1999), onde as concentragdes variaram de 5,73 a 6,31 mg/dL

para aves de 42 dias de idade sem terapia antimicrobiana.
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As concentracdes de ureia no presente estudo variaram de 7,92 a 19,67
mg/dL para o grupo controle e de 8,08 a 16,25 mg/dL para o grupo tratado,
muito acima do valor considerado fisiologico (0 a 5 mg/dL) para a espécie
(CAMPBELL, 2004). Tendo em vista estes resultados, acredita-se que a
gentamicina nao interferiu negativamente na concentragdo de uréia, ja que os
niveis elevados foram visualizados em ambos os grupos. Por outro lado, Coles
(1984) observou que os niveis de ureia sdo afetados por alteragbes na funcao
renal, taxa de excregao renal, disfungdo hepatica ou ingestdo de proteinas.
Diante disto, Campbell (2004) encontrou que o valor diagndstico da uréia é
inferior quando comparado ao do acido urico nas aves.

Em concordancia com o presente estudo, valores bastante elevados
para a uréia foram encontrados por outros autores em aves: 51,67 mg/dL
(AFZAL et al., 1999) e 20 a 25 mg/dL (KHAN et al., 2008). Doses crescentes de
gentamicina (duas doses, com intervalo de um dia entre as aplica¢des, de 10,
50 e 100 mg/kg) levaram ao acréscimo gradual das concentracbes de ureia,
chegando a 47 mg/dL nas aves que receberam a dose de 50 mg/kg e as aves
que receberam 100 mg/kg morreram na primeira semana de estudo (KHAN et
al.,, 2008). Este mesmo autor expde que doses duplas, de 10 mg/kg de
gentamicina foram seguras para as aves e nao resultam em alteragdes renais.
Da mesma forma, em ratos e coelhos, doses crescentes de gentamicina
também influenciaram significativamente as quantificacdes de ureia (ALARIFI
et al., 2012; ELYAZJI; ABDEL-AZIZ, 2013).

Outros antibidticos amplamente utilizados na avicultura moderna
também interferem nas quantificacdes de ureia, quando administrados em altas
doses. Doses crescentes de colistina em frangos (5 a 40 mg/kg) prejudicaram
as concentragdes de ureia, que chegaram a 17,8 mg/dL (SALEEMI et al.,
2014). Em compensagao, Sureshkumar, Sarathchandra e Ramesh (2013),
confirmaram o uso seguro do ativo enrofloxacina na dose de 10 mg/kg durante
cinco dias em frangos de corte, ndo causa alteracbes nos parametros
hepaticos e renais.

As aves apresentam alta atividade da AST no figado, nos musculos
esqueléticos e cardiaco, no cérebro e nos rins, sendo considerada dessa
forma, uma enzima inespecifica, todavia, pode ser utilizada como indice de

alteracao de células hepaticas em conjunto com outros indicadores (KANEKO,
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1989). No presente estudo todas as médias de AST permaneceram acima dos
padrdes de referéncia para a espécie que variam de 0 — 275 Ul/L (CAMPBELL,
2004), o que sugere aumento da sua atividade. Esse incremento pode estar
relacionado a disturbios hepaticos ou musculares, porém normalmente
concentragcbes acima de 800 Ul/L séo sugestivas de dano hepatico severo, o
que nado acorreu neste estudo. Em compensacdo, Borsa et al. (2006),
observaram variagédo de 126 a 332 UI/L nas concentragdes de AST de frangos
de corte saudaveis. O uso de altas doses gentamicina em ratos (80 e 150
mg/kg) demonstrou acréscimo significativo nas dosagens de AST, ALT e
fosfatase alcalina (ALARIFI, 2012).

Uma vez que a atividade da AST ndo é considerada especifica aos
disturbios hepatocelulares na maioria das aves, outras enzimas como a
creatina quinase devem ser mensuradas em conjunto para diferenciar possivel
dano hepatico ou muscular. Neste caso, as concentragdes da enzima CK
mantiveram um comportamento crescente e permaneceram acima dos padrbes
considerados normais para a espécie 100 — 500 UI/L (CAMPBELL, 2004),
entretanto, ndo diferiram estatisticamente entre os grupos e entre momentos no
decorrer dos dias. Essa correlagdo no aumento de AST e CK pode estar
relacionada ao estresse durante a contencdo dos animais para as colheitas,
que de acordo com Campbell (2004) denomina-se como miopatia de
contencgao, do estresse ou de captura. Este quadro resulta em alteragées como
acidose, elevacao da CK e da desidrogenase lactica, sendo muito comum em
animais silvestres e domésticos (DIAS, 1993).

No caso da GGT, no momento D+6 a concentragdo desta enzima para
ambos os grupos ficou acima dos valores normais para a espécie, que segundo
Borsa (2006) variam entre 9 — 30 UI/L. Contudo, este fato foi isolado e ocorrido
nos dois grupos, ndo demonstrando correlagdo com o tratamento, e retornaram
aos patamares de normalidade nas avaliagées seguintes. Em D+10, o grupo
controle apresentou niveis de GGT acima (p<0,05) dos encontrados pelo grupo
tratado e, apesar disto, as concentragcbes médias encontradas em ambos os
grupos permaneceram dentro dos limites fisiolégicos para a espécie. A GGT é
uma enzima de membrana associada a varios tecidos e sua atividade sérica ou
plasmatica elevada ocorre pelo aumento de producao e liberagdo pelo tecido
hepatobiliar (MEYER et al., 1995).
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Dados similares aos obtidos neste estudo sao relatados por Barbosa et
al. (2011), os quais observaram concentragées de GGT variando de 18 a 23,4
Ul/L em galinhas poedeiras e por Mohamed (2009), que citou concentragdes
variando de 14,47 a 19,66 Ul/L em frangos de corte.

Ja no que diz respeito a ALT, houve redugado na dosagem desta enzima
ao longo dos momentos e somente no momento D+21 a mesma permaneceu
dentro dos valores de referéncia para ambos os grupos. No momento D+14,
observou-se diferenga significativa entre os grupos, mas a concentragdo média
do grupo tratado permaneceu dentro da faixa de normalidade que varia de 19 —
50 UI/L (CAMPBELL, 2004). Pode-se perceber que no decorrer do estudo as
quantificagbes do grupo controle (138,75 a 176,42) permaneceram acima do
relatado para o grupo tratado (26 a 145,67 UI/L), nos trés primeiros momentos.
Diante disto, constatou-se que a gentamicina nao interferiu nas concentragdes
de ALT, visto que o grupo controle obteve valores superiores ao grupo tratado.
Ademais, nao houve correlacao clinica com os achados observados.

Diversos autores verificaram que o incremento nas doses de
gentamicina tanto em aves (BIRD et al., 1983; ITOH; OKADA, 1993, JAVED et
al., 2013; SALEEMI et al., 2009) quanto em animais de laboratério (KAHN et
al., 1980; ALARIFI, 2012) elevaram as concentra¢des da enzima ALT no soro
sanguineo destas espécies. Além disto, Javed et al. (2013) observaram que
doses de 30 mg/kg de gentamicina refletiram no aumento dos niveis séricos
desta enzima e doses superiores desencadearam danos hepaticos e renais
graves.

A maioria das proteinas circulantes no plasma é sintetizada pelo figado,
com excecgao das imunoglobulinas. As principais fun¢des destas moléculas sao
manter o volume sanguineo por meio do efeito osmoético coloidal; participar na
manuteng¢do do pH do sangue; fazer o transporte de horménios e farmacos;
participar da coagulagcédo celular; catalisar (enzimas) e regular (horménios)
processos bioldgicos. Algumas delas também s&o indispensaveis nas reacdes
inflamatdrias, imunes, nos processos de regeneracdo e reparagao tissular
(MELILLO, 2013). Nas aves a maior fragao protéica € a albumina (40-50%) que
€ sintetizada 100% no figado, por isto sua medicdo pode ser uma ajuda

complementar no diagndstico das doencgas hepaticas (KANEKO et al., 1997).
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No presente estudo, os valores médios de PPT variaram de 2,23 a 2,83
g/dL e todas as concentracbes permaneceram em torno do valor minimo de
referéncia (2,5 a 4,5 g/dL) sugerido por Kaneko et al. (1997). Quanto a
albumina, ao longo dos momentos as quantificagbes variaram de 1,08 a 1,58
g/dL, todas permanecendo dentro da normalidade - 0,8 a 2 g/dL (KANEKO et
al., 1997). Os resultados obtidos para as concentra¢des de proteina total (2,8
g/dL) e albumina (1,14 g/dL) publicados por Barbosa et al. (2011) foram
similares aos encontrados no presente estudo. Cabe ressaltar que ndo foram
observadas alteragdes protéicas criticas indicativas de lesao renal e hepatica,
para ambos os estudos.

Javed e colaboradores (2013) verificaram diminuicdo das proteinas
totais e albumina no soro de frangos de corte apds administragdo de doses
superiores a 50 mg/kg de gentamicina, via IM. Tal achado pode estar
relacionado a queda na sintese de proteinas séricas, provavelmente
relacionada a lesdo hepatica (MUHAMMAD et al., 2012), ou a perda através
dos rins danificados (COWAN et al., 1980). Dados similares foram encontrados
por Saleemi et al. (2009), onde doses de gentamicina superiores a 30 mg/kg
levaram a reducdo dos niveis séricos de albumina e proteinas totais, e ao
aumento da enzima ALT, que juntamente com as alteragdes histopatologicas
sugeriram o efeito nefrotdéxico e hepatotdxico deste ativo em aves. Outros
autores relataram alteragdes semelhantes em diferentes espécies aviarias
(BIRD et al., 1983; ITOH; OKADA, 1993; DONALDSON; CHRISTENSEN, 1995;
KHAN et al., 2008).

4.5. Mortalidade

Considerando os primeiros 21 dias de criagdo o percentual de
mortalidade foi de 8,33%, ou seja, quatro aves mortas para um total de 48 para
o grupo tratado. Segundo Mendes e Patricio (2004) aceita-se como percentual
normal de mortalidade na primeira semana 0,8% e a partir desse ponto 0,5%
por semana.

No presente estudo constatou-se que uma das aves morta apresentou
lesdes compativeis com aspergilose, onde segundo Rossini € Monteiro (2004)

a aspergilose é uma enfermidade comum nas aves, acasionada por fungos do
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género Aspergillus e que apresenta diversas formas de manifestagéo clinica. E
€ bastante comum em incubatérios, onde o sistema de ventilagdo das salas
favorece a disseminagdo do agente por toda a instalacdo. E ainda, Baracho,
Naas e Gigli (2010) observaram que infecgdo provocada por fungos do género
Aspergillus causam mortalidade em pintinhos entre o primeiro e o terceiro dia
de idade, sendo tal contaminacdo oriunda de nascedouros contaminados.
Ademais, as outras aves mortas do grupo tratado ndo apresentavam nenhuma
alteracdo macroscépica evidente, e com isso acredita-se que a gentamicina
nao interferiu negativamente no percentual de mortalidade nos frangos ao
longo dos momentos.

A gentamicina quando aplicada em ovos férteis na dose de 0,2 mg/ovo,
no quarto dia de incubacao, nao influenciou a mortalidade dos pintinhos recém-
nascidos (SINGROHA; SRIVASTAVA; CHHIKARA, 2012; SINGROHA;
SRIVASTAVA; CHHIKARA, 2013). Entretanto, Javed et al. (2013) constataram
que somente doses superiores a 50 mg/kg, em frangos de 4 semanas,
apresentaram mortalidade, inclusive doses entre 70 mg/kg e 120 mg/kg
resultaram em 100% de mortalidade. Esses dados s&o muito similares aos
encontrados por Khan et al. (2008) e Saleemi et al. (2009), na administracao de

doses crescentes de gentamicina em pintinhos de um e trés dias.

5. CONCLUSAO

Com base na metodologia proposta, pode-se inferir que a administracéo
de 0,22 mg/ovo de sulfato de gentamicina em associagdo com a vacina contra
a doenga de Marek, ndo causou alteragdes fisicas e/ou clinicas significantes

quando administrada em ovos de aves reprodutoras pesadas.
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CAPITULO 3 - Efeito residual da gentamicina em tecidos de frangos de
corte

RESUMO - Os aminoglicosideos sdo amplamente utilizados em animais
produtores de alimentos, deste modo faz-se necessaria a determinagao dos
efeitos residuais destes medicamentos nos tecidos de animais destinados a
alimentagdo humana, uma vez que nenhum estudo similar foi encontrado em
literatura. Diante disto, objetivou-se avaliar os efeitos residuais da gentamicina
nos tecidos de frangos de corte, ap6s a administragdo de 0,22 mg/ovo
juntamente com a vacina de Marek. Foram incubados 200 ovos, oriundos de
matrizes da linhagem comercial Cobb. Aos 18 dias de incubacao, todos os
ovos receberam a vacina e também o tratamento com sulfato de gentamicina.
Em sequéncia, ovos foram transferidos ao nascedouro e, apds o nascimento,
os pintinhos foram alojados em galpao de alvenaria onde permaneceram
durante todo o periodo, recebendo ragao isenta de quimioterapicos e agua ad
libitum. Os animais foram distribuidos aleatoriamente em repeticoes de seis
animais cada, compondo cinco grupos de abate (Grupos A, B, C, D e E).
Cada grupo teve suas aves abatidas nos momentos D+14, D+21, D+28, D+35
e D+42 (14, 21, 28, 35 e 42 dias de idade respectivamente). O abate dos
animais seguiu as recomendacdes de eutanasia descritas nas Diretrizes de
Pratica de Eutanasia do Conselho Nacional de Controle de Experimentacéo
Animal. As colheitas de amostras seguiram o Guideline VICH GL 48 e o
Guideline APVMA n° 31 e compreenderam musculo, pele/gordura, figado e
rim. A quantificacdo de gentamicina e seus metabdlitos (C1, C1a, C2 e C2a)
em cada amostra de tecido foi realizada de acordo com os critérios da IN n°
24 de 14 de julho de 2009. Foi utilizada a técnica de cromatografia liquida
com deteccao por espectrometria de massas, a qual foi previamente validada.
A metodologia estatistica empregada para a analise dos dados seguiu as
recomendagdes da European Medicines Agency para determinagdo do
periodo de caréncia nos tecidos das aves. Para o musculo e para
pele/gordura, todas as amostras avaliadas durante o estudo se mantiveram
abaixo do limite maximo de residuos (LMR) e do limite de quantificacdo (LQ),
exceto uma repeticdo do momento D+14, para a matriz pele/gordura, que
apresentou valor acima do LQ. Verificou-se que nas matrizes figado e rim a
gentamicina apresentou maior tendéncia ao acumulo, com maior permanéncia
no tecido renal. Para todas as matrizes, empregou-se o método alternativo
para obtencio do periodo de caréncia e este foi de 16,8 dias para as matrizes
musculo e pele/gordura. Ja para as matrizes rim e figado, o periodo de
retirada foi de 25,2 dias. Com base nos resultados obtidos, conclui-se que os
efeitos residuais da gentamicina em tecidos de frangos de corte e seu periodo
de retirada foram de aproximadamente 26 dias. Considerando o periodo de
abate de um frango de corte no Brasil varia de 35 a 42 dias, a utilizagao da
gentamicina in ovo é plausivel e ndo ocasiona danos a saude humana.

Palavras-chave: frangos de corte, gentamicina, ovos, residuo tecido
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Residual effect of gentamicin in tissues of broiler

ABSTRACT — Aminoglycosides are widely used in food-producing animals,
thus it is necessary to determine the residual effects of these drugs in tissues
of animals intended for human consumption, since no similar studies found in
literature. Thus, the objective was to evaluate the residual effects of
gentamicin in tissues of broiler, after associated administration of 0.22 mg of
gentamicin sulfate with the vaccine of Marek/egg. 200 eggs from commercial
Cobb strain were incubated. After 18 days incubation, all eggs received
vaccine and also the treatment with gentamicin sulfate. In the sequence, eggs
were transferred to the hatcher and, after birth, the chicks were housed in a
brick shed where they remained throughout the period, receiving food free of
antimicrobials and water ad libitum. The animals were randomly distributed in
replicates of six animals each, making five groups of slaughter (Groups A, B,
C, D and E). Each group had their broilers slaughtered in the moments D+14,
D+21, D+28, D+35 and D+42 (14, 21, 28, 35 and 42 days respectively). The
slaughter of animals followed the recommendations outlined in the Guidelines
for Euthanasia Practice of the National Council for the Control of Animal
Experimentation. The sampling followed the Guideline VICH GL 48 and the
APVMA Guideline N° 31, and included muscle, skin/fat, liver and kidney. The
quantification of its gentamicin and metabolites (C1, C1a, C2 and C2a) in each
tissue sample was made according to the criteria of IN N°. 24 of July 14, 2009.
We used a liquid chromatography with detection by mass spectrometry
technique, which was previously validated. The statistical methodology used
for the data analysis followed the recommendations of the European
Medicines Agency (EMA) for the determination of the withdrawal period in the
tissues of broilers. It was found that the liver and kidney showed a greater
tendency to accumulate gentamicin, with greater permanence in renal tissue.
As for the muscle and skin/fat, all samples evaluated during the study
remained below the maximum residue Ilimit (MRL) and the Ilimit of
quantification (LOQ), except a repetition time of D+14, for the skin/fat sample,
which showed values above the LOQ. For all sample of tissues, we used the
alternative method of obtaining the withdrawal period this which was 16.8 days
for muscle and skin/fat. For kidney and liver, the withdrawal period was 25.2
days. Based on these results, we conclude that the residual effects of
gentamicin in tissues of broilers and its withdrawal period is approximately 26
days. Considering the slaughter period of a broiler in Brazil ranges from 35 to
42 days, the use of gentamicin in ovo is plausible and does not cause damage
to human health.

Keywords: broiler, gentamicin, eggs, tissue residue
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1.  INTRODUGAO

A utilizagdo de antimicrobianos em programas sanitarios preventivos e
terapéuticos pode ocasionar o aparecimento de residuos na carne e nos
miudos das aves destinadas ao consumo humano, 0 que compromete a
garantia da seguranca dos alimentos. Atualmente, a possibilidade da
presenca de residuos de medicamentos em carne vem causando enorme
preocupagao a populagido e aos 6rgaos governamentais e, por conseguinte
aqueles ligados a defesa do consumidor (PALERMO-NETO, 2005).

Tendo como base essa preocupacao, no ano de 1986 o Ministério da
Agricultura Pecuaria e Abastecimento (BRASIL, 2014b) desenvolveu o Plano
Nacional de Controle de Residuos e Contaminantes — PNCRC, que tem como
base a inspecao e fiscalizacdo das cadeias produtivas de alimentos baseado
em analise de risco, que visa monitorar a efetividade dos controles
implementados pelos sistemas de produgdo e a respectiva qualidade e
seguranga dos produtos de origem animal e vegetal disponibilizados ao
cComercio € ao consumo.

Dentre as substancias potencialmente nocivas a saude do consumidor
destaca-se os residuos de produtos de uso veterinario, principalmente os
antimicrobianos. Atualmente o MAPA, através da Instrucdo Normativa
numero 26 de 2009 (BRASIL, 2014a), estabeleceu os critérios minimos para
fabricagdo, comercializagdo e emprego dos produtos antimicrobianos de uso
veterinario, sendo um deles a gentamicina.

As agéncias regulatérias internacionais definiram os limites maximos
de residuos para a gentamicina a fim de pesquisar os residuos desse
principio ativo em diversas espécies animais. Para tanto, todo e qualquer
produto de uso veterinario deve passar por ensaios visando a determinacao
do periodo de retirada e com isso evitar a disponibilizagdo de produtos de
origem animal deletério aos humanos (BRASIL, 2014a).

Diante disso, o objetivo do experimento foi avaliar os efeitos residuais
da gentamicina em tecidos de frangos de corte, apds a administracao in ovo
juntamente com a vacina contra a doenga de Marek.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Animais experimentais

O experimento foi conduzido em duas fases: A primeira caracterizada
pelo tratamento in ovo, realizada no incubatério da granja Sao José,
(Amparo/SP) e a segunda o estudo de campo, etapa esta conduzida nas
instalagdes do setor de criagcado de frangos do centro de pesquisas em animais
do Brasil (CPABR - Amparo/SP). Todas as praticas realizadas foram
devidamente aprovadas pela Comissdo de Etica no Uso de Animais do
CPABR, sob protocolo n°® 129.

Foram incubados 200 ovos, com peso medio de 549, oriundos de aves
reprodutoras pesadas da linhagem comercial Cobb, com idade entre 30 e 50
semanas.

Todos os animais incluidos no estudo foram identificados com anilhas
plasticas numeradas. Estas foram trocadas periodicamente, conforme o

crescimento das aves, mantendo-se sempre a mesma numeragao.

2.2. Ambiente e manejo

Os ovos férteis provenientes das granjas de aves reprodutoras pesadas
foram transferidos para o incubatério da granja Sdo José e passaram pelo
processo de incubagado, vacinagao/tratamento, conforme fluxo padrdo do
estabelecimento, para posterior transferéncia aos nascedouros.

Os ovos provenientes das granjas de matrizes de frango de corte foram
encaminhados a uma sala de pré-aquecimento da Granja Sdo José com
temperatura controlada na faixa 24 a 27 °C e umidade relativa 40-50%, de
modo que todos os ovos atingissem a temperatura desejada para
transferéncia a incubadora evitando o choque térmico.

Apds passagem pelo aquecimento inicial os ovos foram transferidos
para as incubadoras (CASP CM-120), com temperatura na faixa 35,5 a 37,8
°C e umidade de 50 a 60%, com o numero de viragens padronizadas para

1 viragem/hora em angulo de 45° e capacidade de ventilagcdo de 13,5
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m3/hora/1000 ovos, onde permaneceram até a transferéncia para os
nascedouros.

Na transferéncia da incubadora para o nascedouro, 0s ovos passaram
pelo processo de vacinagdo com a maquina automatica Intelliject®. A bandeja
contendo 0s ovos seguiu sobre a esteira e parou sob as agulhas da
vacinadora automatica. Ocorreu a perfuragdo da casca do ovo e em seguida a
administracdo da solugédo vacinal. O orificio foi vedado e as bandejas com
ovos vacinados seguiram pela esteira, onde foram sugados por ventosas e
transferidos para as caixas de eclosdo, para posterior transferéncia ao
nascedouro.

Todos os animais permaneceram em bandejas distintas identificadas
no mesmo nascedouro até o nascimento. Apds o0 nascimento, os pintinhos
foram sexados, através da observagao das inser¢cdes das penas primarias e
secundarias, e posteriormente encaminhados ao aviario experimental. Este
aviario se trata de um galpdo de alvenaria, telado e coberto com telhas de
amianto, subdividido em boxes (3 m?) forrados com cama de maravalha (5 cm
de altura).

As aves foram distribuidas nos boxes de acordo com o grupo
experimental e balanceados por sexo, onde permaneceram durante todo o
periodo de estudo. Neste periodo, receberam ragao isenta de quimioterapicos
especifica para fase, formulada para atender as exigéncias nutricionais,
segundo Rostagno et al. (2011) e agua ad libitum. O conforto térmico das
aves foi regulado com o auxilio de ventiladores/exaustores e campanulas a

gas, além de toda a estrutura de forragao presente no aviario.
2.3. Procedimento experimental
2.3.1. Preparo da solugao vacinal e formulagao testada
Adicionaram-se 100 mL da formulagao contendo sulfato de gentamicina
a 44 mg/mL (equivalente a formulagdo F069) a 900 mL do diluente da vacina

de Marek. Transcorridos 20 minutos, tempo este necessario para

estabilizacao da solugao, fez-se a reconstituicao de 04 ampolas da vacina de
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Marek (Cryomarex® HVT) com 1.000 mL do diluente especifico contendo o

sulfato de gentamicina.
2.3.2. Grupos experimentais

Aos 18 dias de incubagdo, 200 ovos receberam a vacina contra a
doenca de Marek contendo também o sulfato de gentamicina. O tratamento
foi administrado no liquido amnidtico por meio de agulhas, na dosagem de
0,05 mL da solugédo/ovo fértil equivalente a dose de 0,22 mg/ovo de
gentamicina, com auxilio de sistema proprio para inje¢cado in ovo (maquina
vacinadora automatica Intelliject®).

Foram formados cinco grupos, identificados como Grupos A ao E de
acordo com o momento de abate, em quantidade proporcional de machos e
fémeas. Levando em consideragcdo a mortalidade de embrides e ovos claros
do total de ovos incubados, bem como possivel mortalidade das aves na fase
de crescimento e o balanceamento por sexo, foram selecionados para
formagdo dos grupos aproximadamente 200 aves, das quais 108 foram
consideradas para os momentos de abate e colheita de amostras.

Em decorréncia ao baixo peso corporal das aves nos momentos
definidos para abate, e objetivando atender a quantidade minima de cada
tecido para envio ao laboratério analitico, 0 numero de aves abatidas em cada
momento foi definido conforme Tabela 1. As amostras de musculo foram
compostas por apenas um animal em cada repeticdo e as demais amostras
foram compostas por mais de um animal por repeticdo, conforme preconizado
pelo APVMA Residue Guideline n°® 31 (AUSTRALIA, 2014).
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Tabela 1. Colheita das amostras de tecido em frangos apds a administracdo de gentamicina in
ovo aos 18 dias de incubacgao.

Numero
Dose Momento NuUmero de Total
Tratamento Grupo (mg/ovo de animais de
by de abate - S
fértil) repeticoes por animais
repeticdo
A D+14 6 6 36
© B D+21 6 4 24
g £
o2 C D+28 6 4 24
5 E 0,22
- D D+35 6 2 12
n o
& E D+42 6 2 12
Total de animais abatidos = 108

Legenda: D+14, D+21, D+28, D+35 e D+42 significam 14, 21, 28, 35 e 42 dias apds o
nascimento das aves, respectivamente.

2.3.3. Colheitas de amostras

Para a quantificacdo de gentamicina e seus metabdlitos nas matrizes
musculo, pele/gordura, rim e figado (VICH, 2009), em cada ave abatida nos
momentos pré-definidos foram colhidas amostras dos seguintes locais:
musculos peitoral superficial e profundo, pele com gordura subcutanea da
regido peitoral, figado e as por¢des craniais, médias e caudais dos rins. De
cada repeticdo de animais, foram colhidas duas porgdes de aproximadamente
10 a 100 g de musculo, pele e gordura em proporgdes naturais (5 a 40 g),
além do figado inteiro (15 a 40 g) e os 2 rins inteiros (5 a 15 Qg).

As amostras de cada grupo de abate foram armazenadas em sacos
plasticos separados, devidamente identificadas e armazenadas em freezer
com temperatura de no minimo -22°C até o envio ao laboratdério analitico,

local onde foram realizadas as analises cromatograficas.

2.3.4. Metodologia de quantificagdo da gentamicina nos

tecidos

A quantificacdo de gentamicina em cada amostra de tecido foi realizada

pelo laboratério Nanocore Biotecnologia S/A, de acordo com metodologia
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previamente validada, baseada em normas internacionais e seguindo os
critérios da IN 24 de 14 de julho de 2009 (BRASIL, 2014a). Este método
analitico utilizou a cromatografia liquida com detecgédo por espectrometria de
massas e possibilitou a quantificagdo do composto gentamicina e seus
metabdlitos (C1, C1a, C2 e C2a). O limite de quantificacdo (LQ) desta
metodologia foi definido a partir do limite maximo de residuo (LMR) de 100
ug/kg fornecidos pelo FDA e The Japan Food Research Foundation (FDA,
2013; THE JAPAN FOOD CHEMICAL RESEARCH FOUNDATION, 2013).
Somente as quantificagdes acima do LQ foram consideradas fidedignas, visto
que concentragdes do analito abaixo disto foram somente detectados e néo
quantificados, nao tendo exatidao e precisdo nos resultados. Diante isto, os

dados abaixo do LQ foram considerados <50ug/kg.

2.4. Estatistica

A metodologia estatistica empregada na analise dos dados seguiu as
recomendagdes da EMA no Note for Guidance: Approach Towards
Harmonisation of Withdrawal Periods, Committee for Veterinary Medicinal
Products — EMEA/CVMP/036/95 Final (EMEA, 1995). O referido guia
preconiza a técnica de regressao linear como método de primeira escolha
para a determinacdo dos periodos de caréncia. De acordo com as
recomendagdes deste guia, para a obtengdo de uma reta de regresséo linear,
devem-se utilizar no minimo trés pontos quantificaveis distintos de abate. O
programa utilizado para este calculo ¢ o WT 1.4 (Withdrawal-Time
Calculation-Program) disponibilizado pela mesma agéncia regulatdria.

Ha casos onde a aplicagédo da metodologia de calculo por regresséo
linear fica impossibilitada, como por exemplo, quando nao ha formag¢ao de um
numero minimo de pontos para estabelecimento de uma reta de regressao.
Nestes casos, utiliza-se o método alternativo que considera como periodo
seguro aquele tempo de colheita onde a maioria das amostras apresenta seus
valores de concentracdo abaixo do LMR, com a aplicacdo de um fator de
seguranca que varia de 10 a 30% (EMEA/CVMP/036/95 Final) (EMEA, 1995).
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Considerando-se os resultados obtidos nas analises cromatograficas, a
metodologia mais adequada para analise dos resultados foi a metodologia

alternativa proposta pela EMA.

3. RESULTADOS

Os dados de concentragdo de gentamicina (soma dos metabdlitos C1,
C1a, C2 e C2a) apresentados a seguir foram separados por matrizes (figado,
rim, pele/gordura e musculo) e apresentados em fungdo dos momentos de
abate. As amostras de tecido foram enviadas ao laboratorio analitico e
quantificadas de forma gradativa e por isto o ultimo momento de abate (D+42)
nao foi avaliado, pois os resultados no momento anterior ja apresentavam

abaixo do LMR estabelecido.

3.1. Analise das concentragdes residuais da gentamicina nos

tecidos

3.1.1. Tecido muscular

Considerando o LMR de 100 ug/kg (FDA, 2013; THE JAPAN FOOD
CHEMICAL RESEARCH FOUNDATION, 2013) para residuos de gentamicina
na matriz musculo, verificou-se que todas as amostras avaliadas em todos os
momentos mantiveram-se abaixo do LMR e também do LQ estabelecido (50
Hg/kg).

Devido as quantificagbes abaixo do LQ ja no momento D+14,
considerou-se este tempo acrescido de uma margem de seguranga de 20%,
resultando em um periodo de caréncia de 16,8 dias, ou seja, um periodo de

retirada de 17 dias para a matriz musculo.

3.1.2. Tecido adiposo

Na matriz pele/gordura, verificou-se que todas as amostras avaliadas

durante o estudo se mantiveram abaixo do LMR e LQ, exceto a amostra

namero um no momento D+14. Esta apresentou quantificagédo acima do LQ,
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entretanto, abaixo do LMR. A média de concentracao residual da somatodria
dos metabdlitos da gentamicina (C1, C1a, C2 e C2a) apresentada pela unica
repeticdo quantificada no momento D+14 foi igual a 55,92 pg/kg.
Considerou-se o primeiro periodo de coleta, D+14, com uma margem
de seguranca de 20% para determinagdo do periodo de caréncia. Assim, a
analise dos resultados culminou em um periodo de caréncia de 16,8 dias, ou

seja, um periodo de retirada de 17 dias para os resultados de pele/gordura.

3.1.3. Tecido renal

Na matriz rim, constatou-se que os resultados de trés amostras do
momento D+21, assim como em todas de D+28 e D+35, mantiveram-se
abaixo do LMR. J& para o LQ, apenas uma amostra do momento D+21 e
todas as amostras dos momentos D+28 e D+35 permaneceram abaixo deste
limite. As médias de concentracdo residual da somatéria dos metabdlitos da
gentamicina (C1, C1a, C2 e C2a) apresentada pelas repeticdes quantificadas
em D+14 e D+21 foram de 273,59 e 99,66 ug/kg, respectivamente (Tabela 2 e
Figura 1).

Tabela 2. Concentragdes residuais da gentamicina (soma dos metabdlitos C1, C1a,
C2 e C2a) em rim de frangos, apds a administragcéo in ovo aos 18 dias
de incubagao.

Numero da Momentos (dias)
amostra (pool)
D+14 D+21 D+28 D+35
1 474,12 110,74 <50 <50
2 219,53 92,44 <50 <50
3 188,83 113,86 <50 <50
4 267,96 56,42 <50 <50
5 300,62 <50 <50 <50
6 190,48 124,85 <50 <50
Média 273,59 99,66 <50 <50

Legenda: Resultado em pg/kg.
<50 — concentragdes abaixo do LQ (50 pg/kg)



88

Rim

e 500
g ®
E 450 & Concentragbes
g zg 400 residuais
o D
03 350
0~
T8 300
'g o 250 2 & LMR
‘D O
2 @
8 200 2
§ S 150 o
e5
g 10 T % = La
c O AN "
¢~ 50 7\
i 0t
5 0
° 0 5 10 15 20 25 30 35 40

Tempo (dias)

Figura 1. Concentragdes residuais das 24 amostras versus tempo da gentamicina (soma dos
metabdlitos C1, C1a, C2 e C2a) em rim de frango de corte. Valores abaixo do LQ
foram considerados iguais a zero nesta representacao grafica.

Para determinacédo do periodo de caréncia na matriz rim, e avaliando
os resultados supracitados, considerou o ponto de colheita D+21 com uma
margem de seguranga de 20%. Desta forma, a quantificagcdo resultou em um
periodo de caréncia de 25,2 dias, ou seja, um periodo de retirada de 26 dias

para o resultado de rim.

3.1.4. Tecido hepatico

Ja na matriz figado, os resultados obtidos em D+14 para todas as
repeticoes apresentaram valores acima do LMR definido, diferentemente dos
momentos D+21, D+28 e D+35. Quanto ao LQ, apenas as amostras dos
momentos D+28 e D+35 permaneceram abaixo deste limite. As médias de
concentracgao residual da somatoria dos metabdlitos da gentamicina (C1, C1a,
C2 e C2a) apresentadas pelas repeticbes dos momentos D+14 e D+21 foram

de 476,96 e 71,85 ug/kg, respectivamente (Tabela 3 e Figura 2).
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Tabela 3. Concentragdes residuais da gentamicina (soma dos metabdlitos C1, C1a,
C2 e C2a) em figado de frangos, apdés a administragao in ovo aos 18
dias de incubagao.

Namero da Momentos (dias)
amostra (pool)
D+14 D+21 D+28 D+35
1 749,01 82,27 <50 <50
2 400,87 57,41 <50 <50
3 342,42 80,47 <50 <50
4 438,90 73,17 <50 <50
5 464,19 59,92 <50 <50
6 466,39 77,84 <50 <50
Média 476,96 71,85 <50 <50

Legenda: Resultado em pg/kg.
<50 — concentrag¢des abaixo do LQ (50 pg/kg)
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Figura 2. Concentracdes residuais das 24 amostras versus tempo da gentamicina (soma dos
metabdlitos C1, C1a, C2 e C2a) em figado de frango de corte. Valores abaixo do
LQ foram considerados iguais a zero nesta representagao grafica.

Para obtencdo do periodo de caréncia no figado de frangos,
considerou-se o ponto de colheita D+21, que somado a uma margem de
seguranga de 20%, resultou em um periodo de caréncia de 25,2 dias, ou

seja, um periodo de retirada de 26 dias para o resultado de figado.

4, DISCUSSAO

Os aminoglicosideos s&do antimicrobianos amplamente utilizados em

animais produtores de alimentos, por isso, é de grande importancia a
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determinacdo dos efeitos residuais destes medicamentos nos tecidos de
animais destinados a alimentagdo humana, visando a seguranga dos
alimentos. Para isto, apds analise minuciosa dos estudos toxicolégicos e
farmacocinéticos do respectivo principio ativo (PALERMO-NETO, 2005),
orgaos reguladores mundiamente reconhecidos fixaram o LMR. A partir dai,
este é considerado o nivel maximo de residuo que se pode ter em um
determinado alimento, para que o homem possa consumir de forma normal e
abundante (ERRECALDE, 2004).

Cabe ressaltar que, para evitar problemas de residuos nos alimentos
de origem animal, as boas praticas da administracdo de medicamentos
devem ser seguidas. Deve-se também utilizar os medicamentos em
conformidade com suas respectivas bulas, uma vez que a deplecao de
residuos de um farmaco varia na dependéncia do veiculo, forma
farmacéutica, dose, via de administracdo e também da espécie animal
indicada (PALERMO-NETO, 2005).

Para monitorar a presencga de residuos ou contaminantes em produtos
de origem animal, as estancias fiscalizadoras de diversos paises realizam
anualmente um plano estratégico a fim de detectar estes residuos. No Brasil,
o PNCR no ano de 2013 analisou cerca de 490 amostras de carne de aves, e
em nenhuma destas foi detectado residuo de antimicrobianos, dentre estes, a
gentamicina (BRASIL, 2014c). Da mesma maneira, os resultados de
monitoramento de residuos de antibiéticos em carne bovina, suina, aves e de
cavalos para os anos de 2008/2009 mostraram que 99,97% das amostras
estavam em conformidade com a legislacédo brasileira, exceto uma amostra.
Dentro dos limites permitidos (abaixo do LMR), os principais antibiéticos
encontrados foram lincomicina, tilmicosina, tilosina, eritromicina, gentamicina,
neomicina e diidrostreptomicina (NONAKA et al., 2012).

Estes dados mostram que o uso dos antibiéticos no Brasil apresentam
uma tendéncia de uso adequado, respeitando as boas praticas veterinarias.
No entanto, o Programa Nacional de Residuos dos EUA apresenta
quantificacdes de antimicrobianos acima dos LMRs, e dentre estes constatou
que a classe dos aminoglicosideos foi a mais detectada em alimentos de
origem animal no ano de 2000 (GEHRING et al., 2005).
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No presente experimento, amostras de tecidos de figado, rim,
pele/gordura e musculo, provenientes de animais tratados com 0,22 mg de
gentamicina in ovo foram processadas para determinagdo de residuos, e
estes comparados com o LMR especifico do antimicrobiano em questao, para
cada matriz biolégica. As quantificagdes de gentamicina na pele/gordura e
musculo foram consideradas irrelevantes, em razdo de que apenas uma
amostra de pele/gordura apresentou quantificagdo de gentamicina aos 14
dias de idade das aves, porém abaixo do LMR. A auséncia de residuos no
musculo, assim como a minima presenga na pele/gordura pode estar
relacionada com a natureza hidrofilica da gentamicina (CHAMBERS; SANDE,
1996; EMEA, 2001; ITO et al.,, 2005; OLIVEIRA; CIPULLO; BURDMANN,
2006). Normalmente, os aminoglicosideos nao ultrapassam membranas
biolégicas que n&do apresentem mecanismos ativos de transporte. Portanto,
estes compostos apresentam baixa concentragdo intracelular na grande
maioria dos tecidos animais (PAES, 2012). Todavia, no ano de 1995, a
Organizacdo Mundial da Saude relatou que o antimicrobiano gentamicina foi
detectado em concentragdes quantificaveis de 0,2 mg/kg em pele/gordura em
frangos de sete dias, apds a administragdo de 0,2 mg, via SC, no primeiro dia
de vida das aves (WHO, 2014).

Em relacdo ao musculo, os resultados abaixo do Ilimite de
quantificacdo observados também foram relatados em varios estudos nas
espécies suina e bovina citados pela EMEA (2001). Abo-El-Sooud et al.
(2012) observaram, com a utilizagado de doses de 5 mg/kg de gentamicina via
IM na coxa ou peito, similaridade nas detecgbes deste antimicrobiano nos
respectivos musculos, dado que somente até 12 horas as quantificacoes
foram observadas.

No caso do figado e rim, verificou-se que a gentamicina teve maior
tendéncia ao acumulo nestas matrizes, com maior permanéncia no tecido
renal. Estes resultados concordam com os observados por Abo-El-Sooud et
al. (2012) e Who (2014), onde as concentracbes mais elevadas de
gentamicina foram observadas no tecido renal e hepatico. Alguns autores,
entretanto, obtiveram resultados que n&o condizem com uma possivel
eliminagao tardia da gentamicina nas matrizes rim e figado. Abo-EI-Sooud et
al. (2012) quantificaram este principio ativo no rim até 48 horas apds a
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administracdo na musculatura peitoral e até 24 horas quando aplicada no
musculo da coxa. J& WHO (2014) verificou concentragdes teciduais de
gentamicina por até sete dias, apdés a administracdo de 0,2 mg de
gentamicina via subcutédnea em pintinhos.

Essa classe de antimicrobianos ndo sofrem processo de metabolizagéo
e s&o eliminados como produtos inalterados (CHAMBERS, 2001; TAVARES,
2002; RIVIERE; SPOOQ, 2003). Cerca de 80 - 85% da gentamicina € excretada
via urina, e o restante se acumula sobre as células corticais renais
(MARTINEZ-SALGADO, HERANDEZ-LOPEZ; NOVOA-LOPEZ, 2007;
LOPEZ; OLVERA, 2008), onde praticamente ndo ocorre biotransformacéo.
Este acumulo se deve a alta concentracdo de fosfatidil inositol nos tecidos
renais, onde os aminoglicosideos catibnicos se ligam aos fosfolipidios da
parede celular (atracao eletrostatica) (ITO et al., 2005). A partir dai, através de
mecanismos de transporte ativo, acumulam-se no interior das células
tubulares proximais (PAES, 2012).

Além dos estudos ja citados quanto ao uso de gentamicina pela via
parenteral, a imersdo de ovos férteis em solucdo de gentamicina parece
proporcionar a mesma cinética residual. Quando a imersdo ocorreu em
solugdo de gentamicina a 500 ppm, demostrou a perpetuagdo deste
antimicrobiano nos rins de perus até a quarta semana apds o tratamento,
onde no figado, musculo e gordura a concentracdo nao foi quantificada
(BICKFORT; LOY; BARNES, 1973). Corroborando com esses autores,
Gehring et al., (2005) observaram que os aminoglicosideos persistem nos
rins, apesar de desaparecerem relativamente rapido do plasma e outros
tecidos comestiveis.

Ja em relagdo as quantificagées de gentamicina no figado, Paes (2012)
relatou que os aminoglicosideos proporcionam concentragdes terapéuticas
adequadas em figado, bacgo, pulmdes, rins, linfa, bile e liquido sinovial. No
entanto, como citado anteriormente, uma caracteristica primordial € sua
marcante afinidade pelo tecido cortical renal, onde sofrem acumulo,
apresentanto concentracdes que superam a plasmatica em até 50 vezes
(CHAMBERS, 2001; TAVARES, 2002; RIVIERE; SPOO, 2003).

As quantificagbes de gentamicina em suinos e bovinos de corte

também seguiram a mesma premissa, onde a deposi¢cao no tecido renal foi
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quantificada por um periodo mais prolongado do que nas demais matrizes
(EMEA, 2001).

Apos o calculo do periodo de caréncia, conforme recomendado pelo
guia da EMA, pode-se verificar que o abate de frangos tratados com 0,22 mg
de gentamicina in ovo no 18° dia de incubacgao apresentou 26 dias de periodo
de retirada para frangos de corte. Os resultados deste estudo séo
promissores, ja que diversos autores relatam que o periodo de caréncia da
gentamicina injetavel nos tecidos varia em torno de 35 dias para frangos
(FDA, 2014a; GEHRING et al., 2005; LOPEZ; OLVERA, 2008; AGUNOS;
LEGER; CARSON, 2012; FDA, 2014b). Nenhum estudo similar ao realizado
foi encontrado em literatura, e todos os estudos disponiveis consideraram a
aplicagao deste antimicrobiano nos primeiros dias apds o nascimento. Apesar
da gentamicina permanecer no tecido renal por um periodo elevado, nenhum
efeito nefrotoxico foi constatado, dado que este efeito estaria relacionado ao
acumulo de aminoglicosideos nas células do tubulo proximal. Conforme ja
abordado pela literatura, o pico da concentragao nao foi correlacionado com a
postulada nefrotoxicidade da gentamicina, uma vez que intervalos maiores
entre doses ou doses unicas resultam em menor contato do medicamento
com o tecido renal (CHAMBERS, 2001; TAVARES, 2002; DOWLING, 2010).

Considerando-se o periodo de abate de um frango de corte definido
pelas exigéncias de mercado, que varia entre 35 e 42 dias (SILVA; VIEIRA,
2012), a utilizagdo da gentamicina injetavel em questdo na dose de 0,22
mg/ovo no 18° dia de incubagao é plausivel, de modo que quando utilizada
conforme as boas praticas veterinarias nao ocasiona residuos deste

antimicrobiano nos alimentos.

5. CONCLUSAO

Em conformidade com as condicbes experimentais deste estudo,
concluiu-se que o periodo de caréncia determinado para o consumo de
tecidos de frangos de corte, tratados com 0,22 mg/ovo de sulfato de
gentamicina em associagao com a vacina contra a doenca de Marek, é de 26
dias. Diante disto, a partir deste periodo o consumo de frango tratado com a
gentamicina em questdo podera ser realizado, sem causar danos a saude

publica.
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Anexo 1. Valores individuais da contagem total de hemacias (He, x10°%uL),
concentracao de hemoglobina (Hb, g/dL), porcentagem de hematécrito

(Ht, %),

volume corpuscular

médio (VCM,

fl),

hemoglobina

corpuscular média (HCM, pg) e concentragdo corpuscular meédia
(CHCM, g/dL), em frangos apdés a administracdo in ovo da vacina
contra a doenca de Marek (GC) ou associada a gentamicina (GT), no
momento D+6.

Grupo Animal He Hb Ht VCM HCM CHCM
5 1,13 7,9 22 194,7 69,9 35,9
11 1,84 10,5 26 141,3 57,1 40,4
12 1,73 10,2 24 138,7 59 42,5
15 1,95 9,1 20 102,6 46,7 45,5
22 1,17 10 15 128,2 85,5 66,7
24 1,28 8,3 22 171,9 64,8 37,7
e 26 1,6 10,1 21 131,3 63,1 48,1
33 1,18 6,9 23 194,9 58,5 30
36 2,15 6,3 24 111,6 29,3 26,3
46 1,96 8,5 27 137,8 43,4 31,5
47 1,76 7,5 25 142 42,6 30
48 1,51 9,4 21 1391 62,3 44,8
57 1,76 9,9 21 119,3 56,3 471
58 1,64 9,3 25 152,4 56,7 37,2
60 1,74 9,8 21 120,7 56,3 46,7
65 2,09 8,1 26 124,4 38,8 31,2
67 2,03 10,3 24 118,2 50,7 429
68 1,26 9,1 20 158,7 72,2 45,5
T 76 2,03 9,4 24 118,2 46,3 39,2
81 1,79 9,2 25 139,7 51,4 36,8
83 2,21 8,9 25 113,1 40,3 35,6
85 1,77 9,6 19 107,3 54,2 50,5
89 1,7 9,3 26 152,9 54,7 35,8
90 1,24 8,1 18 145,2 65,3 45

Legenda: GT — Grupo Tratado e GC — Grupo Controle
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Anexo 2.. Valores individuais da contagem total de hemacias (He, x10%uL),
concentracao de hemoglobina (Hb, g/dL), porcentagem de hematécrito

(Ht, %),

volume corpuscular

médio (VCM,

fl),

hemoglobina

corpuscular média (HCM, pg) e concentragdo corpuscular meédia
(CHCM, g/dL), em frangos apdés a administragdo in ovo da vacina
contra a doenca de Marek (GC) ou associada a gentamicina (GT), no
momento D+10.

Grupo Animal He Hb Ht VCM HCM CHCM
2 2,03 11,8 35 172,4 58,1 33,7
3 1,28 9,5 20 156,3 74,2 47,5
10 1,49 10 28 187.,9 67,1 35,7
13 1,59 10 24 150,9 62,9 41,7
19 1,75 11,7 30 171,4 66,9 39
23 1,32 11,6 28 212,1 87,9 41,4
e 28 1,83 10,4 25 136,6 56,8 41,6
30 1,37 9,3 24 175,2 67,9 38,8
34 1,65 10,5 22 133,3 63,6 47,7
40 1,54 8,9 24 155,8 57,8 37,1
43 1,37 10,7 25 182,5 78,1 42,8
45 1,26 9,6 26 206,3 76,2 36,9
50 1,25 9,4 24 192 75,2 39,2
56 1,77 9,1 26 146,9 51,4 35
64 1,8 8,2 25 138,9 45,6 32,8
71 1,4 9,7 26 185,7 69,3 37,3
72 1,33 9,7 24 180,5 72,9 40,4
74 1,9 121 22 115,8 63,7 55
T 78 1,55 10,7 27 174,2 69 39,6
80 1,91 10 29 151,8 52,4 34,5
87 1,53 12,8 25 163,4 83,7 51,2
88 1,43 9 25 174,8 62,9 36
91 1,56 9,3 21 134,6 59,6 44,3
98 1,71 7,8 22 128,7 45,6 35,5

Legenda: GT — Grupo Tratado e GC — Grupo Controle



100

Anexo 3. Valores individuais da contagem total de hemécias (He, x10%uL),
concentracao de hemoglobina (Hb, g/dL), porcentagem de hematécrito

(Ht, %),

volume corpuscular

médio (VCM,

fl),

hemoglobina

corpuscular média (HCM, pg) e concentragdo corpuscular meédia
(CHCM, g/dL), em frangos apdés a administragdo in ovo da vacina
contra a doenga de Marek (GC) ou associada a gentamicina (GT), no
momento D+14,

Grupo Animal He Hb Ht VCM HCM CHCM
6 1,99 10,7 28 140,7 53,8 38,2
8 1,53 10,8 27 176,5 70,6 40
9 1,74 12,2 26 149,4 70,1 46,9
16 1,65 11,9 20 121,2 72,1 59,5
18 1,88 11,9 26 138,3 63,3 45,8
GC 20 1,91 10,9 28 146,6 57,1 38,9
27 2,05 11,8 30 146,3 57,6 39,3
29 1,31 6,8 19 145 51,9 35,8
35 2,15 10,6 30 139,5 49,3 35,3
37 1,85 12,6 24 129,7 68,1 52,5
38 1,65 12,8 26 157,6 77,6 49,2
44 1,83 11,5 29 158,5 62,8 39,7
49 1,56 12,6 24 153,8 80,8 52,5
53 1,28 11,1 22 171,9 86,7 50,5
52 1,83 12,2 26 142,1 66,7 46,9
63 2,04 10,6 28 137,3 52 37,9
69 1,98 10,9 27 136,4 55,1 40,4
GT 70 1,23 10,8 19 154,5 87,8 56,8
79 1,66 9,7 28 168,7 58,4 34,6
82 2,02 12,5 31 153,5 61,9 40,3
84 2,11 11,1 29 137,4 52,6 38,3
86 1,49 11,8 23 154,4 79,2 51,3
93 1,58 12,3 30 189,9 77,8 41
96 1,7 11,9 34 200 70 35

Legenda: GT — Grupo Tratado e GC — Grupo Controle
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Anexo 4. Valores individuais da contagem total de hemécias (He, x10%uL),
concentracao de hemoglobina (Hb, g/dL), porcentagem de hematécrito

(Ht, %),

volume corpuscular

médio (VCM,

fl),

hemoglobina

corpuscular média (HCM, pg) e concentragdo corpuscular meédia
(CHCM, g/dL), em frangos apdés a administragdo in ovo da vacina
contra a doenga de Marek (GC) ou associada a gentamicina (GT), no
momento D+21.

Grupo Animal He Hb Ht VCM HCM CHCM
1 1,54 10,5 19 123,4 68,2 55,3
4 2,26 12,5 23 101,8 55,3 54,3
7 2,62 11,9 28 106,9 45,4 42,5
14 1 5,2 10 100 52 52
17 2 11,9 25 125 59,5 47,6
21 2,38 13,7 27 113,4 57,6 50,7
e 25 1,72 11,4 19 110,5 66,3 60
31 1,97 11,6 23 116,8 58,9 50,4
32 2,15 11 26 120,9 51,2 42,3
39 2,21 11,5 24 108,6 52 47,9
41 2,23 11,2 27 1211 50,2 41,5
42 1,3 10,5 16 1231 80,8 65,6
51 1,39 10,5 19 136,7 75,5 55,3
54 2,48 10,8 27 108,9 43,5 40
55 2,47 12,1 28 113,4 49 43,2
61 1,85 11,6 22 118,9 62,7 52,7
66 1,71 11,4 20 117 66,7 57
73 2,42 10,1 26 107,4 41,7 38,8
T 75 2,27 10,5 24 105,7 46,3 43,8
77 2,34 11,1 25 106,8 47,4 44,4
95 2,55 12,8 33 129,4 50,2 38,8
97 2,67 11,8 28 104,9 442 42,1
99 2,65 12,5 29 109,4 47,2 43,1
100 2,28 11 26 114 48,2 42,3

Legenda: GT — Grupo Tratado e GC — Grupo Controle
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Anexo 5.. Valores individuais da contagem total (LEU, células/pL) e diferencial de
leucdcitos [heterdfilos (HET, células/ul), linfocitos (LINF, células/uL),
eosindfilos (EOS, células/uL), mondcitos (MONO, células/uL) e basdfilos
(BAS, células/uL)], em frangos apés a administragdo in ovo da vacina
contra a doenca de Marek (GC) ou associada a gentamicina (GT), no
momento D+6.

Grupo Animal LEU HET LINF EOS MONO BAS

5 5000 2050 2850 50 0 50

11 3000 1410 1590 0 0 0

12 3000 1530 1470 0 0 0

15 4000 440 3520 40 0 0

22 4000 1840 2080 80 0 0

ae 24 2000 900 1100 0 0 0
26 6000 2040 3960 0 0 0

33 4000 1720 2240 40 0 0

36 5000 1200 3750 0 50 0

46 5000 1850 3050 50 0 50

47 3000 1230 1710 30 30 0

48 2000 1140 840 20 0 0

57 4000 2800 1160 0 40 0

58 3000 1860 1140 0 0 0

60 6000 3360 2520 60 60 0

65 9000 4680 4230 90 0 0

67 2000 1100 860 20 20 0

68 5000 3450 1550 0 0 0

T 76 5000 3050 1850 50 50 0
81 3000 1170 1800 30 0 0

83 7000 4060 2940 0 0 0

85 5000 900 4000 0 100 0

89 5000 2550 2450 0 0 0

90 6000 3900 2040 60 0 0

Legenda: GT — Grupo Tratado e GC — Grupo Controle
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Anexo 6. Valores individuais da contagem total (LEU, células/pL) e diferencial de
leucdcitos [heterdfilos (HET, células/ul), linfocitos (LINF, células/uL),
eosindfilos (EOS, células/uL), mondcitos (MONO, células/uL) e baséfilos
(BAS, células/uL)], em frangos apdés a administragdo in ovo da vacina
contra a doenca de Marek (GC) ou associada a gentamicina (GT), no
momento D+10.

Grupo Animal LEU HET LINF EOS MONO BAS

2 8000 1520 6400 0 80 0

3 5000 1900 3050 0 50 0

10 4000 1040 2880 40 40 0

13 5000 650 4350 0 0 0

19 4000 520 3480 0 0 0

GC 23 5000 1900 3100 0 0 0
28 9000 1530 7380 0 90 0

30 6000 360 5640 0 0 0

34 6000 1200 4800 0 0 0

40 6000 3720 2220 60 0 0

43 6000 2040 3900 0 60 0

45 4000 1120 2880 0 0 0

50 5000 2400 2600 0 0 0

56 5000 2950 1950 50 50 0

64 5000 3200 1750 50 0 0

71 5000 1750 3150 0 100 0

72 9000 2340 6570 0 90 0

GT 74 6000 2220 3660 60 60 0
78 6000 660 5340 0 0 0
80 4000 1600 2320 0 40 40

87 4000 1840 2160 0 0 0

88 6000 3540 2340 60 60 0

91 4000 1320 2600 40 40 0

98 8000 2640 5200 160 0 0

Legenda: GT — Grupo Tratado e GC — Grupo Controle
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Anexo 7. Valores individuais da contagem total (LEU, células/pL) e diferencial de
leucdcitos [heterdfilos (HET, células/ul), linfocitos (LINF, células/uL),
eosindfilos (EOS, células/uL), mondcitos (MONO, células/uL) e baséfilos
(BAS, células/uL)], em frangos apés a administragdo in ovo da vacina
contra a doenca de Marek (GC) ou associada a gentamicina (GT), no
momento D+14.

Grupo Animal LEU HET LINF EOS MONO BAS

6 6000 2580 3300 120 0 0

8 6000 1440 4440 60 60 0

9 5000 2100 2800 100 0 0

16 7000 3220 3780 0 0 0

18 6000 4200 1800 0 0 0

GC 20 10000 4800 5100 100 0 0
27 5000 2600 2400 0 0 0

29 8000 5280 2640 80 0 0

35 6000 3420 2520 60 0 0

37 14000 9520 4480 0 0 0

38 5000 2300 2550 50 100 0

44 7000 4060 2800 70 70 0

49 6000 2760 3060 60 120 0

53 5000 2050 2900 0 50 0

52 5000 2750 2200 0 50 0

63 5000 1900 2950 100 50 0

69 7000 3430 3570 0 0 0

GT 70 13000 11700 1040 0 260 0
79 5000 3300 1600 0 100 0

82 6000 1620 4320 60 0 0

84 6000 2220 3720 0 60 0

86 8000 6160 1760 80 0 0

93 6000 3120 2760 0 120 0

96 5000 3300 1650 0 50 0

Legenda: GT — Grupo Tratado e GC — Grupo Controle
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Anexo 8. Valores individuais da contagem total (LEU, células/pL) e diferencial de
leucdcitos [heterdfilos (HET, células/uL), linfocitos (LINF, células/uL),
eosindfilos (EOS, células/uL), mondcitos (MONO, células/uL) e baséfilos
(BAS, células/uL)], em frangos apdés a administragdo in ovo da vacina
contra a doenca de Marek (GC) ou associada a gentamicina (GT), no
momento D+21.

Grupo Animal LEU HET LINF EOS MONO BAS
1 10000 7900 1400 100 600 0
4 5000 2350 2150 0 500 0
7 9000 5400 2790 90 720 0
14 10000 6400 2400 300 900 0
17 8000 4560 3040 80 320 0
GC 21 5000 3000 1650 50 300 0
25 12000 9720 1800 120 360 0
31 17000 11050 3060 0 2890 0
32 10000 5400 3200 0 1300 100
39 13000 7540 4030 0 1430 0
41 6000 1920 3360 0 720 0
42 12000 9720 1200 120 840 120
51 24000 20640 2160 0 1200 0
54 13000 5850 5720 0 1430 0
55 6000 2700 1620 0 1680 0
61 25000 21000 2500 0 1500 0
66 10000 7200 2400 200 200 0
GT 73 7000 3150 3150 0 700 0
75 6000 2400 2880 0 720 0
77 8000 1920 2880 0 3200 0
95 8000 4800 2400 80 720 0
97 10000 3100 5700 0 1200 0
99 8000 5120 2560 0 320 0
100 6000 2760 1560 60 1620 0

Legenda: GT — Grupo Tratado e GC — Grupo Controle
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Anexo 9. Valores individuais da uréia (UR, mg/dL), acido urico (AcUr, mg/dL), aspartato
aminotransferase (AST, UIl/L), alanina aminotransferase (ALT, UI/L), gama
glutamiltransferase (GGT, UI/L), creatina quinase (CK, UI/L), albumina (ALB, g/dL) e
proteina plasmaticas totais (PPT, g/dL), em frangos apds a administragao in ovo da vacina
contra a doenca de Marek (GC) ou associada a gentamicina (GT), no momento D+6.

Grupo Animal UR AcUr AST ALT GGT CK ALB PPT

5 8 11,5 242 25 44 2089 1,4 3
11 4 8,6 513 218 69 1146 2,2 24
12 11 8,4 274 40 41 1455 1 2,4
15 10 14,7 227 32 36 527 1 2
22 5 5,7 218 24 21 1926 1,8 2
aC 24 18 4,4 342 66 25 741 1 1,8
26 12 10,3 217 61 26 748 1,3 2
33 11 11,1 205 35 37 809 1,1 2,2
36 19 11,6 428 364 36 602 1,4 2,2
46 21 16,8 226 47 47 4216 1,5 3
47 10 12,4 634 672 54 1559 1,6 2,8
48 20 11,3 720 533 23 408 1,1 1,8
57 6 10,1 202 25 15 1566 1,1 24
58 6 11,3 711 66 34 957 1,2 2,8
60 12 7,2 170 76 60 646 1 1,6
65 12 11,7 628 67 34 189 1,5 24
67 66 3,1 174 42 20 495 1 3,2
oT 68 16 9,1 392 58 56 644 0,6 1,4
76 8 11,5 340 20 72 950 1,1 3
81 6 6,6 295 14 24 1030 1,8 1,6
83 5 8,3 348 29 63 1455 1,2 2,8
85 21 14 303 186 77 1137 1,3 24
89 16 10,7 786 668 44 755 1,4 2,2
90 21 7,9 169 497 24 240 0,7 1

Legenda: GT — Grupo Tratado e GC — Grupo Controle
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Anexo 10. Valores individuais da uréia (UR, mg/dL), acido durico (AcUr, mg/dL), aspartato
aminotransferase
glutamiltransferase (GGT, UI/L), creatina quinase (CK, UI/L), albumina (ALB, g/dL) e
proteina plasmaticas totais (PPT, g/dL), em frangos apds a administracéo in ovo da vacina
contra a doenca de Marek (GC) ou associada a gentamicina (GT), no momento D+10.

aminotransferase

(AST,

UIIL),

alanina

(ALT, UIL),

gama

Grupo Animal UR AcUr AST ALT GGT CK ALB PPT
2 21 7,3 154 200 31 1736 1 2
3 24 10,3 281 168 25 2278 1 2
10 25 14,3 966 342 12 1817 1 3
13 11 13,4 191 18 26 692 1 3
19 32 11,4 821 255 15 2664 2 3
GC 23 17 11,5 216 126 27 2234 2 3
28 17 12,1 126 19 24 396 1 2
30 15 13,7 213 51 22 418 1 3
34 18 11 144 136 24 1292 1 1
40 18 12 222 576 31 478 1 1
43 19 10,1 181 45 40 644 1 3
45 2 12,9 432 113 7 4558 2 3
50 14 12 180 267 12 658 1 3
56 14 11,6 303 88 14 1073 2 2
64 4 3,7 562 182 28 1037 2 3
71 7 12,3 226 59 13 1583 1 3
72 13 10,3 693 161 3 1603 1 2
GT 74 61 11,9 477 129 7 410 1 2
78 4 13,5 167 113 14 1044 2 3
80 12 10,7 948 253 6 410 1 3
87 6 7,2 224 16 12 5233 2 3
88 7 9,5 225 11 8 1360 2 4
91 16 9,8 507 56 20 6445 2 4
98 29 7,7 997 278 13 7424 2 2

Legenda: GT — Grupo Tratado e GC — Grupo Controle
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Anexo 11. Valores individuais da uréia (UR, mg/dL), acido durico (AcUr, mg/dL), aspartato

aminotransferase

(AST,

UIIL),

alanina

aminotransferase

(ALT,

Ul/L), gama

glutamiltransferase (GGT, UI/L), creatina quinase (CK, UI/L), albumina (ALB, g/dL) e
proteina plasmaticas totais (PPT, g/dL), em frangos apds a administragao in ovo da vacina
contra a doenca de Marek (GC) ou associada a gentamicina (GT),, no momento D+14.

Grupo Animal UR AcUr AST ALT GGT CK ALB PPT
6 20 10,2 285 28 14 1379 1 3
8 32 13,9 331 258 22 1739 2 3
9 18 8,6 698 343 4 2499 2 2
16 19 4,3 108 58 18 2829 1 1
18 35 4.4 570 413 3 850 1 2
GC 20 4 10,1 177 62 9 4600 1 2
27 7 6,2 339 18 12 593 2 4
29 22 2,2 342 272 27 522 1 2
35 26 8,4 569 27 14 787 2 3
37 26 4,9 846 119 3 920 1 1
38 17 7,3 273 52 10 379 1 2
44 10 8 339 15 14 529 1 3
49 6 5,2 424 26 11 559 2 2
53 9 5,6 315 13 10 350 1 3
52 11 7,6 360 16 11 1341 1 3
63 9 9,9 231 14 12 566 2 3
69 17 11,4 369 71 8 996 1 2
GT 70 21 6,8 150 13 10 423 1 1
79 9 5,5 326 10 5 656 0 3
82 8 6,3 212 15 15 396 2 3
84 8 8,8 327 20 14 9007 2 3
86 8 3,5 185 20 12 2591 1 1
93 8 11,6 375 29 13 7667 2 3
96 5 13,8 185 65 13 1282 2 4

Legenda: GT — Grupo Tratado e GC — Grupo Controle
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Anexo 12. Valores individuais da uréia (UR, mg/dL), acido durico (AcUr, mg/dL), aspartato

aminotransferase (AST, UIl/L), alanina aminotransferase (ALT, UI/L), gama
glutamiltransferase (GGT, UI/L), creatina quinase (CK, UI/L), albumina (ALB, g/dL) e
proteina plasmaticas totais (PPT, g/dL), em frangos apds a administragdo in ovo da
vacina contra a doenca de Marek (GC) ou associada a gentamicina (GT), no momento
D+21.

Grupo Animal UR AcUr AST ALT GGT CK ALB PPT

1 10 7,7 338 13 13 6742 1 2

4 26 6,3 212 15 15 1129 1 3

7 5 7,1 532 15 21 2302 1 3

14 6 4,4 443 13 10 1064 1 1

17 7 7,7 421 13 15 6756 1 3

GC 21 7 9,8 208 51 21 221 2 3
25 6 6 158 25 31 947 1 2

31 6 7,5 232 13 12 1066 1 2

32 7 9,6 129 17 21 571 1 3

39 5 10,5 200 10 15 1494 1 3

41 7 9,8 204 9 15 4609 1 3

42 3 7,4 438 24 11 1977 1 1

51 5 2,9 297 101 11 821 0 1

54 4 10,6 245 14 13 1613 1 3

55 22 10,5 246 14 15 5960 1 3

61 4 6 300 17 14 641 1 2

66 4 4,9 257 30 12 6632 1 1

GT 73 10 8,3 438 14 15 731 1 3
75 14 11,2 229 20 11 6312 1 3

77 7 9,7 223 17 15 903 2 3

95 6 9 128 20 15 4449 2 3

97 7 9,6 439 15 15 1994 2 3

99 8 10,4 216 24 18 1554 3 3

100 6 11,1 266 10 16 636 2 3

Legenda: GT — Grupo Tratado e GC — Grupo Controle
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ANEXOS CAPITULO Il

Anexo 1. Concentragdo amostral da gentamicina (soma dos metabdlitos C1, C1a, C2 e C2a) por
momento de abate, para as matrizes gordura, figado, rim e musculo de frangos, apds a
administracao in ovo aos 18 dias de incubacgao.

Amostras Grupo Mom.entos Gordura Figado Rim Musculo
(dias) (ng/kg) (ng/kg) (ng/kg) (ng/kg)
1 A 55,92 749,01 474,12 <50
2 A <50 400,87 219,53 <50
3 A 14 <50 342,42 188,83 <50
4 A <50 438,90 267,96 <50
5 A <50 464,19 300,62 <50
6 A <50 466,39 190,48 <50
1 B <50 82,27 110,74 <50
2 B <50 57,41 92,44 <50
3 B 21 <50 80,47 113,86 <50
4 B <50 73,17 56,42 <50
5 B <50 59,92 <50 <50
6 B <50 77,84 124,85 <50
1 C <50 <50 <50 <50
2 C <50 <50 <50 <50
3 C 28 <50 <50 <50 <50
4 C <50 <50 <50 <50
S C <50 <50 <50 <50
6 C <50 <50 <50 <50
1 D <50 <50 <50 <50
2 D <50 <50 <50 <50
3 D 35 <50 <50 <50 <50
4 D <50 <50 <50 <50
5 D <50 <50 <50 <50
6 D <50 <50 <50 <50

Legenda: <50 — concentragdes abaixo do LQ (50ug/Kg)



