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RESUMO

O suplemento de cloridrato de Zilpaterol (HZ) é comercializado apenas para o gado e seu uso ndo tem sido
amplamente adotado como promotor de crescimento em outras espécies. O objetivo deste estudo era
avaliar o HZ residual em varios tecidos de cordeiros com pélos acabados em confinamento alimentados
por este promotor de crescimento. Quarenta cordeiros machos intactos foram designados aleatoriamente
para um dos quatro tratamentos seguintes: HZ por 0, 10, 20 e 30 dias antes do final do periodo de engorda.
Todos os cordeiros foram alimentados com uma dieta basal e abatidos 48 h apds a experiéncia de
alimentagéo. Para muscular, foi observado um aumento linear (P<0.05) nas concentragdes de HZ com
aumento dos dias de administracdo (0,0, 0,19, 0,26 e 0,64 ng/g para 0, 10, 20 e 30 d de administracao).
Para o figado, um aumento linear (P<0.05) nas concentragdes de HZ também foi observado com aumento
dos dias de administracéo (0,0, 0,18, 0,27 e 0,44 ng/g para 0, 10, 20 e 30 dias de administrac&o). Foram
encontrados valores mais altos de HZ no rim com 0,0, 0,49, 0,66 e 0,71 ng/g a 0, 10, 20 e 30 dias de
administragdo). Concluiu-se que, independentemente do tecido, os residuos de HZ aumentaram com o
aumento dos dias de administracao deste promotor de crescimento. Além disso, os niveis observados de
HZ foram inferiores aos estabelecidos pelo SENASICA (México) para o gado bovino, e os valores
apresentados no presente estudo poderiam ser a base para estabelecer limites maximos permitidos para
este promotor de crescimento em varios tecidos ovinos.

Palavras-chave: B2-adrenérgicos agonistas, cloridrato de zilpaterol, residuos, carne.

ABSTRACT
Zilpaterol hydrochloride (ZH) supplementation is marketed for cattle only, and its use has not been widely
adopted as growth promoter in other species. The objective of this study was to assess the residual ZH in
various tissues of feedlot hair lambs administered with this growth promoter. Forty Intact male lambs were
randomly assigned to one of the following four treatments: ZH for 0, 10, 20, and 30 d before the end of the
fattening period. All lambs were fed a basal diet and slaughtered 48 h after the feeding trial. Regarding
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muscle, a linear increase (P<0.05) in ZH concentrations with increasing days of administration was observed
(0.0, 0.19, 0.26, and 0.64 ng/g for 0, 10, 20, and 30 d of administration). For the liver, a linear increase
(P=<0.05) in ZH concentrations with increasing days of administration was also observed (0.0, 0.18, 0.27,
and 0.44 ng/g for 0, 10, 20, and 30 days of administration). Higher values of ZH were found in the kidney
with 0.0, 0.49, 0.66, and 0.71 ng/g for 0, 10, 20, and 30 days of administration). It was concluded that,
regardless of tissue, residues of ZH increased with increasing days of administration of this growth promoter.
Also, the observed levels of ZH were lower than those established by SENASICA (Mexico) for cattle, and
the values presented in the present study could be the basis for establishing the maximum permissible limits
of this growth enhancer in various tissues of sheep.

Keywords: B2 adrenergic agonists, zilpaterol hydrochloride, residues, meat.

INTRODUCAO

A industria da carne esta continuamente buscando aditivos para ragdes para promover o
crescimento rapido e eficiente do gado, bem como para melhorar o rendimento e a
qualidade das carcacas dos animais de criacdo (Smith et al., 2020). Um aditivo alimentar
usado em ovelhas é o cloridrato de zilpaterol (HZ), um agonistaadrenérgico ($-AA) usado
como promotor de crescimento e improvisador das caracteristicas de carcaca de
cordeiros de confinamento (Brand et al., 2013; Macias-Cruz et al., 2013). da mesma
forma HZ afetam o microbioma ruminal do carneiro castrado (Dufy et al., 2018). A
ativacdo do B-receptores em musculo e gordura resulta em diminuicdo da lipogénese,
aumento da lipolise e aumento do acrecdo muscular ou da combinacéo desses efeitos
(Abney et al., 2007; Scramlin et al., 2010; Miller et al., 2012; Johnson et al., 2014). Além
disso, B-AA reduz a freqiéncia e a intensidade das contra¢des ruminais (Leek, 2001),
gue séo importantes para a digestao, e estes promotores de crescimento aumentam a
absorcao no trato digestivo (McIntyre & Thompson, 1992) e a quantidade de espécies de
bactérias gram-negativas que sao vitais para a fermentacéo (Walker & Drouillard, 2012).
Estas mudancas na digestao de ruminantes atribuidas a B-AA podem levar a mudancas
na producado de VFA. Além disso, -AA pode influenciar diretamente a producdo de AGV
para aumentar a eficiéncia da digestédo e fornecer mais energia ao animal.

Atualmente, o Unico B-AA aprovado para gado nos Estados Unidos é ractopamina HCI
(RHCI), um agonista 1, e HZ, um agonista B2, (Delmore et al., 2010; Boler et al., 2012).
B-AA foram aprovados para uso como promotores de crescimento na producao de
alimentos e animais em varios paises, incluindo o México (Johnson et al., 2013).

Como [B-AA pode promover o crescimento do muasculo esquelético sem aumentar a
concentracdo seérica de horménio, tanto os produtores de suinos como de bovinos
adotaram amplamente esta tecnologia para aumentar a producéo de carne (Centner et
al., 2014). Entretanto, existe a preocupacdo com o0s danos potenciais do p-AA para a
carne de animais tratados com estes promotores de crescimento (Centner et al., 2014).
Por esta razdo, a China, a Unido Européia e a Russia restringiram e proibiram o uso do
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B-AA, e a importacdo de carne com concentracdes detectaveis de ractopamina (Bories
et al., 2009).

Nas analises da FDA para residuos beta-agonistas em carne suina e bovina, raramente
sao encontrados resultados positivos, mas mesmo nesses casos, 0S hiveis encontrados
estdo abaixo dos limites maximos de residuos estabelecidos pela propria FDA e pela
Comisséo do Cdédigo Alimentar Internacional para consumo humano seguro. AO mesmo
tempo, nenhuma doenca de origem alimentar ou efeitos colaterais humanos foram
relatados que sejam atribuiveis ao uso de beta-agonistas aprovados na producdo de
produtos de carne.

No México, o uso de B-AA como aditivo alimentar para gado é permitido e os limites
maximos de residuos foram estabelecidos exclusivamente para gado, contemplando 10
ng/g em tecido muscular, 12 ng/g em rim, e 15 ng/g em figado. Portanto, foi considerado
pertinente verificar os residuos de B-AA em cordeiros de confinamento. O objetivo do
presente estudo foi avaliar o efeito do tempo de suplementagdo de HZ nos residuos deste
promotor de crescimento em musculo, figado e rim de cordeiros de confinamento.

MATERIAIS E METODOS

A experiéncia foi realizada na area experimental para pequenos ruminantes da Escola
Veterinéria da Universidade Autdbnoma da Baja California, em Mexicali, México. O clima
nesta regido é arido e seco, com temperaturas extremas, tanto no inverno como no verao
(0 °C a 50 °C), e a precipitacdo média anual € de 80 mm (INEGI, 2018).

Tratamento de cordeiros experimentais

Os procedimentos e manuseio de cordeiros foram realizados com base nas seguintes
normas mexicanas para o cuidado e manuseio de animais: NOM-051-ZO0-1995
(atencdo humana aos animais durante a mobilizagdo), NOM- 024-ZO0O-1995
(disposicbes sobre saude animal e caracteristicas durante o transporte de animais),
NOM-033-Z00-1995 (abate humano de animais domésticos e selvagens) e NOM-EM-
015-Z0O0-2002 (disposicdes técnicas para o controle do uso de beta-agonistas em
animais).

Animais e manejo pré-experimental

Foram utilizados cordeiros Dorper x Katahdin de quarenta e quatro meses de idade, que
tinham um peso vivo de 34,6 £ 2,4 kg no inicio da experiéncia. O estudo durou 52 dias,
dos quais 20 dias foram para adaptacao e 32 dias para o periodo experimental. Durante
0 periodo de adaptacao, todos os cordeiros foram desparasitados (Ilvermectin; Sanfer
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Laboratorio, Cidade do México; 0,5 ml/animal), receberam vitaminas (Vigantol ADE
Fuerte; Bayer, Cidade do México, México; 1 ml/animal), e foram alojados em currais
individuais (1,2 x 2,0 m) equipados com um cocho, alimentador e sombra. Os cordeiros
foram adaptados a dieta basica (Tabela 1).

Procedimento experimental

Os cordeiros foram pesados individualmente no primeiro dia do periodo experimental e
foram designados para quatro grupos de 10 animais cada. Os tratamentos consistiram
em suplementar os cordeiros com 10 mg/d de HZ (Zilmax, Intervet/Schering-Plow,
México) durante os ultimos 0 (TO, controle), 10 (T10), 20 (T20) e 30 (T30) dias do periodo
de acabamento. Os cordeiros eram alimentados diariamente pela manha (700 h) e pela
tarde (1500 h). A &gua era oferecida ad libitum e o estado de saude era verificado
visualmente todos os dias. Amostras de racdo eram coletadas e secas em um forno. A
composi¢do quimica destas amostras foi determinada. Dois dias apds o final da
experiéncia de alimentacao, todos os cordeiros foram pesados e abatidos pelo método
de regurgitagéo.
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Tabela 1. Ingredients and chemical composition of diets offered to hair lambs

Tratamentos!

TO T10 T20 T30

Ingredientes, %
Milho Amarelo, em flocos 46.00 46.00 46.00 46.00
Alfalfa, feno 26.50 26.50 26.50 26.50
GMDs* 20.00 20.00 20.00 20.00
Melaco 6.00 6.00 6.00 6.00
HZ, mg/animal/d® 0.00 10.00 10.00 10.00
Minerais 1.50 1.50 1.50 1.50

Teor de nutrientes, % base de matéria seca

Matéria seca 88.96 88.96 88.96 88.96
Energia Metabolizavel (Mcal/kg) 2.98 2.98 2.98 2.98
Extrato de éter 4.89 4.89 4.89 4.89
Proteina bruta 15.78 15.78 15.78 15.78
Fibra detergente neutra 12.48 12.48 12.48 12.48
Fibra acida detergente 4.84 4.84 4.84 4.84
Célcio 0.85 0.85 0.85 0.85
Fésforo 0.68 0.68 0.68 0.68

Tratamentos foram: TO = Controlo, sem cloridrato de zilpaterol (Z0); T10 = suplementag&o de cloridrato de zilpaterol nos Ultimos 10
dias de acabamento; T20 = suplementac&o de cloridrato de zilpaterol nos dltimos 20 dias de acabamento; T30 = suplementacéo de
cloridrato de zilpaterol nos ultimos 30 dias de acabamento.

2GMDs = Gréos de milho secos de destilador com soltveis.

3HZ = cloridrato de zilpaterol (Zilmax, Intervet/Schering-Plough, México)

Coleta e preparacado de amostras

As amostras de rim de figado e carne (musculo masseter) foram coletadas no momento
do abate e foram congeladas a -30 °C até sua preparacao e andlise. As amostras de
musculo foram coletadas apds a dissecacdo das cabecas dos animais, evitando areas
altas em gordura ou tecido conjuntivo. Para a determinacdo dos residuos de HZ, cinco
animais foram amostrados aleatoriamente por grupo. As amostras foram
homogeneizadas por trituracdo. O tecido adiposo ou conjuntivo foi removido antes da
trituracdo. Elas foram mantidas congeladas até o momento da extracado. Isto foi realizado
de acordo com o protocolo descrito pelo fornecedor para os diferentes tecidos (Bioo
Scientific Corp., 2011), utilizando o homogeneizador PowerGen 700™ (Fisher Scientific),
no inicio da extracdo em conjunto com o primeiro tampdao utilizado, para otimizar o
processo.
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Analise de amostras

Os residuos de HZ foram quantificados pela analise ELISA usando o kit "MaxSignal®
Zilpaterol ELISA Test", que € um imunoensaio enzimatico competitivo. Para a
determinagao da concentragao, foi utilizado um leitor de placas ELISA, Eon™ (BioTek
Instruments, Inc.), com leitura das placas a 450 nm, conforme indicado pelo fornecedor.
As determinacdes foram feitas em microplacas de 96 pocos em duplicata, bem como os
padrbes da curva de calibracdo, para os quais foram necessérias duas placas. A
absorcao dos pocos da placa foi registrada a 450 nm. A curva de calibracdo tinha um
coeficiente de correlacédo (R?) de 0,99 e foi realizada utilizando as concentracdes 0,00,
0,015, 0,20, e 0,50 ng/g. Como a curva de calibracdo é inversamente proporcional a
concentracdo e tem um comportamento logaritmico, o fornecedor recomenda ajustar os
valores absolutos da absorvancia a absorvancia relativa usando o valor padrao zero (0,0
ng/g) como 100 absorvancia. Da mesma forma, para se ajustar a uma equacéao linear, os
dados foram transformados em logaritmo natural. Usando o software Gen5 ™ (BioTek
Instruments, Inc.), a absorvancia de cada uma das amostras foi calculada como média,
e estes dados foram usados para andlise estatistica. O limite de deteccéo foi estabelecido
como 3 vezes o desvio padrao do sinal em branco e o limite de quantificagao (LOQ) como
10 vezes o valor do desvio padrao do sinal ou absorvancia do padréo zero (em branco)
(Skoog, 2001).

Analise estatistica

Os dados foram submetidos a uma analise de variancia usando um projeto
completamente aleatorio (GLM Procedure of the SAS; SAS Institute Inc., Cary NC., EUA).
Os meios foram analisados usando polindmios ortogonais, e o Teste Tuckey, declarando
significancia em P< 0,05. Os dados foram analisados com o programa estatistico (2002).
Animal foi a unidade experimental e 0 modelo incluiu efeitos fixos da suplementacédo de
HZ e o erro experimental como um termo aleatério.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O efeito do tratamento sobre os residuos de HZ € mostrado na Tabela 2. Com relagdo ao
musculo, foi observado um aumento linear (P<0.05) nas concentracdes de HZ a medida
gue aumentavam os dias de suplementacdo. Houve uma diferenca significativa nas
concentracdes de HZ entre o controle e todos os outros tratamentos.

Da mesma forma, um aumento linear (P<0.10) foi observado na concentragdo de HZ no
rim a medida que os dias de tratamento aumentaram; o grupo controle diferiu em relagéo
a todos os outros tratamentos. Com relacao ao figado, foi observado um aumento linear
(P<0.10) da concentragado de residuos de HZ a medida que os dias de tratamento
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aumentavam. Nao houve diferenca significativa (p>0,05) entre o grupo de controle em
comparacao com todos 0s outros tratamentos.

Tabela 2. Efeito do tempo da suplementacdo de cloridrato de zilpaterol sobre os redidues deste
promotor de crescimento no musculo, rim e figado

Residuos de HZ (ng/g) EPM P-value

Tecido T0 T10 T20 T30 TO VS ineal
Outros

Musculos

0.0000 0.1908 0.2598 0.6414 0.0707 0.0065 0.0004
Rim

0.0000 0.4962 0.6666 0.7152 0.1173 0.0438 0.0549
Figado

0.0000 0.1862 0.2740 0.4484 0.0750 0.1270 0.0594

EPM= Erro Padrao da média; HZ= cloridrato de zilpaterol (Zilmax, Intervet/Schering-Plough, México). TO = Controlo, sem cloridrato
de zilpaterol (Z0); T10 = suplementac&o de cloridrato de zilpaterol nos Ultimos 10 dias de acabamento; T20 = suplementacdo de
cloridrato de zilpaterol nos ultimos 20 dias de acabamento; T30 = suplementagdo de cloridrato de zilpaterol nos Ultimos 30 dias de
acabamento

HZ tem um periodo minimo de trés dias de retirada antes do abate para garantir que os
residuos no tecido muscular sejam eliminados antes do consumo (Merck, 2017). AHZ e
outros residuos de agonistasadrenérgicos em animais de granja produzidos em
confinamento podem ter altas implicacbes comerciais porque os mercados fora dos
paises onde a HZ é legalmente permitida, devem cumprir com os residuos HZ
estabelecidos pelo pais importador. Nos Estados Unidos, onde o uso de HZ é aprovado
para administracdo somente ao gado, os niveis maximos de residuos de HZ no figado e
no muasculo bovino séo de 12 e 10 ng/g, respectivamente. No caso do México, os residuos
maximos deste promotor de crescimento sdo 10 ng/g no tecido muscular, 12 ng/g no rim
e 15 ng/g no figado (SENASICA, 2017). No caso do HZ, ndo foram estabelecidas
concentracdes residuais em ovelhas, mas ha relatérios sobre a concentracdo de HZ nos
tecidos da ovelha. Um estudo em ovelhas mostrou que os niveis de HZ em musculo,
figado e rim em cordeiros em diferentes momentos de retirada foram de 1,5 ng/g em
musculo, 0,86 ng/g em figado e 1,10 ng/g em rim (Shelver & Smith, 2006), que foram
maiores que os valores encontrados no presente estudo. E importante notar que os niveis
observados de HZ em cordeiros foram inferiores aos estabelecidos pelo SENASICA
(2017) para gado bovino. Além disso, o tecido no qual a maior quantidade de residuos
de CZ foi encontrada foi o rim, que € porque o HZ é uma substancia altamente sollvel
em &agua, portanto sua excrecao é feita principalmente através do sistema urinario. Na
verdade, um método amigavel de deteccdo rdpida de HZ é a determinacdo deste
intensificador de crescimento na urina (Shelver & Smith, 2018).
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Para outros ruminantes que ndo sejam bovinos e outros animais, a SENASICA (2017)
estabelece que os tecidos animais devem apresentar uma quantidade "néo detectada”
de HZ (limite de tolerancia zero). Sob este critério, 0 HZ n&do poderia ser usado em
ovelhas no México, o que é contraditério porque a carne bovina pode ter alguns residuos
de HZ. E importante mencionar que este limite foi estabelecido basicamente por causa
da falta de estudos sobre residuos de HZ na carne ovina. Portanto, mais estudos devem
ser realizados para confirmar se essas quantidades sdo perigosas para 0S seres
humanos e, se por o caso, estabelecer limites maximos permitidos que garantam a saude
do consumidor.
CONCLUSOES

As concentracdes residuais observadas de cloridrato de zilpaterol em musculo, rim e
figado de cordeiros capilares aumentaram linearmente com os dias de administracédo
deste intensificador de crescimento. Os residuos de cloridrato de zilpaterol em varios
tecidos de cordeiros capilares foram menores do que os estabelecidos pelo SENASICA
(México) para gado bovino. Considerando que esta instituicdo ndo estabeleceu limites
formais para o uso do cloridrato de zilpaterol em ovelhas, estes resultados sao um bom
ponto de referéncia para estabelecer limites maximos permitidos para cordeiros de
confinamento de pélos.
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