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Summary

Thyreostats are thioamid antithyroid drugs. The activity of these compounds consists in inhibiting the
synthesis of thyroid hormones: triiodothyronine (T3) and thyroxine (T4), which favors the processes of fattening
animals. The weight gain of animals is mainly due to water retention in their tissues and gastrointestinal tract.
Because of the cancerogenic and teratogenic properties of thyreostatic drugs, their use for animal
fattening has been banned in Europe since 1981. Control studies conducted in Poland show that thyreostats
are not used in farm animals. Several cases of endogenous thiouracil content in the urine of cattle and pigs
have been reported over recent years. This article presents the properties of thyreostatic compounds,
discusses a possible cause of endogenous thiouracil occurrence, and provides an overview of methods used in

the analysis of thyreostatic residues.
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Substancje tyreostatyczne zwane takze antyhormo-
nami oddzialuja na funkcjonowanie tarczycy poprzez
blokade¢ syntezy hormondw tarczycowych (19). Nie-
dobor hormondw wytwarzanych przez tarczycg, to jest
trijodotyroniny (T,) 1 tyroksyny (T,), sprzyja migdzy
innymi procesom tuczu zwierzgcia, poniewaz obydwa
hormony biora udzial w regulacji metabolizmu. Do-
datkowy przyrost masy ciala zwierzat jest rezultatem
zatrzymania wody w tkance podskérnej i migsniowej,
a takze w przewodzie pokarmowym (10). Zwiazki
tyreostatyczne znalazly uznanie wsrod hodowcow
bydta i byty chetnie, cho¢ nielegalnie, stosowane w la-
tach 80. w niektorych krajach europejskich, tym bar-
dziej, ze sa one tatwe w uzyciu, bo sa skuteczne po
podaniu z pasza. Do najbardziej znanych tyreostaty-
kéw stosowanych do intensyfikacji tuczu zwierzat za-
liczy¢ nalezy tapazol i metylotiouracyl, a takze tioura-
cyl, propylotiouracyl i fenylotiouracyl (32).

Charakterystyka zwigzkow tyreostatycznych

Tyreostatyki sa zwiazkami polarnymi, o malej masie
czasteczkowej, wywodzacymi si¢ od merkaptoimida-
zoli lub tiouracylu (ryc. 1).

Tapazol (2-mercapto-1-metyloimidazol) jest synte-
tycznym tyreostatykiem otrzymywanym w reakcji ace-
talu dietylo-aminoaldehydu octowego z izotiocyjania-
nem metylu lub przez reakcje kwasu tlocyjanowego
z N-aminoacetalem. Zostat opisany po raz pierwszy
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Ryec. 1. Struktura chemiczna i wzory sumaryczne tyreostaty-
kow

w 1949 r. jako zwiazek o dziataniu przeciwtarczyco-
wym. W medycynie ludzkiej stosowany jest w leczeniu
nadczynnosci tarczycy przy chorobie Gravesa-Base-
dowa. Po podaniu zwiazek ten tatwo si¢ wchtania
1 szybko wydalany jest z organizmu. Jego dzialanie
polega na hamowaniu peroksydazy tarczycowej, co po-
woduje zmniejszenie produkcji hormondéw tarczycy.
W nastgpstwie tego procesu zwigksza si¢ wydzielanie
hormonu tyreotropowego TSH (2, 14, 35). W do$wiad-
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czeniach na szczurach odnotowano, ze w potaczeniu
z dieta uboga w jod doustne podawanie tapazolu po-
woduje powstawanie gruczolakéw w komorkach tar-
czycy (22).

Do drugiej grupy zwiazkow tyreostatycznych naleza
tiouracyl (TU) 1jego pochodne (6-metylo-2-tiouracyl,
6-propylo-2-tiouracyl, 6-fenylo-2-tiouracyl). Zwiazki
te otrzymywane sa gtdwnie w reakcji kondensacji tio-
mocznika z formylooctanem etylu i acetylooctanem
etylu. Pierwsze doniesienia na temat zastosowania tio-
uracylu i jego pochodnych, jako tioamidowych lekow
przeciwtarczycowych, ukazaly si¢ w potowie lat 40.
XX wieku. Ze wzgledu na czgste wystepowanie reak-
cji niepozadanych, takich jak np. agranulocytoza, za-
przestano uzywania TU na rzecz mniej toksycznych
zwiazkow: propylotiouracylu i tapazolu. Badania na
gryzoniach wykazaty tez, ze doustne stosowanie tio-
uracylu i jego pochodnych powoduje guzowy rozrost
pecherzykowych komorek tarczycy. Moze powodowaé
takze nowotworowe przerzuty z tarczycy do pluc (2).

W eksperymentalnych badaniach z zastosowaniem
znanych substancji kancerogennych wykazano, ze row-
niez metylotiouracyl zwigksza cz¢stotliwos¢ wystepo-
wania nowotwordw pecherzykowych komorek tarczy-
cy (2). De Brabander (10) w do$wiadczeniach prowa-
dzonych na zwierzgtach z zastosowaniem MTU stwier-
dzit, ze w wyniku podania pojedynczej dawki MTU
nastegpuje szybki zanik tego zwiazku we krwi, moczu
1 tkance mig$niowej. Natomiast po dluzszym okresie
stosowania obserwowano spowolniony spadek stgze-
nia zwiazku w tkankach, moczu i krwi zwierzat, tak
ze wykrywano go nawet po okresie karencji wynosza-
cym 1 miesiagc. W prowadzonych do$wiadczeniach
badano takze wplyw obrobki termicznej na pozosta-
tosci MTU w migsie. Nie zaobserwowano istotnych
zmian stezenia metylotiouracylu w migsie po jego ugo-
towaniu. Niewielka ilos¢ zwiazku przedostala si¢ do
plynu utraconego z migsa podczas gotowania.

Mechanizm dziatania tej grupy zwiazkow, podob-
nie jak merkaptoimidazoli, polega na hamowaniu dzia-
fania peroksydazy tarczycowej. Skutkiem tego jest
zmniejszenie produkcji hormondéw tarczycy, tyroksy-
ny (T ) oraz trijodotyroniny (T,) i zwigkszona polife-
racja, ktora powoduje wzrost wyd21elan1a hormonu
tyreotropowego (TSH). Na tym polega prawdopodob-
nie podstawowy mechanizm powstawania ich rako-
tworczych wiasciwoscei (2, 10, 14). Wedtug Miedzy-
narodowej Agencji Badan nad Rakiem (IARC), tyreo-
statyki klasyfikowane sa jako substancje o mozliwej
kancerogenno$ci i teratogennosci dla ludzi (grupa 2B)

2).
Stosowanie tyreostatykow

Substancje tyreostatyczne z racji swoich wtasciwo-
$ci byly i sa stosowane w leczeniu chordb zwiqzanych
z nadczynnosmq tarczycy. Posiadaja rowniez wiasci-
wosci anaboliczne, poniewaz powoduja dodatkowe
przyrosty masy ciata zwierzat w krotszym czasie. Ty-
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reostatyki nie sa obojetne dla zdrowia zwierzat, po-
niewaz po podaniu moga wystapi¢ zaburzenia serco-
wo-plucne, takie jak: przyspieszona akcja serca, dusz-
nos¢, bezdech. Pozostatosci tyreostatykow w tkankach
jadalnych zwierzat niosa ze soba ryzyko dla zdrowia
konsumentow, a takze znacznie obnizaja jako$¢ mig-
sa, dlatego tez juz na poczatku lat osiemdziesiatych
ukazata si¢ Dyrektywa Rady 81/602/EEC (15) zaka-
zujaca stosowania tyreostatykow w hodowli zwierzat
rzeznych. Kolejne akty prawne, takie jak: Dyrektywa
Rady 85/358/EEC (16) oraz Dyrektywa Rady 96/22/
EC (17) utrzymuja postanowienia wczesniejszych ak-
tow prawnych. W 1996 r. weszla w zycie Dyrektywa
Rady 96/23/EC (18), w ktorej przedstawiono zasady
kontroli pozostato$ci zwiazkow zakazanych, lekow
weterynaryjnych 1 zanieczyszczen srodowiskowych.
Zgodnie z tym aktem prawnym, tyreostatyki znalazly
si¢ w grupie A2, obok hormonéw (A1, A3, A4), beta-
-agonistow (AS5) 1 zwiazkow zawartych w zataczniku
IV do Rozporzadzenia Rady 2377/90 (A6).

W 2002 r. ukazata si¢ Decyzja Komisji Europejskiej
2002/657/EC (13), ktora jest aktem wykonawczym do
Dyrektywy 96/23/EC (18), okres$lajaca wymagania dla
metod analitycznych stosowanych w badaniach pozo-
statosci. Waznymi wytycznymi tej Decyzji z punktu
widzenia analitycznego byto okreslenie sposobow
walidacji procedur badawczych, zalecenie odpowied-
nich do rodzaju analitow technik badawczych oraz
wprowadzenia minimalnego wymaganego poziomu
oznaczania dla zwiazkow zakazanych. W 2007 r. unijne
laboratoria referencyjne zaproponowaty 10-krotne
obnizenie tego rekomendowanego poziomu dla tyreo-
statykow ze stgzenia 100 pg L' do 10 pg L' (ugkg™)
(10).

Metody badan

Nastepstwem stosowania tyreostatykow u zwierzat
jest rozrost gruczotu tarczowego. Stwierdzono, ze $red-
nia masa tarczycy u cielat wynosi okoto 16 g, nato-
miast u mtodego 1 dorostego bydta 25 g. Wedtug nie-
kt(')rych badaczy, za mieszczacy si¢ w normie nalezy
uzna¢ gruczol nie przekraczajacy 50 g, inni natomiast
przyjmuja granicg 60 g (28), dlatego sprawdzanie masy
tarczycy (tzw. metoda grawimetryczna) jest waznym
wstgpnym elementem oceny nielegalnego podawania
tyreostatykow zwierz¢tom. Przerost wola moze by¢ tez
nastepstwem niewlasciwej diety, a takze czynnikdéw
srodowiskowych (niedobor jodu). Inna posrednia me-
toda badania stosowania tyreostatykow u zwierzat jest
test histologiczny, oparty na ocenie zmian przerosto-
wych w gruczole tarczowym (25). Ze wzgledu na wy-
soki procent wynikéw falszywie dodatnich przydat-
no$¢ tego testu jest kwestionowana.

W ostatnich latach najwigksze znaczenie w bada-
niach pozostatosci tyreostatykow odgrywaja metody
fizykochemiczne. Analiz¢ zwiazkow prowadzi sig
w nastgpujacych matrycach: tarczycy (1, 3, 6, 8, 21,
29, 30), moczu (4, 11, 12, 20, 21, 23, 35, 36, 39), tkan-
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ce migsniowej (3, 9, 23, 34, 38), osoczu (27, 31, 37),
wlosach (23), mleku (39), paszy (23).W latach 60. do-
minowaty metody kolorymetryczne, nastepnie do ba-
dan wprowadzono chromatografig cienkowarstwowa,
ktéra przez wiele lat z powodzeniem stosowana byta
w wielu krajach do badan pozostalo$ci tyreostatykow
w probkach biologicznych. De Brabander i Verbeke
(7) w 1975 r. przedstawili metod¢ TLC, w ktorej
zastosowali derywatyzacj¢ zwiazkow z NBD-CL
(4-chloro 7-nitrobeznofurazan) i uzyskali limity detek-
cji w granicach 10 ug kg™

Kolejne lata to rozwdj metod chromatograficznych,
takich jak: chromatografia cieczowa (LC) z detekto-
rami: chemiluminescencyjnym (31), UV (36) czy dio-
dowym (DAD) (8) oraz chromatografia gazowa (GC)
ze spektrometrig mas (4, 6, 38). Szczegdlne mozliwo-
$ci daje potaczenie chromatografii cieczowej z tande-
mowa spektrometria mas. Zastosowanie przed anali-
za LC-MS/MS derywatyzacji obecnych w probcee ty-
reostatykéw pozwolito na obnizenie limitéw detekcji
w probkach biologicznych do wartosci 1-5 ug L™ (3,
33). Najczesciej do derywatyzacji stosuje si¢: 3-IBBr
(bromek 3-jodobenzylu), PFBBr (bromek pentafluoro-
benzylu), 4-IBBr (bromek 4-jodobenzylu). Derywaty-
zacja powoduje zwigkszenie masy czasteczki oraz sta-
bilizacj¢ pojedynczych form tautomerycznych, co jest
korzystne z punktu widzenia analizy metodami chro-
matograficznymi.

W 2010 1. opublikowana zostata metoda LC-MS/MS,
w ktorej bez przeprowadzania tyreostatykow w pochod-
ne 1 przy zastosowaniu nowego typu kolumny UHPLC
(Ultra-High Performance Liquid Chromatography),
uzyskano limity wykrywania rzgdu 1-10 pug L™ (11).

Kontrola pozostatos$ci tyreostatykow

Badania pozostatosci tyreostatykow w tkankach i ply-
nach ustrojowych zwierzat rzeznych prowadzone sa
w Polsce od 1990 r. Krajowy program badan kontrol-
nych obecnosci substancji niedozwolonych oraz po-
zostatosci chemicznych, biologicznych 1 produktow
leczniczych u zwierzat 1 w zywnoS$ci pochodzenia
zwierzgcego jest obecnie calkowicie dostosowany do
migdzynarodowych wymagan (40). Zasady prowadze-
nia badan sa zgodne z zaleceniami Dyrektywy Rady
96/23/EC (18) oraz Rozporzadzenia Ministra Rolnic-
twa 1 Rozwoju Wsi z 28 lipca 2006 r. (26). Liczba
zwierzat kontrolowanych w kierunku tyreostatykow
zalezy od liczby zwierzat poddanych ubojowi w kraju
w roku poprzednim. W przypadku zwiazkow wyka-
zujacych wiasciwosci anaboliczne probki do badan
pobierane sa zarowno w gospodarstwach w trakcie
tuczu zwierzat, jak i w rzezniach, w réznych odstg-
pach czasu rozlozonych w okresie catego roku kalen-
darzowego. Zgodnie z obecnymi wytycznymi, rocz-
nie bada si¢ okoto 600 probek moczu, wody i tkanki
mig$niowej pobieranych przez Inspekcj¢ Weterynaryj-
na zgodnie z instrukcja Gtéwnego Lekarza Weteryna-
rii od: bydta, s$win, owiec, koni, drobiu i krolikow.
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Badania prowadzone sa metoda chromatografii cie-
czowej z tandemowa spektrometria mas, ktora spetnia
kryteria dla metod stosowanych w badaniach pozosta-
tosci zwiazkow niedozwolonych i umozliwia wykry-
wanie tyreostatykOw znacznie ponizej obow1qzujqceg0
poziomu dziatania wynoszacego 10 pg L™ (33). W cia-
gu ostatnich czterech lat w 8 probkach moczu pobra-
nych od bydla i $win stwierdzono obecnos¢ tiouracylu,
byty to pierwsze od 20 lat badan wyniki niezgodne
z wymaganiami. Przeprowadzone we wszystkich przy-
padkach dochodzenie nie dato podstawy do stwierdze-
nia, ze tiouracyl byl podawany zwierzetom. Rowniez
w innych krajach europejskich od kilku lat wykrywa
si¢ ten zwiazek w moczu zwierzat rzeznych. Wedtug
raportu EFSA (Report for 2009 on the results from the
monitoring of veterinary medicinal product residues
and other substances in live animals and animal pro-
ducts, www.efsa.europa.eu), w 2009 r. w 27 krajach
UE, w badaniach przeprowadzonych w ramach krajo-
wych programoéw kontrolnych pozostatosci (Dyrekty-
wa Rady 96/23/EC), na 10 013 probek przebadanych
w kierunku tyreostatykow obecno$é tiouracylu wykryto
w 46 probkach (0,46%), w tym w: 27 probkach pobra-
nych od bydta, 11 od $win, 8 od owiec i kdz. Oznacza-
ne stgzenia tiouracylu z reguly nie przekraczajq war-
tosci 20 ug L' i sa mozliwe do wykrycia dzigki znacz-
nemu obnizeniu limitéw detekcji metod analitycznych
stosowanych obecnie w kontroli tyreostatykdw. Jak
wynika z danych piSmiennictwa, tiouracyl moze wy-
stgpowac endogennie u niektorych gatunkoéw zwierzat,
migdzy innymi w nastgpstwie stosowania w ich diecie
ro$lin kapustowatych (Brassicaceae) (24). Do tej gru-
py roslin, stosowanych w polskich hodowlach zwie-
rzat rzeznych zalicza si¢ rzepak. Wtasciwosci tej ros-
liny, tj. duza zawarto$¢ biatka, niska cena i dostep-
no$¢ powoduja, ze jego udzial w skarmianiu zwierzat
jest znaczacy. Zawartos¢ $ruty rzepakowej w paszach
tresciwych, zgodnie z przyjetymi normami, moze osia-
ga¢ wartos¢ do 30%. W rzepaku dopuszczonym do
produkcji paszy w krajach UE zawarto$¢ glukozyno-
lanow, zwiazkdéw oddziatywujacych na funkc;j onowa-
nie tarczycy, nie powinna przekracza¢ 25 uM g
Uwaza sig, ze na drodze hydrolizy glukozynolanow
obecnych w roslinach krzyzowych w organizmie zwie-
rzat syntetyzowany jest tiouracyl. Mechanizm jego
powstawania nie jest w peini wyjasniony. Reakcja
moze by¢ wywotana na skutek zaktocen komorkowych
zwierzgcia. Enzymem katalizujacym reakcjg jest miro-
zynaza (B-tioglukozydaza). Po hydrolizie czg$¢ produk-
tow moze by¢ transformowana do biologicznie czyn-
nych zwiazkow. Przebieg tych reakcji uzalezniony jest
od pH $rodowiska, a produkty reakcji od podstawnika
w tancuchu bocznym. W $rodowisku kwasnym (pH
~2-3) tworza si¢ nitryle, natomiast w sSrodowisku obo-
jetnym i lekko zasadowym (pH ~5-9) powstaja izotio-
cyjaniany, z ktorych moga by¢ tworzone naturalne sub-
stancje tyreostatyczne (tiocyjaniany, oksazolidyna-2-
-tionu) (10). Wedlug najnowszych doniesien, tioura-
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cyl moze rowniez wystepowac naturalnie w roslinach
krzyzowych. Badania prowadzone przez francuskich
naukowcow wykazaty, ze stezenie tiouracylu w kala-
fiorze nie przekracza wartosci 1,0 pg kg™, natomiast
w brokutach 6,0 pg kg™ (9). Prowadzone badania maja
tez na celu wyznaczenie tzw. warto$ci granicznych (tre-
shold values) dla endogennego tiouracylu w moczu
zwierzat. Naukowcy z Francji na podstawie analizy
wynikow 5-letnich badan zaproponowali wstgpne gra-
niczne warto$ci stezenia TU w moczu bydta w zalez-
nos$ci od plci i wieku zwierzat. Dla bydla w wieku
powyzej 6 miesiecy mieszcza si¢ w przedziale 3,1-9,1
ug L1, natomiast dla cielat ponizej 6. miesiaca w za-
kresie 7,3-17,7 ug L' (5).

Badania nad doktadnym ustaleniem mechanizmu
powstawania tiouracylu w organizmie zwierzat oraz
ewentualnych prekursoréw ciagle trwaja. Wydaje sig,
ze zagadnienia te beda stanowic istotne wyzwanie dla
wielu osrodkow naukowych zajmujacych si¢ badania-
mi pozostatosci lekow.
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