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RESUMO GERAL

A enrofloxacina (ENR) € um antimicrobiano de exclusiva aplicagdo veterindria e possui
como metabdlito a ciprofloxacina (CIP), exclusiva de uso humano. No Brasil, a ENR nao ¢
permitida na aquicultura, porém, hd evidéncias do seu uso nesse sistema de producdo de
alimentos. Por este motivo, em 2010, o MAPA (Ministério da Agricultura Pecuéria e
Abastecimento) através do Plano Nacional de Controle de Residuos e Contaminantes em
produtos de origem animal (PNCRC/Animal), a incluiu na lista dos antimicrobianos a
serem monitorados em peixes de cultivo. Diante da intensificacdo na producdo de til4pias
no Brasil, da possivel utilizagdo indevida da ENR na piscicultura brasileira, da falta de
informacdes terapéuticas com ENR para esta espécie e dos danos a satde publica que isto
pode gerar através do uso indiscriminado desse antimicrobiano, o presente trabalho teve o
objetivo de realizar estudo farmacocinético de dose tnica ENR (10 mg kg'1 p.v) através de
racdo medicada (0.1% de ENR) em tildpia-do-Nilo (Oreochromis niloticus). A ENR
(padrao analitico > 98%) foi dissolvida em solucdo alcodlica acidificada e adicionada a
uma solu¢do contendo o polimero, polivinilpirrolidona (PVP), e incorporada a racdo
comercial. O teor de ENR na racdo foi quantificado (1.047 mg g™ utilizando cromatografia
liquida de alta eficiéncia, com detector de fluorescéncia (HPLC-FLD). Os peixes foram
medicados através dessa racdo e amostras de plasma e musculo foram coletadas nos
seguintes tempos: 0.5, 1, 2, 4, 8, 12, 24, 48, 72, 96 e 120h apés a administracdo. Foram
desenvolvidos e validados métodos analiticos em HPLC-FLD para quantificacdo da ENR e
CIP nas matrizes plasma e musculo. Os métodos analiticos apresentaram desempenho
satisfatério na matriz plasma com limites de quantificacio (LOQ) de 3 ng mL™" obtidos para
ambos analitos e 10.0 e 7.0 ng g'l, no musculo, para CIP e ENR, respectivamente. Em todos
os métodos foram utilizadas para quantificacdo dos analitos, curvas analiticas construidas
pela fortificacdo das matrizes. Quanto aos parametros farmacocinéticos obtidos da ENR,
para plasma e musculo, a concentracdo mdxima obtida foi de 1.241 +0.423 g mL" e 2.166
+ 0.742 pg g, respectivamente, no tempo de 8h demonstrando absorc¢do lenta. O alto
volume de distribuicio (V4) no plasma (7.03L kg'l), os valores da relacdo entre
concentracdo musculo/plasma (1.12 a 3.82) indicaram boa distribui¢do no tecido muscular.
Foi possivel detectar e quantificar o metabdlito (CIP), porém a taxa de conversao foi baixa
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(1.3%). Por ultimo, o Tjpge de 2.08 dias no musculo, indica eliminag¢do lenta e longo
periodo de caréncia para que o produto cdrneo possa ser consumido. O uso de
antimicrobianos sem dados toxicoldgicos e farmacoldgicos para a espécie a qual se
destinam tem dentre varias consequéncias, o aumento do risco a exposi¢ao de residuos com
valores acima daqueles permitidos (LMRs) e aumento na incidéncia/prevaléncia de

resisténcia bacteriana no animal € no ser humano.



ABSTRACT

Enrofloxacin (ENR) is an exclusive antimicrobial veterinary application and has as
metabolite ciprofloxacin (CIP), exclusive for human use. In Brazil, the ENR is not
permitted in aquaculture, however, there is evidence of its use in this system of food
production. For this reason, in 2010, MAPA (Ministry of Agriculture, Livestock and
Supply) through the National Plan for Control of Residues and Contaminants in animal
products (PNCRC/Animal), included in the list of antimicrobials to be monitored in fish
cultivation. Given the intensification of tilapia production in Brazil, the possible improper
use of ENR in Brazilian farming, the lack of information with therapeutic ENR for this
species and harm to public health this could generate through the indiscriminate use of this
antimicrobial, the aim of this work was to realize a single-dose pharmacokinetic study with
ENR (10 mg k! bw) through medicated feed (0.1% ENR) in the Nile tilapia (Oreochromis
niloticus). ENR (analytical standard > 98 %) was dissolved in acidified alcohol solution and
added to a solution containing the polymer, polyvinylpyrrolidone (PVP ) and incorporated
into commercial feed. The content of ENR in feed medicated was quantified (1.047 mg g")
using high performance liquid chromatography with fluorescence detection (HPLC-FLD).
The fish were medicated and its plasma and muscle samples were collected at the following
times: 0.5, 1, 2, 4, 8, 12, 24, 48, 72, 96 and 120h after administration. Analytical methods
were developed and validated for HPLC-FLD for quantification of ENR and CIP in plasma
and muscle. Analytical methods showed satisfactory performance in plasma with limits of
quantification (LOQ ) of 3 ng mL 'obtained for both analytes, and in muscle,7.0 and 10.0
ng g-1 for CIP and ENR, respectively. In all methods were used for quantification of
analytes, standard curves constructed by fortification of matrices. About the
pharmacokinetic parameters obtained from the ENR for plasma and muscle, the maximal
concentration of ENR was 1.241 + 0.423 mg ml™' for plasma and 2.166 + 0.742 mg g ' for
muscle, after 8h showing slow absorption. The high volume of distribution (V4) in plasma
(7.03 L kg’ 1), the values of the ratios between muscle concentration/plasma (1.12 to 3.82 )
indicated good distribution in muscle tissue. It was possible to detect and quantify the
metabolites (CIP), but the conversion rate was low (1.3%). Finally, the T,k 2.08 days in
muscle indicates slow elimination and suggested long period of time for the meat product to
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be consumed. The use of antimicrobial agents without pharmacological and toxicological
data for the species which it is applied have several consequences, like increasing the risk
of exposure of residues above those permitted ( MRLs) and increased incidence/prevalence

of bacterial resistance in animals and humans.

X1i



SUMARIO

LISTA DE ILUSTRACOES XXi

LISTA DE TABELAS Xxiil
LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS XXV
INTRODUCAO GERAL 01
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 02
CAPITULO 1. Consideracdes sobre a enrofloxacina na piscicultura 03
RESUMO 05
ABSTRACT 06
INTRODUCAO 07
REVISAO BIBLIOGRAFICA 08
Panorama da aquicultura: tilapicultura brasileira 08
Doengas de origem bacteriana em tildpias cultivadas no Brasil 12
Antimicrobianos na aquicultura 18
Enrofloxacina: aspectos farmacolégicos em peixes 24
Os riscos a saude publica e ao meio ambiente no uso da enrofloxacina 32
Aspectos regulatérios e de inspec¢ao envolvendo antimicrobianos 34
Relacdo PK/PD: um caminho para o uso racional de antimicrobianos na aquicultura 37
CONSIDERACOES FINAIS 40
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 41

CAPITULO 1I. Racao medicada com enrofloxacina preparada através de

revestimento polimérico para uso na piscicultura 51
RESUMO 53
ABSTRACT 54
INTRODUCAO 55

MATERIAL E METODOS 57

xiii



Reagentes e Materiais
Equipamentos
Padrao e solugdes
Padrao
Solucgdo estoque
Soluc¢do de extragao
Solugdo para revestimento
Amostras
Ragdo medicada
Preparo da ragao medicada
Método analitico
Procedimento de preparo de amostra
Extracao
Separagdo, detecg¢ao e quantificagao
Validacdo do método analitico
Linearidade
Seletividade e efeito matriz
Exatidao, precisado e limites de detec¢dao (LOD) e quantificacao (LOQ)
RESULTADOS E DISCUSSAO
Processo de revestimento da racao
Preparo de amostra
Validacdo do método analitico
Andlise da racdo medicada
CONCLUSOES
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

CAPITULO III. Estudo farmacocinético da enrofloxacina em tilapia-do-Nilo
(Oreochromis niloticus) ap6s administracao oral em dose tnica
RESUMO
ABSTRACT
INTRODUCAO
MATERIAL E METODOS
Reagentes e materiais
Equipamentos
Padrdes e solugdes
Padroes
Solugdes estoque

Xiv

57
57
58
58
58
58
58
58
60
60
60
60
60
60
62
62
62

64
64
65
66
69
70
70

75
76
77
79
79
79
80
80
81



Solugdes de trabalho (pool) 81

Solu¢do do padrao interno 81
Amostras 81
Método analitico 81

Plasma: Extracdo e limpeza 82

Plasma: Separagdo, detecc¢ao e quantificagao 82

Misculo: Extragdo e limpeza 83

Musculo: Separagdo, deteccao e quantificagdo 85
Validagao dos métodos analiticos 85

Linearidade 85

Seletividade e efeito matriz 86

Exatidao, precisdo e limites de detec¢dao (LOD) e quantificacao (LOQ) 86
Estudo de estabilidade 87

Analitos em solucao 87

Analitos no plasma 87
Ensaio farmacocinético 88

Andlise farmacocinética 90

RESULTADOS E DISCUSSAO 90
Preparo de amostra 90

Plasma 91

Musculo 91
Validagao dos médodos analiticos 91

Plasma 91

Misculo 96
Estudos de estabilidade 100

Analitos em solucao 100

Analitos no plasma 101
Andlise das amostras de plasma e musculo de tilapias 103
Andlise farmacocinética 104

CONCLUSOES 110
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 110
CONCLUSOES GERAIS 115

ANEXO. Aprovagdo do comité de ética / UNESP — Jaboticabal 117

XV



Xvi



Dedico este trabalho a minha filha, Catarina.

X Vil



XViii



AGRADECIMENTOS

A Deus, pela vida!

Ao Henrique, meu marido, por todo seu amor dedicado a mim e a nossa filha.

Aos meus pais a quem devo a pessoa que sou.

As minhas avés Maria Ignez e Norma que me ensinaram o valor do conhecimento.

Ao Dr. Edilson de Castro que me ajudou a trazer ao mundo a coisa mais rica que tenho e
mostrou que na vida nada € por acaso e que as vezes € preciso “desacelerar”.

As amizades que fiz durante este periodo, pessoas com as quais em diferentes momentos
aprendi, recebi apoio e que muito me incentivaram para que eu finalizasse este trabalho:

Renata Cabrera, Juliana Hashimoto, Marcela Sismotto e Silvia Helena Vitorino.

A Michelle Del Bianchi e Luciana Castello Branco que se dispuseram a me ajudar de
coragdo aberto e a tornar isto real.

Ao pessoal do CAUNESP/UNESP - Jaboticabal: Silvia, Thais, Santiago, Nycolas, Gustavo,
Pedro e em especial a Dra. Fabiana Pilarski por assumir junto comigo a ideia do projeto

oferecendo todo apoio e atencao.

As minhas queridas amigas, minhas quase irmas: Emmanuelle Pilarski, Karen Martins,
Fernanda Romanini e Adriana Porfirio.

Ao Prof. Dr. Felix Guillermo Reyes Reyes que depositou extrema confiangca em mim,
dando liberdade para que eu escolhesse os rumos deste trabalho.

Aos membros da banca pelas orientagdes e corre¢des concedidas

A CAPES e a Faculdade de Engenharia de Alimentos pelo apoio financeiro e institucional.

Xix



XX



Figura 1.

Figura 2.
Figura 3.

LISTA DE ILUSTRACOES

CAPITULO L Consideracoes sobre a enrofloxacina na piscicultura

Bactérias patogé€nicas que acometem as diferentes fases do cultivo de
tildpia no Brasil

Estrutura molecular da enrofloxacina e seu metabdlito, ciprofloxacina

Relagdbes PK/PD empregados na avaliagio da eficicia de
antimicrobianos

CAPITULO 1I. Racao medicada com enrofloxacina preparada através de

Figura 1.
Figura 2.

Figura 3.
Figura 4.

CAPITULO I1I. Estudo farmacocinético da enrofloxacina em tilapia-do-Nilo

Figura 1.
Figura 2.

Figura 3.

Figura 4.

Figura 5.

Figura 6.

revestimento polimérico para uso na piscicultura

Fluxograma do método analitico desenvolvido para determinac¢do de
ENR na racao

Curvas analiticas no solvente e no extrato fortificado para a ENR na
racdo e a auséncia de efeito matriz

Amostra branca e matriz fortificada com ENR (10 pg g) na ragéo
Curva analitica para a determinacdo de ENR na ragdo e grifico de
residuos da regressao

15

24
39

61

66

67
67

(Oreochromis niloticus) apés administraciao oral em dose tinica

Estrutura molecular das fluoroquinolonas

Fluxograma do método analitico desenvolvido para determinacdo de
CIP e ENR no plasma

Fluxograma do método analitico desenvolvido para determinagdo de
CIP e ENR no musculo

Curvas analiticas dos analitos CIP (a) e ENR (b) no solvente e no extrato
na faixa de 5 a 100 ng mL™" para avaliacdo de efeito matriz no plasma de
tilapia

Curvas analiticas para a determinacdo de CIP e ENR no plasma de
tildpia e graficos de residuos da regressao

Cromatogramas (HPLC-FLD) de amostra branco de plasma (a);
fortificado em 5 ng mL™" (CIP e ENR); 30 ng mL ' (SAR) (b) e (c) 100
ng mL" (CIP e ENR); 30 ng mL"'(SAR)

XX1

80
83

84

92

93

95



Figura 7.

Figura 8.

Figura 9.

Figura 10.

Figura 11.
Figura 12.
Figura 13.

Figura 14.

Figura 15.

Curvas analiticas dos analitos CIP (a) e ENR (b) no solvente e no extrato
na faixa de 10 a 150 ng g para avaliacio de efeito matriz no misculo
de tildpia

Curvas analiticas para a determinacdo de CIP (a) e ENR (b) no musculo
de tildpia e graficos de residuos da regressao

Cromatogramas (HPLC-FLD) de amostra branco de musculo (a);
fortificado em 10 ng g (CIP e ENR); 50 ng g"' (SAR) (b) e em (c) 150
ng g'1 (CIP e ENR); 50 ng g'1 (SAR)

Estabilidade da CIP, ENR, e SAR em solugdo estoque de 1 mg mL™

Estabilidade da CIP e ENR em amostras de plasma fortificadas (30 ng
mL'l)

Estabilidade da CIP e ENR em amostras de plasma fortificadas (100 ng
mL'l)

Estabilidade da CIP e ENR em amostras de plasma fortificadas (1000 ng
mL™")

Curva semi-logaritmica da concentracdo no plasma versus tempo em
tildpia-do-Nilo apds unica administracdo oral de enrofloxacina na
dosagem de 10 mg kg™ (p.v) (média = DP, n = 8)

Curva semi-logaritmica da concentragdo no musculo versus tempo em
tildpia-do-Nilo apds unica administragdo oral de enrofloxacina na
dosagem de 10 mg kg'1 (p-v) (média +£ DP, n = 8)

XXii

96

97

99

100

101

102

102

107

107



Tabela 1.

Tabela 2.
Tabela 3.
Tabela 4.
Tabela 5.
Tabela 6.
Tabela 7.
Tabela 8.

Tabela 9.

Tabela 10.

Tabela 11.

LISTA DE TABELAS

CAPITULO I Consideracoes sobre a enrofloxacina na piscicultura

Producdo total, continental e marinha da aquicultura no Brasil entre
2008 e 2010

Cinco espécies mais produzidas na piscicultura continental brasileira
Balanga comercial do pescado 2011 a jan/jun de 2013

Principais bactérias patogénicas na tilapicultura brasileira

Produtos aprovados para uso em peixes

Agentes antimicrobianos e suas aplicacdes na aquicultura mundial
Propriedades fisico-quimicas da enrofloxacina

Algumas propriedades farmacocinéticas da enrofloxacina em peixes
ap6s administracdo em dose tnica

Algumas propriedades farmacocinéticas de agentes antimicrobianos em
tilapias (22 - 30°C)

Algumas propriedades farmacocinéticas da enrofloxacina em salméo do
Atlantico (Salmo salar) a 10-12°C

Subprograma de monitoramento de residuos e contaminantes para
quinolonas em peixe de cultivo (PNCRC/2013)

CAPITULO 1I. Racao medicada com enrofloxacina preparada através de

Tabela 1.
Tabela 2.

CAPITULO I1I. Estudo farmacocinético da enrofloxacina em tilapia-do-Nilo
(Oreochromis niloticus) ap6s administracao oral em dose tnica

Tabela 1.

Tabela 2.

Tabela 3.

revestimento polimérico para uso na piscicultura

Composi¢do da racao comercial Pird 28°
Valores dos parametros de validagdo do método por LC-FLD para
determinac¢do de enrofloxacina (ENR) no ra¢do medicada

Valores médios (+ DP) obtidos na biometria realizada nos peixes apds o
abate (n=8)

Valores dos parametros de validagdo do método por LC-FLD para
determinac¢do de ciprofloxacina (CIP) e enrofloxacina (ENR) no plasma
de tildpia

Valores dos parametros de validacdo do método por LC-FLD para
determinacdo de ciprofloxacina (CIP) e enrofloxacina (ENR) no
musculo de tildpia

XXiii

09
10
11
17
21
22
25
30
31
31

37

59
69

89

94

98



Tabela 4.

Tabela 5

Tabela 6.

Tabela 7.

Concentracdo (média + DP) de Ciprofloxacina (CIP) e Enrofloxacina
(ENR) em plasma e mdsculo apds tinica administragio oral (10mg kg™)
em tildpia (n=8)

Relacdo da concentracdo de enrofloxacina e ciprofloxacina no musculo e
plasma ap6s tnica administracdo oral de 10mg kg de ENR (n = 8)
Parametros farmacocinéticos no plasma determinados apds Ttnica
administracdo oral de enrofloxacina (10mg kg' p. v) em tildpias (n=8)
Parametros farmacocinéticos no musculo determinados apds unica
administracdo oral de enrofloxacina (10mg kg'1 p. v) em tildpias (n=8)

XX1V

103

104

106

106



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ACN - Acetonitrila

ANVISA - Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria

AUC — Area under the curve ou ASC — Area sob a curva

C;3 — Octadecil

CAUNESP - Centro de Aquicultura da UNESP

CEUA — Comissio de Etica no Uso de Animais

CIM - Concentrac¢do Inibitéria Minima

CIP - Ciprofloxacina

Cl - clearance — depuragao

CLSI - Clinical and Laboratory Standards Institute

Chax - Concentracdo maxima

CV - Coeficiente de Variagao

DP — Desvio Padrao

EC - Comunidade Europeia (European Commission)

EMEA - European Medicines Agency

ENR - Enrofloxacina

FAO - Food and Agriculture Organization of the United Nations
FDA - Food and Drug Administration

FLD - Detecc¢ao por fluorescéncia

IDA — Ingestao Didria Aceitavel

K. — Constante de eliminacao

LAPOA- Laboratério de Patologia de Organismos Aquéticos
LC - Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

LMR - Limite Médximo de Residuo

LOD - Limite de detec¢ao

LOQ - Limite de quantificacao

MAPA - Ministério da Agricultura Pecudria e Abastecimento

MDIC - Ministério do Desenvolvimento, Induastria e Comércio Exterior

AAYV



MeOH - Metanol

MMQO — Método dos Minimos Quadrados Ordinarios

MPA — Ministério da Pesca e Aquicultura

ND - Nao determinado

OIE - World Organisation for Animal Health

ONU - Organizagao das Nacoes Unidas

OMS - Organiza¢ao Mundial da Satde

PAMVet - Programa de Andlise de Residuos de Medicamentos Veterindrios em Alimentos
de Origem Animal

PD — Parametros Farmacodinamicos

PNCRC - Plano Nacional de Controle de Residuos e Contaminantes
PTFE - Politetrafluoretileno

Pv — peso vivo

PVDF - Difluoreto de polivinilideno

PVP - Polivinilpirrolidona

PK — Parametros Farmacocinéticos

SAR - Sarafloxacina

T 1,— Tempo de meia-vida

Thax — Tempo méaximo

V4— Volume de distribuicao

UA — Unidade arbitriria

UI — Unidade Internacional

UNESP — Universidade Estadual de Sao Paulo

VICH - International Cooperation on Harmonization of Thecnical Requeriments for

Registration of Veterinary Medicinal Products

XX Vi



INTRODUCAO GERAL

Segundo o Ministério da Pesca e Aquicultura - MPA (BRASIL, 2012), em 2010,
como em outros anos anteriores, a tilapia (155.450,8t.) seguida da carpa (94.579t.) foram as
espécies mais cultivadas na aquicultura continental. Somadas representaram 63,4% da
producdo nacional de pescado nesta modalidade.

O crescimento na produgdo de peixes no Brasil trouxe consigo problemas sanitarios
relacionados a propria intensificacdo da atividade. O manejo zootécnico inadequado e o
desequilibrio ambiental atuam como fatores estressantes, induzindo nos peixes, aumento da
concentracdo plasmatica de cortisol e depressdo dos mecanismos de defesa organica,
tornando-os susceptiveis as doencas infecciosas e parasitarias. (PILARSKI & SAKABE,
2009).

Atualmente, o Brasil possui trés medicamentos veterindrios licenciados para uso na
aquicultura: dois antibidticos (florfenicol e oxitetraciclina) e um parasiticida (triclorfon)
(BRASIL, 2013). A auséncia de boas praticas de manejo, aliado a falta de alternativas na
terapéutica tem conduzido produtores a utilizarem, em peixes, medicamentos legislados
para outras espécies animais sem conhecimento prévio de eficicia clinica, esquemas
posoldgicos e periodos de caréncia adequados para cada espécie, colocando em risco toda a
cadeia produtiva, a satde publica e 0 meio ambiente.

Dados farmacocinéticos (PK) e farmacodinamicos (PD) sao exigidos pelas
autoridades regulamentadoras para o registro de medicamentos veterindrios. A combinagdo
das caracteristicas de PK e PD na terapia com antimicrobianos prevé a eficicia in vivo,
contribui para reducdo da toxicidade ou efeitos adversos no animal e consequentemente
reduz o risco de resisténcia e o nivel de residuo do antimicrobiano no produto destinado ao
consumo (GUARDABASSI et al., 2008; BUFFE et al,2001).

Na aquicultura de forma geral, ha falta de informacdes cientificas acerca desse
assunto. Isso dificulta a criacdo de diretrizes especificas para o uso racional de
antimicrobianos e a regulamentacdo ou ndo de agentes terapéuticos. Portanto, para a
melhoria no uso de antimicrobianos na aquicultura é necessario progredir na coleta de
dados de PK/PD nas diversas espécies cultivadas e nos diferentes ambientes em que estdo

inseridas.



O estudo farmacocinético da ENR na piscicultura nacional, em especifico com a
tildpia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) tem o objetivo de proporcionar a reducdo de
prejuizos relacionados a falta de qualidade do produto final e a0 mesmo tempo, reduzir o
uso indiscriminado de antibiticos na cadeia produtiva. Conhecer e controlar as
caracteristicas microbioldgicas e de residuos de medicamentos veterindrios em peixes sao
pré-requisitos para conformidade e certificagdo dos produtos derivados de pescado visando
a sua comercializa¢do e também exportacao.

Embora o peixe ainda esteja longe de ser a commodity mais lucrativa para o Brasil,
o desenvolvimento da aquicultura brasileira depende de uma infraestrutura cientifica mais
bem desenvolvida, de politicas de sustentabilidade, de implantacdo de boas préticas de

manejo, bem como a fiscalizacdo da sanidade aquicola.
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Consideracoes sobre a enrofloxacina na piscicultura

RESUMO

O Brasil possui grandes potencialidades para se tornar um dos maiores produtores e
exportadores de peixes no mundo, particularmente de tildpias. Porém, enfrenta o desafio de
desenvolver de forma sustentdvel e com produtos de qualidade exigida pelos mercados. A
intensificagdo na produgdo de tildpias trouxe consigo problemas sanitdrios, tornando esses
peixes suscetiveis a doencgas infecciosas. A falta de regulamentacio de medicamentos
veterindrios na aquicultura abriu portas para seu uso desenfreado de antimicrobianos. A
enrofloxacina (ENR) é um antibiético muito utilizado na medicina veterindria devida suas
caracteristicas farmacoldgicas. Seu uso na aquicultura brasileira ndo € permitido, assim
como na maioria dos paises, exceto China e Tailandia. No entanto, o MAPA através do
PNCRC/Animal, em 2010, a incluiu na lista de antimicrobianos a serem monitorados em
pescado. Essa inclusdo demonstra a suspeita do seu uso no pais e/ou a preocupacao na
violacdo dos residuos em pescados importados de paises asidticos. Diante do exposto, a
presente revisao visa abordar aspectos de producao de tildpia e sanidade aquicola, fornecer
dados farmacolégicos da ENR e seus residuos, bem como apresenta um caminho para a

racionalizacio no uso de antimicrobianos na aquicultura através de indices PK/PD.

Palavras-chave: aquicultura; peixe; medicamento veterinario; residuos;

farmacocinética/farmacodinamica.



Considerations of enrofloxacin in aquaculture

ABSTRACT

Brazil has great potential to become one of the largest fish producers and exporters in the
world, particularly tilapia. But facing the challenge of developing a sustainable and quality
products demanded by markets. The increase in tilapia production brought with health
problems , making these fish susceptible to infectious diseases. The lack of regulation of
veterinary drugs in aquaculture has opened its doors to indiscriminate use of antibiotics .
Enrofloxacin (ENR) is an antibiotic widely used in veterinary medicine. Its use in Brazilian
aquaculture is not allowed, as most countries except China and Thailand. However, the
MAPA through PNCRC/Animal, in 2010, included in the list of antimicrobials to be
monitored in fish. This inclusion demonstrates the suspicion of its use in the country or
concern in violation of residues in fish imported from Asian countries. The aim of the
present review is to address aspects of production of tilapia aquaculture and sanitation,
provide pharmacological data of ENR and their residues, and presents a way for the rational

use of antimicrobials in aquaculture through PK/PD indices.

Keywords: aquaculture; fish; veterinary drug; residues;

pharmacokinetic/pharmacodynamic.



INTRODUCAO

O setor da aquicultura tem oferecido oportunidades para o aumento da oferta de
alimentos para bilhdes de pessoas, contribuindo para a diminuicdo da pobreza e gerando
crescimento na economia. Dentro desse contexto, o Brasil possui grandes potencialidades
no crescimento nesse setor, em especial, na producdo de tildpias. Contudo, enfrenta o
desafio de desenvolvé-la de forma sustentdvel e com qualidade exigida pelos mercados.

A tildpia sempre foi reconhecidamente uma espécie robusta. Porém, com a
intensificacdo da produgdo e descumprimento das boas préiticas de manejo, problemas
sanitirios comecaram a revelar uma nova situacdo para esse peixe. Patdgenos que nunca
haviam sido associados a espécie comecaram a ficar cada vez mais presentes no
aparecimento de doengas.

A grande escassez de informagdes, de publicagdes sobre o uso de antimicrobianos
na aquicultura e a falta de regulamentacgdo, principalmente nos paises em desenvolvimento,
abriram portas para o uso indiscriminado de antimicrobianos. Como consequéncia do uso
desenfreado, elevou-se o risco associado a exposi¢do a altos niveis de residuos pelo
consumidor ao produto cdrneo e o pior, propiciou-se o surgimento de cepas bacterianas
resistentes.

A enrofloxacina (ENR) foi desenvolvida para exclusivo uso veterindrio. E utilizada
para diversas infec¢des associadas ao trato respiratério, entérico, urindrio de diversas
espécies animais. Possui muitas vantagens na terapia como tempos de meia-vida
relativamente longos o que assegura prolongamento do intervalo entre as doses, permitindo
administracdo em dose Unica. Amplo espectro de acdo e boa distribuicao nos tecidos. No
entanto, em 2005, seu uso em frangos acabou sendo proibido nos Estados Unidos por causa
das evidéncias encontradas a resisténcia de Campylobacter e Salmonella. Diante das
observacdes feitas, outros paises como Canada e Austrdlia também a proibiram e acredita-
se que mais paises deverdo a incluir na lista de farmacos ndo autorizados. No Brasil ela é
permitida para uso em ovinos, caprinos, bovinos, suinos e aves de corte, nao sendo
permitida na aquicultura. O pais ainda ndo tem restricdes ao seu uso.

Na aquicultura brasileira hd poucos antibidticos regulamentados (florfenicol e

oxitetraciclina), e muitos produtores fazendo uso de medicamentos legislados para outras
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espécies animais em peixes. Assim, também € feito com a ENR, pelas suas caracteristicas
farmacoldgicas, pela sua disponibilidade no mercado e por ser economicamente mais
vidvel. Diante dessa situacdo, a cada ano o MAPA através do PNCRC/Animal vem
atualizando a lista de antimicrobianos a serem monitorados em pescado e a inclusdo da
ENR na lista em 2010, demonstra a suspeita do seu uso no pais e/ou a preocupagdo na
violacdo dos residuos em pescados importados de paises asidticos (China e Tailandia) que
autorizam o seu uso.

Diante do exposto, a presente revisdo tem o objetivo de trazer nimeros atualizados
na producgdo de tildpia e a situacdo do Brasil dentro deste contexto, aspectos de sanidade
aquicola, dados clinicos e farmacocinéticos da enrofloxacina e seus residuos e por fim,
apresenta um caminho para a racionalizacdo no uso de antimicrobianos na aquicultura

através da criagcdo de indices PK/PD.

REVISAO BIBLIOGRAFICA

Panorama da aquicultura: tilapicultura brasileira

O consumo mundial de peixes, crusticeos € moluscos alcangou 128 milhdes de
toneladas em 2010. Do total de peixes, mais de 50% foram provenientes da aquicultura.

Nas ultimas cinco décadas, o fornecimento de produtos da pesca e aquicultura
ultrapassou o crescimento da populacdo e hoje, abastece mais de 4,3 bilhdes de pessoas,
contribuindo com 15% de toda proteina animal consumida no planeta. Com o crescimento
limitado da pesca extrativa devido a diminui¢do dos recursos naturais € 0 aumento
populacional, a aquicultura se expande (LARSEN & MATTHEW, 2012). Assim,
estimulada pela alta demanda, a projecdo € que esse valor chegue a 172 milhdes de
toneladas em 2021 com o maior crescimento vindo da aquicultura.

Especificamente para o Brasil que possui grande potencial hidrico, extensa faixa
litoranea, clima favoravel, boa oferta de mao de obra e disponibilidade de grao como milho
e soja para producao de racdo (OSTRENSKY et al., 2008), a FAO (2012) prevé que o pais
poderd se tornar um dos maiores produtores do mundo até 2030, ano este em que a
producdo pesqueira nacional terd condi¢des de atingir 20 milhdes de toneladas de pescados

provenientes da carnicicultura e piscicultura, principalmente (FAO, 2009; ONU, 2011).
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A FAO através do SOFIA (The State of World Fisheries and Aquaculture), em sua
ultima publicacdo, 2012, com dados de 2010, o Brasil apareceu no posto de segundo maior
produtor na aquicultura (479.399 t) da América do Sul, seguido do Chile (701.062 t) e no
computo geral, o 14° do mundo. A producdo da aquicultura marinha e continental brasileira
representou 37,9% da producdo total (1.264.764,9 t) de pescado no pais. Uma producdo
mundial ainda baixa, porém vem crescendo com uma taxa média de 10% ao ano, contra o
crescimento mundial de 6% ao ano, no mesmo periodo. No entanto, com dados atualizados
de 2011 (FAO, 2013), o Brasil ja subiu duas coloca¢des mundiais (12° do mundo), com
nimeros atualizados de 629.309 t superando as expectativas, tendo um incremento de
23,8% em relacdo ao ano anterior (2010).

Dos peixes produzidos pela aquicultura brasileira, espécies de dgua doce

representaram em 2010, 82,3% da producao nacional (Tabela 1.).

Tabela 1. Producio total, continental e marinha da aquicultura no Brasil ente 2008 e 2010.

Produgio 2008 2009 2010

t % t % t %
Continental ~ 282.008,1 77,2 337.352,2 81,2 394.340,0 82,3
Marinha 83.358.,3 22,8 78.296,4 18,8 85.058.6 17,7
Total 365.366,4 - 415.649,4 - 479.398,6 -

Fonte: Brasil, 2012a

A tildpia € a principal espécie cultivada no Brasil (Tabela 2.). Sua producio
representou 39,42% do total produzido na piscicultura em 2010 (BRASIL, 2012a). No
entanto, segundo Kubitza et al. (2012), as estatisticas fornecidas pelo MPA — Ministério da
Pesca e Aquicultura apresentam distor¢des quantitativas, o que significa dizer que muito
provavelmente a quantidade realmente produzida seja bem maior do que as estimativas
oficiais divulgadas pelo ministério.

Os principais centros produtores de tildpia no Brasil estdo situados na regido
nordeste (Paulo Afonso — BA e reservatoérios no Ceard); noroeste paulista (regido de Santa
Fé do Sul — SP e reservatorios do Rio Parana, Rio Grande e baixo Rio Tieté) e oeste
paranaense. Ainda ha dreas em desenvolvimento; como os reservatérios de Furnas, Trés

Marias (MG) e Serra da Mesa (GO) (ANUALPEC, 2011).



Tabela 2. Cinco espécies mais produzidas na piscicultura continental brasileira.

.. Producio (t)

Espécie 2008 2009 2010
Tilpia 111.1453 132.958,3 155.450,8
Carpa 67.624.2 80.895.5 94.579.0
Tambaqui 38.833.0 46.454.1 54.313,1
Tambacu 15.459.0 18.492.8 21.621.4
Pacu 15.190.0 18.171.0 21.245.1

Fonte: Brasil, 2012a

Com a popularizacdo da tildpia nos Estados Unidos e Comunidade Européia, a
producdo mundial da tildpia s6 tem aumentado (FITZSIMMONS, 2010). Todo esse sucesso
pode ser atribuido pela qualidade de sua carne - filé de textura firme e sabor neutro - e por
ser um peixe de facil reprodugdo e manutencao em cativeiro - menos susceptivel as doengas
e mais tolerante ao estresse do meio do que outras espécies de peixes (LUCAS &
SOUTHGATE, 2012).

A introducdo da espécie no Brasil ocorreu em 1971 com exemplares vindos da
Costa do Marfim através do Departamento Nacional de Obras Contra a Seca (DNOCS)
(OLIVEIRA et al, 2007). Porém, a atividade s6 veio realmente crescer a partir de 2000,
com a implantacdo de tanques-redes, sobretudo nas dguas da Unido (reservatérios de
hidrelétricas) (ANUALPEC, 2011). Diferentemente, a China, teve a espécie introduzida em
1978 (FAO, 2005), anos depois do Brasil e atualmente domina o mercado de tildpia com
uma producdo préxima a um milhdo de toneladas, o equivalente a 40% de toda tildpia
produzida no mundo (FAO, 2013) sendo a maior parte destinada ao mercado interno chinés
e o restante (220.000 t), exportado como produto processado para mercados dos Estados
Unidos, México, Russia e Comunidade Européia (HANSON et al., 2011)

Histoérico de pregos elevados e falta de hébito no consumo do pescado no Brasil
fizeram a indudstria da pesca caminhar a passos lentos. Com o aumento da renda da
populacdo brasileira, o consumo nacional per capita anual aumentou. De 6,66 kg em 2005,
passou para 9,75kg em 2010. Valor ainda abaixo dos 12kg/habitante/ano recomendados
pela OMS — Organizagdao Mundial da Saide e FAO. Todo esse avanco foi impulsionado
ndo somente pelo aumento da renda e pela busca do alimento sauddvel, mas pelos baixos

precos da venda de peixes de paises asidticos (China e Vietnd) (BRASIL, 2012b). Isso
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apoiou o aumento do consumo de peixes no pais. Como resultado, a alta demanda e a baixa
disponibilidade no mercado brasileiro vem gerando uma balanga comercial deficitdria no
setor nos ultimos seis anos (BRASIL, 2012b; SIDONIO et al., 2012)

Recentemente o MDIC (Ministério do Desenvolvimento, Industria e Comércio
Exterior) divulgou informacdes da balanca comercial que mostram o elevado déficit em
valor e volume de pescado no periodo de 2011 ao primeiro semestre de 2013 (BRASIL,
2013a). O que se vé € que ja na metade do ano de 2013, ultrapassamos todas as importacdes
de 2012 (Tabela 3.).

Os maiores volumes de pescado importados continuam sendo provenientes da China
(50.150t), seguido do Chile (39.027t) e Vietna (26.413t) (BRASIL, 2013a). Juntos
representam 51% de todas as importacdes que incluem filés de merluza, salmdo e

pangasius.

Tabela 3. Balanca comercial do pescado 2011 a jan/jun de 2013.

2011 2012 2013
valor qtd valor qtd valor qtd
(US$ mil) ® (US$ mil) (t) (US$ mil) (t)
Exportagao 88.389 17.749 96.740 22.115 90.644 17.676
Importagao 633.252 175.555 653.029 192.420 712.001 223.539

Fonte: MDIC/AliceWeb, jul. 2013 (BRASIL, 2013a).

Com relacdo as exportagdes, produtos como o camario (44%), vem acumulando
consecutivas quedas nos nuimeros totais desde a crise em 2004; a lagosta (23%), sendo
quase absolutamente toda destinada aos Estados Unidos e peixes congelados (12%), tendo
principais mercados compradores os Estados Unidos, Espanha, Francga, Japao e Portugal,
em ordem de representatividade (SIDONIO et al., 2012; OLIVEIRA, 2009).

Com relacdo a tildpia, muitos dos empreendimentos voltados para a sua producao no
Brasil foram implantados entre 2004 e 2005 com olho na exportac¢do, em particular para os
Estados Unidos, visto que as importagdes de filés de tildpia pelo mercado norte-americano
s6 vinham crescendo. Porém, com grande parte dos frigorificos brasileiros trabalhando

muito abaixo da capacidade maxima para qual foram projetados e taxa cambial
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desfavoravel, esse mercado se tornou muito dificil de ser competitivo com outros de paises
tradicionalmente exportadores de filés frescos de tildpia para os Estados Unidos como
Equador, Honduras e Costa Rica (KUBITZA, 2007).

Por outro lado, se o mercado interno de tildpias se desenvolver completamente
através da oferta de produtos de alta qualidade, seguros e com precos competitivos em
relacdo aos produtos similares no mercado e aos de outras carnes, com pre¢os mais baixos,
o consumo se intensificard e consequentemente a escala de produg¢do aumentard. A partir
dai, o mercado de exportacdes poderd se tornar uma realidade mesmo sujeita as mudancgas
nas politicas cambiais (ANUALPEC, 2007; KUBITZA, 2007).

Para entdo incentivar a competitividade no setor, o governo brasileiro (BRASIL,
2012b) tem mantido barreiras comerciais nas importacdes de tildpia. No entanto, isso nao
parece ser suficiente ja que hd uma enorme dificuldade de licenciamento ambiental para o
cultivo em 4guas publicas e elevadas taxas tributdrias (KUBITZA et al., 2007). Somado a
isso, o Brasil ainda ndo conta com uma legislacdo especifica para o setor e programa de

inspecao e controle sanitdrio aquicola eficiente.

Doencas de origem bacteriana em tildpias cultivadas no Brasil

Tildpias sdo reconhecidamente robustas, de boa tolerdncia no manuseio e mais
resistentes as infec¢des bacterianas do que outros peixes, desde que mantidas em dguas de
boa qualidade e sem variacdes bruscas de temperatura (PLUMB & HANSON, 2011;
KUBITZA, 2008). Porém, com a rdpida expansdao da tilapicultura no Brasil, problemas
sanitarios relacionados a prépria intensificagcdo da atividade comecaram a aparecer e a
revelar outra face desse peixe (KUBITZA, 2005; KUBITZA, 2008).

Os sistemas intensivos de criacdo em tanques-rede, raceway e sistema de
recirculacdo sdo marcados pela alta densidade de estocagem. Isso aumenta o contato fisico
entre os peixes e a transmissdo desses agentes. E ainda, expde o peixe a situagcdo de estresse
que por sua vez, induz ao aumento da concentracdo plasmadtica de cortisol e deprime
mecanismos de defesa orgénica, aumentando a susceptibilidade as doengas infecciosas e
parasitarias (PILARSKI & SAKABE, 2009; URBINATI & CARNEIRO, 2004).
Especificamente, em sistemas de recirculagdo onde hd uma mistura das dguas de diferentes
tanques de produgdo faz com que haja distribuicdo de patégenos por todo sistema, levando
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a ocorréncia de surtos de doencas e consequentemente grandes perdas econdmicas
(KUBITZA, 2000).

Dentre outros erros de manejo que predispde os peixes as doencgas, estio a ma
nutricdo, méd qualidade da dgua (baixo oxigénio e elevados niveis de amonia toxica e
nitrito), acdmulo excessivo de residuos organicos na dgua — servindo de substrato para a
multiplicacdo bacteriana, manejo grosseiro causando perda de muco, escamas e lesdes na
pele e condicdes de temperatura da dgua. Este ultimo influencia diretamente a resposta
imunoldgica nas tildpias (KUBITZA, 2000; KUBITZA, 2005).

Temperaturas baixas inibem a resposta imune e a habilidade desses peixes em reagir
a diferentes antigenos. A resposta imune das tildpias € praticamente inibida sob
temperaturas ao redor de 16 e 18°C. No entanto, quando hd uma elevacao da temperatura
no ambiente, as bactérias retomam de maneira mais rdpida comparada a habilidade desses
peixes em restaurar de forma eficiente o funcionamento do sistema imunoldgico. Isto
explica maior incidéncia de doencas em tildpias nos periodos de inverno e inicio da
primavera. Tildpias cultivadas a temperaturas entre 23 a 32°C, s@o menos propensas as
doencas a nao ser quando estdo em ambiente de ma qualidade (KUBITZA, 2000).

No Brasil, ndo hd informagdes precisas sobre a dimensdo das perdas devido as
mortalidades causadas por bactérias, mas segundo Kubitza (2005), o autor afirma que pelo
menos 5% dos peixes do tamanho de mercado morrem antes de completado o cultivo.

Mundialmente Streptococcus e Francisella sdo os agentes patogénicos de maior
importancia devida elevada patogenicidade. Este ultimo tem causado sérios problemas de
doencas na América Central, Canadd, e Havai (PLUMB & HANSON, 2011). No Brasil, a
septicemia causada por bactérias do género Streptococcus com maior prevaléncia do S.
agalactiae genotipo Il é também reconhecidamente a mais grave das patologias nas
criacoes intensivas de tildpia com muitos casos frequentes de surtos pelo pais, ocasionando
quase sempre 100% de mortalidade naqueles cultivados em sistema de tanques-rede
(PRIDGEON et al., 2013; MIAN et al., 2009; KUBITZA, 2008; SHERING-PLOUGH,
2007).

O Streptococcus agalactiae é um patégeno frequentemente associado a mastite

bovina, meningites neonatais em humanos e meningoencefalite em peixes (PEREIRA et al.,
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2010). Segundo Mian et al. (2009), atinge desde peixes juvenis com 54 g até adultos com
mais de 1kg, levando a alta mortalidade em altas temperaturas (>27°C) (Figura 1.).

Ainda do mesmo género, o Streptococcus. dysgalactiae, € um conhecido agente
patogénico causador também de mastites bovinas, endocardites em varios animais
domésticos, faringites e doencas cardiopulmonares em humanos. Foi associado as doencgas
em peixes em 2002 por Nomoto et al.( 2004) e era restrito a peixes marinhos. No entanto,
mais recentemente, Costa et al. (2013) o isolou e identificou em tildpias cultivadas no patis,
nos estados do Ceard e Alagoas.

Da mesma familia dos Streptococcus, o Lactococcus garvieae é considerado uma
bactéria emergente e causadora de alta mortalidade (maior que 50%) (VENDRELL et al.,
2006). Ha pouco tempo, foi isolado de amostras de tildpias e pintados do Brasil. Essa foi a
primeira evidéncia desse patégeno no pais em peixes (EVANS et al., 2009). Até entdo no
Brasil, essa bactéria havia sido isolada apenas de dgua de bufalas com mastite subclinica
(TEIXEIRA et al., 1996). O que ndo se sabe ainda € se a presenca desse patdgeno €
endémica ou se foi introduzido (EVANS et al., 2009).

As doencas causadas pelos géneros Streptococcus e Lactococcus apresentam 0S
mesmos sintomas clinicos (Tabela 4.) e mesmos mecanismos de transmissdo que podem
ocorrer de forma horizontal, de peixe para peixe; através da contaminagdo na dgua por
bactérias liberadas pelos peixes ja mortos ou moribundos; via fecal-oral por racdes
preparadas com peixes contaminados e por penetragdo através de injdrias no peixe causadas
por parasitas, como Trichodina ou por outra bactérias, como exemplo Aeromonas e
Edwarsilella (PLUMB & HANSON, 2011).

Seguindo uma ordem de importancia em nossa aquicultura, a Aeromonas hydrophila
e Pseudomonas fluorescens, sao frequentes e conduzem a septicemias hemorrdgicas em
tildpias. Possuem sinais clinicos bem semelhantes e a ocorréncia delas € maior em periodos
de temperaturas baixas ou amenas. Nestas condi¢des, a mortalidade e os prejuizos podem
ser consideraveis. (KUBITZA, 2000)

Além das citadas acima, a Edwardsiella tarda, largamente disseminada na natureza,
ja foi isolada no Brasil em tildpias de dgua doce. Com poucos casos identificados no pais,
causa doeng¢a ndo s6 no peixe como também provoca gastroenterites e outras doencas no

homem. Frequentemente isolada do trato digestério das tildpias, sdo responsaveis por
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infec¢des secunddrias em peixes que pode levar a septicemia hemorrdgica bacteriana, assim
como as ja comentadas pela Aeromonas e a Pseudomonas. Sua ocorréncia esta
correlacionada a erros de manejo (KUBITZA, 2005; ALBINATI et al., 2006). (Tabela 4.).

Por ultimo, a Flavobacterium columnare € também uma bactéria oportunista que
habita normalmente os sistemas aqudticos e convive em pleno equilibrio com os peixes. De
importancia econdmica e bastante frequente na tilapicultura, € restrita as brinquias e
superficies externas do corpo do peixe. A incidéncia da doenga € maior com temperaturas
da 4dgua mais elevadas, entre 28 e 30°C e sua ocorréncia também estd associada a erros de
manejo.

Ainda sdo escasssas na literatura nacional informagdes precisas sobre as bacterioses
em tilapicultura, assim como a realizacdo de diagndsticos mais apurados que possam

definir o agente envolvido. A manutencdo de condicdes ambientais favordveis, manejo

adequado sdo formas de reduzir a prevaléncia e a disseminacdo de doencas em peixes

(TAVARES & PALHARES, 2011).

0 Reversao : :
% sexual na Alevinagem Engorda Terminacio
b i incubadora : :
Og g 10g 100g 1kg
: : : Streptococcus spp. :
F avobacterim;n colunmare
s < : i >
5 { Edwarsiella tarda |
2 € A : »
] : '
m H

Obs. A importancia da doenca € razoavelmente proporcional a largura das barras das setas

Figura 1. Bactérias patogénicas que acometem as diferentes fases do cultivo de tildpia no

Brasil.
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Um aspecto importante a se destacar no Brasil é que com a expansdo da
tilapicultura, houve uma procura pelos produtores por linhagens de melhor desempenho
produtivo vindos de paises de tradi¢ao de cultivo e detentores de técnicas de melhoramento
genético destes peixes como a Africa e Asia, respectivamente. No entanto, nestes paises as
tildpias ja tem sido cultivadas intensivamente hd décadas e, portanto, linhagens existentes ja
foram acometidas por muitas doengas e seguramente sdo portadoras de algum agente
patogénico desconhecido por nés e possivelmente potenciais causadores de prejuizos. Por
outro lado, o cultivo em paises asidticos somam anos de uso de antimicrobianos e assim,
tildpias importadas destes paises podem trazer consigo cepas bacterianas ja resistentes a
antimicrobianos permitidos no Brasil, havendo ainda a possibilidade de que peixes
importados de outros paises ou até mesmo transferidos de outras regides do préprio pais
apresentem maior suscetibilidade a agentes patog€nicos existentes e evoluidos daquele
local para qual foram destinados. Desta forma, pode ocorrer de uma linhagem com 6timo
desempenho venha apresentar problemas quando exposta ao desafio de novos agentes
(KUBITZA, 2005). Portanto, a implantacio de medidas de biosseguranca como a
quarentena dos peixes introduzidos somada as boas praticas sanitdrias sao de suma
importancia para a protecdo dos peixes jd cultivados aqui contra a introdugdo e
dissemina¢do de novos patégenos (TAVARES & PALHARES, 2011; ASSIS & FREITAS,
2012).
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Tabela 4. Principais bactérias patogénicas na tilapicultura brasileira

Bactéria

Nome da doenca

Sinais clinicos

Gram-negativas

Aeromonas hydrophila
Aeromonas veronii

Pseudomonas fluorescens

Edwarsiella tarda

L1

Flavobacterium columnaris

Septicemia hemorragica
bacteriana

Columnariose; podridao das
nadadeiras; boca de algodao e
podridrao de branquias

Lesdes ulcerativas sobre o corpo; hemorragia na base
das nadadeiras e aspectos de tlceras sobre o corpo;
abdomen distendido; escamas ericadas; exoftalmia

Sintomas clinicos semelhantes ao causados pela
Aeromonas

Lesdes com exposi¢cdo da musculatura; abscessos na
musculatura com presencga de gas e mau odor

Podriddo da cauda; podriddo das branquias; lesoes
esbranquicadas ou com aspecto de tufo de algodao
sobre o corpo e boca; lesdes profundas na cabeca com
exposicao da musculatura e 0ssos

Gram-positivas

Streptococcus iniae
Streptococcus agalactiae
Streptococcus dysgalactiae

Lactococcus garvieae

Estreptococcose;
meningoencefalite e
septicemia hemorragica

Anorexia, letargia, perda de orientagdo, natagdo
erratica, exoftalmia, corpo escurecido

Lactococcose;
meningoencefalite e
septicemia hemorragica

Sintomas clinicos semelhantes ao causados pelo
Streptococcus sp.




Antimicrobianos na aquicultura

Como ja visto qualquer desequilibrio dentro do ambiente aquético, seja pela
excessiva densidade de estocagem, ma qualidade da dgua ou ma nutricdo tem como
consequéncia o aumento da incidéncia de problemas com doengas.

Doencgas de origem bacteriana na aquicultura resultam quase sempre em grandes
prejuizos econdmicos devido as altas taxas de mortalidade que elas podem causar. O mais
dificil é que diante de sintomatologias tdo semelhantes entre as enfermidades causadas por
bactérias, € extremamente necessario que um profissional de satide, especialista em animais
aqudticos identifique o agente patogénico e realize antibiogramas para que se certifique
qual o melhor tratamento. Isso evita erros € minimiza o uso irracional de antimicrobianos
na aquicultura. (LUCAS & SOUTHGATE, 2012).

Muitas ocorréncias de doencas na piscicultura podem ser prevenidas e resolvidas
com melhorias no manejo através de ajustes da densidade, monitoramento continuo da
qualidade da dgua, atengdo a alteragdes de comportamento dos peixes, inspe¢do sanitdria de
rotina, entre outros. Todas essas medidas contribuem para reduzir a necessidade do uso de
antimicrobianos (KUBITZA, 2005; CYRINO et al., 2010; ASSIS & FREITAS, 2012).
Porém, € sabido que seu uso exacerbado na profilaxia de doengas € uma pritica comum
entre os produtores durante periodos em que os peixes estdo mais sujeitos as condi¢des de
estresse, como por exemplo, nas mudangas da dieta, no transporte, no manejo, entre outros.
A ocorréncia dessa pratica estd associada principalmente em paises em desenvolvimento
onde ndo ha regulamentacdo para o uso de medicamentos veterindrios em ambientes
aquéticos (GUARDABASSI et al., 2008; CARNEIRO et. al, 2007).

A FAO nao recomenda o uso de antibidticos em nenhuma das situagdes, seja
profildtico, metafilatico ou terapéutico. Porém, apresenta medidas de controle e tratamento
para as principais bacterioses na aquicultura (Tabela 5.). Em contrapartida a OIE (World
Organisation for Animal Health) reconhece a necessidade de acesso aos agentes
antimicrobianos para 0s animais aqudticos, como importante ferramenta para o tratamento e
controle de doencgas infecciosas.

Desta maneira, hd situacdes, sim, em que a terapia com agentes antimicrobianos é
necessdria e a mesma deve-se iniciar o quanto antes. Isto porque a demora de apenas alguns

dias depois do aparecimento dos primeiros sinais de enfermidade pode significar a
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diferenca entre o sucesso e o fracasso de uma terapia (GAUNT, 2006). E importante
mencionar que a maior parte dos tratamentos realizados com antimicrobianos € feito através
da administracdo de racdes medicadas com o antibidtico e em situacdes avancadas da
doenca, os peixes em sua maioria deixam de se alimentar e por isso a demora para o inicio
do tratamento j4 o torna fracassado antes mesmo de inicia-lo.

A OIE (2010) recomenda que a selecdo do agente deva ser baseada no
conhecimento e experiéncia do profissional de saide. Assim como também deverd ser
realizado teste de suscetibilidade para confirmar se a escolha estd correta. Esse profissional
€ quem ird prescrever indicando a dose, o intervalo do tratamento, a duragdo, o periodo de
caréncia e a quantidade de antimicrobiano que devera ser oferecida dependendo da
quantidade de animais. O uso extra-label' deverd ser permitido em circunstincias
apropriadas conforme a legislacdo em vigor. Suspeita de reagdes adversas, incluindo baixa
eficacia deverd ser reportada as autoridade competentes, juntamente com os resultados do
teste de suscetibilidade

Uma grande variedade de substancias antimicrobianas € usada na produ¢do animal
em todo o mundo. Mesmo com a crescente énfase na prevencdo de doengas através de
melhorias no manejo e nas condi¢des ambientais, o sistema intensivo de producdo animal
ainda faz uso desses agentes terapéuticos pelo menos em alguma fase da producao.

A tabela 6., traz a relagdo de antimicrobianos utilizados na aquicultura mundial. Ela
demonstra uma grande variedade de produtos o que nao significa que todos sejam
licenciados apenas para aqueles paises e que associa¢Oes utilizadas para determinadas
doencas ndo devam ser tomadas de base para concluir que ha dados confidveis de eficacia.
Da mesma forma, os autores que formularam essa tabela, reforcam em dizer que a
indicacdo feita para uma dada espécie ndo pode ser utilizada para outra que esteja num
ambiente diferente. Infelizmente a escolha desses agentes terapéuticos ndo estd baseada em
dados cientificos obtidos de estudos clinicos e de eficdcia e sim por questdes econdmicas e
de disponibilidade (GUARDABASSI et al., 2008).

E notével o uso extensivo de antimicrobianos na aquicultura por paises asidticos, os

quais sao responsaveis por 90% da produgao da aquicultura global (FAO, 2012).

! Segundo FDA (1994), extra-label é definido como: uso atual ou pretendido de um farmaco num animal, de
uma maneira que ndo estd em conformidade com a rotulagem aprovada.
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Recentemente, Rico et al. (2013), através de pesquisa realizada com 252 produtores
de diversos paises asidticos como Bangladesh, China, Tailandia e Vietnd, verificou que
9,7% das tazendas tailandesas e 16% das fazendas chinesas, ambas produtoras de tildpias,
fazem uso concomitante de até dois antimicrobianos como enrofloxacina (69% dos
produtores usam), florfenicol (63%), sufametoxazol com trimetoprima (44%) e doxiciclina
(34%) entre outros que na sua maioria administram os antimicrobianos através da racao
num periodo de 5 a 8 dias, sendo que em apenas 5% dos locais de cultivo realizam o uso
profilético.

Em especial, o uso de fluoroquinolonas na aquicultura foi banido pelos Estados
Unidos e Canadd. Mundialmente, sabe-se que seu uso ainda € feito e permitido em paises
asidticos nos cultivos de tildpia (China e Tailandia) e principalmente em pangasius no
Vietna. No entanto, com a identificacdo de amostras de pangasius com valores de residuos
de enrofloxacina acima do valor permitido por paises compradores do peixe como Estados
Unidos, Japdo e Canadd, acredita-se que o uso deste antimicrobiano seja banido pelo

governo vietnamita o que nao inclui outros paises asidticos (RICO et al., 2013).

20



Tabela 5. Produtos aprovados para uso em peixes.

Produtos Concentracao Forma de Duracao Periodo de caréncia bacterioses
tratamento
Permanganato de potdssio 2 —4ppm Imersao indefinido Profilaxia nos casos de
4 — 10ppm Imersao 1 hora MAS* e colunmariose
Formalina 20 - 25ppb Imersao indefinido
167ppb Imersao 1 hora
Infecgdes externas
Sulfato de cobre 0,5 — 3ppm Imersao indefinido
Cloramina T 10 — 20ppm Imersao 1 hora por 3
dias
Ocxitetraciclina 50 mg kg '/dia Ragado 12 a 14 dias 21 dias Infeccdes sistémicas
medicada como estreptococose e
) edwarsielose
MAS e colunmariose”
Sulfametoxazol+ormetoprima 50 mg kg'/dia Racgado 5 dias 42 dias MAS e edwarsielose”
medicada
Eritromicina 50 mg kg'/dia Racdo 12 dias
medicada
Amoxicilina 50 — 80 mg kg’ Racdo 10 dias
'/dia medicada
Florfenicol 10 mg kg'/dia Racdo 10 dias 12 dias para bagre MAS*; estreptococose”
medicada americano; 14 dias colunmariose”*

para salmonideos”
14 dias para tildpia e
135°C dia para a truta”

* MAS — septicemia por Aeromonas mével; *Estados Unidos ; "Brasil / Adaptado da FAO, 2005 ¢ LUCAS & SOUTHGATE, 2012.



Tabela 6. Agentes antimicrobianos e suas aplicacdes na aquicultura mundial.

Licenca para espécies

Antimicrobiano Indicacao o
aquaticas
Classe Farmaco Espécies Doencas Paises
Salmonideos, robalo, Furunculose, doencas bacterianas ) . a
. - N ) Reino Unido, Roménia,
B-lactamicos Amoxicilina dourado, cauda amarela, nas branquias, pasteurelose,

bagre, enguia, tildpia

edwardsielose, estreptococose

Italia, Grécia

Tetraciclinas

Oxitetraciclina e
Clortetracicllina

Salmao, bagre americano,
carpas, espécies marinhas,

peixes ornamentais

Vibriose, pasteurelose,
flexibacteriose, infeccdes com
bactérias segmentadas columnaris,
yersiniose, vibriose em dguas
frias, botulismo, infec¢des por
Pseudomonas, infec¢des por

Paises da EU, maioria
dos paises da Asia,
Estados Unidos,
Canada, Japao

3 Aeromonas, estreptococose
Salmonideos, enguia, o ) ~
. . ) Furunculose, vibriose, infec¢oes -
Acido nalidixico dourado, peixes Japao
. por Pseudomonas
ornamentais
. . Infec¢des por Pseudomona,
Salmonideos, enguias, . ~ . . L.
Lo L. infeccOes por serratia, Dinamarca, Grécia,
Acido oxolinico carpas, dourado, ) . .
edwardsielose, vibriose, vibriose Franca
rodovalho ) .
. em aguas frias, furunculose
Quinolonas e y — S
) Salmonideos, espécies Vibriose, pasteurelose, A
Fluoroquinolonas . . . . . Noruega, Islandia e
Flumequina marinhas, peixes flexibacteriose, furunculose, Buledria
ornamentais yersiniose g
. . Doencas bacterianas renais .. .
. Salmonideos, peixes nea ’ Croécia, Republica
Enrofloxacina . vibriose, furuncolose,
ornamentais Tcheca e Franga
estreptococose
Sarafloxacina Salmonideos, bagre Furunculose, yersiniose, Hungria, Itdlia, Letonia
americano edwardsielose e Eslovaquia




Continuacgdo da Tabela 6.

Macrolideos Estreptococose, lactococose,
. .. Salmonideos, cauda doencas bacterianas renais, ~
eritromicina . . . ~ Japao
amarela piscinquetsiose, infec¢des por
Clamydia,
espiramicina e Reino Unido, Irlanda,
. .. Cauda amarela estreptococose a
josamicina Letonia
. . . Infeccdes por Flavobacterium a
Salmonideos, espécies ¢ p. Eslovénia, Noruega,
. . i . . psycchrophilum, furunculose, L. :
Anfenicdis florfenicol marinhas, enguias, peixes . . . Bulgéria, Dinamarca,
. vibriose, flexibacteriose, S A
ornamentais . Lituania
pasteurelose, edwardsielose
. Salmonideos de dguas
sulfamerazina
frescas
. ) . Truta arco-iris, bagre
Sulfonamidas sulfadimetoxina . furunculose
americano
.. Salmonideos de aguas
sulfadimidina P g
N rescas, carpas
Estados Unidos,
. . , . Infecgdes por Canada, Reino Unido,
trimetoprima + Salmonideos, peixes o . L.
. ) Aeromonas, yersiniose, Dinamarca, Croacia,
. sulfadiazina ou ornamentais, bagres, . .
Sulfonamidas .. . edwardsielose, vibriose, Noruega, Franga,
. sulfametoxazol espécies marinhas
potencializadas pasteurelose

Eslovénia, Italia,
Grécia, Alemanha

ormetoprima +
sulfametoxazol

Salmonideos, bagre
americano

Furunculose, edwardsielose

Estados Unidos

Fonte: GUARDABASSI et al., 2008



Enrofloxacina:aspectos farmacologicos em peixes

As quinolonas constituem um extenso grupo de antibidticos sintéticos eficazes no
combate de diversas doencas em animais domésticos e animais produtores de alimentos
(BOTSOGLOU & FLETOURIS, 2001).

Exercem seu efeito antibacteriano através da inibicio da DNA-girase
(topoisomerase, tipo II), responsavel pela separacdo dos dois filamentos de DNA da dupla
hélice, essencial para a replicacdo ou transcricdo do DNA bacteriano (LIZONDO et al.,
1997; BUFFE et al, 2001).

Os 4cidos oxolinico e nalidixico sdo os mais antigos do grupo das quinolonas de
primeira geracdo e ainda até hoje largamente utilizados na profilaxia de doengas bacterianas
na piscicultura. J& as fluoroquinolonas, como a enrofloxacina (ENR), flumequina (FLU) e
sarafloxacina (SAR) descobertas posteriormente, sio também bem difundidas na
piscicultura apesar de niao serem todas permitidas e regulamentadas para uso.

A principal diferenca entre quinolonas e fluoroquinolonas € a presenga um atomo de
fldor no C-6 e um grupo piperazinil no C-7 nas fluoroquinolonas. Essas modificacoes
levaram a significativas mudangas na atividade antimicrobiana, no perfil farmacocinético e
nas propriedades metabdlicas das novas fluoroquinolonas. (LODE et al., 1998). Na figura
2, estdo apresentadas a estrutura da enrofloxacina e seu metabdlito (CIP).

Os grupos coplanares do carbonil (C=0) nas posicoes 3 e 4 sdo os responsaveis
pelas atividades antimicrobiana das fluoroquinolonas. O atomo de fldor na posi¢do 6, é
eficaz contra as bactérias gram-negativas e aumenta o espectro de acdo para as bactérias
gram-positivas. O grupo C,Hs, unido ao anel piperazinico aumenta a capacidade de

absorcao pelos tecidos (BARROS et al., 1996).

(@) o} o] (b)
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||

Figura 2. Estrutura molecular da enrofloxacina (a) e seu metabdlito, ciprofloxacina (b).
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A ENR foi a primeira fluoroquinolona aprovada para exclusiva utilizacdo
veterindria. Foi introduzida no mercado em 1988 e se tornou a quinolona mundialmente
mais importante no tratamento de infeccdes em cdes e gatos incluindo o tratamento de
infeccdes resistentes a antimicrobianos [-lactamicos e sulfonamidas (BAYER, 1999;
VALGAS, 2005).

E um agente de amplo espectro contra bactérias gram-positivas, negativas e
micoplasmas sensiveis a ela. Por ter efeito bactericida, ocasionar morte bacteriana
concentracdo-dependente e ainda possuir efeito pds-antibidtico contra a maioria de
patégenos gram-negativos € amplamente utilizada na terap€utica veterindria para bovinos,
suinos, ovinos e caprinos em diversas infec¢des do trato urindrio, respiratorio e da pele,
causados por Staphylococcus spp, Streptococcus spp, Pasteurella spp, Klebsiella spp.,
Mycoplasma spp, entre outros (LODE et al., 1998; KIM & NIGHTINGALE, 2000;
MARTINEZ et al., 2006).

Na aquicultura mundial a ENR € usada para o tratamento de processos de
septicemia generalizado causados por Aeromonas salmonicida, Vibrio aguillarum, Yersinia
ruckeri, Renibacterium salmoninarum e Pasteurella piscicida, apresentando-se superior a
outros antimicrobianos como sulfadiazina-trimetoprima e oxitetraciclina (BOWSER &

BABISH, 1991; SAMANIDOU et. al,2008).

Tabela 7. Propriedades fisico-quimicas da enrofloxacina.

Propriedades fisico-quimicas

Formula molecular C19H»,FN30O5
Peso molecular 359.39
Descricao cristal amarelo palido
Ponto de fusdo 219 -221°C
oKa {pKal.: 6.0
pKq.: 8.8
Solubilidade pouco solivel em dgua no pH 7.0

Fonte: USP, 2003.
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De carater anfétero, a ENR, possui dois valores de pK,. O primeiro pK, estd
associado ao 4cido carboxilico enquanto que o segundo € atribuido a amina tercidria
presente na molécula. De maneira geral em pH abaixo do pK,;, apresentam-se protonadas,
carregadas positivamente e em pH acima do pK,,, carregadas negativamente (Tabela 7.).
Com algumas excecdes, as fluoroquinolonas exibem pouca solubilidade nos fluidos
aquosos entre pH 6 e 8, apresentando-se de moderadamente lipofilicas (ciprofloxacina), a
altamente lipofilicas (enrofloxacina) (WANG et al., 2012)

O transporte passivo realizado por essas moléculas estd associado a sua
lipofilicidade relativa aos seus dois pK,s Portanto, em meios com pH entre pK,; e pK,», na
forma de zwitterion , ion dipolar, podem atravessar livremente por difusdo passiva as
membranas bioldgicas e as porinas das células bacterianas (MARTINEZ et al., 2006).

Outra caracteristica € a capacidade com que elas conseguem se acumular dentro das
células de defesa como macréfagos e neutréfilos. Ao contrario de outros antibidticos, as
quinolonas sdo distribuidas para dentro do citosol das células, o que permite alcangarem
patogenos intracelulares. Isso permite explicar as altas concentracdes desse antibidtico nos
tecidos infectados. Essa € uma caracteristica especifica desse grupo de antibidtico que as
tornam eficazes, mesmo em condi¢des adversas, nos locais de infec¢do, na presenca de
abscessos (LIZONDO et al., 1997; MARTINEZ et al., 2006; USP, 2003; WANG et al.,
2012).

A respeito das propriedades farmacocinéticas (PK) e farmacodindmicas (PD) da
ENR em peixes, essas comecaram a ser avaliadas através de estudos clinicos no comeco da
década de 90 (BOWSER & BABISH, 1991) e desde entdo uma série de estudos
farmacocinéticos em diversas espécies de peixes, tem sido publicada ao longo desses anos.
Na tabela 8, ha uma pequena parcela do que ja foi publicado sobre ENR em peixes.
Observa-se que a maioria das espécies € origindria da Europa. Com relagdo a tildpia-do-
Nilo, objeto de estudo deste trabalho, na tabela 9., apresenta-se apenas dois trabalhos de
farmacocinética de dose unica. Nenhum com ENR.

Por serem animais pecilotérmicos, os peixes dependem muito do seu habitat, a d4gua.
A composi¢do (controle osmaético e regulagao dcido-base) e a temperatura da d4gua exercem
forte influéncia na respiracdo e em suas atividades metabdlicas. Em geral, em dguas de

temperaturas baixas, a absor¢do e excrecdo sdo mais lentas e isso poderd ser varidvel
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dependendo do farmaco de estudo (REIMSCHUESSEL et al., 2005). Contudo, havera
impactos significativos nos processos farmacocinéticos (DI GIULIO & HINTON, 2008;
KUBITZA, 1999). Exemplos de farmacos como sulfadimidina, trimetoprima e
oxitetraciclina em peixes, tem suas meias-vidas até trés vezes mais longas em temperaturas
baixas (10 a 12°C) se comparado em temperaturas mais altas (20 a 25°C)
(GUARDABASSTI et al., 2008).

A particularidade de cada espécie, a via de administragao, a formulagdo do produto
e/ou as condi¢des de saide do animal sdo também fatores que devem ser considerados.
Qualquer alteragdo num desses fatores, modificard a resposta farmacocinética de modo
significativo (Tabela 10) (BOWSER & BABISH, 1991; CHEN & BOWSER, 2005;
GUARDABASSI et al., 2008).

Cabe destacar que ha uma grande dificuldade em estimar os parametros de PK em
peixes por causa da maneira de como os ensaios clinicos sdao conduzidos. Como muitas
vezes a administracdo do farmaco se faz através de racdo medicada, amplas varia¢des
interindividuais das concentracdes do farmaco no plasma e nos tecidos se tornam
inevitdveis (GUARDABASSI et al., 2008).

Como caracteristicas comuns a classe das quinolonas, a ENR apresenta boa
biodisponibilidade oral (> 30%) na maioria das espécies monogdastrica (WANG et al.,
2012), altos valores no volume de distribuicao (1.0-4.0 L/kg), baixa ligagdo as proteinas e
tempos de meia-vida varidveis conforme a espécie: muito curtos para coelhos (1.8-2.5h
para ENR), intermedidrios para bovinos, ovinos e suinos (2.0-8.0h) e longos para
peixes,variando de 22h para a truta-marrom a 131.0h para o salmdo do Atlantico. Tempos
de meia-vida também sdo longos em répteis, de 36h a 55h em jacarés (USP, 2003; WANG
et al., 2012). Sua biotransformacao ocorre no figado e em particular a ENR, dd origem a um
metabolito ativo, a ciprofloxacina (CIP), farmaco utilizado na medicina humana (Figura 2).

A biotransformacdo da ENR varia entre as espécies e inclui reacdoes de n-
desalquilacdo, conjugacdo glicurbnica do azoto na posicdo para do anel piperazinil,
oxidagdo na posicdo orto em relacdo ao substituto amina e abertura do segundo anel
piperazinil (MITCHELL, 2006). Muitas espécies a biotransformam em CIP, a exemplo
animais domésticos como cdes € gatos € outros animais como os bovinos, suinos, ovinos,

entre outros. As maiores conversdes de ENR em CIP sdo particularidades dos caes (40%) e
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dos bovinos (35%). Porém as menores ocorrem em suinos (<10%) e em peixes, nos quais
em algumas espécies como a dourada (Sparus aurata L.) (DELLA ROCCA et al., 2004)
truta-marrom (Salmo trutta fario) (KOC et al., 2009) e Silver crucian carp (Carassius
auratus gibelio) (FANG et al., 2011) ndo a biotransformam em CIP o que sugere outras
vias metabdlicas, porém ainda ndo elucidadas em peixes (USP, 2003; WANG et al., 2012).

A ocorréncia da presenca de dois picos de concentracio da ENR no plasma e
portanto, a obten¢do de dois tempos méaximos (FANG et al., 2011; Tabela 8), sugere a
possibilidade de circulac@o entero-hepatica da ENR em alguns peixes.

A principal via de excrecao da ENR € renal por filtracdo glomerular e secrecdo
tubular, mas também pode ser via biliar através da circulacdo entero-hepdtica, um
mecanismo comum de excrecdo das fluoroquinolonas. Isso explica o aumento do T 1, e a
AUC desses farmacos, contribuindo dessa maneira para a ocorréncia de multiplos picos de
concentragao .

Os aspectos farmacodindmicos da ENR em peixes pouco tem sido reportado através
da varidvel CIM (concentracao inibitéria minima).

A CIM fornece um indice quantitativo da eficicia e poténcia do farmaco. Esse
indice € obtido de ensaios in vitro e é definido como a menor concentracdo que inibe por
completo o crescimento bacteriano (GUARDABASSI et al., 2008).

Os primeiros valores de CIM para enrofloxacina frente aos patdgenos mais comuns
em peixes sdo datados do comeco da década de 90. De 14 para ca pouco foi publicado nesse
assunto. O trabalho de Dalsgaard & Bjerregaard (1991) € o mais citado dentre todas as
publicacdes consultadas. Nele, os valores de CIMy, para Aeromonas hydrophila,
Aeromonas sobria, Aeromonas salmonicida, Yersinia ruckeri e Vibrio aguillarum sao
respectivamente, 0.025 ug mL™; 0.006 pg mL™; 0.012 pg mL™; 0.005 ug mL™" e 0.032 pg
mL".

Ainda a respeito dos valores de CIM, préximo a data de publicacdo de Dalsgaard &
Bjerregaard (1991), Bragg & Todd (1988) citado por Bowser & Babish (1991) obtiveram
valores de CIM diferentes para os mesmos microrganismos de peixes: Aeromonas
hydrophila, 0.002 pg mL", Aeromonas salmonicida, 0.006 pug mL", Yersinia ruckeri,
0.007 pg mL" e Streptococcus sp, 0.34 ug mL™.
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A defini¢do de valores de CIM deve ser muito criteriosa. Parte das diferencas
apresentadas aqui podem ser explicadas pelas variacdes dos métodos microbiolégicos
empregados, assim como a origem dos isolados em peixes e a formulagcdo do produto.

Atualmente ja existe disponivel um guia com métodos especificos para testes de
suscetibilidade com bactérias isoladas de organismos aquéticos, publicado pela CLSI

(Clinical and Laboratory Standards Institute) através do guia VETy4-A.
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Tabela 8. Algumas propriedades farmacocinéticas da enrofloxacina em peixes apds administragdo em dose Unica.

Via e
L. . Va CLy Tinp AUC Chsx. T imsxe F A e
E d T°C d ; Ref
spécie de peixe OsageT (Lkg) (Lhkg) (h) pg-hmL (ng mL 1 (h) (%) eferéncia
(mgkg™)
Silver crucian .
via oral
carp ~ i ) Ci=45+103 T=2
(Carassius 25 (ralggo) 62.7 205.9 C,=4.06+136 T=12 86 FANG et al., 2011
auratus gibelio)
Truta-marrom via oral
(Salmo trutta 10 (ragdo) - - 22 54.95 2.30+0.08 8 78 KOC et al., 2009
fario) 10
via oral
Carpa comum UDOMKUSONSRI
(Koi carp) 27 (gavilégem) 1.5 - 16.6 156.4 14.4 +£7.7 025 19.6 et al., 2007
Korean catfish via oral
. 25 (gavagem) - - 34 39 1.2+0.2 344 65 KIM et al., 2006
(Silurus asotus) 10
Robalo via oral
(Dicentrarchus 15  (gavagem) - ; 25 65.93 1.39 £ 0.67 8 - INTOI;&% etal,
labrax) 5
Salméo do via oral
Atlantico 10 (ragdo) - - 34.2 40.2 1.54 6 555 Hl\éﬁlszgg\éséﬂ\llgggs
(Salmo salar) 10 ’
alevinos de Truta via oral
arco-iris BOWSER et al.,
(Oncorhynchus 15 (gavilgem) - - 56.3 154.77 1.28 8 48.8 1992
mykiss)

V4 = volume de distribui¢do; CLt = depuracdo corporal total; T}, g = tempo de meia-vida de eliminag¢do; AUC = drea sob a curva de concentra¢do
plasmadtica versus tempo; Cy,;x. = concentracdo plasmatica méaxima; T,z = tempo de concentragdo plasmdtica maxima; F = biodisponibilidade.



Tabela 9. Algumas propriedades farmacocinéticas de agentes antimicrobianos em tildpias (22 - 30°C).

Viae
Agente Vd CLT T1/2 AUC Cméx. Tmﬁx. F A .
terapéutico dosagem Amostra o) (L h kg) (h)ﬁ ughmL (ugmL') (h) (%) Referéncia
(mg/kg)
via oral FENG & JIA,
florfenicol (gavagem) plasma - 10.03 86.68 4.46 12 2009
10mg kg™ misculo - - 10.97 - 6.88 - -
CHEN &
oxitetraciclina plasma - - 8.4 359.28 - - - BOWSER,
10mg kg™ 2005
musculo - - 32.64 251.52 - - -

V4 = volume de distribui¢do; CL = depuracdo corporal total; T}, g = tempo de meia-vida de eliminag¢do; AUC = drea sob a curva de concentragdo
plasmaética versus tempo; Csx. = concentracdo plasmdtica maxima; T,z = tempo de concentragdo plasmatica méxima; F = biodisponibilidade; IV

= Intravenosa

I

Tabela 10. Algumas propriedades farmacocinéticas da enrofloxacina em salmao do Atlantico (Salmo salar) a 10-12°C

Referéncia Via e dosagem Va CLy Tinp AUC Chnsx. ) T naxe F
(mg/kg) (Lkg) (Lhkg) () pghmL (ugmL") () (%)
IV (10) 6.1 0.14 34.2 72.4 1.54 6 55
MARTINSEN & HORSBERG, 1995 oral (10) 40.2
racao
STOFFREGEN er al., 1997 oral (10) - - 105.1 41.7 0.27 0.42 49
gavagem

V4= volume de distribui¢do; CLy = depuragdo corporal total; T/, = tempo de meia-vida de eliminagdo; AUC = drea sob a curva de concentragdo
plasmaética versus tempo; Csx. = concentracdo plasmdtica maxima; T,z = tempo de concentragdo plasmatica méxima; F = biodisponibilidade; IV

= intravenosa



Os riscos a satide puiblica e ao ambiente no uso da enrofloxacina

Os agentes antimicrobianos sdo importantes para a saide e bem-estar dos humanos
e dos animais (OIE, 2010). Porém, quando se faz mau uso deles pode-se resultar no
desenvolvimento de resisténcia por parte de alguns patégenos e consequentemente, agentes
terapéuticos que antes eram eficazes, comecam a ndo surtir mais efeito. Assim, as opgdes
de tratamento tornam-se mais escassas € muitas vezes mais caras também (KUBITZA,
2005).

Na aquicultura com o nimero restrito de agentes licenciados, tem essa situagao mais
agravada pelo uso extra-label desses agentes. A grande quantidade e variedade de
antimicrobianos que sdo administrados indiscriminadamente através de racdo na profilaxia
e tratamento de doengas tem sido associada ao aparecimento de resisténcia de bactérias nos
animais, na transmissao desses microrganismos resistentes para humanos e na transferéncia
de genes de bactérias resistentes ndo patogé€nicas aos organismos aqudticos, porém
patogénicos ao homem (KUMMERER, 2009; SAPKOTA et al., 2008; OIE, 2010). E ainda,
a alta densidade de estocagem e consequentemente o aumento do contato fisico entre os
peixes tem sido apontada como fator preponderante para uma alta frequéncia de troca de
elementos genéticos mdveis, como plasmideos e transposons, codificadores de resisténcia
(RHODES et al., 2000, citado por LIMA et al., 2005).

Poucos sdo os estudos que caracterizam a ocorréncia de resisténcia bacteriana em
ambientes aquicolas, particularmente em climas tropicais. No Brasil, Lima et al.(2006)
caracterizaram como baixa a frequéncia de resisténcia a antimicrobianos em bactérias
oriundas de ambiente de criacdo e de filés de tildpias. Dos 124 isolados provenientes do
ambiente de criacdo e de filés congelados, a predominancia de bactérias pertencentes as
familias Enterobacteriaceae e Vibrionaceae se apresentaram resistentes principalmente a
ampicilina e eritromicina.

O uso responsdavel de antimicrobianos inclui medidas realizadas por agéncias
resguladoras para a reducdo do risco associado com a selecio e disseminagcdo de
microrganismos resistentes. Como exemplo, a desaprovacdo da ENR em aves, inicialmente,
nos Estados Unidos, pela FDA e posteriormente por outros paises (Austrdlia e Canada)
devido a identificacdo de casos de resisténcia em Campylobacter e Salmonella (WANG et

al., 2012; GUARDABASSI et al., 2008; LUCHETTI et al., 2004).
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Assim, € necessdrio manter eficaz o antimicrobiano na medicina humana e na
medicina veterindria, assegurando seu uso racional afim de garantir eficdcia e seguranca em
ambos (OIE, 2010). A problemadtica do uso desenfreado de antimicrobianos nao se resume
apenas ao desenvolvimento de resisténcia. Os residuos desses medicamentos veterinarios
tém implicagdes para a seguranca ambiental, alimentar humana e no comércio internacional
de produtos alimentares de origem animal. Por isso, a avaliacdo da existéncia de residuos
dessas moléculas no ambiente (dgua e sedimentos) e na carne dos peixes € necessdria para
avaliar a importancia dessa questdo nos contextos ambientais e de seguranga alimentar,
respectivamente.

A auséncia de dados confidveis, com rigor cientifico, gera incertezas e especulacdes
a respeito dos impactos ambientais gerados pelo uso dos antimicrobianos na aquicultura.
Pouco é conhecido sobre o destino e o comportamento dessas substancias no ambiente
aqudtico, assim como ndo estd claro quais organismos sdo afetados e em que grau
(PILARSKI & SAKABE, 2009).

Na natureza, as quinolonas ndo se degradam por hidrélise e nem com altas
temperaturas, porém se degradam facilmente sob a luz UV (KUMMERER, 2009). Os
trabalhos de STURINI et al., (2010) e BABIC et al. (2013), reportam que em ambientes
aqudticos, a degradacdo de fluoroquinolonas como a marbofloxacina e enrofloxacina é
completa apds 1 hora sob exposi¢do solar e que suas reacdes de fotodegradagdo ndo sao
afetadas pela presenca de Ca**, Mg*” e CI', mas sim, aceleradas na presenca de fosfatos.

A literatura relativa a presenga das quinolonas nos ambientes como resultado de seu
uso veterindrio € escassa. Wang et al. (2012) cita trabalhos que ja detectaram tracos de
flumequina, 4cido oxolinico e sarafloxacina em sedimentos em fazendas de peixes e
vestigios de enrofloxacina no solo. Ainda em outro, realizado no Reino Unido, demonstra o
comportamento de sorcao da danofloxacina e sarafloxacina no solo como sendo farmacos
de pouca mobilidade e grande persisténcia.

Sobre ainda a permanéncia desses compostos na natureza, na China, em recente
estudo de Li et al. (2014) demonstrou que o acumulo dessas moléculas (norfloxacina,
ciprofloxacina e enrofloxacina) por frutos como a berinjela, o tomate e o pimentao € muito
maior do que pelos vegetais folhosos como o espinafre quando adubados com esterco de

animais tratados com esses antimicrobianos.
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No Brasil, estudo comparativo entre a sor¢do da ENR no solo e na cama de frango,
comprovou que a sor¢do da ENR no solo é superior a cama de frango, ocorrendo forte
ligacdo quase que irreversivel com o solo reforcando ser uma fonte de poluicdo ambiental
importante e de boa persisténcia (LEAL et al., 2012). O que chama atencdo é que a
utilizacdo profildtica da ENR no Brasil € realizada pela maioria dos produtores de frangos
de corte, isso indica o quanto essas moléculas através de adubo organico podem estar
presentes em nossa alimentacdo quando associamos esses resultados com os obtidos por Li
et al. (2014) citado anteriormente (BRASIL, 2005).

E ainda, se considerarmos que outras espécies, além do frango, também tratadas
com ENR, excretam parte do firmaco na forma inalterada através das fezes e urina
diretamente no solo ou indiretamente como adubo, possivelmente a somatoéria de todos os
residuos poderd ser considerado um alerta. Por isso, fazer uso consciente desse agente
terapéutico na medicina veterindria, significa também dizer menos residuo para o ambiente

e para o alimento consumido.

Aspectos regulatorios e de inspecdo envolvendo antimicrobiano

A regulamentacdo de medicamentos veterindrios em paises desenvolvidos ¢é
realizada conforme a regulamentacdo nacional, que busca qualidade e seguranca em
produtos avaliados durante seu processo de aprovacdo. Isso assegura que carne e outros
produtos derivados de animais tratados com medicamentos veterindrios aprovados nao
estejam contaminados por residuos farmacolégicos (REEVES, 2007).

Virios sdo os estudos necessdrios para o licenciamento/registro de substancias
antimicrobianas em animais produtores de alimentos para o consumo humano. Dentre eles,
o estabelecimento da seguranca e eficacia do principio ativo, que avalia os riscos a saide do
animal, daqueles que consumirdo o produto e do meio ambiente (SPISSO, 2007). Para
tanto, dados farmacoldgicos obtidos de estudos farmacocinéticos e farmacodindmicos sdo
partes necessdrias para a elaboracdo de um regime terapéutico eficaz com menores riscos
de selecdo de bactérias resistentes (GUARDABASSI et al., 2008).

Os requisitos para registro de novos produtos veterindrios tem sido padronizados em
ambito internacional pela VICH (International Cooperation on Harmonization of Thecnical

Requeriments for Registration of Veterinary Medicinal Products) estabelecida em 1996 sob
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amparo da OIE com representacdo do governo e da industria dos paises participantes
(Unido Européia, Japao e Estados Unidos). A elaboracdo de guias e protocolos de estudos
clinicos veterindrios propostos pela VICH auxiliardo os paises na autorizacdo e
desenvolvimento de novos produtos veterinarios.

Com relagcdo ao Brasil, o registro de produtos veterindrios é de competéncia do
MAPA que através da Portaria SDA n° 74 de 11/06/1996, apresenta um roteiro com todas
as exigéncias a serem cumpridas para fins de obtencao de registro. No entanto, ndo expde
de maneira clara e nem sugere a quem seguir na realizacdo dos estudos clinicos em animais
(BRASIL, 2012c).

Seguranca alimentar ¢ um tema cada vez mais relevante devido a crescente busca
por uma melhor qualidade de vida e conscientizacdo dos consumidores do mundo todo
quanto ao direito de adquirir produtos seguros a saude e a presenca de residuos de
medicamentos veterindrios pode apresentar um risco, caso ndo sejam observadas as boas
praticas, seja em fun¢do do uso em exagero e/ou indevido, do ndo cumprimento do periodo
de caréncia, entre outros fatores (SPISSO, 2007).

Neste contexto, o Comité FAO/OMS de Peritos em Aditivos Alimentares (JECFA)
estabelece valores seguros para os niveis de ingestdo didria de alguns dos antimicrobianos
apo6s avaliacdo dos estudos toxicolégicos dos mesmos. O JECFA € o 6rgdo cientifico que
assessora o Codex Alimentarius em assuntos relacionados aos residuos de medicamentos
veterindrios em alimentos, e que estabelece valores de Ingestdo Didria Aceitavel (IDA) e de
Limites Maximos de Residuos (LMR) para medicamentos veterindrios em alimentos de
origem animal.

O LMR ¢ definido como a concentra¢cdo maxima de residuo tolerdvel no alimento,
resultante do seu uso. E baseado no tipo e quantidade de residuo que ndo induz efeito
adverso a saide humana considerando-se a Ingestao Didria Aceitavel (IDA) do composto.
A IDA ¢ a quantidade de uma substancia que pode ser ingerida diariamente, durante toda a
vida, sem que provoque danos a sadde. Ela é expressa em mg kg'1 de peso corpéreo. A
determinacdo da IDA € baseada nas informagdes toxicoldgicas disponiveis daquele
composto na época da avaliacao (JECFA, 2008).

As recomendagdes do JECFA sdo adotadas pelo Codex com o intuito de proteger a

saide dos consumidores e desenvolver o comércio global de alimentos. Essas
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recomendacdes sdo Uteis para as agéncias governamentais e de saude publica definirem
medidas de vigilancia sanitdria a serem adotadas pelo pafs. Atualmente, poucos paises
estabelecem limites maximos para residuos de medicamentos veterindrios em peixes.
Portanto, o monitoramento dos niveis de residuos em produtos derivados da piscicultura,
comercializado no pais e exportado, é de fundamental importancia para assegurar nao
somente a saide dos consumidores como também para evitar barreiras as exportacoes,
proporcionando o desenvolvimento da atividade aquicola no Brasil e, em consequéncia,
protegendo a populacdo envolvida na cadeia produtiva.

No Brasil, em 1995, o Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento
(MAPA) criou o Plano Nacional de Controle de Residuos em Produtos de Origem Animal
— PNCRC. O plano previa a adocdo de programas setoriais de controle de remanescentes
residuais em carne, leite, mel e pescado em decorréncia do uso de defensivos agricolas e
medicamentos veterindrios, ou por acidentes envolvendo contaminantes ambientais. No
entanto, até o inicio de 2006, dos programas setoriais elaborados, somente o de controle em
carne estava implementado. A Portaria Ministerial n® 50 de 20/02/2006, estendeu a
implementagdo do PNCRC para as outras fontes de carne (bovina, aves, suina e eqiiina),
leite, mel, ovos e pescado no exercicio de 2006.

E importante citar que 0 MAPA atualiza anualmente a lista de substincias a serem
monitoradas. Nessa questao, em 2010, através da Instru¢do Normativa de n°8 de abril, pela
primeira vez incluiu na lista de antimicrobianos a serem monitorados para pescado a
enrofloxacina e seu metabdlito (ciprofloxacina). No entanto, até os ultimos resultados
divulgados das amostragens realizadas (Instru¢do Normativa n°7 de 27 de marco de 2013),
nenhuma das 121 amostras analisadas de pescado de cultivo apresentou nao conforme para

nenhuma das fluoroquinolonas investigadas (Tabela 11.).
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Tabela 11. Subprograma de monitoramento de residuos e contaminantess para quinolonas

em peixe de cultivo (PNCRC/2013).

Antimicrobianos Matriz LMR.1 n° de ensaios
(ugkg )
Soma da
. enrofloxacina e
enrofloxacina ; .
ciprofloxacina
igual a 100
sarafloxacina Misculo 30 60
difloxacina 300
acido nalidixico 20
acido oxolinico 20
flumequina 600

Fonte: BRASIL, 2013b

Relagcdao PK/PD: um caminho para o uso racional de antimicrobianos na aquicultura.

O aumento da incidéncia de resisténcia aos antimicrobianos, as exigéncias dos
consumidores e a melhor compreensdo da acdo dos antimicrobianos tem incentivado
agéncias internacionais a reverem o uso dos mesmos.

Trés fatores principais tem incentivado a essa revisdo na utilizacdo de
antimicrobianos em animais. Em primeiro lugar, a selecdo inexordvel de bactérias
resistentes a medicamentos veterindrios disponiveis € "mais particularmente”" no homem.
Somado a isso, ha uma crescente evidéncia de que as bactérias selecionadas para resisténcia
em animais podem ser transmitidas ao homem, onde elas podem causar doenca ou
transmitir o material genético responsdvel pela resisténcia para bactérias patogénicas
humanas.

Além disso, a aquisicdo de bactérias resistentes ultrapassou a capacidade da
inddstria farmacéutica para produzir novos produtos com mecanismos de a¢ao que superem
essas bactérias, como € evidenciado pela crescente série de infec¢des bacterianas no
homem. No entanto, € claro que na maioria das infec¢des humanas resistentes que sao
dificeis de tratar € derivada de bactérias selecionadas para resisténcia no homem e nao de

animais (OMS, 2001). Enquanto isso, a sofisticacdio do mercado de consumo em paises
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desenvolvidos faz com que os sistemas de producao sejam comprovadamente favordveis a
saude e bem-estar animal, e onde através da fiscalizacdo verifica-se que o minimo uso de
antimicrobianos e consequente diminuicdo de residuo no produto consumido tem ganhado
popularidade.

Diante disso, compreensdo mais detalhada das relacdes entre a farmacocinética (PK)
dos antimicrobianos na espécie-alvo e sua acdo sobre patégenos-alvos [farmacodinamica
(PD)] levou a uma maior sofistica¢do no regime posoldgico a fim de melhorar a atividade e
reduzir a pressao seletiva para a resisténcia na terapia antimicrobiana. Isto, por sua vez, é
importante para o desenvolvimento de farmacos antimicrobianos, assim como na sua
selecdao dependendo da utilidade clinica. Garantir a penetragdo do firmaco em concentracao
suficiente no local de infeccao (PK) e conhecer a poténcia e eficicia do farmaco (PD)
contra microrganismos infectantes levam ao sucesso da terapia antimicrobiana
(McKELLAR et al., 2004; TOUTAIN & LEES, 2004; SAMUELSEN, 2006;)

O emprego de indices PK/PD tem sido amplamente utilizado na medicina humana.
No entanto, na medicina veterindria estd na sua infancia. Apesar das agéncias reguladoras
ainda ndo darem total crédito a essa diferente abordagem para racionalizacdo do uso de
antimicrobianos na medicina veterindria, a comunidade cientifica tem demonstrado que eles
sdo claramente adequados e exequiveis (TOUTAIN & LEES, 2004). Talvez a maior
utilidade para PK/PD além da racionalizacdo de dosagens, seja na determinagdo de
estratégias de administrag¢do ideal, na total concep¢ao do regime terapéutico. Assim, nao s
a absoluta quantidade do fairmaco necessdria para tratar uma infec¢do pode ser determinada,
mas também a forma com que o farmaco se comporta no plasma ou no tecido para efetuar o
tratamento adequado. E uma ferramenta extremamente versitil que pode ser usada de uma
maneira muito mais eficaz e menos dispendiosa do que os estudos de titulacdo de dose em
modelo de animais (McKELLAR et al., 2004).

Como base farmacoldgica para aperfeicoar a dosagem para a morte bacteriana e
minimizar o risco de resisténcia, trés indices de PK/PD ligados a concentracdo mixima tem
sido propostos para a CIM: (i) razdes de AUC.,4/CIM, (ii) Cpax/MIC e (iii)T>CIM (Figura
3.).

Valores de CIM (concentragdo inibitéria minima) sdo frequentemente medidos in

vitro. Esta medida é usada extensivamente na pratica clinica para determinar quais
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antimicrobianos podem ser usados para tratar uma infeccdo causada por um patégeno
especifico que tenha sido isolado (TASSO, 2008).

Ao aplicar valores de CIM para modelos PK/PD, trés fatores devem ser
considerados: (i) a concentracdo média necessdria para inibir a bactéria em laboratorio (in
vitro) pode ndo ser a mesma no hospedeiro (in vivo); (ii) qualquer valor numérico de
qualquer CIM in vitro depende do protocolo do teste utilizado para sua determinacao e (iii)
na modelagem de PK/PD, é a CIM que caracteriza as cepas sensiveis (GUARDABASSI et
al., 2008).

Cmax(Pico) Indices PK/PD:
4
AUCq,4, / CIM
£ Cni./ CIM
S Area sob a curva
Q
>
é AUC T>CIM
ClM senhonnnnnngies m— s EE mE s g A SEEES NSNS NS NN AN
Tempo > CIM

Tempo

Figura 3. Relacdes PK/PD empregados na avaliacdo da eficicia de antimicrobianos
(TASSO, 2008).

Os antimicrobianos podem ser classificados como concentracdo-dependente e
tempo-dependente. Quando o aumento das concentra¢des no locus da infeccdo aumenta a
morte bacteriana, ele € chamado de concentracio-dependente e quando o tempo de
exposi¢do da bactéria ao farmaco é quem determina o efeito obtido, € considerado tempo-
dependente. Para este ultimo grupo, o aumento da concentragdo absoluta obtida acima de
um limiar ndo melhorar sua eficicia (GUARDABASSI et al., 2008; McKELLAR et al.,
2004).

Alguns farmacos como as fluoroquinolonas e aminoglicosideos sdo concentragao-
dependentes e outros como B-lactamicos, macrolideos, lincosamidas e glicopeptideos sao
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tempo-dependentes. Para medicamentos de outras classes, hd informacdes limitadas e
contraditdrias sobre a sua classificacdo.

Com relagado as fluoroquinolonas, as mesmas como ja dito, possuem perfil de efeito
concentracdo-dependente, a proporcao AUC,4/CIM € a que melhor se correlaciona com a
eficacia e Cpx/CIM para prevencdo de resisténcia (DELLA ROCCA et al., 2004;
GUARDABASSI et al.,, 2008). Assim tem-se demonstrado para este grupo de
antimicrobianos que para melhor eficicia do regime terapéutico € o minimo risco de
resisténcia, deve ser obedecido a relacio AUC4/CIM entre 125-250 e Cy,./CIM entre
10-12 (ALIABADI & LEES, 2000).

E importante destacar que na aquicultura mundial, até o momento, nio foram
estabelecidos limites relevantes do ponto de vista clinico para os testes de suscetibilidade
(CIM) gerados a partir de bactérias associadas a doengas em animais aqudticos e devida a
essa escassez de informacgdes, correlacionar dados de PK/PD se torna impraticivel

(TASSO, 2008; GUARDABASSI et al., 2008).

CONSIDERACOES FINAIS

O Brasil possui grandes potencialidades para se tornar um dos maiores produtores e
exportadores de peixes no mundo, particularmente de tildpias. Isso é realidade ja
demonstrada nos ultimos estudos realizados pela FAO. No entanto, se ndo houver
desenvolvimento cientifico no pais a partir de agora, os elevados nimeros de produgdo
sugeridos pela FAO ficardo mais distantes a serem alcangados. Para tanto, a realizacdo de
pesquisas cientificas devem ocorrer em todo o ambito da aquicultura e percorrerem
caminhos juntos e em paralelo.

No mundo, ha poucos medicamentos licenciados para uso na aquicultura e muitos
utilizados sem autorizacdo. Isto se justifica pela falta de estudos clinicos e de conhecimento
tedrico e préatico sobre esse assunto em organismos aqudticos. Ha falta de dados que
demonstrem eficacia e seguranca no animal, no produto de origem dele e dos impactos que
podem ser causados no ambiente.

Problemas relacionados a sanidade em piscicultura podem ser amenizados com a

adocdo de boas priticas de manejo na producdo. Isso tem beneficios econOmicos
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relacionados ao aumento da sobrevivéncia, mas também economia na racionalizacao do uso
de produtos terapéuticos. A manuten¢do de condicdes favordveis, manejo adequado e
implantacdo de medidas de biosseguranga sdo formas de reduzirem a prevaléncia e a
disseminacdo de doencgas na tilapicultura. Porém, quando ndao cumpridos, os agentes
antimicrobianos sao uma necessidade e ndo podem ser vistos como vildes.

E preciso ficar atentos com a globalizagdo da tildpia que vem proporcionando a
transferéncia de pds-larvas, alevinos e matrizes de diversos paises, favorecendo a ripida
disseminagdo de agentes patogénicos para os quais ainda ndo estamos preparados para
lidar. Por isso € necessdrio que governo e o setor publico desenvolvam e implementem boas
praticas na aquicultura, e fornecam subsidios para a criacdo de leis e regulamentos
alinhados com normas e diretrizes internacionais relativos a licenciamentos e uso de

medicamentos veterinarios na aquicultura.
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CAPITULO II

Racao medicada com enrofloxacina através de revestimento

polimérico para uso na piscicultura

Este capitulo serd submetido para publicacdo na Revista Brasileira de Zootecnia
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Racao medicada com enrofloxacina através de revestimento polimérico
para uso na piscicultura

RESUMO

A maioria dos tratamentos medicamentosos na piscicultura € feito através da administracio
de ragdes medicadas. A prética nas criacdes € recobrir a racdo com uma mistura feita de
6leo vegetal ou de peixe com o medicamento. A op¢do em usar polimero ao invés de 6leo
para o tem como principal vantagem, melhor uniformidade e aumento da resisténcia fisica
do granulo, o que contribui na diminui¢do da lixiviacdo ndo s6 do medicamento como
também dos nutrientes da ragao para a dgua. Para tanto foi preparado uma ra¢do medicada
através do revestimento com PVP (polivinilpirrolidona) com 0,1% de enrofloxacina (ENR).
Foi desenvolvido e validado método analitico para o doseamento do firmaco na racdo
utilizando HPLC-FLD. O método desenvolvido atendeu as exigéncias do Guia de validacdo
e controle de qualidade analitica: fairmacos em produtos para alimentacdo e medicamentos
veterindrios do MAPA (2011). O teor de ENR na racdo produzida foi de 1.047 mg g de
ENR.

Palavras-chave: antimicrobiano; racdo medicada; peixe; cromatografia liquida; validagao.
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Feed medicated with enrofloxacin through polymeric coating for use in
aquaculture

ABSTRACT

Most drug treatments in fish farming is done with feed medicated administration. The
success of therapy depends using these diets is that the drug shall be well distributed on the
surface of the diet. The option of using polymer instead oil for coating the feed with the
drug has the major advantage of uniformity and increase the resistence of the granule which
contributes to, not only reduce leaching of the drug, as well as the nutrient losses for water.
For that was prepared feed medicated by coating with PVP-K30 with 0.1% ENR and also
developed and validated analytical method for the determination of enrofloxacin in the feed
(HPLC-FLD). The method developed has met the requirements of the MAPA and the
product obtained was homogeneous with 1.047 mg g of ENR.

Keywords: enrofloxacin; medicated feed; fish; liquid chromatography; validation.
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INTRODUCAO

A maioria das bactérias e outros patégenos encontram-se naturalmente presentes
nos ambientes aqudticos e sua erradicacdo € praticamente impossivel. Desta forma, a
implantacdo de boas praticas, o uso de vacinas e terapias medicamentosas tornam-se
ferramentas valiosas dentro do manejo sanitdrio das propriedades quando surtos de doengas
ocorrem.

No mundo todo, somente em alguns paises existe regulamentagdo quanto ao uso de
agentes terapéuticos na piscicultura. Com algumas variacdes, os antibidticos autorizados
para uso na aquicultura sdo a oxitetraciclina, florfenicol, sarafloxacina, eritromicina e
sulfonamidas associadas com trimetoprima ou ormetoprima (SERRANO, 2005).

Atualmente, no Brasil, apenas dois antibidticos de uso veterindrio estdo registrados
e regulamentados para uso na piscicultura: o florfenicol e a oxitetraciclina (BRASIL, 2013;
CPVS-SINDAN, 2013). Além desses, outros ndo regulamentados ou registrados para outras
espécies animais também tem sido administrados de maneira imprudente e irracional.

Aprovada para uso veterindrio no final da década de 80 (MARTINEZ et al., 2006), a
enrofloxacina (ENR) € um antibidtico ndo licenciado em muitos paises para o uso na
aquicultura, inclusive no Brasil. No entanto, é largamente usada por apresentar amplo
espectro de acgdo, efeito bactericida em baixas concentragdes, boa penetracdo nos tecidos e
fluidos corporais. Devido a essas caracteristicas, segundo Danyi et al (2010), tem sido
farmaco de escolha para muitos tratamentos de doengas de peixes e camardes.

Os tratamentos com antimicrobianos na piscicultura podem ser realizados por
injecdo, imersdo ou através de racdo medicada. Esta tultima, por sua vez, pelo seu baixo
custo se torna mais conveniente, sendo a principal via de administracdo (SAMUELSEN,
2006).

A racdo pode ser formulada com o medicamento nas préprias fabricas de racdo
antes do processo de extrusdo ou de peletizacdo ou ainda, a op¢do mais escolhida, ser
recoberta superficialmente com a adi¢do de 6leo-medicamento depois de pronta no local de
criacdo (SHAO, 2001;SHERING, 2013 e PHIBRO, 2013). Essa é sem duvida, a técnica
mais utilizada pelo produtores. Ela alia praticidade e rapidez na formulacdo do produto,

exclui a possibilidade de contaminagdo cruzada nas linhas de producdo de ragcdo na
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inddstria € o 6leo contribui para uma melhor palatabilidade da ragdo. Porém, o uso
excessivo de 6leo para melhorar a adesdo das particulas do medicamento a ragdo, leva a um
desbalanceamento nutricional da dieta e os riscos de erros na manipulacdo dessas ragdes
nos locais de produ¢do sdao maiores devido a nao fiscalizacdio no cumprimento das boas
préticas de fabricagdo.

Na industria farmacéutica a técnica de revestimento ¢ bem difundida e se faz em
comprimidos, granulos ou pds por inimeros motivos: protecao fisica e quimica ao principio
ativo, mascaramento de sabores desagraddveis e obtencdo de sistemas de liberagao
controlada. Podem ser revestidos com acticar e com peliculas poliméricas por meio da
irrigac@o ou aspersao da solug@o nas drageadeiras ou em leitos fluidizados (ANSEL et al.,
2000). Dentre as peliculas poliméricas, o PVP (polivinilpirrolidona) ¢ empregado em
diversas formulacdes farmacéuticas como agente de suspensdao em solucgdes orais (utilizado
mais que 5%) e em comprimidos como agregante, diluente e agente de cobertura ou
revestimento (utilizado entre 0.5-5%) (ROWE et al., 2009).

O sucesso da terapia medicamentosa com o uso de racdes medicadas depende da
ingestdo da quantidade certa do alimento pela populacdo-alvo a fim de que as
concentracdes terapéuticas sejam alcancadas. Para tanto, também € necessdrio que o
medicamento esteja na superficie da racdo de forma bem uniforme.

A opg¢ao em se usar polimero e ndo 6leo para recobrir a racdo com o farmaco tem
como principal vantagem a uniformidade e o aumento da resisténcia fisica do granulo que
por sua vez, tem como outra vantagem diminuir a lixiviagdo nio s6 do medicamento como
também dos nutrientes da racdo para a dgua. Assim, o objetivo do presente trabalho, foi
preparar uma ra¢do medicada com 0,1% de ENR através do revestimento com PVP e
desenvolver, validar método analitico para quantificacdo da ENR em cromatografia liquida

de alta eficiéncia com detector de fluorescéncia (HPLC-FLD) no produto formulado.
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MATERIAL E METODOS

Reagentes e materiais

Acetonitrila (ACN) da J.T. Baker (Philipsburg, EUA) e metanol (MeOH) da
Honeywell Burdick & Jackson (Muskegon, EUA) de grau HPLC. Acido férmico da Acros
Organics (New Jersey, EUA), 4dcido acético glacial da Qhemis (Sdo Paulo, Brasil) e dlcool
etilico da Labsynth (Sao Paulo, Brasil) todos de grau analitico. Polivinilpirrolidona (PVP —
K30) obtido da Henrifarma (Sao Paulo, Brasil). Durante este estudo, utilizou-se agua
purificada em sistema Milli-Q (Millipore, EUA). As fases mdveis foram filtradas utilizando
membranas com uma porosidade de 0,22 um de fluoreto de polivinilideno (PVDF) e
politetrafluoretileno (PTFE) (Millipore, EUA). Os extratos finais foram filtrados em filtros
de PVDF de 0,22 um (Millipore, EUA).

Equipamentos

Na etapa de revestimento foram usados os seguintes equipamentos: (i) pulverizador
manual da marca Vonder (Sao Paulo, Brasil) para aspersdo da solugdo; (ii) misturador,
Mobilgear, modelo Mobil 636 (Lancashire, Reino Unido), adaptado a um secador de
cabelos (Daihatsu, Brasil) funcionando como uma drageadeira.

A trituracdo e homogeneizacdo das amostras foram feitas em processador de
alimentos, modelo 600W da Philips Walita (Barueri, Sao Paulo Brasil) e em agitador de
tubos - vortex, marca Phoenix Luferco, modelo AP-56 (Araraquara, Sao Paulo, Brasil).
Para a precipitagdo, centrifuga da FANEM (Guarulhos, Sao Paulo, Brasil) modelo Excelsa
Baby II 206-BL e para quantificagdo, equipamento de HPLC-FLD constituido de um
sistema de bombeamento quartendrio modelo Waters 600E; injetor automéatico modelo
Waters 717 e detector de fluorescéncia modelo Waters 474. A aquisicdo de dados foi
realizada através do programa computacional Millenium®* versio 4.0 (Waters, Milford,

EUA).
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Padrao e solucoes

Padrao
Enrofloxacina (ENR), com pureza maior que 98%, obtida da Sigma-Aldrich (St.

Louis, MO, USA) e armazenada a temperatura de 10°C.

Solugdo estoque

A solucdo de enrofloxacina (5 mg mL™) foi preparada em solugdo aquosa 10% de
acido acético (v/v) e armazenada a -23°C em frasco de vidro ambar por trés meses.

Essa solu¢do foi utilizada para a fortificacdo das amostras brancas de racdo e

construcdo das curvas analiticas.

Solugdo de extragdo
Foi preparada uma solucdo aquosa 2% é&cido férmico (v/v), misturado com
acetonitrila (ACN) na propor¢do 70:30 v/v e armazenado em frasco-reagente por periodo

de, no maximo, 30 dias.

Solugdo para revestimento

Com a dose estipulada para o ensaio farmacocinético de 10 mg kg' p.v e
fornecimento de racdo para 1% da biomassa, foram preparadas bateladas de 100g de ragdao
com 0.1% de ENR. E importante mencionar que no processo de revestimento hé perdas do
farmaco (REZENDE, 2012), sendo necessario realizar sua compensacdo. Assim, foram
pesados num béquer 150mg de PVP — K30 e solubilizados com 21 mL de etanol. Em outro
béquer, foram pesados 150mg da ENR e solubilizados em 9 mL de solu¢do aquosa de acido
acético 0,5% (v/v). Essas duas solucdes foram misturadas, perfazendo uma solu¢do final

com volume de 30mL. Esta solu¢do foi vertida para um pulverizador manual.

Amostras
As amostras comerciais de racdo foram doadas pelo Centro de Aquicultura da
UNESP (CAUNESP) de Jaboticabal — SP. Foi utilizada ra¢do extrusada Pira 28, diametro

de 4-6mm (Guabi, Campinas, Sao Paulo) adequada para a fase de crescimento em que os
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peixes se encontravam. A composicao da racdo comercial utilizada estd descrita na tabela 1.
As amostras recebidas foram acondicionadas em sacos pldsticos e armazenadas a
temperatura de -19°C por periodo de seis meses.

A amostra referida como branco no estudo foi a amostra adicionada da solugdo de

revestimento (PVP) sem a presenca do analito (ENR).

Tabela 1. Composi¢do da racao comercial Pird 28% ",

Composicao Concentragdo  Porcentagem (%)
Proteina bruta (min.) 280 g Kg' 28
Extrato etéreo (min.) 50 g Kg'

Umidade (méx.) 80 g Kg'

Matéria fibrosa (max.) 70 g Kg'!

Matéria mineral (méx.) 100 g Kg"' 10
Célcio (min.) 12gKg"

Fésforo (min.) 6 mg Kg'

Vitamina A (min.) 16.000 U1 Kg™

Vitamina D3 (min.) 4.000 UI Kg'

Vitamina E (min.) 200 UI Kg'

Vitamina B1 (min.) 32 mg Kg'

Vitamina B2 (min.) 32 mg Kg

Vitamina B6 (min.) 32 mg Kg

Vitamina B12 (min.) 32 ug Kg"

Vitamina C (min.) 200 mg Kg'!

Niacina (min.) 150 mg Kg'!

Biotina (min.) 10 mg Kg!

Acido félico (min.) 10 mg Kg™'

Colina (min.) 1.500 mg Kg™!

Manganés (min.) 50 mg Kg! 5
Zinco (min.) 150 mg Kg'! 15
Ferro (min.) 150 mg Kg!

Cobre (min.) 20 mg Kg'! 2
Cobalto (min.) 0,5 mg Kg'

Iodo (min.) 1 mg Kg'

Selénio (min.) 0,7 mg Kg'!

*valores fornecidos pelo fabricante (Guabi).
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Raciao medicada

Preparo da racdo medicada

O preparo foi baseado na técnica de revestimento de comprimidos por meio de
irrigacdo ou aspersao da solu¢ao em drageadeira (ANSEL et al., 2000).

No misturador foram dispensados 100g de racdo comercial, sendo pulverizados
continuamente com a solucdo de revestimento.

Com o auxilio do secador de cabelos para volatilizacdo do solvente e o misturador
em rota¢do baixa, com inclinacdo proxima a 40°, toda a solu¢dao (30mL) foi pulverizada

manualmente de forma constante sobre a ra¢cdo comercial.

Método analitico

Procedimento de preparo de amostra
A técnica de preparo foi baseada no doseamento de comprimidos descritos nas
Farmacopéias (USP, 2007 e BRASIL, 1988) e a propor¢dao fase aquosa e organica na

solugdo extratora de Galarini et al. (2009) .

Extracdo

Aproximadamente 50 g de racdo foram previamente triturados, homogeneizados em
processador de alimentos e uma parcela de 1.0 g, pesada em tubo de polipropileno, tipo
Falcon, com capacidade de 15 mL. A essa amostra foram adicionados 10 mL da solugdo de
extracdo. Os tubos foram colocados em agitador mecanico com velocidade maxima por 1
minuto e centrifugados (1589 g) por 5 minutos. Uma aliquota de 2,5 mL do sobrenadante
foi transferida para um baldo volumétrico de 25 mL e completado o volume com dgua
destilada. O extrato diluido foi filtrado com filtro PVDF 0,22um e injetado no sistema

cromatogréfico. (Figura 1)

Separagao, detecgdo e quantificacdo

A separacdo dos analitos foi realizada em coluna analitica monolitica Chromolith®
RP-18e (100 x 4.6mm — Merck, Darmstadt, Alemanha), mantida a temperatura de 22°C,
fase mével constituida por dcido férmico 1%, acetonitrila (ACN) e metanol (MeOH), com
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eluicdo isocratica na propor¢do de 82:10:8 (v/v/v), volume de injecdo de 10 uL e vazado de
ImL/min. Tempo de corrida: 4 minutos. Deteccio por fluorescéncia (Aexc 280 nm € Aer, 450
nm / ganho de 1).

Curvas analiticas de resposta (altura do picos) versus concentragao para a ENR
foram construidas. As equacdes das curvas foram estimadas pelo método dos minimos

quadrados ordindrios (MMQO) e utilizadas para o calculo das concentragoes.

1g de racgao triturada +
10mL da solugdo extratora

vortex — 1 min.

Centrifugacao (1589 g) por 5

minutos
Dispensar 2,5mL do Completar o
Sobrenadante: retirar sobrenadante num volume com
aliquota de 2,5mL bal3o volumétrico de agua (diluicdo
de 10x)
25mL

Filtracdo — 0,22 um

Injecdo / HPLC-FLD -
10ulL

Figura 1. Fluxograma do método analitico desenvolvido para determinacdo de ENR na

ragao.
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Validacao do método analitico
Para a validacdo intralaboratorial deste ensaio analitico foram seguidas
recomendacdes do Guia de validagdo e controle de qualidade analitica: farmacos em
produtos para alimentagdo e medicamentos veterindarios do MAPA (BRASIL, 2011).
Foram avaliados os seguintes parametros: linearidade, seletividade, exatiddo e
precisdo, limites de deteccdo e quantificagdo. Apesar das andlises terem sido realizadas a

partir de curvas matrizadas, o efeito matriz também foi avaliado.

Linearidade

Curvas matrizadas através da adicdo do padrdo realizada antes da extracdo foram
preparadas em cinco niveis de concentracio (2; 5; 10; 15 ¢ 20 ug g) e em trés replicatas de
cada nivel. Aliquotas de 40, 100, 200, 300 e 400uL, respectivamente, da solu¢do estoque
foram utilizadas para o preparo das curvas.

Brancos da curva foram preparados em triplicata e serviram de referéncia no
controle de qualidade das andlises e na avaliacdo do ruido, mas nao foram incluidos nos
calculos.

A linearidade foi expressa através dos coeficientes angular (sensibilidade) e linear
(r) obtidos a partir de curvas analiticas matrizadas feitas em triplicata num mesmo dia e em
trés dias diferentes. Graficos de residuos foram gerados pela regressao linear e calculos da
estimativa dos parametros da regressdao pelo método dos minimos quadrados ordindrios

foram realizados.

Seletividade e efeito matriz

A seletividade foi avaliada através da injecdo de 10 amostras brancas independentes
e comparada com amostras de matrizes fortificadas. O objetivo foi eliminar quaisquer
davidas com possiveis coelui¢des de outros analitos proximos aos intervalos de tempo de
retencdo da ENR.

Outro estudo de seletividade importante realizado foi a avaliacdo do efeito matriz a
fim de verificar possiveis interferéncias causadas por elementos diversos que compdem a
matriz gerando fendmenos de diminui¢do ou ampliacio do sinal. O efeito matriz foi

avaliado a partir de extratos purificados de amostras brancas de ragdo, fortificados em trés
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niveis de concentracdo (5, 10 e 15 ug g ') e comparados nessas mesmas concentragdes com

o analito no solvente.

Exatiddo, precisdo e limites de deteccdo (LOD) e quantificagcdo (LOQ)

A exatiddo do método foi avaliada através de ensaios de recuperacdo, utilizando
amostras de matrizes brancas fortificadas em trés niveis de concentracdo (5, 10 e 15 ug g"),
todos em triplicata. Os resultados foram expressos como a porcentagem das concentracdes
média fortificadas na matriz em relacdo a concentracdo fortificada em solucdo padrdo na
mesma concentracao.

Com relagdo a precisdao, a mesma foi expressa por meio da repetitividade (precisao
intradia) e da precisdo intermedidria (precisdo interdias, reprodutibilidade interna ou
intralaboratorial) através de seus coeficientes de variagdo (CV, %) em cada um dos niveis
de fortificacao estudados em triplicata.

A repetitividade foi realizada no mesmo dia, pelo mesmo analista € com 0s mesmos
equipamentos.

Assim, da mesma maneira que foi feita a precisdo intradia, também foi feita para a
precisdo intermedidria, porém repetidos em trés dias diferentes. Aliquotas de amostras
brancas foram fortificadas com ENR nas concentracdes de 5, 10 e 15 pg g e a média dos
coeficientes de variacdo das concentra¢des obtidas de todos os dias foram usadas para
expressar a precisao intermediaria.

LOD e LOQ foram estimados pelo método baseado em parametros da curva
analitica (RIBANI, 2004). O valor obtido de LOQ por este método foi confirmado através
da andlise de 10 brancos de matrizes fortificadas, respeitando a relacdo sinal/ruido igual a
10 e aceitando-se exatiddo entre 95 a 105% e precisdo mixima de 3.5%, ou seja, abaixo de

dois tercos do valor de referéncia (5.3%) (BRASIL, 2011).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Processo de revestimento da racao

No compéndio veterindrio brasileiro, a ENR é apresentada nas seguintes formas
farmacéuticas: solucdo injetdvel, p6 soluvel para dgua de consumo e comprimidos nas
dosagens de 15, 50 e 150mg (CPVS-SINDAN, 2013). Com a indisponibilidade de amostras
de medicamentos para a produgdo das ragdes medicadas, a op¢do foi o uso do padrdao
analitico (> 98%) de ENR.

O desafio de conseguir uniformidade do antibiético sobre a ragdo comecou quando
foi realizada a primeira tentativa de incorporar a mistura do padrdo com 6leo de soja — 2%
(p/p). Observou-se visualmente que parte do que se incorporava se perdia por
desprendimento do granulo da racdo durante o manuseio ou por aderéncia na parede da
embalagem.

A segunda tentativa foi pulverizar a ragdo, torna-la pd, adicionar o medicamento e
peletizd-la. Porém, considerando a situagdo real, em que o produtor precisa oferecer a ragao
medicada a um nimero muito superior de peixes € a0 mesmo tempo ter um controle visual
do seu consumo na administracdo, essa segunda tentativa foi deixada de lado. Assim surgiu
a terceira tentativa; aplicar o que ja existe de tecnologia na indudstria farmacéutica para o
revestimento da racao.

O uso de polimeros como propileno glicol (PG) e polietilenoglicol (PEG) em
formulacdes de premixes destinados para uso na aquicultura ji tem sido feito para
resolucao de problemas de aglomeracdo em formulagdes que utilizam altas porcentagens de
6leo mineral e vegetal (SHAO, 2001). Outra aplicacido de polimero visto na literatura é de
LILLEHAUG (1989) e WONG et al. (1992) citados por SHAO (2001) que fizeram uso de
Eudragit ® (copolimero anidnico a base de dcido metacrilico e acrilato de etila) para
revestimento entérico em formulagdes orais de vacinas contra vibrioses em peixes.

A aplicabilidade do PVP em dietas para peixe também € conhecida. Cantelmo et al.
(2002) relataram que com o uso desse polimero como agente aglutinante na ragdo, hd
aumento no tempo de flutuagdo e uma considerdvel melhora na resisténcia fisica dos

péletes. Consequentemente, menor lixiviacao de nutrientes da ra¢do para dgua.
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Recentemente em nosso grupo de pesquisa, Rezende (2012), demonstrou que a
técnica de revestimento com o uso de PVP-K30 para racdes medicadas com ENR € de facil
realizagdo e concluiu que as solugdes de revestimento contendo 0,5 ou 2% deste polimero,
reduzem a taxa de lixiviacdo do farmaco para dgua. Contudo, o tempo de flutuacdo e a
temperatura, outras varidveis estudadas, foram estatisticamente significativos nos valores
de lixiviacdo. Ou seja, quanto maior o tempo de flutuacdo e a temperatura do meio, maiores
serdo as taxas de lixiviacdo. Neste mesmo trabalho citado, a autora constata boa
uniformidade no processo utilizado, com excelente distribui¢do da ENR sobre a racao.

No presente trabalho foi usado solu¢dao de PVP, na concentragdo de 0,5% e volume

total para aspersdao de 30 mL, o mesmo usado por Rezende (2012).

Preparo de amostra

Na literatura, hd muitos trabalhos que reportam diversos métodos analiticos para
quantificacdo da ENR em diversas matrizes, porém em racdo hd uma caréncia de
informacdes. Trabalhos publicados como de Galarini et al. (2009) e Sun et al. (2011),
apresentam métodos com fins de fiscalizacdo de possiveis residuos provenientes de
contaminac¢do cruzada com fluoroquinolonas, dentre elas a ENR, em racdes destinadas a
peixes. Trabalhos com métodos analiticos para fins de controle de qualidade em racdes
animais nao foram identificados com nenhuma fluoroquinolona.

O doseamento de principios ativos em comprimidos se faz através da pulverizacao
da amostra, seguida de extracdo sélido-liquido e dilui¢do. Neste trabalho, seguiu-se o
mesmo principio e ao invés de comprimidos, foram utilizados granulos de racdo extrusada.

As fluoroquinolonas sdo compostos anféteros. Elas podem se comportar como acido
ou como base. O que definird seu comportamento serd o pH do meio. Como caracteristica
fisico-quimica, possuem boa solubilidade em solventes organicos polares e ¢ muito comum
o uso de misturas aquosas-organicas nos métodos de extragdo em que as envolvem.

Para definir a composicdo da solugdo extratora, foram testadas: (i) solu¢do aquosa
de acido férmico e (ii) solu¢do aquosa de acido acético, ambas na mesma concentragao
(2%) misturadas a ACN, na propor¢ao 70:30 (v/v). Verificou-se que com o 4cido acético, a
eficiéncia de extracdo foi 5% menor em relagdo ao outro acido. Assim, mesmo diante de

pouca diferenca, foi feita a op¢ao pelo dcido férmico.
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O trabalho de Galarini et al. (2009) traz a propor¢do de 70:30 — fase aquosa : fase
(v/v) para a extracdo de onze quinolonas em racdo animal, com o uso de dacido
metafosférico e ACN . Essa propor¢do foi a mesma utilizada neste trabalho. Porém, ainda
com relagdo ao trabalho citado, ndo foi necessaria a limpeza com cartuchos de extragdo em

fase solida e repeticdo da extracdo, devido aos valores obtidos de recuperacdo serem

adequados (96-102%).

Validaciao do método analitico

A seletividade do método, primeiro parametro avaliado, foi confirmada com a
auséncia de picos interferentes no intervalo de retencdo da ENR na andlise de 10 brancos da
amostra (Figura 3.).

Nao foi observado efeito matriz em nenhum dos niveis de fortificacdo (Figura 2).

Curvas analiticas foram construidas a partir de brancos de racdo comercial
fortificadas nos niveis de concentragdo 2, 5, 10, 15 e 20 ug g'1 e os valores obtidos

apresentaram forte correlacdo linear, acima de 0.999 (Figura 4 e Tabela 2.).
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0 . . 0 . .
0 10 20 0 ENngg g 20
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Figura 2. Curvas analiticas no solvente e no extrato fortificado para a ENR na racdo e a

auséncia de efeito matriz.
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Figura 4. Curva analitica para a determinacdo da ENR na racdo e grafico de residuos da

regressao.
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Valores de LOD e LOQ com precisdo e exatidao aceitdveis estdo apresentados na
tabela 2, assim como outros parametros obtidos na validagao.

Os resultados obtidos de exatiddo e precisdo do método estdo de acordo com 0s
valores preconizados pelo MAPA (BRASIL, 2011). Assim os valores médios de exatidao
estiveram entre 98 e 100%. Quanto a precisdo intradia, a mesma foi obtida a partir de
triplicatas (n = 3) com as amostras processadas e analisadas num mesmo dia. O processo
foi repetido em trés dias diferentes e esta foi expressa como a média dos coeficientes de
variacdo (CV, %) obtidos para as triplicatas das andlises realizadas em cada um dos dias. A
precisdo interdias foi obtida a partir das mesmas andlises realizadas com as amostras
fortificadas para a obten¢do da precisao intradia. No entanto, o resultado foi expresso como
0 CV (%) das médias calculadas a partir das triplicatas analisadas em cada um dos dias
(Tabela 2).

Os valores de CVs ficaram abaixo de dois ter¢cos do valor minimo de referéncia

(3.7%) admitindo C o maior nivel de concentragio expresso em 2 mg g
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Tabela 2. Valores dos parametros de validacdo do método por LC-FLD para determinacdo

de enrofloxacina (ENR) na racdo medicada.

PARAMETROS DE VALIDACAO

Faixa de trabalho (ug g™) 2-20
Linearidade (r?) 0,9994
Sensibilidade (ua ug g") 45639
LOD (g g™) 0.7
LOQ (ngg") 2
Precisao Intradia (CV %)
5ugg’ 0,92
10pgg" 0,77
15ugg’ 1,72
Precisao Interdia (CV %)
Sugg’ 1,03
10pgg! 0,90
15ug g’ 1,76
Exatidao (% Recuperacao)
Sugg’ 96 - 99
10pgg! 98 - 101
15ugg! 99 - 102

Analise da racio medicada

Com o método validado para a quantificacdo da ENR na racdo, o mesmo foi
aplicado nas racdes preparadas laboratoriamente.

Como foram feitas trés bateladas de 100g, totalizando 300g, as ra¢des de cada
batelada foram misturas entre si e realizada a amostragem por quarteamento manual. Feito
isso, foram analisadas em trilpicata da maneira j4 descrita anteriormente.

O resultado obtido na amostra analisada apresentou precisdo satisfatéria
(CV=2.76%), ou seja, abaixo de dois tercos do valor do coeficiente admitido (5.3%) para o
nivel da concentragio esperado (1.0 mg g"). O teor da ENR (1.047 mg g'l) quantificado

ficou muito préximo do esperado.
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CONCLUSOES

Para determinacdo da ENR na racdo, o método desenvolvido e validado
empregando cromatografia liquida com detec¢do por fluorescéncia foi adequado para a
quantificacao do analito.

E importante citar que foi utilizado o padrio analitico da ENR (> 98%) e ndo o
medicamento. Isto significa dizer que essa técnica proporcionou de maneira eficiente a
incorporagdo dessa quantidade de fairmaco na racdo. Além disso, manter as caracteristicas
iniciais de composi¢ao e estrutura da ragdo alia s6 vantagens a esse método de preparo.

Por fim, ainda sobre o processo de revestimento da ra¢do, mais estudos devem ser
realizados tais como, estabilidade do farmaco na racdo revestida, palatabilidade,
permanéncia do farmaco ligado nos ambientes aquaticos e altera¢do na cinética do farmaco

nos animais em estudo.
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CAPITULO III

Estudo farmacocinético da enrofloxacina em tilapia-do-Nilo

(Oreochromis niloticus) ap6s administracao oral em dose Gnica

Este capitulo serd submetido para publica¢do na Aquaculture
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Estudo farmacocinético da enrofloxacina em tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus)
apos administracio oral em dose tinica

RESUMO

A disposi¢do cinética da enrofloxacina (ENR) no plasma e a distribui¢cdo nos tecido
muscular foram avaliados em tildpias-do-Nilo apés tnica administracdo oral (10 mg kg™
p.v) através de racdo medicada. Os peixes foram mantidos em temperatura entre 28 e 30°C.
Os tempos de coleta foram fixados de meia hora até 5 dias apds a administragdo. As
amostras foram analisadas por HPLC-FLD. A ENR foi lentamente absorvida e eliminada
do plasma (Cpax = 1.241 £ 0.376 pug mL! , Tmax = 8 h; T1pge = 19.36h). A ENR distribuiu-se
de forma eficiente, mantendo-se em concentragdes altas no tecido muscular (2.166 + 0.742
ug gh). O seu metabdlito, a ciprofloxacina (CIP), foi detectado no plasma e no misculo,
porém em baixissimas concentracdes. Apds administracdo oral, a concentracio média no
plasma e tecidos foi bem superior as concentracdes inibitérias minimas (CIM) para a
maioria das bactérias ja isoladas de peixe. Utilizando essa dosagem pode-se dizer que €

possivel obter concentragdes terapéuticas no sangue.

Palavras-chave: farmacocinética; peixe; plasma; musculo; antibidtico.
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Pharmacokinetic study of enrofloxacin in Nile tilapia (Oreochromis niloticus) after
single oral administration

ABSTRACT

The plasma kinetics and tissue distribution of enrofloxacin (ENR) were investigated in Nile
tilapia after single oral administration by medicated feed (10 mg kg' p.v.) kept in
freshwater at 28 — 30°C. Plasma and tissue concentration of ENR and of its metabolite
ciprofloxacin (CIP) were determined by HPLC-FLD from 0,5 to 120h. ENR was slowly
absroved and eliminated (Cpax = 1.241 £ 0.376 ug mL! , Thax = 8 h; Tipge = 19.36h). ENR
was distributed efficiently to the extravascular compartment, with high concentrations
(2.166 + 0.742 pg g'). CIP was detected in plasma and tissue, however in low
concentrations. After oral administration, the mean plasma and tissue concentrations was
well above the minimum inhibitory concentrations (MIC). It is possible to obtain
therapeutic blood concentrations of enrofloxacin in Nile tilapia using this oral

administration.Therefore; it may be effective in the therapy for Nile tilapia.

Keywords: pharmacokinetic; enrofloxacin; fish; plasma; muscle; antibiotic.
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INTRODUCAO

Segundo o Ministério da Pesca e Aquicultura - MPA (BRASIL, 2012), em 2010,
como em outros anos anteriores, a tildpia (155.450,8t.) seguida da carpa (94.579t.) foram as
espécies mais cultivadas na aquicultura continental brasileira. Somadas representaram
63,4% da producao nacional de pescado nesta modalidade.

A alta estocagem nos tanques, o excesso de matéria organica proveniente das sobras
de rac@o e outros erros no manejo, tornam esses animais muito susceptiveis as diversas
doencas de origem bacteriana.

A escolha de um agente terapéutico para o tratamento de bacterioses na aquicultura
€ uma tarefa dificil de realizar adequadamente. O ideal € que a escolha do agente seja feita
por um especialista em saide de peixe e que o medicamento seja licenciado para uso. No
entanto, na maioria das vezes nao ha um profissional com tal conhecimento e em muitos
paises ha uma completa auséncia de agentes licenciados. Até mesmo nos paises onde ha
medicamentos licenciados, o nimero costuma ser tdo pequeno que a escolha se torna
bastante limitada, agravando problemas de resisténcia aos antimicrobianos ji existentes
(GUARDABASSTI et al., 2008).

No Brasil ocorre exatamente o que foi descrito: apenas ha dois agentes para escolha
- florfenicol e oxitetraciclina, pouquissimos profissionais qualificados e caréncia de
informagdes de campo sobre a eficdcia clinica dos antimicrobianos nas diversas espécies
cultivadas aqui. Como consequéncia, o uso de medicamentos legislados para outras
espécies animais sendo aplicado em peixes tem se tornado uma pratica comum.

Enrofloxacina (ENR) € um desses agentes ndo licenciados na aquicultura. Com
excecdo dos paises asidticos; China e Tailandia onde seu uso é permitido (FANG et al.,,
2011; UDOMKUSONSRI et al., 2007), em nenhum outro pais seu uso é regulamentado
para a aquicultura. Porém, € muito usada no tratamento de processos de septicemia
generalizado e infec¢des externas em peixes (SAMANIDOU et. al,2008).

Até 2005, seu uso nos Estados Unidos em animais produtores de alimentos era
permitido para aves, bovinos e suinos. Com as evidéncias do desenvolvimento de

resisténcia da Campylobacter jejuni a ENR em frangos de corte, o firmaco foi proibido
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para aves (FDA, 2012) e atualmente, € proibido seu uso extra-label sendo apenas permitido
para bovinos e suinos (FDA, 2013).

No Brasil, assim como nos Estados Unidos, o uso de ENR € permitido em bovinos,
suinos, caprinos, ovinos e aves de corte. No entanto, em 2010, o MAPA através do
PNCRC/Animal, a incluiu na lista dos antimicrobianos a serem monitorados em peixes de
cultivo.

Por ser uma fluoroquinolona, € considerada um farmaco bactericida, de amplo
espectro que possui efeito pds-antibidtico para a maioria de patégenos gram-negativos.
Ocasiona morte bacteriana concentragdo-dependente e € especialmente indicada para
diversas infecc¢Oes entéricas, respiratdrias, urindria, daqueles do complexo mastite, metrite e
agalaxia, dentre outros (LODE et al., 1991).

De uma maneira mais ou menos extensiva, a ENR € convertida em ciprofloxacina
(CIP) por desalquilagdo no figado. Isso ocorre em mamiferos € ndo mamiferos. A atividade
antimicrobiana da CIP contribui para a atividade da ENR (USP, 2003). Além disso, a ENR
possui liberacdo lenta a partir do tecido, apresentando tempos de meia-vida relativamente
longos o que assegura o prolongamento do intervalo entre as doses. Isto permite a
administracio de uma dose tnica didria (BUFFE et al., 2001). No entanto pelo tempo de
meia-vida ser longo, a ampla utilizacdo das quinolonas em peixes destinados a0 consumo
humano é um problema sério, pois seus residuos podem persistir em tecidos animais
comestiveis por um tempo considerdvel, caso ndo sejam obedecidos o tratamento e o tempo
de caréncia recomendados (LUCCHETTI et al., 2004)

Propriedades farmacocinéticas da enrofloxacina em peixes ja foram estudadas por
diversos autores em diversos peixes, na maioria deles provenientes da Europa como em
truta arco-iris (BOWSER et al., 1992), salmdo do Atlantico (MARTINSEN &
HORSBERG, 1995; STOFFREGEN et al., 1997), pacu vermelho (LEWBART et al.,
1997), dourado (DELLA ROCCA et al., 2004), bagre coreano (KIM et al., 2006), robalo
(INTORRE et al., 2000), truta marrom (KOC et al., 2009) e carpa prateada (FANG et al.,
2011).

Dentro deste contexto, com a falta de dados farmacocinéticos da ENR em tildpias-
do-Nilo (Oreochromis niloticus) e suspeita do seu uso na piscicultura brasileira, o objetivo

deste trabalho foi desenvolver e validar métodos analiticos em LC-FLD nas matrizes
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plasma e musculo de tildpias e obter o perfil farmacocinético da ENR apds tnica

administracao oral (10 mg kg'1 p.v.) através de racdo medicada.

MATERIAL E METODOS

Reagentes e materiais
Acetonitrila (ACN) grau HPLC da J.T. Baker (Philipsburg, EUA), metanol (MeOH)

da Honeywell Burdick & Jackson (Muskegon, EUA). Acido férmico, grau analitico, foi
adquirido da Acros Organics (New Jersey, EUA). Acido acético glacial da Qhemis (Sdo
Paulo, Brasil) e hexano da Carlo Erba (Rodano, Itidlia). Durante este estudo, utilizou-se
dgua purificada em sistema Milli-Q (Millipore, EUA). As fases moéveis foram filtradas
utilizando membranas com uma porosidade de 0,22 pum de fluoreto de polivinilideno
(PVDF) e politetrafluoretileno (PTFE) (Millipore, EUA). Os extratos finais foram filtrados
em filtros de PVDF de 0,22 um (Millipore, EUA).

Equipamentos

Aliquotas de plasma foram coletadas e dispensadas com pipetas monocanal
autométicas, modelo Research® da Eppendorf (Hamburg, Alemanha). No preparo das
amostras foram utilizados agitador de tubos - vértex, marca Phoenix Luferco, modelo AP-
56 (Araraquara, Sao Paulo, Brasil), centrifuga da FANEM (Guarulhos, Sao Paulo, Brasil)
modelo Excelsa Baby II 206-BL e evaporador centrifugo CentriVap® da Labconco (Kansas
City, EUA).

Para o preparo das amostras de musculo, foi utilizada balanca analitica, modelo BL.
2105 (Sartorius, Alemanha) para pesagem. A trituracdo e homogeneizagao das amostras de
musculo foram feitas em processador de alimentos, modelo 600W da Philips Walita
(Barueri, Sao Paulo Brasil), agitador de tubos - vortex, marca Phoenix Luferco, modelo
AP-56 (Araraquara, Sao Paulo, Brasil) e banho ultrassonico, modelo 08895-10 (Cole-
Parmer, México). Além desses, também foram utilizados centrifuga refrigerada Eppendorf,
modelo 5810R (Hamburg, Alemanha) e evaporador rotativo modelo MA 120 (Marconi,
Brasil).
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Padroes e solucoes

Padrées
Os padroes de ENR e CIP (pureza >98%) e sarafloxacina - SAR (>97%) foram

obtidos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) e armazenados na temperatura de 10°C.

(Figura 1).
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Figura 1. Estrutura molecular das fluoroquinolonas.

80



Solugoes estoque

As solugdes de CIP, ENR e SAR (1 mg/mL) foram preparadas individualmente em
baldes volumétricos de 25 mL pela dissolucdo do padrao em soluciao aquosa 10% de acido
acético. As solugdes foram armazenadas a -23°C em frascos de vidro ambar e preparadas

trimestralmente.

Solugoes de trabalho (pool)
Foram preparadas quatro solugdes para construcdo da curva analitica a partir de
ImL da solugdo estoque das fluoroquinolonas ENR e CIP. Foram realizada sucessivas

dilui¢des com 4gua destilada em baldes volumétricos de 10 mL.

Solugdo do padrao interno
A solugdo de trabalho do padrdo interno (SAR) foi preparada a partir de 1 mL da
solucdo estoque e feitas sucessivas dilui¢des apropriadas com dgua em baldes volumétricos

de 10 mL.

Amostras

As referéncias de branco de plasma e de musculo de tildpia foram doadas pelo
Centro de Aquicultura da UNESP (CAUNESP). Todas estavam livres da presenca de ENR
e CIP.

Método analitico

A quantificagdo dos analitos no plasma e no musculo foi realizada em um
equipamento de HPLC-FLD constituido de um sistema de bombeamento quartendrio
modelo Waters 600E; injetor automatico modelo Waters 717 e detector de fluorescéncia
modelo Waters 474. A aquisi¢do de dados foi realizada através do programa computacional

Millenium?? versio 4.0 (Waters, Milford, EUA). .
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Plasma. O método de ensaio executado foi fundamentado no método reportado por Mohan
et al. (2006, citado por KOC et al., 2009) com algumas modificacdes que serdo descritas
mais adiante.

O principio do método é baseado na precipita¢do das proteinas existentes no plasma

com o uso de acetonitrila (ACN).

Extracdo e limpeza

Ap6s o descongelamento em temperatura ambiente e homogeneizagdo, uma aliquota
de 500uL de plasma foi pipetada em tubo de polipropileno, tipo Falcon, com capacidade de
15 mL e adicionado de 1 mL de ACN. O tubo foi colocado em agitador mecanico ajustado
em velocidade maxima por um periodo de 30 segundos. Os extratos homogeneizados foram
centrifugados (1589 g) por 5 minutos. Para completa limpeza do extrato € ndo mais
precipitacdo de proteinas, mais 2 mL de ACN foram adicionados ao sobrenadante e
repetidos os mesmos processos de agitacdo e centrifugacdo das mesmas condicdes
anteriores ja citadas.

O extrato foi evaporado a 50°C em evaporador centrifugo e ressuspendido em

500uL de dgua destilada (Figura 2).

Separagao, detecgdo e quantificacdo

A separacdo dos analitos foi realizada em coluna analitica monolitica Chromolith®
RP-18e (100 x 4.6mm — Merck, Darmstadt, Alemanha), mantida a temperatura de 22°C,
fase moével constituida por dcido férmico 1%, acetonitrila (ACN) e metanol (MeOH).
Eluicao isocrética na propor¢ao de 82:10:8 (v/v/v), volume de injecdo de 10uL e vazao de
ImL/min, tempo total de corrida de 4 minutos. Detec¢do por fluorescéncia (Aexc 280 nm e
hem 450 nm / ganho de 1000).

Curvas analiticas (altura dos picos) versus concentracdo de cada fluoroquinolona
foram construidas. As equacdes das curvas foram estimadas pelo método dos minimos

quadrados ordindrios (MMQO) e utilizadas para o cdlculo das concentragdes.
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500 pL de plasma +
padrdo interno
(15 pL; 1 pg mL?)

Adicdo de 1mL de ACN

vortex; 1min

Centrifugacao

sobrenadante
(1589 g; 5 min.)
Adicdo de 2mL de ACN
Filtracdo
(0,22 um)
Injecao LC-FLD Ressuspensao em -
10uL 500 pL de dgua Evaporagdo (50°C)

Figura 2. Fluxograma do método analitico desenvolvido para determinacdo de CIP e ENR

no plasma.

Misculo. O método de ensaio executado baseou-se em McMullen et al. (2009) com apenas

algumas modifica¢des descritas a seguir.

Extracdo e Limpeza

Ap6s o descongelamento em temperatura ambiente, foi pesado um 1.0 = 0.05g de
musculo sem pele em tubo de polipropileno (tipo Falcon) com capacidade de 50 mL. A este
foram adicionados 5 mL de uma solucdo de ACN com 1% de 4cido acético (v/v). Os tubos
foram colocados em agitador mecénico em velocidade maxima por um periodo de 1
minuto. Apés homogeneizacdo, os extratos permaneceram em banho ultrassénico por 5
minutos e entdo centrifugados (10,000 g) por 3 minutos. O sobrenadante foi transferido
para outro tubo de centrifuga tipo Falcon de mesma capacidade. O precipitado foi

ressuspenso com mais 5 mL da solu¢do de ACN 1% de &cido acético (v/v), agitado e
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centrifugado nas mesmas condi¢cdes descritas anteriormente. Os sobrenadantes foram
agrupados € 5 mL de hexano foram adicionados para limpeza do extrato. Os tubos foram
colocados novamente em agitador mecanico, porém em baixa velocidade por 30 segundos.
Apoés agitagdo, permaneceram em descanso por cerca de 5 minutos e por fim, a fragdo
superior (hexano) succionada a vacuo. Os extratos foram levados a total secura através de
evaporador rotativo com banho a 50°C e ressuspendidos com 1 mL de dgua destilada

(Figura 3).

1g de musculo sem pele +
padrao interno
(50 uL; 1 pg mL™Y)

Adicdo de 5mL da solugdo
extratora

vortex; 1min.
ultrassom; 5min.

Centrifugacao
(10,000 g; 3 min.)

precipitado

combinac¢do dos
sobrenadantes

Adicdo de 5mL de

vortex; 30s.
descanso; 5min.

Remocgado do hexano

Filtracao

(0,22 um)

Ressuspensao Inje¢ao HPLC-
em1mLde FLD

Evaporacdo (502C)

Figura 3 . Fluxograma do método analitico desenvolvido para determinagao de CIP e ENR

no musculo.
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Separagdo, detecgdo e quantificacdo

A separacdo dos analitos foi realizada em coluna analitica monolitica Chromolith®
RP-18e (100 x 4.6 mm — Merck, Darmstadt, Alemanha), mantida a temperatura de 22°C,
fase moével constituida por dcido férmico 1%, acetonitrila (ACN) e metanol (MeOH).
Eluicdo isocrética na propor¢do de 85:10:5 (v/v/v), volume de injecdo de 10uL e vazdo de
ImL/min, tempo total de corrida de 6 minutos. Detec¢do por fluorescéncia (Aexc 280 nm e
Aem 450 nm / ganho de 1000).

Curvas analiticas (altura dos picos) versus concentragdo de cada fluoroquinolona
foram construidas. As equacdes das curvas foram estimadas pelo método dos minimos

quadrados ordindrios (MMQO) e utilizadas para o cilculo das concentragdes.

Validacao dos métodos analiticos

Para a validagdo intralaboratorial dos ensaios analiticos, seguiu-se recomendacgdes
dos guias da FDA (FDA, 2001) e ANVISA (BRASIL, 2003) para matriz plasma e MAPA
(BRASIL, 2011) para matriz musculo. Em ambos foi utilizado a SAR para padronizacio
interna.

Foram avaliados e estabelecidos parametros de linearidade, seletividade, efeito
matriz, exatiddo, precisdo, limite de detec¢do e quantificacdo, a partir de solucdes padrao,

amostras brancas e amostras fortificadas.

Linearidade

Foram preparadas curvas matrizadas através da adi¢do do padrdo realizada antes da
extra¢do, em cinco niveis de concentragdo e em trés replicatas de cada nivel: (i) plasma: 5,
10, 30, 50 e 100 ng mL'e (i1) musculo: 10, 30, 50, 100 e 150 ng g'l. Uma quantidade fixa
de padrao interno (SAR) foi adicionada em todas as amostras.

Brancos da curva foram preparados, em triplicata, e serviram de referéncia no
controle de qualidade das andlises e na avaliacdo do ruido, mas ndo foram incluidos nos
calculos.

A linearidade foi expressa através dos coeficientes angular (sensibilidade) e linear
(r) obtidos a partir de curvas analiticas matrizadas feitas em triplicata num mesmo dia e em

trés dias diferentes. Graficos de residuos foram gerados pela regressao linear e calculos da
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estimativa dos parametros da regressao, pelo método dos minimos quadrados ordindrios

foram realizados.

Seletividade e efeito matriz

A seletividade foi avaliada através de 20 injecdes de amostras brancas e comparadas
com amostras de matrizes fortificadas no LOQ. O objetivo foi eliminar quaisquer dividas
com possiveis coeluicdes de outros analitos proximos aos intervalos de tempo de retengao
da ENR e CIP, como também do padrao interno (SAR).

Outro estudo de seletividade, o efeito matriz, foi realizado a fim de verificar
possiveis interferéncias causadas por elementos diversos que compdem a matriz gerando
fenomenos de diminui¢ao ou ampliacdo do sinal.

Para a determinagdo do efeito matriz, foram feitas curvas analiticas dos analitos
puros no solvente de ressuspensdo (dgua destilada) e curvas analiticas a partir de extratos
purificados de amostras brancas de plasma e musculo de tildpias, fortificados com a solug¢do

pool e comparadas nos cinco niveis de concentracgao.

Exatiddo, precisdo e limites de deteccdo (LOD) e quantificagcdo (LOQ)

A exatidao dos métodos (plasma e musculo) foi avaliada através de ensaios de
recuperacgao, utilizando amostras de matrizes brancas fortificadas com cada um dos analitos
nos cinco niveis de concentracio, todos em triplicata. Os resultados foram expressos como
a porcentagem das concentra¢des média fortificadas na matriz em relagdo a concentragdao
fortificada em solu¢do padrao na mesma concentragao.

Com relagdo a precisdao, a mesma foi expressa por meio da repetitividade (precisao
intradia) e da precisdo interdias (ou reprodutibilidade interna ou intralaboratorial) através
de seus coeficientes de variagdo (CV, %) em cada um dos niveis de fortificacdo estudados
em triplicata.

A repetitividade foi realizada no mesmo dia, pelo mesmo analista e com 0s mesmos
equipamentos, enquanto que para a precisdo intermedidria, as andlises foram realizadas
pelo mesmo analista, pelos mesmos equipamentos, porém repetidos em trés dias diferentes.

Aliquotas de amostras brancas foram fortificadas com ENR e CIP em cinco concentra¢des
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e a média dos coeficientes de variagdo das concentragdes obtidas de todos os dias foi usada
para expressar a precisdo intermedidaria.

LOD e LOQ foram estimados pelo método baseado em parametros da curva
analitica (RIBANI, 2004). O valor obtido de LOQ por este método foi confirmado através
da andlise de 20 brancos de matrizes fortificadas, repeitando a relagdo sinal/ruido igual a 10

e aceitando-se precisdo de até 20% e exatiddo entre 80 a 110% para plasma e musculo.

Estudo de estabilidade

Foram realizados dois estudos de estabilidade seguindo recomendagdes da Diretiva
2002/657/ EC (2002) e do Guia de Validacdo de Métodos Bioanaliticos (FDA, 2001): (i)
estudo de estabilidade dos analitos CIP, ENR e SAR em solugdo e (ii) dos analitos (CIP e
ENR) no plasma (matriz).

Analitos em solugdo. Solucdes de CIP, ENR e SAR (Img mL™") foram preparadas de
acordo com o método de preparo das solucdes estoque e cada uma dividida em 27 aliquotas
de 3mL cada. Elas foram analisadas em triplicata imediatamente ap6s o preparo, 6 horas
depois mantidas em temperatura ambiente com iluminacdo fluorescente e nos intervalos de
7,14, 21, 28, 45, 60 e 90 dias.

Os resultados foram obtidos a partir da comparagao das concentragdes das solugdes

recém-preparadas (solucdo do dia) com as de estudo.

Analitos no plasma. Para o estudo de estabilidade da ENR e CIP na matriz, foram
preparadas trés aliquotas de 2 mlL para cada intervalo de tempo e fortificadas em
microtubos de polipropileno em trés niveis de concentracdo (30ng mL™'; 100ng mL"' e
1000ng mL™") e armazenadas a -23°C. A concentracdo dos analitos foi determinada em
triplicata apds 7, 14, 30, 60 e 90 dias, periodo maximo em que as amostras permaneceriam
congeladas aguardando por anélise.

No dia da andlise, as amostras congeladas foram descongeladas a temperatura

ambiente e analisadas conforme método analitico estabelecido e validado para plasma.
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Os resultados foram obtidos a partir da comparagdo das concentragdes das amostras
armazenadas no congelador com as amostras preparadas no primeiro dia, nos mesmos

niveis de fortificacao.

Ensaio farmacocinético

O ensaio foi realizado no Centro de Aquicultura da UNESP (CAUNESP) em
Jaboticabal (Sao Paulo, Brasil) nas dependéncias do Laboratério de Patologia de
Organismos Aquiticos (LAPOA) e aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da UNESP — protocolo n° 016078/11.

Para o estudo foram utilizadas 144 tildpias-do-Nilo ( linhagem GIFT) classificadas
de acordo com o peso em: pequenas (100-170g), médias (170-230g) e grandes (230-300g).
Elas foram alocadas em 12 caixas de fibra de vidro (n = 12 peixes/caixa) com capacidade
de 310L cada.

As caixas foram abastecidas através de sistema de recirculacdo, filtracdo de dgua e
oxigenadas por aeradores acoplados a pedra porosa. A temperatura da dgua variou entre 28
a 30°C, 4 - 6ppm de oxigénio e pH médio de 7.5 e condutividade de 0.196 a 0.221 u.S cm’
'. Durante o experimento houve 6bito de 4 animais.

Os peixes foram aclimatados nas caixas experimentais por 15 dias antes do ensaio e
alimentados diariamente, duas vezes ao dia (1% da biomassa), com ragdo comercial
extrusada livre do antibidtico (Pira 28® Guabi, Brasil). No dia que antecedeu o ensaio os
peixes ndo receberam racao.

No dia do experimento sete das 12 caixas receberam racdo medicada e o restante
serviu como amostras-testemunha. A dose de antibidtico na ragdo administrada foi de 10
mg kg™ (1% da biomassa). A dose foi baseada na concentracio recomendada de ENR para
espécies com menor porte (EMEA, 2011).

A formulacao da ragdo foi feita através da incorporacdo da ENR (>98%) (Des-Vet
Produtos Veterindrios, SP, Brasil) correspondendo a 1g de ENR/ kg de racdo. A
concentracdo de enrofloxacina na ragdo foi verificada através de andlise cromatografica
(LC-FLD) e o valor obtido foi de 1.047g kg™

A racdo foi dispensada manualmente as 9h30 AM e observado possivel regurgitacio

pelos peixes. A coleta de sangue foi obtida de oito peixes para cada tempo de coleta: 0.5, 1,
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2,4,8, 12,24, 48,72, 96 e 120h apds a sua administragdo. Para a coleta de sangue (3 mL),
o anumal foi anestesiado através de imersao em solucio de benzocaina (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA) na concentracio de 100 mg L' e posteriormente disposto em superficie,
envolto com pano umido. A pung¢do da veia caudal foi realizada com seringas previamente
heparinizadas (10 IU). Por sua vez, o plasma foi separado através de centrifugacio (1589 g)
por 5 minutos, acondicionado em microtubos de polipropileno de capacidade de 2 mL e
armazenados a temperatura de -23°C até o momento das andlises.

Ap6s a coleta de sangue, os animais foram pesados, medidos (Tabela 1) e abatidos
mediante choque térmico com imersdo em banho de gelo. Filetados, acondicionados em

sacos plasticos e mantidos a temperatura de -23°C até o momento das andlises.

Tabela 1. Valores médios (+ DP) obtidos na biometria realizada nos peixes apds o abate

(n=8).

Tempo (h) Peso (g) CP (cm)
0,5 215,74 + 54,60 22,44 +£ 1,07
1 221,26 + 32,11 22,63 £ 1,24
2 198,07 + 23,89 21,94 £1,08
4 218,18 £ 28,19 23,44 + 1,57
8 208,55 £ 33,02 22,06 £ 1,17
12 223,30 + 34,64 22,69 + 0,96
24 172,28 £24,31 20,88 + 1,27
48 150,94 + 27,12 19,94 + 1,29
72 155,76 + 27,78 20,13 £ 1,21
96 206,27 + 81,83 21,31 £2,84
120 ND ND

ND = ndo determinado

&9



Andlise farmacocinética

A andlise farmacocinética ap6s a administracdo oral da ENR foi realizada com o
auxilio do programa computacional WINNONLIN 5.3 (Pharsight Corporation, Mountain
View, CA, USA), utilizando modelo de um compartimento. O modelo matematico que
expressa as variacdes das concentracdes plasmaticas do farmaco apds a dose, € dada pela

equagdo:

C=Cy.e™"
em que:
C = concentragdo plasmaética do farmaco em um determinado tempo
Cy = concentragdo plasmadtica no tempo zero
e ' = termo que representa a monoexponencial relacionada com o processo de eliminagdo
do farmaco pelo organismo.

A analise da ENR e seu metabdlito ativo (CIP) foram realizados em modelos
independentes.

A drea sob a curva (AUC) foi calculada pelo método trapezoidal, o tempo de meia-
vida (T 2ke) calculado por Ty, ge = 0,693/K.. O Cl (clearance ou depuragdo) foi obtido da
(dose/kg) /AUC e o volume de distribui¢do aparente [V (area)] foi calculado usando Vy (area)
= (dose/kg) / AUC. K., onde K. é a constante de eliminagao.

Outros parametros como tempo maximo e concentragdo méixima foram observados

através dos valores maximos obtidos da curva farmacocinética.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Preparo de amostra

No desenvolvimento dos métodos de preparo de amostra foram priorizados a menor
quantidade de solvente, o menor nimero de etapas analiticas visando um método rapido e
com o menor valor de LOQ possivel.

Por serem compostos anféteros, muitos dos métodos para quantificacdo de
fluoroquinolonas em plasma e tecidos envolvem a precipitagdo de proteinas com solvente

organico na presen¢a de uma base ou um acido IDOWU & PEGGINS, 2004).
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Plasma. O método de Mohan et al. (2006) citado por KOC et al. (2009) é um método bem
simples que utiliza apenas ACN para precipitacdo das proteinas presentes no plasma. As
modificagdes feitas foram para otimizar o tempo de preparo. Foi conseguida uma redugao
de 50% do tempo. As modificagdes foram no tempo de agitagao de 30 segundos e ndo de 1
minuto e centrifugacdo de 5 minutos em 1589¢ ao invés de 3500 g por 10 minutos. Porém,
na tentativa de diminuir o extrato final, diminuindo assim o volume de ACN utilizado, nao
foi possivel, devido que em algumas amostras observou-se que necessitavam repetir a
limpeza do extrato com o solvente organico, na relacdo 2:1 (agente precipitante:plasma,

v/v).

Miusculo. O trabalho de McMullen et al. (2009) para detec¢do em fluorescéncia de
fluoroquinolonas em musculo de bagre-americano (Ictalurus punctatus), compara dois
métodos para a realizacdo do clean-up: (i) extracdo em fase solida dispersiva com Cjs e (i1)
particdo liquido-liquido com hexano. A escolha pela segunda (hexano) foi devido a
economia de tempo durante o preparo da amostra.

Além disso, preferiu-se partir de 1.0 g de amostra ao invés de 4.0 g; volume total de
ACN de 10 mL e ndo 30 mL. Como o filé€ de tildpia possui baixo teor de gordura, cerca de
1% (VISENTAINER, et al.,, 2005), ndo foram necessdrias duas por¢cdoes de 10mL de

hexano e sim, 5 mL uma tnica vez.

Validacao dos métodos analiticos

Plasma. A seletividade do método, o primeiro pardmetro avaliado, foi confirmada com a
auséncia de picos interferentes no intervalo de reten¢do da CIP, ENR e SAR na andlise de
20 brancos da amostra (Figura 6).

Em outro estudo, o de efeito matriz, ndo foi observado efeito matriz para CIP ou
ENR em nenhum dos cinco niveis estudados (Figura 4)

Os resultados de linearidade para CIP e ENR estdo expressos na tabela 2. Curvas
analiticas foram construidas a partir de brancos de plasma fortificados nos niveis 5, 10, 30,

50 e 100 ng mL™ e os valores obtidos apresentaram forte correlacdo linear, acima de 0.999.
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Os graficos exploratérios de residuos mostraram a distribuicdo aleatéria dos residuos,

indicando a adequagdo do modelo de regressao linear criado (Figura 5).

solvente extrato
2 y =0,0127x - 0,0242 2 A y =0,0143x + 0,0123 @)
R?=0,9961 R?=0,9995
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3 ) (b)
y =0,0195x - 0,0268 3 A y= 0,20264x +0,03
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<
< 1> 815 -
s ©
@ 1 B 1 -
= s
015 0,5 n
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Figura 4. Curvas analitica dos analitos CIP (a) e ENR (b) no solvente e no extrato na faixa

de 5 a 100 ng mL™" para avaliacdo de efeito matriz no plasma de tildpia.
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Figura 5. Curvas analiticas para a determinagao de CIP (a) e ENR (b) no plasma de til4pia e

graficos de residuos da regressao

Os resultados de exatiddo e precisdao do método (Tabela 2) estdo de acordo com os

valores preconizados pelo FDA e ANVISA. Assim, os valores médios de exatiddo

estiveram entre 89 — 105% para CIP e 89 — 104% para ENR. Quanto a precisdo intradia e

interdias, expressas pelo CV (%), estiveram abaixo de 15% como recomenda a FDA (2001)

e ANVISA (BRASIL, 2003).
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Tabela 2. Valores dos parametros de validacdo do método por LC-FLD para determinagdo

de ciprofloxacina (CIP) e enrofloxacina (ENR) no plasma de tildpia.

PARAMETROS DE VALIDACAO FLUOROQUINOLONAS
CIP ENR
Faixa de trabalho (ng mL™") 5-100 5-100
Linearidade (%) 0,9998 0,9999
Sensibilidade (ua ng mL™) 0,0290 0,0530
LOD (ng mL™) 2,05 2,12
LOQ (ngmL™") 3 3
Precisao Intradia (CV %)
5ng mL" 6,15 4,01
10 ng mL" 6,54 1,74
30 ng mL™ 6,05 5,4
50 ng mL"' 1,58 3,68
100 ng mL™* 2,59 1,88
Precisao Interdia (CV %)
5ng mL" 10,74 4,87
10 ng mL" 7,55 1,94
30 ng mL™ 6,60 6,19
50 ng mL"' 2,32 3,64
100 ng mL"' 2,35 1,91
Exatidao (% Recuperacio)
5ng mL" 97 - 105 97 - 104
10 ng mL™ 89 - 95 89-91
30 ng mL™ 99 - 103 99 - 103
50 ng mL"' 99 - 102 101 - 103
100 ng mL™* 99 - 100 99

94



mV

mV

mV

1100.00

1000.00

900.00 -

800.00 -

700.00

600.00

500.00 -

400.00

300.00

200.00

100.00

0.00 4 /

(a)

1100.00

1000.00 4

900.00 1

800.00

700,00

600.00 4

500.00

400.00 4

300.00

200.00 §

100.00
0.00

(b)

cip
ENR
SARA

1100.00+

1000.00

900.00

800.00

700.00

600.00

500.00

400.00

300.00

200.00

100.00
0.00

cip
ENR

(©)

R > SARA

T T T T T
1.00 1.50 2.00 2.50 3.00

Tempo (min.)

Figura 6. Cromatogramas (LC-FLD) de amostra branco de plasma de tildpia (a); fortificado

em 5ng mL™" (CIP e ENR); 30ng mL'(SAR) (b) e (c) 100ng mL" (CIP ¢ ENR); 30ng mL"

'(SAR)
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Miisculo. A seletividade do método foi confirmada com a auséncia de picos
interferentes no intervalo de retencdo da CIP e ENR na anélise de 20 brancos da amostra
(Figura 9)

Nao foi observado efeito matriz em nenhum dos cinco niveis de concentracio

estudados (Figura 7.)
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Figura 7. Curvas analiticas dos analitos CIP (a) e ENR (b) no solvente e no extrato na faixa

de 10 a 150 ng g”' para avaliacio de efeito matriz no mdsculo de tildpia.
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Resultados de linearidade para a CIP e ENR obtidas do musculo estdo expressos na
tabela 3. Curvas analiticas foram construidas a partir de brancos de musculo fortificados
nos niveis 10, 30, 50, 100 e 150 ng g’ e os valores obtidos apresentaram forte correla¢io
linear, superior a 0.999. Os graficos exploratérios de residuos mostram a distribuicio
aleatdria dos residuos, indicando a adequacdo do modelo de regressao linear criado (Figura

8.).
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Figura 8 . Curvas analiticas para a determinacio de CIP (a) e ENR (b) no misculo de tildpia

e graficos de residuos da regressado
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Tabela 3. Valores dos parametros de validacdo do método por LC-FLD para determinagao

de ciprofloxacina (CIP) e enrofloxacina (ENR) no musculo de tildpia.

. _ FLUOROQUINOLONAS
PARAMETROS DE VALIDACAO
CIP ENR
Faixa de trabalho (ng g”) 10-150 10 - 150
Linearidade (r?) 0,9999 0,9996
Sensibilidade (ua ng g™) 0,0169 0,0313
LOD (ngg™) 7,33 4,67
LOQ (ngg™h) 10 7
Precisao Intradia (CV %)
10ng g 5,72 4,25
30ng g’ 5,83 5,90
50ng g’ 2,37 1,82
100 ng g'1 2,74 3,80
150 ng g 5,20 3,25
Precisao Interdia (CV %)
10ng g 14,51 16,30
30ng g’ 8,63 6,49
50ng g’ 2,38 4,34
100 ng g’ 3,64 4,62
150 ng g 5,76 3,70
Exatidao (% Recuperacio)
10ng g 91 -103 82— 105
30ng g’ 90 - 103 93 - 98
50ng g’ 99 — 101 97 — 106
100 ng g 98 — 101 98 — 104
150 ng g 99 - 103 99 - 102
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Figura 9. Cromatogramas (LC-FLD) de amostra branco de musculo de tildpia (a);
fortificado em 10 ng g (CIP e ENR); 50 ng ¢! (SAR) (b) e em (c) 150 ng g (CIP e ENR);
50ng g’ (SAR).
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Os resultados de exatiddo e precisdao do método (Tabela 3) estdo de acordo com os
valores preconizados pelo MAPA (BRASIL, 2011). Assim, os valores médios de exatidao
estiveram entre 90 — 103% para CIP e 82 — 105% para ENR, sendo aceitos valores entre 80
— 110 %. Quanto a precisao intradia e interdias, expressas pelo CV (%), estas estiveram
abaixo de dois tercos do valor de referéncia (20%) para quase todos os niveis estudados,
com exce¢do da precisdo interdias no menor nivel estudado, no LOQ (10ng g'l). Porém,

ainda ficou abaixo de 20%.

Estudos de estabilidade

Analitos em solucdo. As aliquotas de estudo (Img mL™), no dia da andlise, foram
descongeladas em temperatura ambiente e diluidas para 10ug mL™'. Uma curva analitica
(2,5-5-10-15-20ug mL™") foi feita a partir de um pool de solucdes recém-preparadas
e as equacoes obtidas serviram para medir o teor dos analitos das amostras armazenadas. O
calculo da concentracdo dos analitos das aliquotas armazenadas foi efetuado considerando
como 100% a solucao desse analito recentemente preparada (EC, 2002) (Figura 10).

O resultado do estudo indicou estabilidade dos analitos em solucdo no periodo de

estudo (90 dias). Assim, ndo foi observada a degradacdo ao longo do estudo pré-

determinado.
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Figura 10. Estabilidade da CIP, ENR, e SAR em solugio estoque del mg mL™".
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A concentracdo dos analitos nos extratos aquosos de plasma e musculo ndo
sofreram alteragdes significativas dentro do amostrador automdtico em temperatura

ambiente num periodo maximo de até 12 horas.

Analitos no plasma. A maioria dos trabalhos consultados, as amostras de plasma apds
coleta, permaneceram em ultrafreezer (-80°C) até o momento da anélise.

Por ndo haver informagdes sobre estabilidade da ENR e CIP em plasma de peixe na
literatura, optou-se em realizar um estudo de 90 dias com amostras fortificadas em trés
diferentes niveis (baixo, médio e alto), armazenadas a -23°C. O intervalo de tempo
estudado foi o periodo maximo em que as amostras ficariam armazenadas no freezer,
aguardando por anélise.

Os resultados de estabilidade da ENR e CIP em plasma estdo apresentados nas
figuras 11, 12 e 13 que demonstram a estabilidade dos analitos na matriz dentro do periodo
estudado. Observa-se que ndo houve diferenca significativa entre as amostras nos diferentes

niveis de fortificacao.
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Figura 11. Estabilidade da CIP e ENR em amostras de plasma fortificadas (30ng mL™).

101



140 -

120 - o

HO

100 - .
80 -
60 - ocCIP
40 - = ENR

20 -

0 T T T T 1
0 20 40 60 80 100

Tempo (dias)

% em relagao a amostra do primeiro dia

Figura 12. Estabilidade CIP e ENR em amostras de plasma fortificadas (100ng mL™")
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Figura 13. Estabilidade da CIP e ENR em amostras de plasma fortificadas (1000ng mL™).
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Analise das amostras de plasma e musculo de tilapia

Para cada tempo de coleta foram analisadas em duplicata amostras de plasma de 8
animais. O objetivo foi analisar todas as amostras em triplicata. Porém, trabalhando com
peixes menores (150 a 200g), o volume de puncdo méxima de sangue de 3mL realizado ndo
foi suficiente para a obten¢do de um pouco mais que 1,5mL de amostra (plasma).

E importante mencionar que em algumas poucas amostras de plasma, apés o
descongelamento, estavam geleificadas impedindo o preparo das mesmas. No entanto,
outras que nao geleificaram totalmente, a homogeneizacao ficou prejudicada.

As amostras de musculo sem pele foram todas quantificadas em triplicata.

Os valores médios das concentracdes obtidas de CIP e ENR para plasma e musculo
estdo apresentadas na Tabela 4 e a relagdo da distribui¢do delas entre musculo e plasma

estdo na tabela 5.

Tabela 4. Concentracao (média + DP) de ciprofloxacina (CIP) e enrofloxacina (ENR) em

plasma e mdsculo apés tnica administracdo oral (10mg kg™ (p.v)) em tildpia (n=8).

Tempo (h) plasma musculo* plasma musculo*

(ugmL™) (uggh (ugmL™) (uggh
0,5 <LOD <LOD 0,082 + 0,032 0,097 + 0,047
1 <LOD <LOD 0,179 + 0,067 0,367 +0,118
2 <LOQ 0,015 + 0,009 0,284 + 0,065 1,087 + 0,265
4 0,012 + 0,005 0,025 +0,014 0,866 + 0,378 1,409 + 0,586
8 0,015 + 0,005 0,063 +0,016 1,241 £ 0,423 2,166 £ 0,742
12 0,013 + 0,006 0,072 +£ 0,026 1,088 + 0,425 1,860 + 0,919
24 0,015 + 0,005 0,096 + 0,024 0,887 + 0,083 1,236 + 0,364
48 0,004 £ 0,005 0,010 +0,011 0,170 = 0,109 0,194 + 0,105
72 <LOD <LOD 0,058 £ 0,015 0,069 + 0,023
96 <LOD <LOQ 0,036 + 0,025 0,045 +0,018
120 <LOD <LOD 0,024 + 0,010 0,036 £ 0,012

*sem pele
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Tabela 5. Relacdo da concentragdo de enrofloxacina e ciprofloxacina no musculo e plasma

de tildpia apds tinica administragdo oral de 10 mg kg™ de ENR (n = 8).

Relacdo entre as concentragdes Relacdo entre as concentragdes

TCIEPO muisculo/plasma (ratio) musculo/plasma (ratio)
(h) CIP ENR
s D 118
: ND 2,04
) ND 3.82
4 2,03 1,62
g 415 1,74
12 5,39 171
24 6,24 1,34
13 2,54 1,14
b D 1,12
o ND 126
120 ND 1,48

ND = ndo determinado

Analise farmacocinética

Estudos de dose tunica, por via oral com enrofloxacina ja foram realizados em
diversas espécies de varios paises, em sua maioria espécies de paises europeus e de dguas
frias. Especialmente com tildpia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) na literatura ainda nao
estdo disponiveis informacdes com ensaios de dose Unica. Apenas o trabalho de Xu et al.
(2006), traz informacdes referentes a ensaio de dose multipla em tildpia-do-Nilo realizado
durante 7 dias com dose usual na aquicultura chinesa de 50mg kg™ .

Valores mdximos da ENR (Cpayx = 1.241 + 0.423 pg mL™), no presente trabalho,
foram encontrados no plasma ap6s 8 horas (Tpax) € no misculo (Cpax=2.166 £ 0.742 ug g
') ap6s a administracdo da racdo medicada demonstrando uma absorcdo lenta a partir do
trato gastrointestinal. Estes valores foram decaindo lentamente com meia-vida longa de
2.08 dias no musculo, sendo quantificiveis no plasma (0.024 + 0.010 pg mL™") e no
miusculo (0.036 £ 0.012 pg g'l) até o ultimo tempo de coleta (120h). A ciprofloxacina
(CIP), seu metabolito, foi detectada e quantificada no plasma e no musculo até 48h.

Na maioria dos animais produtores de alimentos como bovinos, suinos e frangos, a
CIP é o principal metabdlito obtido por n-desalquilacio da ENR no citocromo P450

(CYP450) durante a fase I de biotransformacdo. Outros metabdlitos provenientes das
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reacOes de glucuronidacdo na fase II ocorrem em menos de 10% do residuo total.
(ALTREUTHER & KLOSTERMANN, 1994; MARTINEZ et al., 2006).

Espécies de peixes como Dourada (Sparus aurata L.) (DELLA ROCCA et al.,
2004), Truta-marrom (Salmo trutta fario) (KOC et al.,, 2009) e Silver crucian carp
(Carassius auratus gibelio) (FANG et al., 2011) nao biotransformam ENR em CIP. Isso
pode ocorrer porque nem todas as espécies possuem as mesmas rotas metabdlicas (KOC et
al., 2009). No entanto, espécies como Robalo (Dicentrarchus labrax) e Salmao do
Atlantico (Salmo salar), quando medicados com ENR, apresentam altas concentra¢des do
metabolito no figado, muito pouco no plasma e nada nos tecidos comestiveis (INTORRE et
al., 2000; STOFFREGEN et al., 1997). Essas diferencas de metabolismo nos peixes,
segundo TANG et al. (2006), citado por DANYT et al. (2010), s@o possiveis em virtude das
diferencas de atividade do citocromo P450 de cada espécie.

Diferentemente de outras espécies animais, incluem-se aqui os homeotermos
(mamiferos e aves), neste trabalho, a taxa de conversao da ENR em CIP na tildpia foi de
1.3% (AUC(iprofioxacina/ AUCenrofloxacina). O valor € baixissimo se comparado com de outros
animais (suinos e bovinos, por exemplo) - 10% a 55% e ainda menor do que em outras
espécies de peixes como Pangasius (Pangasianodon hypophthalmus) e Korean catfish
(Silurus asotus) (4%) (RIVIERI & PAPICH, 2009; USP, 2003; DANYI et al., 2010; KIM
et al., 2000).

O pacu-vermelho (Colossoma brachypomum) é outra espécie de peixe que
metaboliza enrofloxacina em ciprofloxacina, porém sua taxa de conversao nao estd descrita
na literatura (LEWBART et al., 1997).

Estudos farmacocinéticos com enrofloxacina também ja foram realizados em
diferentes condi¢des experimentais — dose (5 a 50 mg kg™'), vias de administracdo (oral por
gavagem, oral através de racdo medicada, intravenoso, intramuscular e por imersdo) e em
diferentes condi¢des ambientais (temperatura, salinidade, pH, entre outros) (INTORRE et
al., 2000). Todas essas varidveis citadas somadas a variabilidade intra-espécie, afetam de
maneira importante os parametros farmacocinéticos e devem ser levadas em consideracdo

(MARTIN-JIMENEZ & RIVIERE, 1998).
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Os valores dos parametros farmacocinéticos da CIP e ENR nas amostras de plasma
e musculo estdo apresentados nas Tabelas 6 e 7 e os perfis cinéticos representados nas

figuras 14 e 15.

Tabela 6. Parametros farmacocinéticos no plasma determinados apds unica administracido

oral de enrofloxacina (10mg kg™’ p. v) em tildpias (n=8).

Pardmetros Unidades Ciprofloxacina Enrofloxacina

AUC hpugmL’ 0.53 38.61
AUC (.., hug mL" 0.92 39.74
C max ug mL" 0.01 1.24
T 1 ke h 36.89 19.36
T max h 8 8

K. 1/h 0.02 0.04
Vg (area) Lkg' 576.95 7.03
Cl Lhkg' 10.84 0.25

AUC = drea sob a curva; Cy, = concentracdo maxima; Ty, ge = tempo de meia-vida; T4, = tempo maximo;
K. = constante de eliminacio; V4 (area) = volume de distribui¢do aparente; Cl = clearance.

Tabela 7. Parametros farmacocinéticos no musculo determinados apds tinica administracao

oral de enrofloxacina (10mg kg™’ p. v) em tildpias (n=8).

Pardmetros Unidades Ciprofloxacina Enrofloxacina

AUC hugg' 2.96 60.19
AUC (.., hugg! 3.10 62.79

C max ugg! 0.09 2.16

T 1 Ke h 18.83 50.03

T max h 24 8

K. 1/h 0.04 0.01

Va (area) Lkg' 87.51 11.50

Cl Lhkg' 3.22 0.16

AUC = drea sob a curva; C,y, = concentracdo maxima; Ty, ge = tempo de meia-vida; T4 = tempo méaximo,
K. = constante de eliminacio; V4 (area) = volume de distribui¢do aparente; Cl = clearance.
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Figura 14. Curva semi-logaritmica da concentracdo no plasma versus tempo em tildpia-do-
Nilo apés tnica administracdo oral de enrofloxacina na dosagem de 10 mg kg'1 (p-v)

(média + DP, n = 8).
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Figura 15. Curva semi-logaritmica da concentracdo no musculo versus tempo em tildpia-

do-Nilo apés tnica administragdo oral de enrofloxacina na dosagem de 10 mg kg™ (p.v)
(média + DP, n = 8).
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A cinética observada no estudo demonstrou que a absor¢do oral (Tp,x = 8 horas)
para CIP e ENR provavelmente tenha sido prejudicada pela ingestdo concomitante com
alimento (interagdo farmaco-alimento), tornando seu processo lento. A absor¢do de
qualquer fluoroquinolona é inibida por cdtions bivalentes como Ca*’, Fe'> e Mg™
provenientes de alimentos enriquecidos (KIM & NIGHTINGALE, 2000; USP, 2003).
Racgdes comerciais destinadas a aquicultura sdo enriquecidas com esses metais.

Por outro lado, quando a administragdo oral € realizada por gavagem sem a presenga
de alimento, os valores encontrados de Tp.x sdo menores. KIM et al. (2006) obteve Tyax de
3.44h para ENR num ensaio utilizando gavagem. Em contrapartida, o trabalho de DELLA
ROCCA et al. (2004) realizado com administracdao oral através de racdo medicada em
condi¢des experimentais semelhantes ao do presente trabalho obteve o mesmo valor de
Tomax (8h).

O elevado valor de V4 (>1L kg') juntamente com a baixa ligacdo as proteinas
confere alta penetracdo nos tecidos pelas fluoroquinolonas (LODE et al., 1998; KIM &
NIGHTINGALE, 2000). Isso alia vantagem a enrofloxacina, pois muitas das bactérias
patégenas causam lesdes e abcessos na pele e no musculo dos peixes (DING et al., 2006).
Assim, através dos cdlculos de ratios observou-se maior concentra¢do do fadrmaco no tecido
muscular em relagdo ao plama. Os valores de ratios para ENR (1.12 a 3.82) apresentados
na tabela 7 foram superiores aos reportados por INTORRE et al. (2000) (0.15 a 0.88) e
DELLA ROCCA et al., (2004) (0.16 a 0.33) nas espécies Robalo (Dicentrarchus labrax) e
Dourada (Sparus aurata L.), respectivamente.

Outra caracteristica das fluoroquinolonas € o longo tempo de meia-vida que
possuem, o que permite intervalos maiores na posologia ou até mesmo a administragao em
dose tinica (TOUTAIN & BOUSQUET-MELOU, 2004).

O Ty, nos peixes, em geral, ¢ maior do que de outros animais. Suinos e bovinos de
2 a 8h e coelhos com curto Ty, de 1.8 a 2.5h (WANG et al., 2012). Porém o T, de 19.36h
(plasma) obtido para a tildpia € menor quando comparado ao de outros peixes de dguas
mais quentes (24-26°C), como Korean catfish (Silurus asotus) - 34h e Silver crucian carp
(Carassius auratus) — 62.7h (KOC et al., 2009; FANG et al., 2011).

Sabe-se que o valor de T, é mais elevado em esquema de dosagem multipla do que

em uma Unica administracdo. Isso porque o T;, obtido de dosagem tnica nido possui
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acumulagdo terapeuticamente relevante, diferentemente de quando ha esquema de dosagem
repetida (TOUTAIN & BOUSQUET-MELOU, 2004; WANG et al., 2012).

Estudo realizado com difloxacina em Crucian carp (Carassius auratus),
exemplifica como as diferengas de esquema de dosagem e temperatura afetam diretamente
o Tipp nessa espécie. Neste estudo, os autores compararam a cinética na administragdo em
dose tnica (20mg kg'l) e multipla (20mg kg'1 por 3 dias) em diferentes temperaturas (10°C
e 20°C) e obtiveram tempos de meia-vida significativamente mais longos a 10°C (95.36h)
do que a 20°C (48.93h) e apds o tratamento, T1»g no musculo de 157.5h a 10°C e 66.6h a
20°C (DING et al., 2006).

O alto valor de T;,, no musculo obtido na tildpia (2.08 dias) sugere acumulacio do
farmaco em administragdes repetidas o que tem como consequéncia valores de estimativa
de periodo de caréncia maiores.

Na literatura ha pouquissimas informagdes a respeito de ensaios com dose multipla
com enrofloxacina para definicdo de periodo de caréncia, tendo conhecimento apenas trés
trabalhos: (i) Luchetti et al. (2004) , (ii) Danyi et al. (2010) e (iii) Paschoal et al. (2013) nas
espécies Truta arco-iris  (Oncorhynchus  mykiss), Pangasius (Pangasianodon
hypophthalmus) e Pacu (Piaractus mesopotamicus), respectivamente. Infelizmente cada
ensaio foi conduzido de maneiras muito distintas: diferentes doses (10 a 20 mg kg™),
tempos de tratamento (5 a 10 dias) e temperaturas (13.25 a 32°C), obtendo como resposta,
tempos de caréncia estimado s para cada uma das espécies também muito varidveis (de 8 a
59 dias).

Os valores de CIM para enrofloxacina frente aos patégenos mais comuns em peixes
variam de 0.0064 a 0.032 pg mL"'( DALSGAARD & BJERREGAARD, 1991). Exceto
para Streptococcus sp, 0.34 ug mL"' (BRAGG & TODD, 1988 citado por BOWSER &
BABISH, 1991).

Segundo, Aliabadi & Lees (2000), os autores sugerem que para melhor eficicia do
regime terapéutico e o minimo risco de resisténcia, a relagdo AUC,4,/CIM deve ser entre
125-250 e C,ax/CIM deve ser entre 10-12 para as fluoroquinolonas. Apds a administracao
oral de 10 mg kg 'p.v em tildpia-do-Nilo, pode-se afirmar que para a maioria dos patégenos
comuns em peixes, os valores obtidos a partir das concentracdes plasmaticas da ENR foram

bem satisfatorios, (3467 — 693 e 194 - 39), exceto para Streptococcus sp (65.26 e 3.64). No
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entanto, esses valores ndo expressam a realidade, j& que foram obtidos ha mais de duas

décadas e ndo sdo referentes aos patdgenos encontrados na tilapicultura brasileira.

CONCLUSOES

As metodologias analiticas desenvolvidas para a determina¢do de ENR e CIP em
plasma e musculo atenderam aos requisitos dos guias de validacdo, bem como s@ao métodos
simples e rdpidos. O uso do detector de fluorescéncia, além de ser seletivo foi adequado
para a quantificagc@o desses analitos.

Os resultados aqui obtidos mostraram que a ENR alcangou concentragdes elevadas
no plasma e apresentou 6tima penetragdo no tecido muscular. O seu metabdlito ativo, a
ciprofloxacina, foi detectado, porém em baixissimas concentragdes, podendo-se dizer que a
tildpia-do-Nilo cultivada nas condi¢des desse experimento quase nio biotransforma ENR
em CIP, algo interessante quando se deseja estudos com dosagens multiplas (tratamento) e
estimativas do periodo de caréncia.

O presente estudo foi conduzido em condi¢des laboratoriais, condi¢des essas que
diferem da realidade quando existem peixes doentes e inapetentes. Assim, para que seja
feito de forma racional o uso da enrofloxacina, € necessdrio a defini¢cao dos valores de CIM
para bactérias relevantes na tilapicultura nacional.e realizacdo de estudo com modelo
animal de infec¢do. A falta dessas informacdes inviabiliza a obten¢do dos indices PK/PD e,
portanto, na determinagdo de um regime terapéutico de maxima eficacia e minimo risco de

resisténcia.
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CONCLUSOES GERAIS

A falta de informacOes relacionadas ao uso racional de antimicrobianos na
aquicultura € muito grande. A &rea tem grande caréncia de estudos clinicos que deem
suporte para o desenvolvimento de terapias com mdéxima eficicia e minimo risco de
resisténcia. Além disso, o ndo cumprimento das boas praticas de manejo e a ineficiente
fiscalizacdo tem permitido o uso indiscriminado de diversos antimicrobianos que sdo
licenciados para outras espécies animais na aquicultura.

A qualidade dos resultados obtidos em estudos farmacocinéticos com peixes exige
boa técnica analitica com instrumentos e métodos confidveis para quantificacdo e excelente
classificacdo dos animais. A uniformidade do lote € imprescindivel para que todos recebam
a dose correta do antimicrobiano através da racao medicada.

Neste trabalho, o uso de LC-FLD atendeu as expectativas e os métodos analiticos
desenvolvidos e validados mostraram-se adequados para a identifica¢do e quantificagao dos
analitos CIP e ENR em todas as matrizes estudadas.

Os métodos de preparo desenvolvidos foram relativamente simples o que colaborou
para a otimizagao no tempo de preparo das amostras (plasma e musculo).

A técnica de revestimento polimérico na rac¢do foi decisiva para que se pudesse usar
o padrdo analitico e ndo o medicamento contendo o firmaco para o preparo da ragdao
medicada. Além disso, com este processo hd maior homogeneidade no revestimento do que
com o método usual (revestimento com 6leo) garantindo que a populacdo-alvo ingira a
quantidade adequada para obtengdo da concentracdo terapéutica da ENR. A
homogeneidade da dose € fato indiscutivel para a realizagdo desses ensaios.

Apesar dos dados farmacodindmicos para ENR (CIM) serem muito antigos, do
come¢o da década de 90 ao obter o indice PK/PD baseado nos valores de CIM para a
maioria dos patdgenos, exceto para Streptococcus sp, a alta correlacdo, indica a
possibilidade do seu uso terapéutico seguro em tildpia-do-Nilo (Oreochromis niloticus). No
entanto, ndo expressam a realidade, j4 que ndo h4 valores de CIM definidos da
enrofloxacina para bactérias de maior importincia na tilapicultura brasileira.

Por ultimo, o longo tempo de meia-vida de eliminacdo da ENR no misculo

(2.08dias) chama atencdo para maiores intervalos de tempo necessarios para 0 consumo
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seguro do produto cdrneo, com niveis de residuos abaixo do LMR permitido (100 ug kg™

para a soma de CIP e ENR).
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ANEXO

APROVACAO DO COMITE DE ETICA / UNESP - JABOTICABAL
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