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Resumo

FARMACOCINETICA E DETERMINAGAC DE ENROFLOXACINA E SEU
METABOLITO EM TECIDOS DE FRANGOS

Palavras chave: enrofloxacina, ciprofloxacina, antimicrobianos, residuos de
medicamentos veterindrios, farmacocinética, frangos, CLAE.

A enrofloxacina (EFX) €& um antimicrobiano sintético do grupo das
fluoroquinolonas, amplamente empregado na medicina veterinaria e, em particular,
na avicultura, tendo como principal metabodlito a ciprofioxacina (CFX). As analises por
CLAE foram realizadas empregando uma coluna analitica de fase mista octadecil -
trocador catiénico e como fase mével, tampéo fosfato 0,05 mol L™ (pH 2,5/ACN com
eluiggo por gradiente, a uma vazéo de 1 mL min”. A quantificacdo nas analises de
medicamentos, plasma e musculo foi realizada por padronizac@o interna, mediante
uso da oﬂoxacina (OFX) e deteccdo da EFX e CFX em 278 nm e OFX em 294 nm.
O preparo de amostra do plasma e dos tecidos consistiu na precipitacdo das
proteinas com &cido tricloroacético 10 %/ACN (80/20 v/v), seguida de extracdo em
fase sdlida em cartucho de fase mista octadecil-trocador catidnico. O método foi
validado mediante avaliagdo dos seguintes parametros: faixa linear, linearidade,
sensibilidade, limites de detecc@o e quantificacgo do método, preciséo intra e inter-
ensaios, exatidao, seletividade e robustez O limite de quantrf cacdo para ambas
fluoroqumoionas foi de 200 ng mL™" para plasma, 200 ug kg para figado e 100 ug
kg™ para masculo e rim. O método mostrou-se adequado para determinagio de EFX
e CFX em formulagbes farmacéuticas, assim como para determinagéo de EFX e CFX
em plasma e tecidos de frangos. Os parametros farmacocinéticos foram avaliados
em frangos da linhagem Cobb, apés administragéo oral de 10 mg de EFX/kg de peso
corporeo. O grafico concentragdo plasmética versus tempo € caracteristico de um
modelo de dois compartimentos, com uma concentragaoe plasmatica maxima e tempo
para alcangar esta concentragdo de 1,5+ 0,2 ug mL™ e 9 + 2 h, respectivamente. A
area sob a curva (ASC) foi calculada em 35 + 4 ug h mL"'. O tempo médio de
residéncia foi de 15,64 h. Niveis de residuos de EFX e CFX foram determinados em
tecidos de musculo, figado e rim de frangos de corte apds administragéo oral de 10
mg de EFX/kg de pesc corporeo em dose Unica diaria por 3 dias consecutivos, com
um tempo de caréncia de 3, 5 e 7 dias anterior abate. Foi verificado que um periodo
de caréncia no minimo de 7 dias antes da Ultima dose de aplicagdo do medicamento

& apropriado para essa linhagem de frango, quando a came é destinada ao consumo
humano.
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Abstract

PHARMACOKINETICS AND DETERMINATION OF ENROFLOXACIN AND ITS
METABOLITE IN CHICKEN TISSUES

Key words: enrofloxacin, ciprofloxacin, antimicrobials, residues of veterinary drugs,
pharmacokinetic, chickens, HPLC.

Enrofloxacin (EFX) is a synthetic fluoroquinolone antimicrobial agent widely
employed in veterinary medicine, particularly in poultry. Its major metabolite is
ciprofloxacin (CFX). The HPLC analyses were carried out using a cationic-octadecil
mixed column and a 0.05 mol L (pH 2.5) phosphate buffer/ACN as mobile phase,
with a linear elution gradient and a flow rate of 1 mL min™. The guantification was
carried out employing ofloxacin (OFX) as internal standard and detection of EFX and
CFX at 278 nm and OFX at 294 nm. The sample preparation of plasma and chicken
tissues consisted of the precipitation of proteins with 10 % tricloroacetic acid /ACN
(80720 viv) followed by solid phase extraction on cationic-octadecil mixed cartridges.
The method was validated using the following parameters: linear range, linearity,
selectivity, sensitivity, detection and quantification limits, intra- and inter-day
precisions, accuracy and robustness. The limits of quantification, for both
fluoroquinolonas, were 200 ng mL™ for plasma, 200 pg kg™ for liver and 100 ng kg™
for muscle and kidney tissues. The validated method was adequate for the
determination of EFX and CFX in phammaceutical formulations, as well as for the
quantification of these substances in plasma and chicken tissues. The
pharmacokinetic parameters of EFX were evaluated in broiler chickens (Cobb) after a
single oral administration of 10 mg of EFX/kg body weight. The resuiting plasma
concentration versus time graph was characteristic of a two-compartment open
model, with a maximum plasma concentration and time to reach this concentration of
1.5+ 02 mg mL" and 9 + 2 h, respectively. The half-life and the mean residence
time of EFX were 1.5 £ 0.2 h and 15.64 h, respectively. The area under the curve
(AUC) was calculated as 35 + 4 mg h mL™. The average residence time was 15.64 h.
Residue levels of EFX and CFX were determined in muscle, liver and kidney tissues
of broiler chickens after oral administration of 10 mg of EFX/kg of body weight once
daily for 3 sucessive days, with a preslaughter time of 3, 5 and 7 days. It was verified
that a preslaughter withdrawal time of 7 days is appropriate for this animal destined
for human consumption.
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Cromatograma 3D da separagéo da OFX, CFX e EFX obtido
nas coondigoes descritasna Figura 19.

- Cromatogramas da EFX apds degradagio com: 1)
Aquecimento; (2) HCI 0,1 mol L™ (3) NaOH 0,1 mo! L™ e (4)
H202 3 % viv.

Graficos das cinco curvas analiticas feitas em dias diferentes,
para CFX e EFX, utilizando o padréo interno OFX.
Cromatograma do branco do plasma. FM tampéo fosfato 0,05
mol L (pH 2,5/ACN gradiente de 0 até 8 min, 90/10 viv a
80/20 viv e de 8 a 12 min de 80/20 v/v a 90/M10 vlv, vazédo
1 mL min™. FE: C18-cati6nica.

Cromatograma 3D da separagio da OFX, CFX e EFX obtido
nas condigées descritasna Figura 23.

- Cromatograma do extrato do plasma com adigcdo de
0,500 ug mL* de OFX, CFX e EFX. FM tampao fosfato
0,05 mol L' (pH 2,5)/ACN gradiente de 0 até 8 min, 90/10 viv
a 80/20 viv e de 8 a 12 min de 80/20 v/iv a 90/10 viv, vazao
1 mL min™". FE: C18-catidnica.

Figura 26 - Curva analitica com adiggo de EFX, CFX e OFX ao plasma do

Figura 27 -

grupo controle.

Cromatograma do extrato do branco do musculo. FM tampao
fosfato 0,05 mol L™ (pH 2,5)/ACN gradiente de O até 8 min,
90/10 viv a 80/20 viv e de 8 a 12 min de 80/20 viv a 90/10
viv, vazdo 1 mL min™'. FE C18-cationica.
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Figura 28 - Cromatograma do extrato do musculo com adigdo de

0,500 ug g de OFX (tz 7,76) e 1,00 ug g' de CFX e EFX
(tr 8,59 e 9,34). FM tampao fosfato 0,05 mol L™ (pH 2,5)/ACN
gradiente de O até 8 min, 90/10 viva 80/20 v/ive de B a 12
min de 80/20 viv a 90/10 wviv, vazdo 1 mL min"
FE: C18-catidnica.

Figura 29 - Curva analitica com adicdo da EFX e CFX a amostras de

musculo do grupo controle.

Figura 30 - Cromatograma do extrato do branco do figado FM tampéo

fosfato 0,05 mol L' (pH 2,5)/ACN gradiente de 0 até 8 min,
90/10 v/iv a 80/20 viv e de 8 a 12 min de 80/20 v/iv a 90/10
viv, vazao 1 mL min"'. FE C18-catidnica.

Figura 31 - Cromatograma do extrato do figado com adicio de

1,00 ug mL" de CFX e EFX. FM tampéo fosfato 0,05 mol L™
(pH 2,5)/ACN gradiente de 0 até 8 min, 90/10 v/iv a 80/20 viv
e de 8 a 12 min de 80/20 v/v a 9010 viv, vazao 1 mL min™.
FE C18-catibnica.

Figura 32 - Curva analitica com adigdo da EFX e CFX a amostras de

figado do grupo controle.

Figura 33 - Cromatograma do extrato do branco do rim FM tampéo fosfato

0,05 mol L™ (pH 2,5)/ACN gradiente de 0 até 8 min, 90/10 viv
a 80/20 viv e de 8 a 12 min de 80/20 viv a 90/10 viv, vazéo 1
mL min™'. FE C18-catidnica.

Figura 34 - Cromatograma do extrato do rim com adigdo 1,0 ug mL™ de

CFX e EFX. FM tampao fosfato 0,05 moll™" (pH 2,5)/ACN
gradiente de O até 8 min, 90/10 v/v a 80/20 v/iv e de 8 a 12
min de 80/20 viv a 90/M0 vi, vazio 1 mbL min™'
FE C18-catidnica.

Figura 35 - Curva analitica com adigdo de CFX e EFX ao rim do grupo

controle.
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CAPITULO |

INTRODUCAO

.1 - Avicultura

A produgéo de carne de frango vem apresentando um aumento continuc na
participagdo no mercado mundial de cames, sendo, atualmente, a segunda carne
mais produzida e consumida. Pelas projecdes do Departamento de Agricultura dos
EUA (USDA), entre 1998 e 2004, a participagdo da carne de frango no mercado
mundial deve aumentar de 24 para 28 % ac mesmo tempo em que ocorrera uma
queda na participagao da carne bovina de 29 para 26 % e na carne suina de 47 para
46 % (AVISITE, 2004).

No Brasil, a avicultura de corte experimentou um crescimento extraordinario nos
altimos trinta anos. Na década de 70, o consumo de came de frango era de 2,3
quilos/habitante/ano. Em 2003 o consumo passou para 32,36 quilos/habitante/ano
levando o Brasil a ocupar a terceira posigao entre os maiores consumidores de carne
de frango do mundo, ficando a frente da Unido Européia e perdendo apenas para os
EUA e China.

O Brasil €, ainda, o terceiro maior produtor (novamente perdendo apenas para
os EUA e a China) e € o0 segundc maior exportador mundial de came de frango,
ficando atras apenas dos EUA. A Tabela 1 relaciona a populagdo brasileira e a
evoluga@o da avicultura de corte nos ultimos cinco anos.

O aumento na produ¢do, exportacdo e consumo de camne de frango nacional
foram acompanhados pelas adaptagbes das instalagbes das granjas e por uma
evolucao nos parametros zootécnicos como genética, nutricdo, sanidade e manejo
das aves.
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Tabela 1 - Evolugéo da avicultura de corte no Brasil nos Ultimos anos.

PRODUCAO EXPORTAGAO DiSPONIBILIDADE CONSUMO PER

ANO mil toneladas mil toneladas I.NTERNA CAPITA
mil toneladas _kg/hab.
1999 5.526,0 7705 47554 28,32
2000 5.980,6 906,7 50739 29,82
2001 6.567.,2 1.2493 53179 30,85
2002 7.4480 1.589,9 5.849 1 33,49
2003 7.645 1 1.822.0 5.723 1 32,36

Fonte: AVISITE (2004).

1.2 - Antimicrobianos na produgédo animal

Na producdo animal, para que seja fornecido aos animais um alimento
balanceado e que seja nutricionalmente completo, faz-se necessario que sejam
incluidos aditivos na dieta para assegurar que os nutrientes sejam ingeridos,
digeridos, protegidos da destruicdo, absorvidos e transportados as células do
organismo (BUTOLO, 1999). Entre os grupos de aditivos utilizados na produgso
animal esta o grupo dos promotores de crescimento, que podem ser compostos
sintéticos orgénicos, compostos quimicos ou elementos inorgénicos simples.

Os antimicrobianos (antibidticos e quimioterapicos) sdo compostos que inibem o
crescimento de determinados microrganismos, sendo utilizados na produgdo animal
para (i) tratar enfermidades (terapéutico), (ii) prevenir contra enfermidades causadas
pela presenca de organismos patogénicos (profilatico) e (iii) melhorar a taxa de
crescimento efou convers@o alimentar (promotores de crescimento) (ANADON e
MARTINEZ-LARRANAGA, 1999).

Os antimicrobianos s&o administrados aos animais por via intramuscular,
intravenosa, subcutanea, oral (na alimentagdo ou agua), tépica (na pele ou couro) e
por infusbes intramamaria ou intrauterina. Teoricamente, independente da via de
administragao, podem ocorrer residuos nos alimentos de origem animal como carne,
leite e ovos (MITCHELL et al., 1998).
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A presenca de residuos de antimicrobianos nos tecidos e alimentos de origem
animal pode ocorrer por ndo terem sido seguidas as boas praticas veterinarias, tais
como: uso do medicamento em espécies diferentes das que se destina, aumento da
dose recomendada, uso por periodo de tempo maior que o recomendado e uso por
via de administragéo diferente daquela recomendada. Ainda, a presenca de residuos
pode ocorrer se n&o for respeitado o periodo de caréncia, que é o intervalo de tempo
entre a ultima administracdo do medicamento e a eliminacdo do farmaco e de seus
produtos de biotransformac&o até niveis aceitaveis como seguros para o consumidor
(MITCHELL et al., 1998).

Ha controvérsias sobre a afirmagdo de que a presenca de residuos de
antimicrobianos em produtos animais destinados ao consumo humano, contribua
para induzir resisténcia aos antibidticos, assim como transferéncia de bactérias
resistentes aos animais para o homem.

A Organizagdo Mundial da Salde (OMS) recomenda que qualquer
antimicrobianc usado para promogéo de crescimento dos animais deve ser banido se
for utilizado na terapia humana ou se for conhecido que ha resisténcia cruzada com
antibidticos usados na medicina humana (MILTENBURG, 2000).

Embora n&o tenha sido possivel estabelecer evidéncias concretas de risco a
saude humana associado a essas substancias, alguns paises, independentemente
destes estudos, tém tomado decisbes que visam banir o uso de antibidticos e
quimioterapicos em dietas para animais destinados ao consumo humano
(BELLAVER, 1999).

Em 1970, a Agéncia Norte-Americana de Alimentos e Medicamentos (FDA -
Food and Drug Administration), estabeleceu um comité permanente para avaliar a
eficacia dos antimicrobianos na produgdo animal, resultando em 1972, na retirada da
penicilina e tetraciclina das listas de aditivos. A mesma medida foi adotada pela
Comunidade Européia em 1976 (ANADON e MARTINEZ-LARRANAGA, 1999).

O governo da Suécia, em 1986, impds o banimento de antimicrobiancs como
promotores de crescimento, sendo que os antibidticos e quimioterépicos somente
poderiam ser empregados na producdo animal com o propésito de prevencdo ou
terapia de doengas (BUTOLO, 1999).
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No Brasil, pela Portaria n® 193 de 12/05/98, da Secretaria de Defesa
Agropecuaria do Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento (SDA/MAPA), a
penicilina, a clortetraciclina e a oxitetraciclina, foram proibidas para uso como
promotores de crescimento (BRASIL, 1998a). Ainda, mediante Portaria n°® 448 do
SDA/MAPA, foram proibidos a fabricagdo, importacdo e uso do cloranfenicol,
furazolidona e nitrofurazona (BRASIL, 1998b). No entanto, ndc fica garantido que a
proibigdo elimina o uso, uma vez que ha deficiéncia na fiscalizagdo de venda e de
uso de aditivos.

Em 1997, a Comunidade Européia (CE), através da medida de precaucio
(Directiva 97/6/CE), proibiu o uso da avoparcina por associar seu usoc a existéncia
de enterococos resistentes a vancomicina. Logo, foram proibidas a bacitracina de
zinco, a ftilosina, a espiramicina e a virginiamicina (ANADON e MARTINEZ-
LARRANAGA, 1999).

A Comiss&o Canadense de Certificagdo de Produgdo Animal Orgéanica (COCC -
Canadian Organic Certification Cooperative) estabeleceu, entre outros aspectos, a
proibigdo do uso intencional de esterco e de promotores de crescimento, tais como
antibidticos, horménios, uréia e elementos tragos, utilizados para estimular o
crescimento atraves da alimentagdo animal (BELLAVER, 1999).

Nos EUA, a pressdo pela eliminacdo de aditivos como antimicrobianos na
alimentagéo animai é grande. Esta sendo estudado o banimento dos promotores de
crescimento: penicilina, tetraciclina, eritromicina, lincomicina, tilosina, bacitracina e
virginiamicina. Esse quadro somente podera ser revertido se os laboratérios
farmacéuticos provarem que a utilizagdo subterapéutica destes antibiéticos nao
oferece riscos a sadde humana.

Em 31/10/2000, o Centro de Medicina Veterinaria (CVM) dos EUA propés a
proibicdo do uso das fluoroquinolonas (FQ) enrofloxacina (EFX) e sarafloxacina em
frangos. O motivo seria evitar a indug&o de resisténcia bacteriana em humanos. Por
exemplo, através da ingestdo de carne procedente de animais tratados com FQ
contra infecgbes causadas pela Escherichia coli, poderia haver resisténcia em
humanos a Camphylobacter, que néo € letal em frangos (FDA, 2001). Até o momento
apenas o uso da sarafloxacina foi suspenso.
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Apesar de haver uma tendéncia mundial no sentido da proibigdo do uso de
antimicrobianos como promotores de crescimento, o uso dessas substancias para
fins terapéuticos deve continuar na produgdc animal, visto que epidemias podem
rapidamente disseminar-se numa criagdo, principalmente tratando-se de aves
domésticas, provocando alta mortalidade e levando a elevados prejuizos
econdmicos. Todavia, o uso destes medicamentos veterinarios requer informagdes
detalhadas sobre suas propriedades farmacocinéticas, incluindo andlise de residuos
em alimentos de origem animal.

1.3 - Quinolonas e fluoroquinolonas

As seguintes classes de antimicrobianos sdo comumente usadas na produgao
animal, sendo administradas via ragBo e agua: beta-lactdmicos, tetraciclinas,
aminoglicosideos, macrolidecs, quinoxalinas, sulfamideos e quinolonas. Dentre
estes, um numero elevado de produtos contendo quinolonas e fluoroquinolonas foi
aprovado e disponibilizado comerciaimente para uso animal (ROSE et al.,1998).

O acido nalidixico (1-etil-1,4-diidro-7-metil-4-oxo-1,8-naftiridina-3-acido
carboxilico), cuja estrutura estd apresentada na Figura 1, foi a primeira quinolona
obtida em laboratério por Lesher et al,, em 1962. Esta quinolona é ativa contra a
maioria das bactérias Gram-negativas, com excegéo das Pseudomonas aeruginosa,
mas € inativa contra todos os microorganismos Gram-positivos (KALANT e
ROSCHLAU, 1991).

0
p l COOH
N
H,c N T
CH,CH;

Figura 1 - Estrutura do acido nalidixico.
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Inicialmente, o uso das primeiras quinolonas como acido nalidixico, acido
oxolinico e cinoxacina, era restrito por apresentar espectro de atividade limitado e,
visto que ndo atingiam niveis antibacterianos sistémicos, eram Uteis apenas como
anti-sépticos urinarios (KATZUNG, 1995). Consequentemente, outras quinolonas
foram sendo sintetizadas e testadas de forma a ampliar o espectro antibacteriano e a
utilidade destes farmacos.

O &cido pipemidico foi a primeira quinoclona a mostrar alguma atividade contra
Pseudomonas aeruginosa devido a inclusdo do grupo piperazinila na posi¢cio 7 da
molécula do acido nalidixico. A flumequina foi a primeira quinolona com um atomo de
flior adicionado a posicdo 6, mas sem a presenca do grupo piperazinila (BAYER,
1995).

As FQ, (Figura 2) sdo antimicrobianos sintéticos de segunda geragéo,
derivadas das quinolonas, contendo um atomo de flGor na posi¢éo 6 e um grupo
piperazinila na posi¢cdo 7, os quais sdo responsaveis por uma maior atividade
antibacteriana e menor toxicidade do que as quinolonas de primeira geragéo. As FQ
sd@o altamente ativas contra uma ampla faixa de bactérias Gram-negativas e Gram-
positivas, incluindo aguelas resistentes a antibidticos beta-lactamicos e sulfonamidas.
Estas caracteristicas fazem com que estes farmacos sejam utilizados na terapia de
uma ampla faixa de infecgdes (POSYNIAK et al., 1999).
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Figura 2 - Estruturas de algumas fluoroquinolonas.
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A inclusdo do atomo de fldor nas quinolonas de primeira geragdo aumentou a
atividade do farmaco contra patégenos Gram-positivos, como Clostridium,
Staphylococcus e Streptococus. Ja o grupo piperazinila melthorou a eficacia quanto a
organismos Gram-negativos como Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosas, e
Salmonella enteritidis (ROYBAL et al., 1997).

As FQ s&o usadas em medicina veterinaria principalmente para o tratamento de
infecgbes pulmonares, urinarias e digestivas (DELEPINE et al., 1998). Elas tém
contribuido  significativamente na terapia de varias infecgdes respiratorias e
intestinais em aves, sendo também utilizadas no tratamento de bovinos, suinos, cies
e gatos (POSYNIAK ef al., 1999).

A atividade antimicrobiana das quinclonas esta relacionada com a inibigdo da
sintese de DNA bacteriano, inibindo a DNA-girase (KATZUNG, 1995).

As quinolonas e seus derivados s@o geralmente bem absorvidos no local de
administragdo e no trato digestivo. A biotransformacgéo e excre¢ao diferem entre os
derivados, mas eles podem ser eficientemente biotransformados e excretados por
ambas as rotas, hepética e renal (JOHNSTON et al., 2002).

Dados experimentais indicam que a distribuicdo das FQ em tecidos animais é
rapida e as concentragbes alcangadas s&o maiores que os niveis plasmaticos
correspondentes. Ainda, possuem atividade bactericida e micoplasmal a baixas
concentragbes. A concentragdo inibitéria minima (MIC) para EFX e CFX contra
patégenos esta na faixa de 0,001 - 0,1 ug mL™" (RAO et al., 2002b).

Entre as quinclonas e fluoroquinolonas para uso na avicultura destacam-se:
ciprofloxacina, danofloxacina, difloxacina, enoxacina, enrofloxacina, flumequina,
norfloxacina, ofloxacina, acido oxolinico e sarafloxacina (ROSE et al. 1998). Dentre
as FQ, a enrofloxacina e a sarafloxacina, eram permitidas para uso na avicultura nos
EUA. Todavia, recentemente, a sarafloxacina foi proibida (FDA, 2001). No Japao,
s&o aprovadas para uso em animais as FQ benofloxacina, danofloxacina,
enrofloxacina e ofloxacina (HORIE et al.,, 1994). Na América Latina sdo utilizadas
para uso veterinario as seguintes FQ: enrofloxacina, danofloxacina e norfloxacina
(BAYER, 1995; WHO, 1998).



Introdugio

1.4 - Enrofloxacina
1.4.1 - Propriedades fisico - quimicas

A EFX, (acido ciclopropil-7-(4-etil-1-piperazinil)-6-fluoro-1,4-diidro-4-oxo-3-
quinoleina carboxilico) (Figura 3A) é um antimicrobiano sintético da classe das FQ,
de emprego exclusivo na medicina veterinaria. Apds administragdo, o composto
perde um grupo etila in vivo formando a ciprofloxacina, CFX (Figura 3B). Cabe
destacar que a ciprofloxacina € um antimicrobiano farmacologicamente ativo usado
na medicina humana. Entretanto, € utilizada na medicina veterindria em varios
paises, entre esse a Argentina (GARCIA-OVANDO et al., 1999).

. F i COOH F i COOH

CH,CHS’ BN )

Figura 3 - Estrutura da enrofloxacina (A) e ciprofloxacina (B).

A férmula molecular da EFX é CqgHxFN303, com massa molar de 359,40. E
uma substancia cristalina, de cor amarelo pélido, com ponto de fus&o de 219-221 °C.
A solubilidade em &gua é dependente do pH e como ha grupos acidos e basicos na
mesma molécula, a solubilidade aumenta em pH menores que 5,0 e maiores que 10
(MERCK INDEX, 1989; ALTREUTHER, 1987).

.4.2 - Modo de agdo

Enguanto que penicilinas, cefalosporinas e a bacitracina agem atacando as
paredes celulares das bactérias e aminoglicosideos, o cloranfenicol, as tetraciclinas e
os macrolideos interferem com a sintese de proteinas, os derivados das quinolonas,
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como a EFX, diminuem a atividade da DNA-girase, enzima importante na replicacdo
do DNA, cuja inibigdo induz a disturbios funcionais com blogueio de um numero
indeterminado de estagios da sintese do DNA, resultando na morte da bactéria
(SCHEER, 1987).

1.4.3 - Cinética e biotransformagéao

Estudos com EFX mostraram que esta quinolona possui biodisponibilidade de
65 - 70 % apos aplicacdo oral (ANADON et al., 1995). Este composto é ponto de
referéncia para a maioria das FQ usadas na avicultura por ser o mais conhecido.

Tanto a EFX como a CFX tém alta biodisponibilidade em fluidos corporeos e
orgdos, alta razdo de concentragdo tecido/soro e boa tolerancia (GARCIA-OVANDO
et al., 1999; POSYNIAK et al., 1998).

Quando se trata de residuos de medicamentos em produtos de origem animal,
é necessaric dar uma atengao especial sobre a distribuicdo do farmaco nos tecidos
animais, sua rota de biotransformagéo, sua eliminagdo e a dos produtos de
biotransforma¢do. O tempo de eliminagdo deve ser utilizado para prever a
guantidade do farmaco acumulado apds doses mdiltiplas e o tempo necessario para
reduzir a concentragdo no sangue a concentracbes seguras. Os dados
farmacocinéticos s30 usados para estabelecer periodos de caréncia, e as
informagdes sobre absor¢@o, distribuicdo, biotransformacdo e excrecdo séo
utilizadas para estabelecer os LMR de antimicrobianos (ANADON e MARTINEZ-
LARRANAGA, 1999).

A disponibilidade cinética da EFX foi determinada em frangos (GARCIA-
OVANDO et al. 1999; KNOLL et al., 1999; ANADON et al., 1995), em suinos e
coelhos (MANCEAU et al., 1999), em cabras (RAO et al., 2002a; RAO et al., 2002b)
e em peixes (INTORRE et al., 2000, LEWBART et al., 1897). Entretanto, no Brasil
nao existem dados farmacocinéticos disponiveis sobre a EFX e outras FQ em
frangos de corte. Os parametros farmacocinéticos determinados pelos autores
citados foram: concentrac@o plasmatica méaxima (Cmax); tempo de meia-vida (tip);

10
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tempo médio de residéncia (TMR); drea sob a curva (ASC) e volume de distribuicio
(Va).

Anadén et al. (1995) determinaram as propriedades farmacocinéticas da EFX
em frangos da linhagem Hubbard x Hubbard, ap6s administracio oral e intravenosa
de doses de 10 mg/kg de p.c.por 4 dias. Apés administragdo oral 0 Ciax atingido pela
EFX em 1,64 h foi de 2,44 ug mL™"'. Os t1; de eliminacéo do plasma foram de 14,23
e 10,29 h e os TMR foram de 15,30 e 9,65 h, apds administragdo oral e intravenosa,
respectivamente. A biodisponibilidade oral calculada foi de 64 %.

Garcia-Ovando et al. (1999) administraram dose intravenosa de 5 mg kg™ p.c.
de EFX e de CFX em frangos. Cabe destacar que a CFX & utilizada na medicina
veterinaria em varios paises. Os parametros farmacocinéticos foram determinados e
diferengas significativas (p < 0,001) foram encontradas para os dois farmacos. O V4
foi de 1,98 L kg™ para EFX e de 4,04 L kg™ para CFX. A ASC, TMR e t» foram duas
vezes maiores para EFX quando comparados para a CFX. Estes resultados indicam
que a CFX é eliminada mais rapidamente que a EFX, podendo apresentar a
vantagem de um periodo de caréncia menor.

Knoll et al. (1999) compararam a disponibilidade cinética da EFX com a
danofloxacina em frangos apds administragéo oral e intravenosa usando doses de 10
e 5 mg kg' p.c. para EFX e danofloxacina, respectivamente. Os parametros
farmacocinéticos que foram similares para danofloxacina e EFX foram: tio~6-7 he
TMR ~6-9 h. Mas, a depuracgdo (24 e 10 mL min" kg?) e o V4 (10 e 4 L kg™') foram
duas vezes maiores para danofloxacina que para EFX. A Cnax apds administragao
oral foi de 0,50 e 1,9 pg mL™ para danofloxacina e EFX, respectivamente, com um
tmax de 1,5 h para ambas. A biodisponibilidade da danofloxacina foi de 99 % contra
89 % da EFX.

Manceau et al. (1999) plotaram o grafico da concentrac@o piasmatica versus
tempo, apés administragdo intravenosa de 5 mg kg” p.c. de EFX em suinos. Foram
detectadas concentragbes de CFX abaixo do limite de quantificagdo do método
(0,040 pg mL"), exceto no tempo 0,5 h no qual a concentragdo de CFX
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correspondeu a menos que 4 % do total. A concentracdo de EFX no plasma, apés
12 h da administragdo do medicamento, foi de 0,094 ug mL™".

Rao et al. (2002b) determinaram as propriedades farmacocinéticas da EFX
apés administracdo oral em cabras, com dose unica de 2,5 mg kg” p.c. A curva
construida para avaliar o perfil farmacocinético da EFX apresentou uma fase rapida
de distribuigdo e uma fase lenta de eliminagdo, com ti,de 0,73 h. O Vg4, a depuragéo
sistémica e o TMR encontrados foram de 1,38 L kg™, 1331 mL h™ kg e 0,97 h,
respectivamente. A EFX e CFX foram detectadas no plasma apdés 3 h da
administracio da EFX com a soma das concentragdes maiores que 0,1 ug mL™.

Lewbart et al. (1997) determinaram as propriedades farmacocinéticas da EFX
em peixes (Colossoma brachypomum) apds administragdo intramuscuiar e oral com
dose de 5 mg kg, e por imersao em banho com dose de 2,5 mg L™ por 5 h. O ty5
determinado para EFX, apés administrac&o intramuscular foi de 28,9 h, sendo mais
longo que para animais de outras espécies. Apos 4 h 0 Cax foi de 1,64 pg mL™,
tendo excedido a concentragao inibitdria minima (MIC) para 20 bactérias conhecidas
por induzir infecgbes em peixes. Apds 48 h a concentragdo da EFX estava bem
acima da MIC para patdgenos Gram negativos em peixe. A administracdc oral
produz uma Cpax de 0,94 ug mL™" e um ty de 6 a 8 h. No banho por imers3o, 0 Cax
foi de 0,17 pg mL' em 2 h apds o inicio do tratamento. A administragao
intramuscular & a mais indicada, alcangando niveis séricos maiores do gque pelas
outras vias de administragao.

Intorre et af. (2000) determinaram em peixes (Dicentrarchus labrax), a
disposicdo cinética da EFX no plasma e a sua distribuicdo nos tecidos. Apés
administragéo oral de 5 mg kg™ p.c., a EFX foi lentamente eliminada em 25 h, com
Cmax de 1,39 ug mL™ apés 8 h. A distribuigio da EFX foi feita no compartimento
extravascular, com concentragbes no figado maiores que no musculo e na pele. O
tratamento por imers&o em banho (5, 10 ou 50 mg L™ por 4, 8 ou 24 h) resultou em
niveis no plasma e nos tecidos com corretagio significativa com a concentracao do
farmaco na agua ou com o tempo de exposicdo ao mesmo. A CFX foi detectada no
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figado, ocasionaimente no plasma, mas nunca no musculo e pele dos peixes
(Dicentrarchus labrax).

I.4.4 - Estudos de toxicidade

A EFX foi amplamente investigada quanto a sua seguranga de uso por
Altreuther (1987), que avaliou a seguranca de uso farmacologico, toxicidade aguda e
subcrénica, embriotoxicidade, teratogénese e mutagénese. Efeitos adversos em
animais de laboratdrio (ratos, macacos e porcos) somente apareceram quando a
dose aplicada excedeu em 10 vezes a dose terapéutica recomendada. Estudos
toxicolégicos n&o indicam influéncia em parametros de sistemas vitais como no
sistema nervoso central ou no cardiovascular. Testes in vitro para verificar as
propriedades alergénicas nao apresentaram efeitos. Estudos em ratos mostram que
a EFX nao é teratogénica ou mutagénica.

A toxicidade aguda oral e parenteral da EFX & considerada baixa. Altreuther
(1987) determinou a toxicidade aguda apds administracdo oral da EFX em ratos,
macacos e coelhos. A dose letal (DLso) determinada foi: > 5000 mg kg p.c. em ratos
(as) e em macacos; 4336 mg kg” p.c. em macacas; 500 a 800 mg kg’ p.c. em
coelhos (as). Apds administracdo parenteral a DLsg foi de aproximadamente 200 mg
kg' p.c. em macacos (as). A toxicidade subcronica foi avaliada mediante
administragéo do farmaco na ragéo, diariamente por 13 semanas, em duas espécies,
ratos e cachorros. As doses toleradas foram de 2000 mg do farmaco por kg de
ragdo, equivalente a 165 mg EFX/kg™” p.c. em ratos e 52 mg kg™ p.c. em cachorros.

1.4.5 - IndicagOes de uso na medicina veterinaria
EFX e CFX s&o efetivas contra uma variedade de bactérias patogénicas, tais

como Fausterella multocida, Yersinia spp., Escherichia coli, Haemophilis somnus,
Moraxella bovis e Samonella spp. (RAO et al., 2002a). Suas principais aplicagbes
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tém sido no tratamento de infecgdes gastrointestinais e respiratérias causadas por
bactérias Gram negativas (RAO et al., 2002b).

As propriedades antimicrobiais da EFX indicam que existem vantagens para
uso em frangos. O principal uso destes produtos ocorre no tratamento de infecgbes
micoplasmais, colibacillosis respiratdrias secundarias e pasteurellosis em frangos e
perus (ANADON et al., 1995).

Para uso em frangos a EFX é formulada para administracgo oral através da
agua, utilizando uma soiugdo 10 % m/v, com a dose indicada de 10 mg/kg de p.c. por
dia. Deve ser administrada por 3 dias consecutivos para tratamento de micoplasmas
e de E. coli, sendo indicada sua aplicagdo por 5 dias consecutivos nos casos de
Samonellose.

Para nao correr ricos de permanecerem residuos da EFX ou de seu metabdlito,
CFX, no leite, ndo é indicado o uso deste antimicrobiano em mamiferos em fase de
lactagéo. Do mesmo modo, o medicamento ndo deve ser administrado em poedeiras,
para que nao sejam transmitidos residuos para os ovos.

1.4.6 - Niveis de residuos

Os residuos de medicamentos veterinarios tornam-se um problema de
seguranga alimentar quando persistem em um nivel acima do valor considerado
seguro no momento do abate dos animais. Portanto, é fundamental que estejam
disponiveis informagoes sobre as propriedades farmacocinéticas, assim como,
estudos sobre niveis de residuos dos farmacos em animais destinados ao consumo
humano.

Anaddn et al. (1995) determinaram residuos de EFX e de seu principal
metabdlito, CFX, em musculo, rim, figado, pulmdes, gordura e pele de frangos da
linhagem Hubbard x Hubbard, que receberam dose oral de EFX de 10 mg/kg de p.c.
por 4 dias consecutivos. Os animais foram separados em trés grupos e abatidos 1, 6
e 12 dias ap6s a ultima dose administrada do medicamento. Os resultados indicam
que os residuos de EFX e CFX foram eliminados lentamente. Concentracées médias

de CFX em musculo, figado e rim variaram de 20 a 75 pg kg™, persistindo 12 dias
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apos a ultima aplicagdo do medicamento. Todavia, neste periodo de 12 dias, a EFX
s6 foi detectada em figado na concentracao de 25 g kg”'. Os autores conciuiram
que um periodo de caréncia de 12 dias deveria ser respeitado apds a Uitima
administracdo do medicamento até o abate.

Knoll et al. (1999) determinaram a concentragio de EFX nos tecidos de frangos
apos administragdo oral 10 mg de EFX/kg de p.c., adicionados na agua, durante um
periodo de 5 dias. Os seguintes tecidos foram analisados: figado, rim, pulmao,
traquéia, miocardio, musculo, pele, paredes do ceco e plasma. A concentragdo
plasmatica méxima foi de 0,52 ug mL™". As concentragdes nos tecidos excederam a
concentragdo no plasma, com a razio tecido/plasma variando de 1,1 a 7,0. Neste
estudo, as concentragdes de CFX em plasma foram determinadas e ficaram abaixo
do limite de quantificag&io do método, ou seja 0,07 pug mL™".

Gorla et al. (1997) determinaram EFX e CFX em ovos, apés administragdo oral
de uma solugdo 5 % m/v de cada um dos dois medicamentos, na dosagem de 5 mg
kg' p.c. por dia, durante 5 dias consecutivos em 12 poedeiras. Os ovos foram
coletados no periodo de 14 dias a contar do 1° dia de administragdo dos
medicamentos. Os antimicrobianos foram determinados nas gemas e nas claras. Os
residuos de EFX detectados nos ovos foram entre 20 e 1980 ug kg'1, com a maior
concentragdo sendo atingida no 7° dia apds o inicio da administragdo do
medicamento. A CFX foi detectada entre 140 e 280 ug kg™, sendo detectada a partir
do 4° dia da administragdo do medicamento. A partir de 7 e 6 dias do término da
administrac&o do medicamento, as concentragdes de EFX e CFX, respectivamente,
n&o foram mais detectadas (<LOD = 19 pg kg™).

Tyczkowska et al. (1994) administraram, intravenosamente, uma dose de 2,5
mg kg p.c. de EFX em vacas lactantes. Durante 48 h apés a administracdo do
medicamento, foram coletadas nove amostras de leite e plasma a fim de monitorar
as concentragbes de EFX e de CFX A EFX rapidamente é excretada no leite e
atinge a concentragdo méxima de 0,23 ug mL™ apés 30 min da administragdo do
medicamento. Tanto no leite como no plasma, ndo é possivel quantifica-la (LOQ <

0,05 ug mL™") apds 4 h da administragdo. A CFX aparece rapidamente no plasma e
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no leite (15 min apds injegao intravenosa da EFX) sugerindo uma biotransformagao
rapida da EFX em CFX. No leite a CFX atinge uma concentragdo maxima de 0,41
ug mL™ apés 4 h, quando comega a decair, nao sendo mais detectada no leite e no

plasma apos 48 h. E importante ressaltar que apenas um animal foi utilizado neste
estudo.

1.5 - Aspectos de legislagdo

Para garantir a seguranga dos consumidores, niveis de tolerancia ou Limites
Maximos de Residuos (LMR) tém sido estabelecidos quanto a presenca de
antimicrobianos em alimentos de origem animal. Estes niveis de tolerancia séo
estabelecidos para os niveis residuais do farmaco e de seus metabdlitos, que podem
permanecer na carcaga animal ou nos alimentos de origem animal apdés o término da
administragdo do medicamento e do periodo de caréncia até o abate.

O risco a satide humana devido & presenga de residuos de antimicrobianos em
alimentos é avaliado pelo Comité de Peritos em Aditivos Alimentares, JECFA (Joint
Expert Committee of Food Additives). Nessas avaliagbes, sao levados em
consideracgéo todos os dados disponiveis na literatura sobre parametros biologicos e
toxicolégicos do antimicrobiano em questao (PALERMO NETO, 1999).

O JECFA, na sua 48° reunido em 1997, estabeleceu um valor de ingestéo diania
aceitavel (IDA) para EFX, de 0 - 2,0 ug/kg de p.c./dia (FAQ, 2001).

Os LMR, definitivos ou temporarios, adotados pelo Brasil, sd0 os harmonizados
no Mercosul ou os recomendados por organismos internacionais como o Codex
Alimentarius e a Comunidade Européia.

Na legislagédo brasileira foi estabelecido o LMR para as FQ em tecidos de
frango adotando os valores recomendados pela Comunidade Européia como valores
de LMR para residuos de EFX e CFX em tecidos de frangoc (EUROPEAN
COMISSION REGULATION 90/2377/ECC) um total (EFX + CFX) de 100 pg kg™ para

musculo e pele/gordura, 200 ug kg™ para figado e 300 ug kg™ para rim (EUROPEAN
COMISSION REGULATION 99/508/ECC).
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O Programa Nacional de Controle de Residuos Biologicos (PNCRB) foi
instituido no Brasil pela Secretaria de Defesa Agropecuaria (SDA) do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA). Os objetivos gerais do PNCRB séo
melhorar a produtividade e qualidade dos alimentos de origem animal, visando a
segurancga do consumidor e proporcionar ao pais condigbes de adequar, do ponto de
vista sanitario, a produgédo de alimentos as regras internacionais de comércio. O
plano prevé a adog&o de programas setoriais para carne, mel, leite e pescado
(BRASIL, 1999)

Alguns antimicrobianos sdo monitorados pelo Programa de Controle de
Residuos Biolégicos em Carne (PCRBC), cujas ag¢des estio direcionadas para evitar
a violagao dos LMR de substancias autorizadas e verificar a presenca de residuos de
compostos quimicos de uso proibido no pais. Os antimicrobianos avaliados foram:
penicilina, estreptomicina, cloranfenicol, tetraciciina, eritromicina, neomicina,
oxitetraciclina, clortetraciclina, sulfonamidas e outros, como ivermectina,
nitrofurazona, furazolidona e nicarbazina (BRASIL, 1999).

Em margo de 1999, a Comisséo Veterindria da Comunidade Européia {CE)
visitou o Brasil para avaliar as agdes tomadas pelas autoridades brasileiras para
atender as directivas 96/22, 96/23 e 98/140 do conselho da CE, que pedem o
controle de residuos nos animais vivos e nos produtos destinados & exportag@o para
a CE. O relatéric concluiu que do ponto de vista de organizagdo administrativa, o
controle de residuos e satisfatorio, mas apresen{a deficiéncia nas informagbes gerais
e na frequéncia de amostragem. Nas deficiéncias graves foram constatados falta de
controle de distribuicdo de medicamentos veterinarios, o qual aumenta o risco da
presenca de residuos nos alimentos (MILTENBURG, 2000).

Recentemente, em reunido realizada em 11/09/03 na diretoria colegiada da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria (ANVISA), foi criado o Programa de Analise
de Residuos de Medicamentos Veterindrios em Alimentos de Origem Animal -
PAMVet. O monitoramento de residuos de medicamentos veterinarios em alimentos

estava sendo acompanhado e desenvolvido pela ANVISA desde 2002 (ANVISA,
2004).
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O PAMVet prevé o controle de residuos de medicamentos veterinarios em
alimentos de origem animal expostos ao consumo. A implementa¢do do programa
serd de forma escalonada no territério nacional. Serdo coletadas amostras no
comércio e os residuos analisados nos laboratérios selecionados e credendiados
pela ANVISA.

Através da resolugdo RDC n° 5 de 02/02/01, a ANVISA criou o regulamento
técnico sobre métodos de amostragem para o PAMVet. Para que nas amostras de
alimentos analisadas seja encontrada uma violagéo (nivel de residuos superior aos
LMR estabelecidos), com um nivel de confianga de 95%, devem ser analisadas no
minimo 299 amostras. No ano de 2003 foram analisadas 434 amostras de leite
bovino coletadas no comércio das regides sul e sudeste. Os resultados ainda nao
foram apresentados.

Gradativamente, outros alimentos de origem animal serdo analisados. Além do
leite bovino, serdo analisadas: came de frango, came bovina, carne suina, pescado,
ovos de galinha e mel de abelha. A andlise de amostras de came de frango esta
prevista para 2004. Os seguintes antimicrobianos seréo avalitados pelo PAMVet:
benzilpenicilina/benzilpenicilina procaina; diidroestreptomicina/estreptomicina,
neomicina, eritromicina, tetraciclina, oxitetraciclina, clortetraciclina, ampicilina,
amoxicilina, ceftiofur; cloranfenicol, sulfametazina/sulfametoxina e sulfatiazol.

Apesar das FQ serem utilizadas na medicina veterinaria no Brasil, o PAMVet
néo prevé a avaliagdo da presenga dos residuos destes farmacos e de seus
metabdlitos em alimentos de origem animal.

1.6 - Metodologia analitica

E necessdrio que seja realizado o controle de qualidade dos alimentos de
origem animal quanto a presenca de residuos de medicamentos veterinarios. Para
tanto, faz-se necessario o desenvolvimento de métodos analiticos com sensibilidade
adequada para quantificar a presenga de residuos de antimicrobianos nos tecidos de
animais destinados a produ¢dac de alimentos como carne, ovos e leite. Até o
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momento, praticamente n@o existem informacdes na literatura sobre a determinagéo
de residuos de fluoroquinolonas em alimentos de origem animal no Brasil.

Na determinacéo de residuos de antimicrobianos em alimentos deve ser dada
uma atengdo especial ao preparo da amostra que antecede a andlise instrumental. O
preparo da amostra envolve, além da extragdo liquido-liquido (ELL) dos
antimicrobianos das matrizes, etapas de extrag&o, limpeza do extrato (clean-up) e
pré-concentra¢éo do analito utilizando cartuchos de extragdo em fase solida (EFS).

De modo geral, os métodos de preparo de amostras sugeridos na literatura para
determinacdo de FQ em materiais biolégicos requerem procedimentos de extragio
liquido-liquido com: solventes puros, como acetonitrila (JOHNSTON et al., 2002 e
GORLA et al., 1997); solventes com solugdes basicas: acetonitrila-hidroxido de sédio
(TYCZKOWASKA et al., 1994) e acetonitrila-amdnia (HORMAZABAL et al., 1991);
solventes com solugbes acidas: metanol-acido tricloroacético (CINQUINA et al.,
2003), acetonitrila-acido fosforico (CHU et al., 2002), acetonitrila- cido tricloroacético
(POSYNIAK et al., 2001 e 1999), acetonitrila-acido acético (ROSE et al., 1998),
metanol-acido perclérico-acido fosférico (STRELEVITZ e LINHARES, 1996) e
acetonitrita-acido metafosférico (HORIE et al., 1994).

Diversos métodos analiticos séo descritos na literatura para a determinagdo de
residuos de medicamentos veterindrios em alimentos. Para a determinagdo de
antimicrobianos da classe das quinolonas, tem sido recomendado empregar métodos
que utilizam a cromatografia liquida de alta eficiéncia, cromatografia gasosa,
eletroforese capiiar, espectrofotometria e voltametria.

Cabe destacar que, para a determinacdo de residuos de antimicrobianos da
classe das quinolonas e flucroquinolonas, 0 método mais comum é a cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) com detectores UV/VIS, arranjo de fotodiodos (DAD)
ou fluorescéncia. Para confirmagéo da identidade, a cromatografia liquida acoplada a
um detector de espectrometria de massas (LC-MS) é o mais indicado.

A seguir ser&o revisados trabalhos da literatura relacionados & determinagéo de
FQ em plasma e tecidos de animais, utilizando a CLAE. Esses trabalhos foram fonte
de pesquisa para o desenvolvimento da metodologia analitica para determinagao de
EFX e CFX em plasma e tecidos de frangos neste trabalho.
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Garcia-Ovando et al. (1999) utilizaram a CLAE com detector UV para quantificar
EFX e CFX em plasma de frangos e assim comparar seus parametros
farmacocinéticos. A detecg@o foi efetuada no Amaex de 278 nm. As proteinas do
plasma foram precipitadas com ACN e apds centrifugagdo, o sobrenadante foi
coletado, evaporado, ressuspendido em fase mével (FM) e injetado no cromatégrafo
apés ser filtrado. Uma coluna C4g foi utilizada na separagao dos antimicrobianos com
a FM composta de H-O/ACN/trietilamina (80/19/1 v/v). Os LOQ calculados para EFX
e CFX em plasma foram 0,010 e 0,15 ug mL™, repectivamente.

Knoll et al. (1999) quantificaram EFX e danofloxacina em plasma e tecidos de
frangos empregando a CLAE com detector de fluorescéncia. A EFX e a
danofloxacina foram extraidas do plasma com uma solugdo de tampéao fosfato 0,05
mol L', pH 2,2. Os tecidos foram homogeneizados com acido metafosforico 0,2 %
viv. em uma mistura HO/ACN (70/30 viv). Os dois extratos foram purificados em
cartucho Cs. A fase estacionaria (FE) utilizada foi uma coluna C+g (LiChrospher 100)
e a composicdo da FM foi HsPO4 85 %lftrietilamina/H2O/ACN (0,3/0,3/81/18,4 viviviv).
A deteccéo foi feita nos comprimentos de excitacdo e emissdo de 446 e 278 nm,
respectivamente. Os LOQ calculados para as FQ em plasma e nos tecidos foram,
respectivamente: 0,060 ug mL™ e 50 pg kg para EFX; 0,020 ug mL™ e 20 pg kg™
para CFX; 0,060 ug mL™ e 50 ug kg™ para danofloxacina.

Anadén et al. (1995) determinaram EFX e CFX em plasma e tecidos de frangos
utiizando a CLAE, sendc que o detector utilizado ndo foi mencionado. Os analitos
foram extraidos com dicloromentano. Apéds centrifugacdo, a fase organica foi
evaporada e o extrato redissolvido na FM cuja composicio era H.O com 1,9 mL de
H3sPO4 85 % e 1,4 g de iodeto de tetrabutilaménio/MeOH (70/30 viv). A FE utilizada
na separa¢io da EFX e CFX foi uma coluna Nucleosil Cis. O LOD determinado pelos
autores para as duas FQ foi de 3ngmL™.

Gorla et al. (1997) utilizaram a CLAE com detector UV para determinar EFX e
CFX em gemas e claras de ovos. As matrizes foram homogeneizadas com
acetonitrila. Apds centrifugacdo, o sobrenadante foi coletado, evaporado e dissolvido

na FM. Foi empregada como FE uma coluna cromatografica Hypersil ODS e como

20



Introdugio

FM, H20/ACN/trietilamina (80/19/1 viv). A detecgéo dos analitos foi feita em Amax de
275 nm. Os LOD do método foram 19 ug kg'1 para EFX e 156 png kg™” para CFX.

Cinquina et al. (2003) otimizaram e validaram metodologia analitica
empregando a CLAE/DAD na determinacdo de EFX e CFX em leite de cabra. Os
analitos foram extraidos do leite apos precipitacdo das proteinas com A&cido
tricloroacético 20 % em MeOH e com adigao de tampéao fosfato de sédio 0,05 mol L™
pH 7.4. Apbs centrifugacéo, o sobrenadante foi coletado e a EFX extraida utilizando
discos C1s. A separagdo cromatografica foi feita utilizando uma coluna Ci4 (Zorbax
Bonus-RP) e uma FM composta de HsPO, 0,05 mol L™ (pH 3,4/ACN (87/13 viv). A
detecc@o foi efetuada em 277 nm. O LOQ calculado para os dois analitos foi
20 ug kg™

Tyczkowaska et al. (1994) determinaram EFX e CFX em plasma e leite bovino
utilizando a CLAE/DAD. A detecgdo foi monitorada entre 230 - 350 nm, com
quantificacdo em 278 nm. O preparo de amostra consistiu em homogeneizar
volumes iguais de plasma ou leite com ACN/NaOH 0,1 mal L™ (50/50 v/v) e separar
as fases por um sistema de micro separacdo. O ultrafiltrado foi injetado diretamente
no cromatégrafo. A FE utilizada foi uma coluna fenil (Spherisorb) e a FM composta
de ACN/MeOH/trietilamina/H,SO4/H0  (9/9/0,45/0,40/181,15 viviviviv). O LOD
calculado para os dois compostos foi de 5 ng mL™".

Gigosos et al. (2000) determinaram EFX, CFX, norfloxacina, difloxacina e
marbofloxacina em amostras de rim e musculo bovino e em ovos por CLAE/DAD. O
monitoramento dos analitos foi efetuado entre 190-350 nm com quantificagdo em 280
nm. A extragdo das FQ foi efetuada com HC! 1,0 mol L'. Apds centrifugacdo, o
sobrenadante foi purificado utilizando cartucho Cys. Na separa¢do cromatogréfica foi
utilizada uma coluna C1g (Hypersil BDS) e a FM composta por H3PO4 0,1 mol L™ (pH
3,5)/ACN (85/15 viv). Os LOD variaram de 1 ng para EFX e CFX, 2 ng para
norfloxacina e difloxacina, e 4 ng para marbofloxacina.

A CLAE com detecgdo por fluorescéncia foi utilizada na determinagdo de
residuos de EFX e CFX, entre outras FQ, em ovos {CHU et al., 2002); em tecidos
animais (RAMOS et al,, 2003; GARCIA et al., 2001; GARCIA-OVANDO et al., 2000;
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POSYNIAK et al., 2001 e 1999; YORKE e FROC, 2000; STRELEVITZ e LINHARES,
1996; HORIE et al., 1994, HORMABAZAL et al., 1991) e em leite (ROYBAL et al.,
1997).

Chu et al. (2002) determinaram EFX, CFX e sarafloxacina em clara e gemas de
ovos utilizando a CLAE com detector de fluorescéncia. As matrizes foram
acidificadas com H,S0,4 1,0 mol L™ seguido por precipitagdo das proteinas com ACN.
Apds centrifugagdo o sobrenadante foi coletado, pré-concentrado e o residuo
ressuspendido com tamp&o fosfato de sédio, pH 2,5, anterior andlise cromatografica.
A FM utilizada na separag8o foi acido trifluoroacético 0,1 %/ACN (75/25 viv) e a FE
uma coluna polimérica, PLRP-S. A detecgdo foi feita nos comprimentos de excitagao
e emiss2o de 460 e 280 nm, respectivamente. Os LOD determinados para as claras
foram 1 pg mL™ para os 3 antimicrobianos estudados e para as gemas, 3,1e1 g
mL" para CFX, EFX e SFX, repectivamente.

Ramos et al. (2003) utilizaram a CLAE com detector de fluorescéncia para
determinar EFX, CFX, sarafloxacina, acido oxolinico e flumequina em musculo de
suinos e de salmdo. As FQ foram extraidas do musculo com tamp&o fosfato de sodio
0,05 mol L, pH 7.4. Apés centrifugacdo, o sobrenadante foi coletado e filfrado. A
limpeza do extrato foi feita empregando cartucho Cig (Discovery DS). A separagéo
cromatogréfica foi efetuada separadamente para EFX, CFX e sarafloxacina, com
tamp3o fosfato de sddio 0,02 mol L™ (pH 3,0/ACN (82:18 viv) como FM e detecgio
nos comprimentos de excitacdo e emissdo de 450 e 280 nm, respectivamente. Para
o acido oxolinico e a flumequina a FM empregada foi tampao fosfato de sadio 0,02
mol L™ (pH 3,0/ACN (66:34 viv) e a deteccdo nos comprimentos de excitacéo e
emissao de 366 e 312 nm, respectivamente. Foi utilizada uma coluna Symmetry Cqs
como FE nas duas separagdes. O LOD determinado foi de 5 pg kg”' para todas FQ,
exceto para sarafloxacina que foi de 10 ug kg™.

Garcia et al. (2001) determinaram EFX e CFX em mdsculo e figado de frangos
utilizando a CLAEAluorescéncia. As FQ foram extraidas com tampéo fosfato de sodio
0,1 mol L, pH 7,4 seguida por extragdo liquido-liquido com diclorometano. Apds
centrifugagdo, a fase organica foi coletada e concentrada para injegéo
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cromatografica. A FE empregada na separagao da EFX e CFX foi uma coluna Cqs
(Novapak) e a FM composta de tampao fosfato/ACN (80/20 v/v), sendo o tampéo:
KH2PO4 0,02 mol L™, HS0,4 0,006 mol L™ e brometo de tetraetilaménio 0,012 molL™".
A detecgéo foi efetuada nos comprimentos de excitagdo e emiss&o de 425 e 338 nm,
respectivamente. Os LOD determinados para os tecidos foram de 32 ug kg™ para
CFX e 10 ug kg™ para EFX.

Garcia-Ovando et al. (2000) utilizaram a CLAE com detector de flucrescéncia
para determinar a EFX em musculo de frango. A EFX foi detectada nos
comprimentos de excitagdo e emissdo de 440 e 297 nm, respectivamente. A
extracgo da EFX do musculo foi feita com diclorometano apds o tecido ter sido
homogeneizado com tampao fosfato. Apés a centrifugagdo a fase organica foi
coletada, filtrada, evaporada e ressuspendida em FM, anterior analise
cromatografica. As condigdes cromatograficas foram: FE C4s (ODS Hypersil) e FM
composta de H>O/ACN/#trietilamina (80/19/1 viv), com pH ajustado em 3,0 com
H2S04. 0 LOQ determinado para a EFX foi de 3,9 ugkg™.

Posyniak et al. (1999) quantificaram EFX, CFX, sarafloxacina e difloxacina em
musculo, figado e rim de bovinos e suinos, empregando a CLAE com detecgédo por
fluorescéncia. Na extragdo dos analitos da matriz foi utilizada uma solugdo de acido
tricloroacético 5 %/ACN (70/30 v/v). Apos centrifugacdo o sobrenadante foi coletado
e purificado por EFS com cartucho de estireno divinilbenzeno (SDB1). As FQ foram
separadas empregando coluna analitica Cg (LiChrospher 100) e a FM composta de
HsPO4 25 mmol L™/ACN (70/30 viv) com 2,5 mmol L™ de acido heptanosulfénico. A
deteccdo foi feita nos comprimentos de excitagdo e emissdo de 440 e 278 nm,
respectivamente e a confirmagéo de identidade por detetor de arranjo de fotodicdos
em 278 nm. Os LOD das FQ reportados foram 5 ug kg” para todos os tecidos.

Em 2001, Posyniak et al. avaliaram o efeito do preparo de amostra na
determinacdo EFX, CFX, sarafloxacina e difloxacina em musculo e figado de frango.
Foi avaliado o procedimento de ELL descrito por Posyniak et al. (1999), sendo
recomendada a solucdo de acido tricloroacético 10 %/ACN (80/20 v/v), digestéo

enzimatica e emprego de ultrassom. Os trés procedimentos testados apresentaram
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resultados semelhantes. Utilizando a EFS, o cartucho SDB1 apresentou maior
eficiéncia de extracéo entre os cartuchos testados C+s, Cs, NH,, BSA e SDB1.

Yorke e Froc (2000) utilizaram a CLAE com detecgédo por fluorescéncia para
determinagao de nove quinolonas em musculo de frango. Os analitos foram extraidos
utilizando uma solugéo de pH 9,1 (preparada com tris-hidroximetil-aminometano e
acido cloridrico) e acetonitrila. A separagio cromatografica foi efetuada utilizando
uma coluna polimérica, PLRP-S. As FQ foram separadas em trés condigbes
cromatogréficas diferentes: para separacéo de EFX, CFX, sarafloxacina e difloxacina
a FM utilizada foi HsPO4 0,02 mol L'/ACN#etraidrofurano (85/15/0 viv), com
deteccdo nos comprimentos de excitagdo e emissdo de 450 e 280 nm,
respectivamente; para separagéo de danofloxacina e marbofloxacina a composigéo
da FM foi HsPO4 0,02 mol L"//ACN#etraidrofurano (92,5/6/1,5 viv), com detec¢ao nos
comprimentos de excitagdo e emiss&o de 514 e 294 nm, respectivamente e para
separagdo de acido oxolinico, acido nalidixico e flumequina a composicdo da FM foi
HsPOs 0,02 mol L'/ACNftetraidrofurano (72116112 viv), com detecgdo nos
comprimentos de excitagido e emissdo de 366 e 312 nm, respectivamente. Os LOQ
variaram de 0,5 a 35 ug kg™

Roybal et al. (1997) determinaram EFX, CFX, sarafloxacina e difloxacina em
leite bovino utilizando a CLAE com detector de fluorescéncia. A deteccgéo foi efetuada
nos comprimentos de excitagéo e emissdo de 450 e 278 nm, respectivamente. O
procedimento de preparo da amostra consistiu na extragdo das FQ do leite com
etanol acidificado e isolamento e retencdo das FQ utilizando cartucho de troca
catidnica (acido propilsulfénico). A FE utilizada na separagéo cromatografica foi uma
coluna fenil (Metachem Inertisil) e a FM composta de ACN/acido acético 2 % (15/85
viv). O LOQ foi determinado como o menor ponto da curva analitica para todas FQ
de 5 ug kg™.

Strelevitz e Linhares (1996) desenvolveram metodologia analitica utilizando a
CLAE com detector de fluorescéncia para quantificar danofloxacina, N-desmetil-
danofloxacina, EFX, CFX, norfloxacina e ofloxacina em bovinos (musculo, figado, rim

e gordura) e em frangos (muascuio e figado). Os analitos foram extraidos usando
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uma solugdo com MeOH/HCIO, e HiPO, 0,015 mol L' (50/50 viv). Apds
centrifugag&o o sobrenadante foi analisado diretamente por cromatografia liquida. Foi
empregada como FE uma coluna inertsil Cs e FM contendo tampao fosfato de sédio
0,05 mol L™ (pH 3,5)/ACN (88/12 viv). A detecgao foi efetuada nos comprimentos de
excitagdo e emissado de 440 e 280 nm, respectivamente. O método foi validado para
danofloxacina e N-desmetil-danofloxacina. O LOQ calculado para estas duas FQ foi
de 10 ugkg™.

Horie et al. (1994) determinaram EFX, benofloxacina, danofloxacina e
ofloxacina em musculo de frangos utilizando a CLAE/fluorescéncia, com detecgdo
nos comprimentos de excitacdo e emissdo de 455 e 295 nm, respectivamente. A
extragdo das FQ foi efetuada utilizando acido metafosforico 0,2 %/ACN (70/30 viv)
seguida de limpeza do extrato utilizando cartucho C.s (Bond Elut). A separacdo
cromatogréfica foi feita empregando uma coluna Wakosil It 5C15 - HG e FM tampéo
fosfato de sédio 0,05 mol L™ (pH 2,4)/ACN (80/20 v/v) contendo 2,5 mmol L™ de
acido heptanosulfénico. Os LOD calculados foram de 10 ug kg, exceto para
benofloxacina a qual foi 20 pg kg™

Hormazabal et al. (1991) determinaram EFX e sarafloxacina em musculo e
figado de salm&o utilizando a CLAE/fluorescéncia. Os tecidos foram previamente
homogeneizados com ACN e NH4OH e a gordura retirada por extragdo com
solventes organicos (éter dietilico e hexano). Foi utilizada uma FE polimérica, PLRP-
S. A FM empregada foi HsPO4 2 mmot L//ACN/MeOH (73/19/8 viv). A deteccao foi
efetuada nos comprimentos de excitagdo e emissdo de 440 e 278 nm,
respectivamente. Os LOQ determinados para os tecidos foram de 5 g kg™ para
EFX e 10 ng kg™ para sarafloxacina.

Alguns autores utilizam a LC-flucrescéncia-MS e LC-MS-MS na determinacao
de multirresiduos de FQ. Estas técnicas permitem a quantificagdo com confirmagéo
da identidade dos analitos, com baixos limites de detecgado. Schneider e Donoghue
(2002) analisaram oito FQ (EFX, CFX, desetil CFX, sarafloxacina, difloxacina,
danofioxacina, norffoxacina e orbifloxacina) por CLAE combinando a detecgdo por

fluorescéncia com a espectrometria de massas muiltipla (MS") para quantificar e
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confirmar FQ em musculo e figado de frangos. O preparo de amostras empregou a
ELL com uma série de etapas e inje¢io cromatografica do extrato evaporado e
redissolvido em 2,0 mL de tampéo fosfato de sédio 0,1 mol L™ pH 9. Uma coluna
fenil (Zorbax Eclipse XDB) foi empregada como FE na separagéo das FQ e como FM
eluicdo por gradiente com acido formico 1 % ajustado em pH 3,0 com NaOH e
acetonitrila. A detecgéo foi efetuada nos comprimentos de excitacdo e emissio de
440 e 278 nm, respectivamente. Os LOD para detecgdo por fluorescéncia variaram
de 0,2a2 pgkg' em figado e de 0,1 2 1,5 pg kg'em musculo.

Rose et al. (1998) desenvolveram metodologia para andlise de multirresiduos
de quinolonas (acido oxolinico e &cido nalidixico) e flucroguinolonas (EFX, CFX,
flumequina, danofloxacina, enoxacina, lomefloxacina, marbofioxacina, norifoxacina,
ofloxacina e sarafloxacina) em musculo e figado de frangos, misculo de perus, de
bovinos, de suinos, em mel e ovos. Foi empregada a CLAE com detector de
fluorescéncia para quantificagdo dos analitos e LC-MS para confirmagao de
identidade. O preparo de amostra foi dividido em extracdo dos analitos com carater
acido e carater basico empregando para tanto, cartuchos de troca anidnica e troca
catiénica, respectivamente. Na separagdo cromatogréfica foi empregada como FE
uma coluna Zorbax Cgs € como FM, tampao fosfato de sédio 0,01 mol L™, ajustado em
pH 3,0 com trietilamina/ACN (80/20 viv). A deteccéo foi feita nos comprimentos de
excitacao e emiss&o de 445 e 278 nm, respectivamente, para todas as FQ, exceto
para marbofloxacina que foi monitorada no detector UV em 302 nm. Os LOD
variaram de 5 a 50 ug kg™ para as FQ estudadas.

Van Vyncht et al. (2002), utlizaram a cromatografia liquida hifenada a
espectrometria de massa-massa com ionizagéo por eletrospray (LC-ESI-MS-MS),
que combina alta especificidade, sensibilidade, determinagdes rdpidas e
multiresiduais (11 FQ) em matrizes complexas (figado de suinos). Foi utilizada
acetonitrila na extraco das FQ do figado. Apds homogeneizar e centrifugar o
extrato, o sobrenadante foi coletado, filtrado e acidificado, anterior a separagio das
FQ por EFS. Varios sistemas de extragdo foram testados utilizando cartuchos Cqs,
SCX (troca catidnica), BEC (fase mista) e discos de extragdo SDB-RPS (suporte
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polimérico) e MPC-SD (resina mais porosa). Os de fase mista apresentaram
resultados tdo bons quanto os discos de extragdo, mas um numero maior de
interferentes foi detectado pelo LC-MS-MS. Os LOD variam entre 10 e 20 pgkg™.

Johnston et al. (2002) desenvolveram e validaram metodologia para determinar
oito quinolonas (acido oxolinico, flumequina, 4&cido piromidico, EFX, CFX,
danofloxacina, sarafloxacina e orbifloxacina) em tecidos de truta, em camardo e em
abalone, utllizando a LC-ESI-MS-MS. Os analitos foram extraidos dos tecidos
homogeneizados utilizando acetonitrila, e 0os extratos passaram por um processo
automatizado de EFS em dois estagios, com um cartucho polimérico de fase reversa
e outro de troca anidnica. Foi empregada como FE na separacdo das FQ, uma
coluna Zorbax Extend Cqg (30 °C) e como FM eluicdo por gradiente com acido
formico 2 % e acetonitrila. Os LOD variaram de 1 a 3 ug kg™ e o LOQ para CFX foi
de 10 pg kg™ e das outras FQ de 5 pg kg™.

Outras técnicas tém sido empregadas nas determinagbes da EFX e CFX em
tecidos animais e formulagbes farmacéuticas. Ragab e Amin (2003) determinaram
FQ em formulagdes farmacéuticas utilizando a espectroscopia de absorgao atdémica,
a condutometria e a colorimetria. Chen e Schneider (2003) utilizaram a
espectrofluorometria para determinar EFX em musculo de frango. Navaldn et al.
(2002) e Rizk et al. (2000) utilizaram a voltametria adsortiva de pulso diferencial nas
determinacbes em formulagbes farmacéuticas. Barrén et al. (2001) utilizaram a
elefroforese capilar para determinar residuos destes farmacos em musculo de
frango.
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CAPITULO I

OBJETIVOS

O presente trabalho teve como objetive geral estudar as propriedades
farmacocinéticas da enrofloxacina em frangos, assim como os niveis de residuos de
EFX e CFX em tecidos de frango.

Os objetivos especificos foram:;

(i) Desenvolver e validar um método analitico para determinag@o de EFX em
medicamentos veterinarios, bem como EFX e CFX em plasma e tecidos de
frangos (figado, rim e musculo);

(i) Avaliar as propriedades farmacocinéticas da EFX e determinar seu
metabdlito, CFX, em frangos de linhagem utilizada no Brasil, apos
administragdo oral do medicamento;

(iif) Determinar os niveis de residuos de EFX e CFX em tecidos de frango
(figado, rim e musculo) apés administracdo oral do medicamento, com
diferentes periodos de caréncia até o abate.
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CAPITULO IlI

MATERIAL E METODOS

lil.1 - Materiais

ll.1.1 - Equipamentos

As analises cromatograficas foram realizadas empregando:

(i) Um equipamento de cromatografia liquida de alta eficiéncia (Waters, EUA)
composto de uma bomba de duplo pistdo Waters 510; injetor 7725 (Rheodyne, EUA)
com amostrador de 20 ul; detetor UV/VIS 486 (Waters, EUA) e integrador Chrom Jet
CH1 série 034/15705-5 (Shimadzu, Jap3o).

(if) Um equipamento de cromatografia liquida de alta eficiéncia (Waters, EUA),
composto por um sistema binario 1525; injetor 7725 (Rheodyne, EUA), com
amostradores de 20 ul e 50 ul; detetor de arranjo de fotodiodos (DAD) 2996
(Waters, EUA). A aquisicdo de dados foi realizada mediante interface Millenium®
vers&o 4.0 e microcomputador Pentium HI, 900 MHz, HD 20 G com impressora HP
840C (Hewlett Packard, EUA).

Para pesagem dos padrdes analiticos e dos reagentes foi utilizada uma balanca
eletrénica BL 2105 (Sartorius, Alemanha), com precisdo de + 0,0001 g.

O banho de ultra-som USC 700 (Unique Thorton, Brasil) foi utilizado na
degaseificacéo da fase mdvel e no preparo de amostras.

O pH das solucbes foi ajustado em um pH-metro OP-271 (Digimed DM-20,
Brasil), empregando um eletrodo de vidro combinado.

O homogeneizador Ultra-Turrax, T18 basic (IKA, Brasil) foi utilizado na
homogeneizacdo das amostras de tecidos.
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Para a separagdo do plasma, assim como em etapas do preparo de amostras
foi utilizada uma centrifuga Excelsius 1l (Fanem, Brasil).

A extracdo em fase sélida empregada no preparo de amostras foi realizada
utilizando um sistema a vacuo (Alltech, EUA) com capacidade para 12 cartuchos.

lll.1.2 - Colunas cromatograficas

As colunas cromatograficas empregadas para a separagéo das FQ foram:

+ Coluna analitica de fase reversa Cyg Lichrocart 125 x 4 mm, 5 pm (Merck,
Alemanha), codigo 50943/1. Coluna de guarda C4s Lichrocart 6,0 x 4,0 mm
(Merck, Alemanha).

+ Coluna analitica de fase reversa mista C.g/Cation, Mixed Mode, 150 x 4.6
mm, 5 um (Alltech, EUA) cédigo 72575. Coluna de guarda RP;s/Cation 7,5 x
4,6 mm (Alitech, EUA).

ll1.1.3 - Cartuchos para extra¢gdao em fase sélida

No preparo das amostras de plasma e tecidos foram empregados os seguintes
cartuchos de extragéo:
+ Cig, Bond Elut, 200 mg, 3 mL (Varian, EUA);
+ Fase reversa mista com trocador catidnico, Narc-2, 125 mg, 3 mL (Baker,
EUA).

I1.1.4 - Solventes e reagentes

A acetonitrila e o metanol utilizados foram solventes de grau cromatografico
(Mallinckrodt, EUA) ou (Baker, EUA).
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Os reagentes pares ibnicos hidréxido de tetraetitamodnio, trietilamina e
decanossulfonato de sodio foram Sigma (EUA), dodecilsulfonato de sodio e hidroxido
de tetrabutilaménio da Merck (Alemanha) e perclorato de potassio da VETEC
(Brasil).

Todos os demais reagentes utilizados no preparo de solugbes foram de grau
p.a e séo citados no item I1L.2.

11.1.5 - Medicamentos de uso veterinario

As amostras de medicamentos empregadas na validacdo do método e no
ensaio farmacocinético foram solugdes de enrofloxacina 10 % m/v, formulacéo para
administragao oral, obtidas no comércio.

lIl.2 - Preparo de solugdes

Todas as solugdes foram preparadas com agua obtida em sistema de
purificacéo de agua Milli-Q (Millipore, EUA). As solugbes tampéo e solventes foram
filtrados anterior ac uso, em filtros de membrana apropriados de 0,45 pm, em
sistema de filtrag&o (Millipore, EUA).

.2.1 - Tampéo fosfato de sédio

Um litro da solugéo tampéo fosfato de sodio de concentragdo 0,050 mol L™ foi
preparado a partir da dissolugdo de 6,9692 g de NaH:PO4H:0 (99 %, Merck,
Alemanha) em agua. O pH da solugéo foi ajustado utilizando-se acido fosférico
(Merck, Alemanha).
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M.2.2 - Solucdes estoque de ofloxacina, ciprofloxacina e
enrofloxacina

As soluges estoque (solugido A) de concentragdo de 1,00 mg mL" foram
preparadas a cada 90 dias a partir da enrofloxacina (99,7 %, Hoechst, Alemanha),
ciprofloxacina (S8 %, Fluka, EUA) e ofloxacina (98 %, Fluka, EUA), dissolvendo-se
separadamente cada padrao analitico em acido acético 2 % viv (Merck, Alemanha).
As solugbes foram estocadas em freezer (-18 °C) e descongeladas anterior ao uso
para o preparo das solugdes de trabalho.

fl.2.3 - Solugées de trabatho de ofloxacina, ciprofioxacina e
enrofloxacina

As solugdes de trabalho de ofloxacina, ciprofloxacina e enrofloxacina, na
concentragéo de 50,0 pg mL™ foram preparadas mensalmente a partir da diluicdo de
2,50 mL da solugéo estoque A (111.2.2) para 50 mL (solugéo B).

ll.2.4 - Solugdes de ofloxacina, ciprofloxacina e enrofioxacina
para construcao das curvas analiticas

As curvas analiticas foram construidas empregando solucdes de concentragbes
de EFX e CFX no intervalo de 0,0500 a 10,0 ug mL™", mediante diluicio diaria da
solugdo de trabatho B (item [11.2.3) com volumes apropriados de &gua. O padréao
interno (OFX) foi adicionado a cada solu¢do para uma concentragdo final de
1,00 pg mL™ a partir da solugdo de trabalho B.
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I1.3 - Procedimento Experimental

111.3.1 - Desenvolvimento do método cromatografico

ll.3.1.1 - Otimizagdo da composigdo da fase mével - cromatografia liquida
por par iénico

Para avaliar a composicdo da fase modvel na separagdo das FQ por

cromatografia liquida por par idnico (CLPI), foram avaliadas:

¢ As percentagens de acetonitrila (ACN) na fase mével (FM) tampao fosfato de
sédio 0,050 mo! L™ (pH 2,5)/ ACN, hidroxido de tetrabutilaménio (HTBA) 5 m mol L™
foram variadas em 10, 12 e 15 % viv.

¢ A adicdo de ions de carga positiva: trietilamina, hidroxido de tetraetilamonio e
hidréxido de tetrabutilaménio.

¢ A adicio de ions de carga negativa: decanossulfonato de sodio,
dodecilsulfonato de sédio e perclorato de potassio.

¢+ A concentragsio de HTBA adicionado & FM tampéo fosfato de sodio 0,050 mol
L' (pH 2,5)/ ACN (90/10 v/v) foi variada em 5, 10, 25 e 50 mmol L.

+ O pH do tampao fosfato de sédio da FM, foi variado de 2,0 2 4,0.

Como critério de selegdo das condigbes 6timas, quanto a composicao da fase
mével, foram avaliados os seguintes pardmetros cromatograficos: fator de retencéo
(k), fator de separacéo (o), eficiéncia (N) e resolugéo (Rs). Um cromatograma
caracteristico e as formulas para calcular os parametros cromatogréficos estéo
apresentados na Figura 4.
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Fator de retengdo: ky = (tr1 - tu)/tm
Fator de separagao: a = ko/k,
Nimeros de pratos:N; = 5,54 (tgs/wh,)?
Resolugio:

Rs = 1,177 (trz -tr1)/ (Why + why)

Sendo condigbes 6timas (SHABIR, 2003):
1<k<10;1,1<a<14;Rs>20.

sambik ..".w .
- lllwll-rﬂ!ﬂm—*

Figura 4 - Parametros cromatograficos.

Como fase estacionaria foi empregada uma coluna Cqg Lichrocart 125 mm x 4
mm, 5 um (Merck, Alemanha). O detector utilizado foi o de absorvancia no UV, e as
leituras foram feitas no comprimento de onda de 278 nm (maximo de absor¢ao das
duas FQ). Os padrdes foram injetados na concentragéo 1,00 ug mL™. A eluigdo foi
realizada no modo isocratico com vazdo de 1 mL min™.

lit.3.1.2 - Otimizag#o da composicdo da fase mével - cromatografia em fase
reversaltroca ibnica

A FM utilizada com a FE mista, C18-catidnica, Mixed Mode, 150 mm x 4,6 mm,
5 um (Alltech, EUA), foi otimizada nas mesmas condi¢bes descritas no item 111.3.1.1,
exceto pela adigao do par ibnico.
o A percentagem de ACN na FM tampéo fosfato de sédio 0,050 mol L™ (pH 2,5)/
ACN foi variada em 10, 12 e 15 % viv.
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¢ O pH do tampao fosfato de sodio da FM tampéo fosfato de sédio 0,050 mol L/
ACN (9010 viv) foi variado de 2,0 2 4,0.

¢ Como padrao interno foram avaliadas as seguintes FQ: perfloxacina (PFX);
norfloxacina (NFX) e ofloxacina (OFX).

Como FE foi empregada uma coluna C18-cationica, Mixed Mode, 150 x 4,6 mm,

5 um (Alltech, EUA). O detector utilizado foi o de arranjo de fotodiodos (DAD) e as
leituras foram feitas no comprimento de onda de 278 nm {maximo de absorcdo das
duas FQ). Os padrdes foram injetados na concentragdo 1,00 ug mL™. A eluicdo foi
realizada no modo isocratico com a vazéo de 1 mL min™.

111.3.1.3 - Condigdes cromatograficas para a separagao de EFX, CFX e OFX

As condigdes cromatograficas empregadas para a andlise de medicamentos,
plasma e tecidos de frangos foram: FE uma coluna analitica de fase reversa mista
Cg/Cation, Mixed Mode (150 x 4,6 mm, 5 um); FM tampao fosfato de sédio 0,050
mol L (pH 2,5)/ACN. A eluicéc foi realizada por gradiente (0 a 8 min 90/10 viv a
80/20 viv e de 8 a 12 min de 80/20 viv a 90/10 v/v). A vazdo foi de 1 mL min™'. A
detecgao foi realizada com detetor DAD em 278 nm para EFX e CFX e em 284 nm
para a OFX sendo feito monitoramento de 200 - 400 nm. A quantificagao foi realizada
pelo método de padronizagdo interna, empregando para tanto, a OFX.

li.3.1.4 - Estabilidade da EFX e CFX em solugdo aquosa

A estabilidade da EFX e CFX em solucdo foi avaliada mediante determinacéo
da concentragdo da EFX e CFX em fung&o do tempo. Para tanto, uma solucéo de
trabatho (11.2.3) contendo as duas FQ, na concentracdo de 50,0 ug mL™, foi
preparada a partir da solugéco estoque. A solugao foi estocada a 4 °C, durante trinta
dias, sendo analisada nos dias 1, 15 e 30 apés o preparo da mesma.

Ainda, uma solucéo de EFX e CFX de concentragéo 0,500 ug mL™, estocada a
4 °C, foi analisada durante 5 dias consecutivos.
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Todas as inje¢bes no cromatégrafo a liquido foram realizadas em triplicata e as
condi¢bes cromatograficas empregadas estdo descritas em l11.3.1.3.

{11.3.2 - Medicamentos de uso veterinario

.3.21 - Validagdo do meétodo para determinagdo de EFX em
medicamentos

Para garantir a confiabilidade do método analitico proposto para quantificar EFX
em medicamentos de uso veterinario foram avaliados alguns paré@metros tendo como
referéncia as recomendacgdes de SHABIR (2003), que reune as informagdes do FDA
(US Food and Drug Administration), da USP (US Pharmacopheia) e do ICH
(Intemational Conference on Harmonization), para validacdo de métodos para
andlises farmacéuticas utilizando a CLAE. Os parametros de validacéo descritos por
SHABIR (2003), os quais estdo apresentados a seguir, estdo de acordo com aqueles
definidos pela Comunidade Européia (EUROPEAN COMISSION DECISION
2002/657/EC) e foram empregados neste trabalho para a validagdo do método para
a determinagéo de EFX em formulagées farmacéuticas.

As condicdes cromatograficas empregadas foram aquelas descritas em 111.3.1.3.

+ Seletividade: avaliada pelo teste de degradagdo da EFX em meio acido,
basico e oxidante. Para tanto, uma solugdo de EFX de concentragdo 1,00 ug mL™ foi
(1) submetida a temperatura de 50 a 60 °C, em banho-maria, durante 60 min e,
preparada em (2) HCI 0,1 moi L™, (3) NaOH 0,1 mol L' e (4) H02 3 % viv. Todas
solucbes foram preparadas em duplicata. A concentragio final da EFX, apds os
diferentes tratamentos, e os produtos de degradagao formados foram determinados
por CLAE.

+ Faixa linear: foram construidas curvas analiticas (area analito/area padrao
interno versus concentragdo de EFX e CFX) no intervalo de concentracio de 0,0500
a 10,0 pgmL™.
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¢ Lineariadade (r) e sensibilidade (B): calculadas a partir da regress&o linear
de cinco curvas analiticas construidas em dias diferentes, da EFX ¢ CFX, nas
concentragdes de 0,0500 & 1,00 ug mL™, com adigo do padrdo intemo ofloxacina
(OFX) na concentracéo de 0,500 ng mL". As injeces foram feitas em duplicata,
utiizando amostrador de 20 ulL.

¢+ Limite de detecgdo (LOD): calculado a partir de cinco curvas analiticas pela
seguinte expressdo LOD= (3.syx)/m, onde sy, = estimativa do desvio padréo das
curvas anatiticas e m = coeficiente angular da curva analitica.

+ Limite de quantificacdo (LOQ): calculado a partir de cinco curvas analiticas
pela seguinte expressdo LOQ= (10. sy )/m, onde sy = estimativa do desvio padrao
das curvas analiticas e m = coeficiente angular da curva analitica.

+ Precisdo intra-ensaio: foi avaliada mediante andlise consecutiva (n=5) em um
mesmo dia de uma solugdo contendo EFX, CFX e OFX na concentrag&o equimolar
de 0,500 ug mL™. A precis&o foi expressa pela estimativa do desvio padréo relativo
(RSD), obtido pela equacéo 1:

RSD (%) = estimativa do desvio padréo x 100 (1)
média

+ Precisdo inter-ensaio: foi avaliada mediante anédlise de uma solugéo
contendo 0,500 ug mL™" de EFX, CFX e OFX em cinco dias diferentes. Todas as
injecbes no cromatdgrafo a liquido foram realizadas em triplicata. A precisao foi
expressa pela estimativa do desvio padréo relativo (RSD).

+ Robustez: foi determinada através da analise individual dos parametros mais
sujeitos a variagdo, como pH da solugao tampéo. Para tanto, uma solugao de EFX,
CFX e OFX na concentragéo equimolar de 1,00 pg mL™ foi injetada no cromatografo
a liquido em triplicata, empregando fase mével composta de tamp&o fosfato de sodio
0,050 mol L'/ ACN. O pH da fase mével avaliado foi 2,1; 2,3; 2,5; 2,7 e 3,0. A eluicao
foi realizada por gradiente (0 a 8 min 90/10 v/v a 80/20 viv e de 8 a 12 min de 80/20
viv a 90/10 v/v). A vazdo foi de 1 mL min™.

+ Exatidio: foi avaliada mediante teste de recuperagac (nivel de fortificagdo de
50 %) na analise de dois medicamentos destinados ao uso veterinario em aves (de
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fabricantes diferentes). Foi construida curva analitica para a EFX, utilizando cinco
concentragbes dos padries, em triplicata, na faixa de 1,00 a 10,0 nug mL"', com
adicdo do padrac interno OFX, na concentragio de 5,00 g mL". A fortificacdo, a um
nivel de 50 %, foi realizada mediante diluicdo das amostras para uma concentragdo
de 2,5 pg mL™" e acrescidas de aliquotas de solugdes padrao de EFX e OFX para
uma concentracdo final de 2,50 pg mL' e 5,00 pg mL"', respectivamente. As
amostras foram analisadas conforme descrito a seguir.

As amostras de medicamentos foram diluidas com &gua para uma
concentrago final na ordem de 5 ug mL™”' e adicionadas de OFX na concentragéo de
5,00 ug mL™". Aliquotas de 20 uL foram injetadas, em duplicata, no cromatografo a
liquido. As condigbes cromatograficas empregadas estdo descritas em 111.3.1.3.

A quantificagdo foi realizada mediante curva analitica, empregando o método de
padronizacdo intema. A curva analitica (area da EFX/farea da OFX versus
concentracao de EFX) para a EFX foi construida empregando cinco concentragdes
do padrédo (1,00; 3,00; 5,00; 7,00 e 10,0 ug mL™) com adicao do padrao interno OFX,

na concentragio de 5,00 ug mL™". Todas as analises foram realizadas em triplicata.

3.3 - Desenvolvimento e validagao do método para
determinacado e EFX e CFX em plasma de frango

111.3.3.1 - Preparo de amostra de plasma

Foram testados diferentes solventes de extragdo dos analitos da matriz: tampao
fosfato, pH 7,0 (DELEPINE et al. 1998); HCI 1 mol L™ (van VYNCHT et al. 2002);
acido acético + ACN (5 + 95 viv) (ROSE et al. 1998) e acido tricloroacético (ATCA)
10% + ACN (80 + 20 v/v) (POSYNIAK et al. 2001).

Para selecionar uma fase, para o cartucho de exiragcdo em fase sdlida,
adequada para efetuar a separagio das FQ do plasma, os padrdes analiticos EFX e
CFX foram adicionados ao plasma obtido das aves do grupo controle (111.3.7.1,
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pag.52) e aplicados aos cartuchos de EFS. Foram avaliados dois tipos de fases:
fase reversa Cyg Bond Elut, 200 mg, 3 mL (procedimento A) e fase reversa mista com
trocador iénico Narc-2, 125 mg, 3 mL (procedimento B). Para tanto, foi empregado
um sistema a vacuo com capacidade para 12 cartuchos (Figura 5).

Figura 5 - Sistema a vacuo empregado para a EFS.

Os procedimentos A e B foram baseados nos trabalhos de POSYNIAK et al.
(2001) e van VYNCHT et al. (2002), respectivamente, com algumas modificagdes. As
condi¢Ges experimentais das etapas de condicionamento, lavagem, eluicdo e
concentracdo estdo apresentadas na Tabela 2.

Tabela 2 - Procedimentos experimentais empregados na EFS.

Cartucho Condicionamento Lavagem Eluicdo Concentragéo
Proc. A 3 mL MeOH 3mLHO 5 mL tampao fosfato
Cis 3 mL H,0 0,05 mol L™ (pH
2.5)/ ACN (1:1 viv)

Evaporagao do

Proc. B 3 mL de ACN/ 3 mL H,O 5 mL NH,OH 1 solvente ¢/ Nz e

Narc-2  Acético (95:5 v/v) 3mL mol L'/ MeOH redissolugéo do

MeOH (25:75 viv) residuoem 0,5

mL de FM
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11.3.3.2 - Validagdo do método para a determinagdo de EFX e CFX em
plasma de frango

Para a validagdo do método para a determinagdo de EFX e CFX em plasma
foram avaliados 0s seguintes pardmetros: seletividade, faixa linear, linearidade,
sensibilidade, precisdo, exatiddo, LOD e LOQ, tendo como base as recomendagdes
da Comunidade Europeia (EUROPEAN COMISSION DECISION 2002/657/EC).

Para avaliagdo dos parémetros de validagédo, o preparo de amostra seguiu o
fluxograma apresentado na Figura 6 (item 11.3.3.3) e as condi¢des cromatograficas
foram aquelas descritas em [11.3.1.3.

¢ Seletividade: foi avaliada pela andlise, em triplicata, de amostras de plasma
do grupo controle (branco).

¢ Faixa linear: foi construida a curva analitica (drea EFX e CFX/area OFX
versus concentracdo de EFX e CFX) fortificando amostras de plasma em duplicata
obtidas de aves do grupo controle, nas concentragbes de EFX e CFX de 0,250;
0,500; 1,00; 2,00, 3,00 e 400 ug mL* O padrdo interno foi adicionado na
concentracdo de 1,00 ug mL". Todas as injecdes no cromatdgrafo a liquido foram
realizadas em duplicata, utilizando amostrador de 20 ulL.

¢ Linearidade e sensibilidade: calculadas a partir da regresséo linear da curva
analitica para EFX e CFX, obtida anteriormente. A linearidade é expressa pelo
coeficiente de regresséo linear e a sensibilidade pelo coeficiente angular da curva
analitica.

¢ Limite de detecgéo (LOD) foi determinado pela razédo sinaifruido igual a 3, em
amostras de plasma do grupo controle nos respectivos tempos de retengdo da EFX e
CFX.

+ Limite de guantificacdo (LOQ) foi determinado pela raz&o sinal/ruido igual a
10, em amostras de plasma do grupo controle. O LOQ foi confirmado mediante
andlise de amostra de plasma do grupo controle fortificada com o nivel de
concentracao estabelecido.
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¢ Precisdo inter-ensaio: foi avaliada mediante andlise de quatro amostras de
plasma fortificadas com quatro concentragbes de EFX e CFX (0,500; 1,00; 2,00 e
3,00 pg mL™) em dias diferentes. Todas as injegdes no cromatégrafo a liquido foram
realizadas em duplicata. A precisdo foi expressa pela estimativa do desvio padr&o
relativo (RSD).

+ Exatidao: foi avaliada mediante teste de recuperacao (nivel de fortificag&o
em 3 niveis). Para tanto, em 500 ul. de amostras de plasma foram adicionados 50
pl, 100 pL e 200 plL de uma solugdo contendo EFX e CFX na concentrac&o de 5,00
ug mL™. Ainda, foi adicionado 100 pL de uma solugéo de 5,00 ug mL™" de OFX para
cada nivel de fortificagao avaliado.
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1.3.3.3 - Anélise de amostras de plasma

A andlise de amostras de plasma segue o fluxograma apresentado na Figura
6. O plasma foi obtido a partir do sangue de aves do grupo controle, mediante
centrifugagdo do mesmo imediatamente apds a coleta em tubos heparinizados
(Vacuette, 4 mL).

500 pL do plasma + 60 plL de OFX
(50,0 ug mL™) + 190 uL de agua

A
Homogeneizar por agita¢éo
durante 30 s

¥

Adicionar 500 uL. de ATCA* 10%/ACN (80+20 v/v),
homogeneizar e centrifugar a 3500 rpm por 10 min

>

Coletar o sobrenadante e aplicar no cartucho
previamente condicionado com 3 mL de ACN/
acido aceético (95+5 viv)

A

Lavar o cartucho com 3 mL H.QO e
3 mL MeOH

A

Eluir as FQ com 5 mL NH4OH 1moi L'/
MeOH (25+75 viv)

h

Evaporar o solvente ¢/ Nz e
ressuspender o residuo em 500 pl de
fase mével

h
Analise cromatografica (11.3.1.3)

Figura 6 - Procedimento de extragéo das FQ do plasma. *Acido tricloroacético.
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[11.3.4 - Desenvolvimento e validagio do método para a
determinacdo de EFX e CFX em musculo de frango

111.3.4.1 - Preparo de amostra de mudsculo

Para homogeneizar 1,0 g de amostra em 10 mL do solvente de extragéo ATCA
10 %/ACN (80/20 v/v) foi utilizado o homogeneizador da Figura 7 e a EFS foi
efetuada conforme procedimento B do item 111.3.3.1.

Figura 7 - Homogeneizador Ultra -Turrax.

lll.3.4.2 - Validagdo do método para a determinacdo de EFX e CFX em
musculo de frango

Para a validagdo do método para a determinagéo de EFX e CFX em musculo,
foram avaliados os seguintes parametros: seletividade, faixa linear, linearidade,
sensibilidade, precisdo, exatiddo, LOD e LOQ, tendo como base as recomendagdes
da Comunidade Européia (EUROPEAN COMISSION DECISION 2002/657/EC).

Para avaliacdo dos parametros de validaggo, a andlise de amostra seguiu 0
fluxograma apresentado na Figura 6 (item 111.3.3.3), sendo utilizado 1,0 g de amostra
e 10 mL de solvente de extragao.
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¢ Seletividade, linearidade, sensibilidade, limite de detecgdo (LOD), limite de
quantificacdo (LOQ) foram avaliados conforme descrito no item 111.3.3.2.

¢ Faixa linear: foram construidas curvas analiticas (area EFX e CFX/area OFX
versus concentracdo de EFX e CFX), fortificando amostras de musculo, obtidas de
aves do grupo controle, nas concentragbes de EFX e CFX de 0,200; 0,500; 1,00C;
200 e 6,00 pg mL". O padrdo interno foi adicionado na concentracdo de
1,00 ug mL™. Todas as injegdes no cromatégrafo a liquido foram realizadas em
duplicata, utitizando amostrador de 50 L.

¢ Precisdo inter-ensaio: foi avaliada mediante analise de quatro amostras de
musculo fortificadas com quatro concentragdes de EFX e CFX (25; 50, 100 e 300 nug
kg') em dias diferentes. Todas as injecdes no cromatografo a liquido foram
realizadas em duplicata. A precisao foi expressa pela estimativa do desvio padréo
relativo (RSD).

¢ Exatiddo: foi avaliada mediante teste de recuperacgdo (fortificacdo em 3
niveis). Para tanto em 1,0 g de musculo de aves do grupo controle foram adicionados
500 plL, 1000 pL e 3000 pL de uma solugéo contendo EFX e CFX na concentragéo
de 1,00 ug mL™. Ainda, foi adicionado 1000 uL de uma solugdo de 1,00 ug mL™ de
OFX para cada nivel de fortificac&o avaliado.

i1.3.5 - Desenvolvimento e validagido do método para a
determinagao de EFX e CFX em figado de frango

HI.3.5.1 - Preparo de amostra de figado

O preparo de 1,0 g de amostra foi feito utilizando 10 mL do solvente de extragdo
ATCA 10 %/ACN (80/20 v/v) e a EFS foi efetuada conforme procedimento B do item
11.3.3.1.
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I1.3.5.2 - Validagdo do método para a determina¢do de EFX e CFX em
figado de frango

Para a validagdo do método para a determinagdo de EFX e CFX em figado,
foram avaliados os seguintes parametros: seletividade, faixa linear, linearidade,
sensibilidade, preciséo, exatiddo, LOD e LOQ, tendo como base as recomendacgbes
Comunidade Européia (EUROPEAN COMISSION DECISION 2002/657/EC).

Para avaliagdo dos parametros de validagéo o preparo de amostra seguiu 0
fluxograma apresentado na Figura 6 (item 111.3.3.3) utilizando 1,0 g de amostra e
10 mL do solvente de extragao. Nao foi utilizado padréo interno.

+ Seletividade, linearidade, sensibilidade, limite de detecgdo (LOD), limite de
quantificagao (LOQ) foram avaliados conforme descrito em [11.3.3.2.

+ Faixa linear: foi construida curva analitica em duplicata (érea de EFX e CFX
versus concentragdo de EFX e CFX), fortificando amostras de figado, obtidas de
aves do grupo controle, nas concentragdes de EFX e CFX de 0,400; 1,00; 2,00; 4,00
ng mL". Todas as injegdes no cromatografo a liquido foram reaiizadas em duplicata,
utilizando amostrador de 50 ulL.

¢ Precisdo inter-ensaio: foi avaliada mediante andlise de trés amostras de
figado fortificadas com trés concentragbes de EFX e CFX (50, 100 e 200 ug kg') em
dias diferentes. Todas as inje¢des no cromatdgrafo a liquido foram realizadas em
duplicata. A preciséo foi expressa pela estimativa do desvio padréo relativo {RSD).

+ Exatidao: foi avaliada mediante teste de recuperacédo (nivel de fortificagdo
em 3 niveis). Para tanto em 1,0 g de figado de aves do grupo controle foram
adicionados de 500 pL, 1000 pL e 2000 uL de uma solugdo contendo EFX e CFX na
concentracao de 1,00 pg mi™.
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I1.3.6 - Desenvolvimento e validacio do método para a
determinacgao de EFX e CFX em rim de frango

111.3.6.1 - Preparo de amostra de rim

O preparo de 1,0 g de amostra foi feito utilizando 10 mL do solvente de extragao
ATCA 10 %/ACN (80/20 viv) e a EFS conforme procedimento B do item 11.3.3.1.

11.3.6.2 - Validagido do método para a determinagdo de EFX e CFX em rim
de frango

Para a validacdo do método para a determinag@o de EFX e CFX em rim, foram
avaliados o0s seguintes parametros: seletividade, faixa linear, linearidade,
sensibilidade, precisdo, exatiddo, LOD e LOQ, tendo como base as recomendacoes
Comunidade Européia (EUROPEAN COMISSION DECISION 2002/657/EC).

Para avaliacdo dos parametros de validagdo o preparo de amostra seguiu o
fluxograma apresentado na Figura & (item H1.3.3.3) utilizando 1,0 g de amostra e 10
mL do solvente de extragdo. Nao foi utilizado padrao interno.

+ Seletividade, linearidade, sensibilidade, limite de detecgdo (LOD), limite de
quantificacéo (LOQ) foram avaliados seguindo item 111.3.3.2.

¢ Faixa linear: foi construida curva analitica em duplicata (érea de EFX e CFX
versus concentragdo de EFX e CFX), fortificando amostras de rim, obtidas de aves
do grupo controle, nas concentragbes de EFX e CFX de 0,200; 0,500; 1,00; 2,00;
6,00 pg mL". Todas as injegdes no cromatégrafo a liquido foram realizadas em
duplicata.

¢ Precisdo inter-ensaio: foi avaliada mediante andlise de trés amostras de rim
fortificadas com trés concentragbes de EFX e CFX (500, 1000 e 2000 ug kg') em
dias diferentes. Todas as injegdes no cromatografo a liquido foram realizadas em
duplicata. A precis&o foi expressa pela estimativa do desvio padréo relativo (RSD).
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¢ Exatiddo: foi avaliada mediante teste de recuperacéo (nivel de fortificagéo
em 3 niveis). Para tanto em 1,0 g de rim de aves do grupo controle foram
adicionados de 500 uL, 1000 uL e 3000 uL de uma solugdo contendo EFX e CFX na
concentragdo de 1,00 pg mL™.

l11.3.7 - Ensaio com frangos de corte

Os ensaios com as aves transcorreram no periodo de 29/01/2003 & 12/03/2003.
Foram feitas tanto a coleta de amostras para o estudo farmacocinético, como a
coleta de amostras para determinagéo do nivel de residuos presentes nos tecidos.
As aves foram criadas no aviario do Laboratério de Nutricdo de Aves da Faculdade
de Medicina Veterinaria e Zootecnia, UNESP - Campus de Botucatu.

Foram utilizados 120 pintos de corte, machos, da linhagem Cobb (Figura 8),
com 1 dia de idade, vacinados no incubatoério contra as doencgas de Gumboro, Marek
e Bouba avidria. Os pintos foram alojados em 4 boxes de 2,5 m? cada, com 30
aves/box, em uma densidade de 12 aves/m? localizados numa extremidade do

aviario experimental tipo convencional.

Figura 8 - Aves da linhagem Cobb, com 1 dia de vida.
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O fornecimento de agua e ragdo inicial foi efetuado por bebedourc e comedouro
tipo copo de pressdo, um para cada boxe. Estes recipientes foram substituidos
gradativamente por bebedouro pendular e comedouro tubular definitivos, também um
para cada boxe. A temperatura e a ventilagdo foram controladas manualmente,
manejando-se as cortinas laterais do galpao. Para permitir 24 horas de iluminagéao, o
programa de luz foi feito por suplementagéo de iuz artificial.

As racdes foram balanceadas a base de mitho, farelo de soja, fosfato bicalcico,
calcdrio calcitico, sal comum, DL-metionina, Ldisina e suplementos vitaminicos e
minerais (Tabela 3). O programa de arragoamento foi dividido em quatro fases: pré-
inicial (1 a 7 dias), inicial (8 a 21 dias), crescimento (22 a 35 dias) e final (36 a 42
dias de idade), conforme recomendagdes de Rostagno et al. (2000).
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Tabela 3 - Composi¢do percentual e valores calculados das ragdes.

Pré-inicial Inicial Crescimento Final
Composicdo (%)

Milho 56,70 59,40 62,11 66,00
Farelo de soja 36,90 34,15 31,05 27,76
Fosfato bicalcico 1,80 1,78 1,65 1,44
Calcario 1,00 0,97 0,93 0,94
Sal comum 0,45 0,43 0,40 0,38
L- lisina 0,19 0,18 0,18 0,19
DL-metionina 0,18 0,17 0,15 0,14
Oleo de soja 2,15 2,40 3,00 2,65
Suplemento vitaminico® 0,10 0,10 0,10 0,10
Suplemento mineral™ 0,05 0,05 0,05 0,05
Cloreto de colina 0,05 0,05 0,05 0,05
Energia metabolizavel 2,95 3,00 3,08 3,10
(kcal/lkg)
Proteina bruta (%) 21,92 20,88 19,69 18,53
Calcio (%) 0,99 0,94 0,88 0,83
Fosforo disponivel (%) 0,47 0,44 0,41 0,37
Fibra bruta (%) 3,41 3,30 3,17 3,04
Metionina (%) 0,51 0,49 0,46 0,43
Lisina (%) 1,31 1,24 1,16 1,09
Aminodacidos sulfurados (%) 0,86 0,82 0,77 0,74

*Vaccinar Nutricio e Saide Animal. Suplemento vitaminico (por kg de produto):

Pré-Inicial e Inicial - vitamina A, 14.000.000 Ul; vitamina D3, 2.500.000 Ul; vitamina E,
25.000 mg; vitamina K, 3.000 mg; vitamina B,, 2.000 mg; vitamina B, 5.000 mg; vitamina Bs,
4.000 mg; vitamina By, 25.000 mcg; niacina, 35.000 mg; acido pantoténico, 12.000 mg;
biotina, 100 mg; ac. félico, 1.000 mg; vitamina C, 50.000 mg; BHT, 125 mg.

Crescimento - vitamina A, 10.000.000 UI; vitamina D3, 2.000.000 Ul; vitamina E, 20.000 mg;
vitamina K, 2.000 mg; vitamina B4, 2.000 mg; vitamina Bz, 4.000 mg; vitamina Bs, 4.000 mg;
vitamina By, 20.000 mcg; niacina, 30.000 mg; acido pantoténico, 10.000 mg; biotina, 60 mg;
ac. folico, 1.000 mg; vitamina C, 50.000 mg; BHT, 125 mg.

Final - vitamina A, 8.000.000 Ul vitamina D3, 1.500.000 UI; vitamina E, 1.500 mg; vitamina
K, 2.000 mg; vitamina B, 1.000 mg; vitamina B,, 3.000 mg; vitamina Bs, 2.000 mg; vitamina
By, 15.000 mcg; niacina, 20.000 mg; acido pantoténico, 8.000 mg; biotina, 40 mg; acido
félico, 500 mg; vitamina C, 50.000 mg; BHT, 125 mg. ** Vaccinar Nutricdo e Saude Animal.
Suplemento mineral (por kg de produto): selénio, 360 mg; iodo, 1400 mg, ferro, 96.000 mg;
cobre, 20.000 mg; manganés, 156.000 mg; zinco, 110.000 mg.
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No 32° dia de confinamento, as aves foram alocadas em gaiolas experimentais

numa sala de temperatura e umidade controlada (Figura 9).

Figura 9 - Gaiolas em sala com controle de temperatura e umidade.

As aves foram pesadas na ocasido da transferéncia para as gaiolas, e foram

separadas em cinco grupos, os quais estéo descritos na Tabela 4.

Tabela 4 - Peso médio das aves dos grupos controle, farmacocinético e nivel de

residuos.
Peso (g) 32° dia Vgllume de s Peso (g) de abate
Grupo n  (médiats) eGICamento (média + s)
aplicado (mL) b
Controle 19 1.860 + 86 - 2411+ 114
Farmacocinético 8 1.805 +43 0,220 2.360 + 102
Residuos (1) 8 1.823 + 56 0,170 2.463 + 152
Residuos (I1) 8 1.972 +89 0,180 2.430 + 149
Residuos (Il) 8 2.022 + 145 % 2275 + 146

n- numero de aves: s = estimativa do desvio padréo; (*) solugdo oral de EFX 110 mg mL™; (**) o

volume foi calculado para cada ave.
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No 42° dia, as aves (Figura 10) foram abatidas e as amostras de tecidos de

musculo, figado e rim coletados.

Figura 10 - Ave da linhagem Cobb, com 42 dias de vida.

Racdo e agua foram oferecidos aos animais ad libifum, até a aplicagdo do
medicamento. Os animais ficaram em jejum de 12 horas antes, até 6 horas apés a
administracao oral do medicamento. Utilizou-se micropipeta variavel de 100 a 1000
uL para administragdo do medicamento, diretamente no eséfago da ave.

Foi considerado o peso médio do grupo para calcular a dose a ser aplicada a
cada animal quando o desvio padrao relativo da média do peso do grupo foi inferior a
5 %. Somente para o grupo de residuos Ill 0 medicamento foi aplicado pelo peso
individual de cada ave, tendo em vista que houve uma variacado maior que 5 % em
relacdo ao RSD da média do peso corporeo.

A dose aplicada as aves, tanto do ensaio farmacocinético como do nivel de
residuos, foi calculada a partir da seguinte expressao:

Volume (mL) = Dose recomendada (mg/1000 g) * Peso ave (q) (2)
Concentragdo do medicamento (mg mL™)
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A concentracdo de EFX no medicamento administrado as aves foi determinada
previamente por cromatografia liquida de alta eficiéncia, conforme procedimento
descrito em 111.3.2.1. O medicamento apresentou uma concentragdo de EFX de
110 mg mL™" e a dose administrada foi de 10 mg/kg de p.c. Considerando essa
concentracdo de EFX no medicamento, o volume administrado a cada ave foi
calculado pela seguinte expressao:

Volume (mL) = (9,091 10%) * Peso médio grupo/ave (g) (3)

11t.3.7.1 - Ensaio farmacocinético com frangos de corte

O animais destinados ao ensaio farrmacocinético foram divididos em dois
grupos e o cronograma do ensaio é apresentado na Tabela 5.

Grupo Controle

Este grupo de frangos (8 aves) n&o recebeu medicamento.

Grupo destinado para o estudo farmacocinetico

Todos os frangos (8 aves) receberam, via oral, diretamente no esofago, dose
Gnica de 10 mg/kg de p.c. no 40° dia de vida. As amostras de sangue foram
coletadas via pungéo cardiaca nos tempos de 0; 0,25; 0,5; 1; 2 horas e via pungéo na
veia braquial das asas a partir dos tempos, 4, 6, 8, 12; 24 e 48 horas apos
administragdo da EFX , totalizando 11 coletas.

Tabela 5 - Cronograma empregado para realizagdo do ensaio farmacocinético com

as aves.
Grupos DIAS DE VIDA
33° 34° 35° 38° 37° 38° 39° 40° 41° 42°
Controle
(8 aves) (s)
Farmacocinético OR
(8 aves) (s) (s) (s}

OR: administracdo oral de enrofloxacina; (s): coleta de sangue.
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As amostras de sangue foram coletadas em {fubos heparinizados e
imediatamente centrifugadas para a separacdo do plasma (Figura 11). O plasma foi
transferido para tubos eppendorf de 2 mL de capacidade (0,5 mL/tubo), transportado
em caixa de isopor com gelo e estocado em menos de 12 horas, a -18 °C, onde
permaneceu até analise.

Figura 11 - Obtenc&o do plasma das amostras de sangue coletadas.

As concentracbes de EFX foram determinadas conforme descrito no item
l11.3.3.1. Apds a andlise das amostras de plasma das aves o perfil farmacocinético
da EFX foi construido, plotando-se a concentracao de EFX de cada uma das 11
amostras de plasma versus tempo, para cada animal. Os parametros
farmacocinéticos foram calculados a partir do gréafico gerado.

A area sobre a curva (ASCo) da concentragéo plasmatica versus o periodo de
tempo estudado foi calculada usando a régua trapezoidal para todos os pontos da
curva (ANADON et al., 1995; KNOLL et al., 1999).

O tempo médio de residéncia (TMR) da EFX foi calculado pela eguacao
sugerida por Anadon et al. (1995):

TMR = (Ai/i? + Aola® + Aslp?) x 1/AUC (4)
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Foi construido um grafico do log das concentragdes plasmaticas versus tempo
para cada animal. A constante de eliminagdo Ke foi calculada Utilizando a regressao
linear da fase de eliminagéo, seguindo recomendagdes de Kalant e Roschlau (1991},
onde Ke= m*2,303, onde m = coeficiente angular da curva.

O tempo de meia vida (t12) foi calculado de acordo com a equacgéo utilizada por
Knoll et al. (1999).

ti2 = In2/Ke (5)

11.3.7.2 - Ensaio para a determinagdo de niveis de residuos em musculo,
figado e rim

O animais destinados ao ensaio para quantificar os niveis de residuos de EFX

e CFX foram divididos em dois grupos e o cronograma do ensaio & apresentado na
Tabela 6.

Grupo controle

Este grupo de animais (8 aves) ndo recebeu medicamento. Todas as aves
foram sacrificadas no 42° dia de vida, mediante desarticulagio cervical.

Grupo destinado para o estudo de niveis de residuos de EFX e CFX

Qito frangos de cada vez, receberam, via oral, 10 mg/kg de p.c., por 3 dias
consecutivos apés o 33° (grupo 1), 35° (grupo Ii) e 37° (grupo lIl) dia de vida. As aves
dos grupos I, Il e Il (8 por vez) foram sacrificadas nos 7° 5° e 3° dias,
respectivamente, por desarticulagdo cervical, apds a Uitima administrac@o de EFX,
conforme indicado na Tabela 6.
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Tabela 6 - Cronograma empregado para realizagdo do ensaio com niveis de
residuos com as aves.

Grupos DIAS DE VIDA
S22Tg4® 35 38 37 380 344y 42°
Controle ABATE
(8 aves) ®
Residuos (I) OR OR OR ABATE
(8 aves) ]
Residuos (I1) OR OR OR ABATE
(8 aves) (t)
Residuos (llI) OR. “OR OR ABATE
(8 aves) (t)

OR: administracéo oral de enrofloxacina; (t): coleta de tecidos de musculo (peito), figado, rim.

Apds o abate foram coletados tecidos (Figura 12) de oito animais de cada
grupo, para estudo do nivel de residuos.

Figura 12 - Tecidos coletados das aves.

As analises de musculo, figado e rim foram realizadas conforme procedimentos
analiticos descritos nos itens 111.3.4, 111.3.5 e 111.3.6, respectivamente.
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CAPITULO IV

RESULTADOS E DISCUSSAO

V.1 - Desenvolvimento do método cromatografico

A enrofloxacina (EFX) e a ciprofloxacina (CFX) possuem carater anfotero, com
valores de pKa, entre 5,5 e 6,0 e pKa; entre 7,7 e 8,5 (BARBOSA et al., 2001). Em
pH neutro (~7,0) as moiéculas podem estar nas formas zwiteribnica, neutra e em
pequena quantidade na forma protonada. O equilibrio de ionizagdo para EFX é
apresentado na Figura 13 e é valido para outras FQ com grupos piperazinila em sua
estrutura (TURIEL et al., 2003).

H/\m — \K\m B m

CHSCHZ CHacﬂz CH;CHz

Figura 13 - Estruturas e equilibrio de ioniza¢do da EFX.

A supressdo idnica é recomendada em separagbes cromatograficas de
compostos acidos ou bases fracas, quando se emprega uma FE apolar (fase
reversa) € 0 mecanismo de particdo predomina. Pode-se suprir a ionizagdo de um
acido ou a protonagio de uma base, pelo ajuste do pH da FM. Como as moléculas
de EFX e de CFX possuem dois valores de pKa, no & possivel por simples ajuste
de pH, manter as moléculas na forma nZo ionizada. Em meio 4cide a molécula
assume uma carga positiva, porque o grupo carboxila fica n&o ionizado e o nitrogénio
do grupo piperazinila protonade. Em meioc basico, a molécula apresenta carga
negativa, devido ao grupo carboxilato ficar desprotonado.
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A cromatografia em fase reversa empregando uma coluna octadecil, onde
prevalece um mecanismo de particdo, néo oferece resultados adequados em FM em
pH < 4,0 e em pH 7,0, quantos aos parametros cromatogréficos na separagio de
EFX e CFX Em todos os valores de pH estudados os picos obtidos eram largos e
assimétricos, afetando diretamente a resolugéo e eficiéncia de separagio. Por esta
razdo, dois procedimentos foram avaliados:

(i) cromatografia liquida por par ibnico (utilizando uma coluna octadecil e

reagente par idnico adicionado a FM),

(ii) coluna de fase reversa mista, octadecil com trocador catidnico.

IV.1.1 - Otimizacdo da composi¢do da fase mével - cromatografia liquida
por par ionico

O uso da supresséo ibnica combinada com o uso de um reagente par idnico
(P1) adicionado & FM torna possivel a separac@o da EFX e da CFX empregando uma
coluna de fase reversa octadecil. O par ibnico tem a finalidade de neutralizar a carga
do analito, que restou apés a supressao idnica de um dos grupos ionizaveis. Este
tipo de cromatografia € denominado cromatografia liquida por pares de ions (CLPI).

Diversos autores relatam na literatura o uso da CLPI na separagio de FQ, entre
eles: Garcia et al. (2001); Maraschiello et al. (2001); Hemandez-Arteseros et al.
(2000);, Posyniak et al. (1999); Rose et al. (1998); Gorla et al. (1997); Horie et al.
(1994); Tyczkowaska et al. (1994); Hormazabal et al. (1991); Tarbin et al. (1992) e
Nangia et al. (1990). Os reagentes Pl mais utilizados foram a trietilamina, o acido
heptanosulfonico e o brometo de tetrabutilaménio.

Inicialmente o presente estudo foi realizado com a adigdo de um reagente de
carga positiva (trietilamina, hidroxido de tetraetilaménio e hidroxido de
tetrabutilaménio) & FM, cuja fase aquosa foi ajustada em pH acido. A composicdo da
FM foi otimizada e os resultados s&o descritos a seguir.

Entre os ions de carga positiva avaliados, o hidréxido de tetrabutilamonio
(HTBA) foi o que permitiu além de uma melhor separagéo entre a EFX e CFX, maior
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simetria dos picos. Um cromatograma, utilizando o HTBA, na fase movel é
apresentado na Figura 14.

Ao adicionar os ions de carga negativa decanossulfonato de sddio,
dodecilsulfonato de sddio ou perclorato de potassio nas concentracdes de 10
mmot L™ & FM composta de tamp&o fosfato de sédio (pH 2,5)//ACN (85/15 viv), ndo
houve eluicdo dos analitos até 40 min.

CFX

18.81

EFX

UL

Figura 14 - Cromatograma de separa¢do da EFX e CFX, 1,00 ug mL". Fase movel:
Tampao fosfato de sadio, pH 2,5/ACN (90/10 viv), HTBA 5 mmoi L™
Vazdo 1 mL min™'. Fase estacionaria Cis Lichrocart.

15.21

—

Ti‘l‘zs

t{min)

Mantendo-se constante a concentragdo do par iénico HTBA em 5 mmol L™ e
variando-se a percentagem de ACN (10, 12 e 15 % v/v) na FM composta de tampéao
fosfato de sodio 0,05 mol L™ (pH 2,5)/ACN, verificou-se que 10 % viv de ACN é a
quantidade mais adequada de solvente na separagio da EFX e CFX. Nesta condic&o

ha maior eficiéncia de separagdo (N) e maior resolugdo (Rs) para EFX e CFX
(Tabela 7).
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Tabela 7 - Efeito da composigdo da fase aquosajorgancia da FM sobre os
parametros cromatograficos.

Fase movel Parametros Cromatograficos
(% viv)
Tampdo ACN kilks a Rs Ni/Na (m™) tr/trz(min)
fosfato*
85 15 220/3,34 152 1,58 5704/2616 3,97/5,38
88 12 2,46/3,75 1,52 2,35 5026/9608 4,29/5,89
90 10 7011123 160 510 6664/6374 9,93/15,2

* Tampdo fosfato de sédio 0,05 mol L™, pH 2,5. Sendo 1 = CFX e 2= EFX.

Quanto menor a concentragéo do par idnico HTBA adicionado a FM (tampéo
fosfato de sodio 0,05 mol L™ (pH 2,5)/ ACN (80/10 v/v) maiores os valores de Rs e de
N calculados (Tabela 8). Na concentragdo de 5 mmol L?, a repetibilidade entre
andlises consecutivas ficou comprometida. Avaliando-se em conjunto os parametros
k, a, N e Rs, a concentra¢do de 10 mmol L' do par de carga positiva HTBA foi
escolhida como concentragio de trabalho.

Tabela 8 - Efeito da variag&o da concentrago do par ibnico adicionado a fase mével,
sobre os parametros cromatograficos na separagéo de EFX e CFX.

HTBA ka/kz o« Rs N4/Nz (m™) tri/trz (Min)
5mmol L |7,20/1161 161 4,12  29664/7920 10,1/15,5
10mmol L' | 563/873 1,55 394 20512/11040 7,96/11,7
25mmol L' | 4,837,009 1,47 2,35  10432/5160 5,83/8,09
50mmol L' | 4,02/590 147 196  8088/3760 5,2717,24

Sendo 1= CFX e 2=EFX.

Utilizando-se a FM tampao fosfato de sddio 0,05 mol L/ACN (90/10 viv), 10
mmol L' HTBA, foi variado o pH do tamp&o fosfato de sadio, no intervaio de 2,0 a
4,0. Em pH 4,0 foi verificado que os analitos ndo eluiram até um tempo de 40 min,
indicando uma grande afinidade da EFX e CFX pela fase estacionaria. Apesar de em
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pH 2,0e 2,5 0k, 0 Rs e o N serem proximos (Tabela 9), optou-se por trabalhar em
pH 2,5, visto que em pH 2,0 se estaria trabalhando no limite minimo da faixa de pH

recomendada para a coluna cromatografica em questao.

Tabela 9 - Efeito do pH sobre os parametros cromatograficos na separagéo de EFX
e CFX.

pH k1fk2 o Rs N1IN2(m'1) tr1/ir2 (min)

201} 579/886 153 3,92 22120111344 8,49/12,3
251 563/873 155 3,84 20512/11040 7,96/11,7
301} 3,29/552 168 264 13056/3400 7,38/11,2

3,51 4,07/890 218 3,99 20048/3088 8,72/17,0
Sendo 1 =CFXe2=EFX

Os resultados obtidos evidenciam que a separacio das FQ na coluna octadecil
é favorecida em pH &cido, quando o analito se encontra na forma catidnica e um Pl
de carga positiva & adicionado a FM. Na literatura trés modelos sdo discutidos
(HORVATH, 1980; MEYER, 1996 e SNYDER e KIRKLAND 1979) para explicar a
separagao de analitos por CLPI, os quais propde a adi¢cic de um P1 de carga oposta

a do analito a fase mével, como segue:

(i) Modelo da formacgao do Pl
Ao adicionar-se um reagente par idnico (C") de carga oposta a do analito (A") &

FM, forma-se um par idnico (AC) , neutro, soltvel na fase organica.
A" @+ C ag 5 {AC} ey
{A'Clay & {AC} (g

Neste caso o Pl tem uma maior afinidade pela fase estacionaria apolar e,
portanto, o Pl apresenta um tg maior que o analito ibnico.
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(i) Modelo da troca idnica

Reagentes par idnico (C") sdo adsorvidos sobre a superficie apolar da FE (R),
com um grupo ionizado orientado na diregdo do meio aquoso, atuando como um
trocador i6nico dinamico. O analito (A") é entao atraido por forgas eletrostaticas para
0 grupo ionizado na superficie da FE.

Neste caso ocorre um aumento do tr do analito, quando se aumenta a
concentragdo do reagente par idnico.

RC g +A'ag 5 {RCA"} (o

(ii)) Modelo da dupla camada elétrica (BIDLINGMEYER et al., 1979)

De acordo com esse modelo ocorre um equilibrio dindmico entre o ion lipofilico
na dupla camada elétrica formada na superficie do sorvente. A retencdo do analito é
causada pela carga da dupla camada formada pelos ions do reagente PI. Os ions do
analito competem para o acesso da camada externa com carga, pela qual o0 mesmo
€ atraido por forgas eletrostiticas e de van der Waals para a camada interna de
carga oposta. Também pode ocorrer atracdo do analito dos sitios apolares da fase
estacionaria. A dupla camada formada apresenta um potencial de superficie, o qual
influencia a reten¢do do soluto.

Foi verificado que a adig&o do ion de carga positiva 4 fase mével em pH acido
diminui o tr da EFX e CFX na cromatografia em fase reversa. O mecanismo que
melhor explicaria esse fendmenc & o do modelo da dupla camada elétrica proposto
por Bidlingmeyer et al. (1979), que sugere interagdes eletrostaticas como de van der
Waals. Pelo seu grupo apolar, o Pl forma uma dupla camada em equilibrio dinamico
com a FM, que provavelmente, por forcas eletrostéticas de repulsdo, permitem que
as moléculas do analito sejam eluidas em um tempo de retencdo menor e com maior
resolugéo, do que quando o Pl no é utilizado (Figura 15).
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Figura 15 - Mecanismo de separagéo sugerido utilizando a CLPI.

Embora os resultados obtidos, quanto aos parametros cromatograficos,
permitiriam o desenvolvimento de um método para a determinagédo de EFX e CFX
por CLPI, buscou-se uma alternativa ao uso dos reagentes PI, j& que sdo reagentes
corrosivos, que podem afetar a vida util da coluna cromatografica, comprometendo
também a repetibilidade dos resultados.

IV.1.2 - Otimizagdo da composicdo da fase movel - cromatografia em fase
reversal/troca idnica

Procurando evitar o emprege de reagente par iénico, na FM, pelos motivos
anteriormente expostos, foi avaliada uma FE apolar, contendo um grupo trocador
catidnico (mixed mode, 150 mm x 4,6 mm, 5 um, Alitech, EUA). Segundo o fabricante
o trocador catidnico € um grupo carboxila e a fase apolar € octadecil.

Inicialmente, foi avaliada a percentagem de ACN na FM composta de tampao
fosfato de sddio 0,05 mol L™ (pH 2,5)/ACN na separagio cromatografica de EFX e
CFX e os resultados estdo apresentados na Tabela 10. Apesar dos analitos
apresentarem um tempo de reten¢&do maior, foi escolhida como FM aquela com uma
percentagem de 10 % de ACN. Os cromatogramas sao mostrados na Figura 16.
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Tabela 10 - Efeito da composicdo da fase aquosalorgancia da FM sobre os
parametros cromatograficos.

Fase movel Paréametros Cromatograficos
(% viv)
Figura | Tampao* ACN kifkz o« Rs Ni/Nz(m™ tr1/trz (Min)
16A 85 15 |1,64/208 127 1,18 5367/7293 4,70/5,48
16B 88 12 14,58/590 1,29 3,55 23947/36613 9,93/12,3
16C 90 10 |6,99/9,19 1,31 263 9787/15913 13,4/17,0

*ampdo fosfato de sodio 0,05 mol L, pH 2,5. Sendo 1 = CFX e 2 = EFX.

T (A)
(€)

(B)

7.3

12 .24

13 .35
17 .02

t{min

Figura 16 - Cromatogramas obtidos na otimizacdo da FM para separagdo da EFX e
CFX (A, B e C, condigdes especificadas na Tabela 10).

Utilizando-se como FM tampéao fosfatc de sddio 0,05 mol L'/ACN (90/10 viv),
foi avaliado o efeito do pH no intervalo de 2,0 a 4,0 na separagio de EFX e CFX
(Tabela 11). O tempo de retencdo aumenta em fungdo do pH para ambos anaiitos,
sendo que em pH 4,0 n&o ha eluigdo de EFX e CFX até 40 min. Foi verificado que a
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resolugéo entre EFX e CFX aumenta com o aumento do pH da FM. O melhor
compromisso entre todos os parémetros cromatograficos é obtido em pH 2,0 e 2,5.
Portanto, evitando trabalhar em condi¢es de pH no limite da coluna, ou seja, pH 2,0,
foi escolhido o pH 2,5 como 6timo. Os cromatogramas s&o mostrados na Figura 17.

Tabela 11 - Efeito do pH sobre os parametros cromatogréaficos de EFX e CFX.

Fase modvel (%) Parametros Cromatograficos

Figura| pH ACN kifkz o Rs Ny/Nofm™ tri/tr2 (min)
17A 2,0 10 | 7,35/9,25 1,26 2,63 14120/21320  14,9/183
17B 2,5 10 | 6,99/9,19 1,31 2,63 9787/15913 13,4/17,0
17C 3,0 10 | 7,98/11,2 1,40 2,95 16713/7647 16,2/21,9

17D 3,5 10 9,48/142 1,49 3,92 18553/9700 17,1/26,0
Sendo 1 = CFX e 2=EFX.

14 66
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18.26

73.95
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1617
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t(min

Figura 17 - Cromatogramas obtidos na otimizagio da FM para separacdo da CFX da
EFX (A, B, C e D, condi¢bes especificadas na Tabela 11).

Ainda, foi avaliada a separagio da EFX e CFX de outras FQ, a fim de se
escolher um composto que possa ser empregado como padrdo intermo. As

67



Resuftados e discussdo

substéncias avaliadas foram a perfloxacina (PFX), a norfloxacina (NFX) e a
oftoxacina (OFX), cujas estruturas estdo apresentadas na Figura 18.

O padréo interno ofloxacina (OFX), foi escolhido para auxiliar na quantificagédo
dos analitos, devido a eluir préximo ao tempo de retencdo dos analitos de interesse,
sem interferir na separagao cromatogréfica dos mesmos (Figura 18).

(OFX) Q
F ) COCH
Y N
H3C/N\) \)\
CHs;
PFX
(NFX) 0 o (PFX)

“@m /Ngm

CHzCH3 H3C CHzCHg
Figura 18 - Estruturas da ofloxacina (OFX), norfloxacina (NFX) e perfloxacina (PFX).

IV.1.3 - Condigdes cromatograficas para separagao de OFX, CFX e EFX

Para diminuir o tempo de anélise, sem comprometer a eficiéncia de separagéo
dos analitos estudados, foi avaliado 0 emprego de um eluigdo por gradiente linear no
lugar da elui¢io isocratica.

A FM otimizada para separaggo da OFX, CFX e EFX foi, portanto: tampao
fosfato 0,05 mol L™ (pH 2,5)/ACN com a seguinte programacio do eluigdo por
gradiente: de 0 até 8 min, 90/10 viv a 80/20 v/v e de 8 a 12 min de 80/20 v/v a 90/10
viv. A quantificagao foi feita utilizando DAD em 278 nm para EFX e CFX e 294 nm
para OFX, uma vez que esses compostos apresentam o maximo de absorgédo
nesses comprimentos de onda. Um cromatograma obtidc nas condi¢cbes acima e os
respectivos espectros de absorvancia sdo apresentados na Figura 12. O mesmo
cromatograma é apresentado em 3D na Figura 20.
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Figura 19 - Cromatograma da separag:ao da OFX, CFX e EFX com a FM tampéao
fosfato 0,05 mol L™ (pH 2,5)/ACN, gradiente de 0 até 8 min, 90/10 v/v a

Figura 20 - Cromatograma 3D da separagdo da OFX, CFX e EFX obtido nas
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E possivel monitorar cada pico da corrida cromatografica em seu Amax de

absorcdo, como pode ser verificado na Figura 19. A OFX absorve mais intensamente
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em 294 nm, enquanto a CFX e a EFX em 279,2 e 278 nm respectivamente, tendo
sido monitoradas neste estudo em 278 nm.

Com o detector de arranjo de fotodiodos, & possivel efetuar uma varredura de
comprimentos de onda, na faixa de 180 a 800 nm. Assim & possivel obter o
cromatograma em trés dimensdes (3D), como o da Figura 20, cuja varredura foi de
200 nm a 400 nm.

Os parametros cromatograficos calculados para o cromatograma da Figura 19

sd0 apresentados na Tabela 12.

Tabela 12 - Separagdo das FQ na condigdo otimizada empregando eluigdo por
gradiente.

Analitos ki/ka o Rs N¢/Nz (m™) tri/tr2 (Min)
112

CFX/EFX | 3,45/3,87 1,12 3,32 130567/156500 9,25/10,13
OFX/CFX | 3,11/3,68 1,16 3,82 111320/139173 8,54/9,55
OFX/EFX | 3,11/3,87 1,25 6,00 111320/156500 8,54/10,13

tUUma vez otimizadas as condigbes experimentais para a separagio de EFX e
CFX, foi realizado o teste de adequabilidade do sistema comparando os dados de
guando a coluna analitica foi adquirida e apdés 6 meses de uso continuo
(aproximadamente 1000 determinag¢des). Os resultados estdo apresentados na
Tabela 13.

Tabela 13 - Teste de adequabilidade do sistema cromatografico.

Paramétros* | CFX/EFX (30/10/2002) CFX/EFX (30/04/2003)
Kerx/Kerx 4.1/4,4 3,4/3,7
a 1,07 1,09
Rs 2,2 1,3
N cex/ N gex (m™) 177513/128067 37327142813
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A partir dos resultados obtidos verifica-se que apds seis meses de uso continuo
a coluna analitica perde por volta de cinco vezes em eficiéncia (N) e ha uma
diminuigao do Rs entre os analitos, comprometendo a seletividade do método.

IV.1.4 - Estabilidade da EFX e da CFX em solugdo

Antes de validar a metodologia analitica é necessério verificar a estabilidade
das solugdes analiticas utilizadas. As estabilidades das solugbes padrées de EFX e
CFX foram avaliadas mediante preparo da soiugéo de concentracdo 50,0 ug mL”,
que foi mantida em frasco ambar a 4 °C, durante trinta dias. Apds esse perido de 30
dias, foi verificado um decréscimo na concentragdo de 2 % para CFX e 2 % para
EFX. Segundo Shabir (2003), a variagéo aceitavel é de 2 % enire a concentragso
preparada no dia e apés 24 h. Como a variagdo da concentragao desta solugio de
EFX e CFX n&o foi superior a 2 % apés 30 dias, a solugdo de trabalho de
50,0 pg mL™" foi preparada mensaimente.

A solugdo de trabalho 50,0 ug mL™ foi diluida para a concentragdo de 0,500 ug
mL" e foi injetada no cromatografo a liquido durante 5 dias consecutivos e teve sua
concentragdo diminuida em 9 % para CFX e 11 % para EFX. Tendo em vista que
essa variagao na concentracdo é expressiva, recomenda-se preparar diariamente a
solugdo de trabalho diluida. Depois de estabelecidas as condigdes analiticas,
procederam-se com a validaggo do método, inicialmente visando a determinacdo de
EFX em medicamentos de uso veterinario.

IV.2 - Medicamentos de uso veterinario

O desenvolvimento de metodologias analiticas utilizando a CLAE para andlise
de medicamentos tem recebido aten¢do especial nos Gltimos anos, devido a sua
importéancia no controle de qualidade e testes de equivaléncia de medicamentos.
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O método descrito foi validado para determinagio de EFX em medicamentos de
uso veterindrio, mas pode ser aplicado a determinagéo de CFX em medicamentos de
uso humano, desde que seja completamente validado para determinagéo de CFX.

IV.21 - Validagio do método para a determinagdo de EFX em
medicamentos

A qualidade e a credibilidade de um resultado analitico fundamentam-se nos
cuidados com os quais 0 analista se cerca para produzir dados que expressem o
valor real da medida obtida. A primeira etapa para obtengdo de resultados confiaveis
esta na validagao da metodologia analitica escolhida.

Para a validagdo da metodologia foram selecionadas as seguintes figuras de
mérito: seletividade, sensibilidade, faixa linear, linearidade, limite de detecgao, limite
de quantificagdo, exatiddo, precisdo (repetibilidade) e robustez do método. Os
parametros a serem avaliados dependem do objetivo a que se propde o método e
foram descritos por Shabir (2003), Chasin et al. (1998), Bruce et al. (1998) e pela
Comunidade Européia (EUROPEAN COMISSION DECISION 2002/657/EC).

Seletividade

A seletividade é a capacidade de um método detectar o analito de interesse na
presenca de outros componentes da matriz. Para determinar a seletividade de um
método, o analito, a matriz com e sem o analito, as impurezas provenientes da
matéria-prima ou do processo, subprodutos, produtos de degradagéo ou metabdlitos,
devem ser avaliados para verificar se interferem ou n&o com o sinal analitico.

A seletividade do método foi avaliada por testes de degradag&o da EFX apds
aquecimento, em meio 4cido, basico e oxidante conforme descrito no item 111.3.2.1,
com o objetivo de determinar se os produtos de degradac@o interferem na
determinagdo da EFX. Os resultados foram avaliados em relagdo & concentragao
inicial e a recuperada apds exposigdo da EFX nas diferentes condicOes
experimentais (Tabela 14). Os cromatogramas s&o apresentados na Figura 21.
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Tabela 14 - Estudo da degradacéo da EFX.

Condigdes experimentais Recuperacéo (%)*
1 Aquecimento entre 50 - 60 °, 60 min 68 +4
2 HCI 0,1 mol L™ 68+ 3
3 NaOH 0,1 mol L™ 42 +4
4 Oxidante H202 3 % v/v 7241

*Valores expressos como média (n=2) + D (desvio médio).
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Figura 21 - Cromatogramas da EFX ap6s degradagéo com: (1) Aquecimento; (2) HCI
0,1 mol L™"; (3) NaOH 0,1 mol L e (4) H»05 3 % viv.

Verificando os dados descritos na Tabela 14 e os cromatogramas apresentados
na Figura 21, observa-se que nas condi¢cdes avaliadas, a concentragdo da EFX
quando comparada a concentragao inicial diminuiu igualmente em meio acido e sob
aquecimento. Ainda, sob aquecimento foi observado um pico intenso no tg de 2,11
min, mas que n&o interfere na quantificagdo da EFX. O meio béasico é o que mais
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afeta a estabilidade da EFX, embora todas as demais condi¢gées levem a uma
diminuicdo na recuperagdo da EFX. No meio de perdxido de hidrogénio aparece um
pico intenso no tg de 2,11 min, que n&o interfere na quantificacdo da EFX. Todos os
compostos formados nos testes de degradagdo apresentam tempos de retengao
menores do gue o da EFX, indicando a formagao de compostos mais polares. Todos
os produtos de degradagéo formados ndo afetam a seletividade do metodo.

Sensibifidade, faixa linear e linearidade
Os parametros de validagdo: sensibilidade, faixa linear e linearidade foram

obtidas a partir de cinco curvas analiticas as quais sdo apresentadas na Figura 22.
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Figura 22 - Gréficos das cinco curvas analiticas feitas em dias diferentes, para CFX
e EFX, utilizando o padrao interno OFX.

A sensibilidade é um parametro que descreve como a resposta do detetor varia
em funcéo da concentragdo do analito. Pode ser expressa pelo coeficiente angular
da reta abtida a partir da regresséo linear da curva analitica.

A faixa linear é definida como a faixa de concentracédo onde a sensibilidade do
método, pode ser mantida constante.

A linearidade é determinada pela habilidade do método em fornecer resultados

que sdo diretamente proporcionais as concentragbes do analito dentro da faixa linear
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da curva analitica. Q coeficiente de correlagéo é utilizado para avaliar a linearidade
da curva analitica e deve ser maior do que 0,98.

A faixa linear, sensibilidade e linearidade para a EFX e CFX foram calculados
conforme descrito no item 111.3.2.1 e os resultados estao apresentados na Tabela 15.

Tabela 15 - Figuras de meérito do processo de validagao (faixa linear, sensibilidade e

linearidade).
Parametros estudados CFX EFX
Faixa finear (ug mL™) 0,0500a1,00 0,05002 1,00
Sensibilidade* (B) mLug' | 3,2+0,1 3,0+0,1
Linearidade* (r) 0,998 +0,002 0,997 + 0,003

*Valores expressos como média (n=5) + estimativa do desvio padriao absoluto.

O procedimento analitico mostrou-se linear na faixa de concentragio avaliada.
As curvas analiticas tiveram uma linearidade maior que 0,99.

Limites de deteccdo (LOD) e de quantificagdo (LOQ)

O limite de quantificagio & definido como o nivel minimo que o analito pode ser
medido com exatidao e precisdo. Em alimentos, € considerado como ¢ nivel de
concentragdo determinado por um sinal que exceda dez vezes o desvio padrao
relativo do ruido ou do ruido da amostra do branco. Pode também ser calcuiado a
partir da curva analitica, sendo que

LOD = Kk syn/m (6)

onde, k = constante igual a 3, syx estimativa do desvio padréo da curvae mo

coeficiente angular da curva analitica e
LOQ =k sys/m (7)
onde, k = constante igual a 10.

Para analise de medicamentos, os LOD e os LOQ foram calculados para a EFX
a partir das cinco curvas analiticas. Embora seja possivel determinar esses valores
também para a CFX, esses nao foram estabelecidos, pois a CFX € um metabdlito da
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EFX e ndo esta presente no medicamento de uso veterinério a base de EFX. Cabe
destacar, ainda, que a determinagdo dos LOD e LOQ para medicamentos ndo faz
parte do protocolo de validacdo. Considerando uma diluicdo do medicamento de
20.000 vezes, os LOD e LOQ estabelecidos para a EFX sao 1,0 e 3,3 pg mL™ |
respectivamente.

Robustez

A robustez do método descreve a estabilidade do método cromatografico. Pode
ser determinada através da analise individual ou simultdnea dos parametros mais
sujeitos a variagdo como: pH, temperatura e composicdo da fase movel. A
transferéncia do método de um laboratério para outro também pode ser considerada
um teste de robustez.

Quanto a robustez do método avaliado, mudangas na faixa de pH entre 2,00 e
3,00, em unidades de 0,20; ndo causam mudancas nos tempos de retencdo das FQ
sob estudo. Pequenas mudangas na composigio da fase mével no modo de elui¢do
isocratico alteram o tr dos analitos, come pode ser observado nas Tabelas 7 (IV.1.1)
e 10 (IV.1.2). Assim, o0 método n&o € robusto quando é considerada a percentagem
de solvente da composi¢ao da fase mével.

Precisdo

A precisdo (repetibilidade e reprodutibilidade). € o parametro que avalia a
proximidade entre varias medidas efetuadas em uma amostra. Pode ser estimada
atravées do coeficiente de variagdo (estimativa do desvio padrdo relativo). A
repetibilidade € quando resultados independentes s&o obtidos utilizando ¢ mesmo
método, para andlise da mesma amostra, no mesmo laboratdrio, pelo mesmo
analista, utilizando o mesmo equipamento, em um curto espago de tempo. A
reprodutibilidade por sua vez & quando os resultados sdo obtides usando 0 mesmo
método e a mesma amostra, em diferentes laboratérios, por analistas diferentes, em
diferentes equipamentos. Tendo em vista que ensaios de reprodutibilidade sdo
dificeis de serem executados, a precisfo intra e inter-ensaio foram avaliadas.
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A precisdo infra-ensaio foi avaliada através da repetibilidade, analisando o
ponto do meio da curva analitica, cuja concentragéo foi de 0,500 pg mL" de EFX e
CFX, empregando a OFX como padro interno (concentragdo de 0,500 ug mL™). A
preciséo inter-ensaio foi avaliada mediante analise da mesma solugéo empregada no

ensaio anterior, em 5 dias consecutivos. Os resultados estio apresentados na
Tabela 16.

Tabela 16 - Preciséo intra e inter ensaio para uma concentragdo do analito de

0,500 ug mL™".
Ensaio CEX (RSD) EFX (RSD)
Precisao intra-ensaio 0,6 % 0,7 %
Precisao inter-ensaio 25% 2,7 %

RSD: estimativa do desvio padrio relativo.

Os valores de repetibilidade intra-ensaio e inter-ensaioc estdo adequados
conforme as recomendagdes internacionais para medicamentos de 1 e 2 %,
respectivamente (SHABIR, 2003).

Exatidao

A exatiddo expressa quanto os resultados obtidos se aproximam do valor
verdadeiro. Pode ser determinado: (i) por comparagio dos resultados obtidos peio
novo método com os obtidos por um método de referéncia; (i) por analise de material
de referéncia certificado; (iii) por adicio de padr&o ou (iv) por testes de recuperagao.

A exatiddo do metodo proposto foi avaliada mediante teste de recuperag3o com
a andlise de dois medicamentos de uso veterinario, denominados de A e B,
disponiveis no mercado para uso em aves. Para a realizagdo do teste de
recuperacdo, as amostras de medicamentos foram fortificadas com 50 % da
concentragdo do principio ativo determinado na amostra e os resultados obtidos
estao apresentados na Tabela 17.
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Tabela 17 - Resultados obtidos na determinagdo de EFX nos medicamentos de uso
veterinario A e B, concentracdo declarada de 100 mg mL™.

Medicamento | Concentracdo média EFX* Nivel de fortificagéo 50 %"

A 110 £+ 4 mg mL" 101+2 %
B 130+ 10 mg mL" 103+6 %

*Valores expressos como média (n= 3 ) +ts/v¥n, com 95% de confianga.

A recuperacio de 101 % para o0 medicamento A e 103 % para o B indicam que
nao existe efeito matriz e que o0 método esta livre de erros sistematicos.

O valor nominal de EFX nos dois medicamentos é de 100 mg mL™. Os valores
determinados estio apresentados na Tabela 17. Como ni&c ha na literatura
informagdes para controle de qualidade da EFX em medicamentos de uso animal, foi
considerado neste estudo a USP XXV (2002), que define paramétros para a CFX em
medicamentos de uso humano e propde que o teor do principio ativo CFX deve estar
entre 90 a 110 % do valor nominal declarado pelo fabricante do medicamento.
Embora o medicamento A apresente um teor de 110 % do valor declarado e o B de
130 %, nada pode ser afirmado quanto a qualidade dos mesmos em funcdo da
quantidade do principio ativo, uma vez que nao foi realizada uma amostragem
segundo as recomendagbes da farmacopéia. Cabe destacar, que este estudo néo
visou o controle de qualidade, mas sim a avaliagido da exatiddo do método.
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IV.3 - Desenvolvimento e validagio do método para a
determinacio de EFX e CFX em plasma de frango

IV.3.1 - Preparo de amostra de plasma

Vérios métodos analiticos que utilizam a CLAE para determinagdo de FQ em
materiais bioldgicos tém o preparo de amostra desenvolvido a partir da extrac@o dos
analitos em um solvente de extragéo, geralmente uma fase organica. Em seguida
pode ser utilizada a extragio em fase solida (EFS) para efetuar a limpeza do extrato,
remover os interferentes e pré-concentrar o analito.

Uma das dificuldades existentes em isofar FQ do plasma estéd associada com a
propriedade destes compostos de se ligarem as proteinas da matriz. Apds testar
procedimentos de extracéo com: tampé&o fosfato, pH 7,0 conforme recomendado por
Delepine et al. (1998); HCI 1 mol L™ segundo van Vyncht et al. (2002); &cido acético
+ ACN (5 + 95 viv) conforme Rose et al. (1998) e ATCA 10% + ACN (80 + 20 v/v) de
acordo com Posyniak et al. (2001), neste trabalho foi utilizada a solugéo de extragéo
ATCA 10% + ACN (80 + 20 v/v) devido a sua maior capacidade em precipitar as
proteinas das matrizes em estudo.

Uma vez precipitadas as proteinas do plasma, separadas por centrifugacao e
as FQ extraidas, fez-se necessario a limpeza do extrato e a concentracio dos
analitos. Para tanto, optou-se pelo emprego da EFS. Esse procedimento consiste na
passagem do extrato por um cartucho contendo um adsorvente e tem a finalidade de
separar o analito dos interferentes e concentrar o analito. Basicamente a EFS ¢
realizada em quatro etapas: condicionamento do cartucho, aplicagdo da amostra,
tavagem e eluigcao.

Na EFS foi utilizado o sistema & vacuo (Figura 5, pag. 39) que permite efetuar a
limpeza do extrato utilizando 12 cartuchos por vez, mantendo a vazéo dos solventes
constante em todas as etapas (3 mL min™).
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Utilizando cartuchos de EFS dois tipos de FE foram avaliados para efetuar a
limpeza e pré-concentragéo das FQ do plasma: (A) octadecil (Bond Elut, 200 mg, 3
mi., Varian) e (B) fase mista, octadecil + trocador idnico (narc-2, 125 mg, 3 mL, J.T.
Baker). Os procedimentos foram descritos no item 111.3.3.1.

(A) EFS - octadecil

Inicialmente, seguiu-se 0 procedimento de extragdo de residuos de FQ em
tecidos de frangos, descrito por Posyniak et al. {(2001). A precipitagdo das proteinas
foi feita com ATCA 10 % + ACN (80 + 20 v/iv). Como solventes de eluicao foram
avaliados ACN e MeOH, sendo que em nenhum dos casos houve recuperagio
superior a 50 %. Houve um ganho na recuperagdo quando se utilizou na eluigéo
tampéo fosfato de sédio 0,05 mol L™ (pH 2,5/ACN (1:1 viv), conforme sugerido por
Gigosos et al. (2000). Porem, mediante este procedimento ndo foi possivel separar e
recuperar mais que 50 % das FQ (padrao analitico sem a matriz).

(B) EFS - octadecil + trocador catiénico (Narc -2)

Considerando-se que esse tipo de fase estacionaria foi a mais adequada para a
separagdo da EFX e CFX por CLAE, testou-se o cartucho de fase mista (octadecil
com trocador catidnico, Narc-2). Em termos de eficiéncia de extragéo, os resultados
foram melhores que dos outros cartuchos avaliados. Os resultados obtidos
utilizando-se o cartucho Narc-2 somente com uma solugdo dos padroes analiticos
(EFX e CFX) diluido na solugdo de extragio (concentragdo final 1,00 pg mL™) e
utilizando o extrato do plasma com adig&o de 0,500 ng, séo descritos na Tabela 18.

Tabela 18 - Recuperacao de £FX e CFX em plasma utilizando cartuchos Narc-2.

Solugdo aplicada ao cartucho Narc-2 Recuperacéo CFX Recuperagéo EFX

Solugdo padrao diluida em 10 mL da SE* 87 +2% 91+ 7%
Plasma diluido na SE* (1:1 v/v) 49 £ 2% 55 +6%

*Valores expressos como média (n=3) + SD (estimativa do desvio padrdo). Procedimento B, (111.3.3.1,
p4g. 38). *SE = solugio extratora composta de 4cido tricloroacético 10 % + ACN (80 + 20 vA).
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O pH acido do extrato aplicado ao cartucho ndo somente facilita a liberagdo dos
antimicrobianos ligados as proteinas presentes na matriz, como ativa a ligagdo dos
analitos aos sitios de troca-catidnica da fase do cartucho, através do grupc amino
protonado do analito. A primeira etapa de lavagem com agua é necessaria para
remover os interferentes polares ndo-idnicos e idnicos do extrato da matriz, embora
se mantenha a ligagdo dos analitos basicos aos sitios de troca catidnica. A segunda
etapa da lavagem, com MeQOH, tem o propésito de remover interferentes
hidrofobicos, incluindo analitos acidos e neutros. No final, os analitos basicos estao
retidos nos sitios trocadores do cartucho e sédo eluidos com uma solugao de MeOH
com um alto valor de pH. A mudanga no valor do pH rompe a ligagéo dos analitos
com o trocador idnico.

Tendo em vista que 0s valores de recuperagdo obtidos para os analitos estao
em torno de 50 % e que n&o é recomendavel corrigir esses valores quando estiverem
fora da faixa de 80 a 110 % para esse nivel de fortificacdo (EUROPEAN
COMISSION DECISION 2002/657/EC), foi construida a curva analitica fortificando
amostras de plasma do grupo controle (branco) com concentragdes crescentes da
solug&o padrdo. Todos as amostras fortificadas foram submetidas ao procedimento

completo de analise e adicionadas de padrao internc anterior ao preparo de amostra.

IV.3.2 - Validagdo do método para a determinagdo de EFX e CFX em
plasma de frango

O plasma &€ uma matriz muito mais complexa que o medicamento, possuindo
grande quantidade de proteinas, que afetam a recuperagio dos antimicrobianos da
matriz biologica. Foi necessario, para garantir a confiabilidade dos resultados, validar
a metodologia analitica desenvolvida para realizar a analise dessa matriz.

Para fins de validagdo do método para a determinagdo de EFX e CFX em
plasma foram avaliados 0s seguintes parametros: seletividade, sensibilidade, faixa
linear, linearidade, limite de detecgéo (LOD), limite de quantificacdo (LOQ), precisdo
e exatiddo. As analises cromatogréficas foram feitas conforme descrito em 111.3.1.3.
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Seletividade

A seletividade foi avaliada pela analise da amostra do plasma de frango do
grupo controle (branco), submetida ao processo de extragcdo descritc no item
[1.3.3.1. Um cromatograma do exirato & apresentado na Figura 23. Observam-se
dois picos nos tempos de retengdo 2,39 e 5,11 min. Embora esses picos apresentem
uma area grande, ndo interferem na determinag¢do dos analitos, porque eluem antes.
Assim, o método desenvolvido apresenta seletividade adequada para a
determinacao de EFX e CFX em plasma. O cromatograma 3 D da amostra do branco
do plasma & apresentado na Figura 23.
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Figura 23 - Cromatograma do branco do plasma. FM tampao fosfato 0,05 mot L™ (pH
2,5)/ACN gradiente de 0 até 8 min, 90/10 viva 80/20 vive de 8 a 12
min de 80/20 viv a 90/10 v/v, vazdo 1 mL min™. FE: C18-catiénica.
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§.00 10.00

Figura 24 - Cromatograma 3D do branco do plasma da obtido nas condicdes
descritas na Figura 23.

E apresentado, na Figura 25, um cromatograma de uma amostra do plasma de

frango do grupo controle fortificado com OFX, CFX e EFX, analisada conforme
descrito em 111.3.3.3.
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Figura 25 - Cromatograma do extrato do plasma com adi¢do de 0,500 ug mL™" de
CFX e EFX e de 1,00 ug mL™" de OFX. FM tamp3o fosfato 0,05 mol L

(pH 2,5)/ACN gradiente de 0 até 8 min, 90/10 v/va 80/20 vive de 8 a 12
min de 80/20 v/v a 90/10 vlv, vazdo 1 mL min™'. FE: C18-catiénica.

O detector de arranjo de fotodiodos (DAD) permite que os compostos

separados na corrida cromatografica sejam monitorados em diferentes comprimentos
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de onda. Assim & possivel quantificar analitos que tenham o maximo de absor¢&o em
comprimentos de onda diferentes, como é o caso da OFX (Amax = 294 nm) e da CFX
e EFX (Amax = 279,2 nm) otimizando assim a detectabilidade do método. O composto
que elui em 5,071 min apresenta absorvancia maxima em 279,2 nm.

Faixa finear, linearidade e sensibilidade

Foi feita uma curva analitica, peio método de padronizagao interna, plotando-se
a razdo entre as areas da EFX/OFX e CFX/OFX versus concentragdo do analito
(Figura 26). Aliquotas de 500 pL de plasma foram fortificadas no intervalo de
concentragdo de 0,250 a 4,00 ug mL' e foram submetidas, anterior a andlise
cromatografica, ao procedimento completo de preparo e andlise de amostra
(111.3.3.3).

O método desenvolvido é linear na faixa de concentragdo estudada, com
linearidade de 0,9992 e 0,9996 para a EFX e CFX, respectivamente. A equacéo da
reta obtida para a EFX foi y = 0,01608 + 0,7971x e para CFX foi y = -0,04273 +
0,9486x, onde y: razdo das areas de EFX/OFX, CFX/OFX e x: concentrag&o da FQ

em png mL™.
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Figura 26 - Curva analitica com adigdo de EFX, CFX e OFX ao plasma do grupo
controle.
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Limite de detecgdo e quantificagdo

O LOD (razéo sinal/ruido igual a 3) e LOQ (raz&o sinal/ruido igual a 10) foram
calculados para CFX e EFX e s&o 0,0600 e 0,200 ug mL™, respectivamente. Estes
valores foram confirmados com a injecdo dessas concentragées no cromatdgrafo a
liquido, nas mesmas condi¢des analiticas em que foi feita a curva. Os valores
descritos s&o maiores que os valores reportados por Knoll et al. (1999), porém, os
autores utilizaram a CLAE com detector de fluorescéncia na determinagéo de EFX e
CFX em plasma de frangos. Os 1.OQ calculados pelos autores foram de 0,0600 e
0,0200 pg mL™" para EFX e CFX, respectivamente. Cabe destacar, que o detetor de
fluorescéncia é mais sensivel para essa classe de compostos do que o detetor de
arranjo de fotodiodos.

Rao et al. (2002a) empregaram a CLAE com detector UV para determinar EFX
e CFX em plasma de cabras. Apesar dos autores utilizarem um detector UV, o LOQ
calculado foi menor do que o obtido neste estudo, sendo de 0,0300 pg mL! para

EFX e para CFX, porém, néo foi reportado como este valor foi calculado.

Precisdo

A preciséo foi avaliada pela estimativa do desvio padrao relativo (RSD) dos
resultados obtidos no inter-ensaio.

Uma curva analitica foi construida no primeiro dia de andlise das amostras de
plasma. A cada dia de analise dessas amostras, um ponto da curva analitica (plasma
fortificado com EFX e CFX) foi analisado no cromatégrafo a liquido e verificado a
percentagem de recuperagao. As concentragdes avaliadas foram 0,500; 1,00; 2,00 e
3,00 pg mL.

A variag@o média (n = 4) dos pontos em relagdo a curva foi de 10 % para CFX
(99 £ 10 %) e 7,3 % para EFX (96 £ 7 %). Foi estabelecido como critério que se a
variagio fosse maior que 3s/Vn uma nova curva analitica seria construida. Como o
valor determinado foi menor, ndo foi necesséria a construgio de uma nova curva
analitica durante os dias de analise.
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Os valores deste estudo corroboram os de Rao et al. (2002a) que relataram
que tanto a precis&o intra como inter-ensaio foi de 8 % para CFX e para EFX. Os
autores nao descrevem quais concentragdbes foram avaliadas, o numero de
determinagdes e em quantos dias a preciso inter-ensaio foi avaliada. No entanto,
valores menores para a preciséo intra e inter-ensaio foram apresentados por Knoll et
al. (1999), de 2,7 e 3,8 % , respectivamente, para uma concentracao de EFX de
0,500 pg mL™".

Exatiddo
A exatid@o foi avaliada pelo teste de recuperagéo. Seis amostras de plasma de

aves do grupo controle (branco) foram fortificadas com trés concentragdes de EFX e
CFX. Os resuitados estdo apresentados na Tabela 19.

Tabela 19 - Resultados dos testes de recuperacio de EFX e CFX em plasma de

aves.
Concentragao CFX EFX
adicionada Concentracio - Concentragdo <
(g mL™) Determinada Recu(gzgagao determinada Rec‘;g/i;agao
(ug mL") (ugmL™)
0,50 0,52 + 0,01 103 0,48 + 0,01 95
1,00 0,29+0,03 99 1,01 + 0,08 101
2,00 1,97 £ 0,07 99 2,03+ 0,04 101
Média - 100+2 - 99 + 3

*Valores expressos como média + D (desvio médio de n=2).

As percentagens de recuperagio nos trés niveis de fortificacio avaliados foram
em média 100 + 2 e 89 + 3 % para CFX e EFX, respectivamente, e estdo de acordo
com os valores determinados pela CE, entre 80 e 110% (EUROPEAN COMISSION
DECISION 2002/657/EC), confirmando a exatidao do método.

Os valores de recuperagéo determinados neste estudo sdo maiores que os de
recuperagdes reportadas por Knoll et al. (1999) que foram de 92 % para EFX e 79 %
para CFX. A recuperagédo reportada por Rao et al. (2002a) foi 2 mesma para EFX e
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para CFX de 93 %. Entretanto, nenhum dos autores relata o nivel de concentragéo
avaliado nos testes de recuperacgdo.

IV.4 - Desenvolvimento e validagdio do método para a
determinacdo de EFX e CFX em misculo de frango

IV.4.1 - Preparo de amostra de musculo

O procedimento de extrag@o para a andlise de musculo foi feita conforme item
[1.3.4.1. Também para essa matriz foi empregada a EFS utilizando cartucho Narc-2.
S&o apresentados na Tabeta 20 os resultados obtidos com padréo analitico (EFX e
CFX 1,00 ug mL") e com 1,0 g de amostra de musculo adicionados de 0,500 ug de
EFX e CFX.

Tabela 20 - Recuperacdo de EFX e CFX em musculo, empregando EFS com
cartuchos Narc-2.

Solucgédo aplicada ao
cartucho Narc-2

Solugéo padréo diluida em

Recuperagdo CFX Recuperagdo EFX

10 mL da SE* 87 £2% 91 +7%
1,0gde arg:ss’u;a*emw mL 70+ 1% 64 + 2%

*Valores expressos como média (n = 3 } £ D (desvio médio). SE = solugdo extratora composta
de acido tricloroacético 10% + ACN (80 + 20 v/iv). Procedimento B (I11.3.3.1, pag. 38).

As percentagens de recuperacao, tanto da CFX como da EFX, foram menores
na extracdo dos analitos da matriz, quando comparadas com a auséncia desta,
confirmando que a matriz exerce um efeito sobre os analitos estudados por ser
complexa, rica em proteinas e gorduras. Portanto, igualmente ao plasma, tambem
para o musculo é recomendado que a curva analitica seja construida na presenga da
matriz bioldgica.
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iV.4.2 - Validacdo do método para a determinagdo de EFX e CFX em
musculo de frango

A metodologia analitica desenvolvida para a determinagédo de EFX e CFX foi
validada para realizar a analise do musculo. Para tanto, foram avatiados os seguintes
parémetros: seletividade, sensibilidade, faixa linear, linearidade, limite de detecgéo
(LOD), limite de quantificacéo (LOQ), precisio e exatidao.

Seletividade

A seletividade foi avaliada pela analise de amostra do mdscule de frango do
grupo controle (branco), submetida ao processo de extragdo (l11.3.4.1). Um
cromatograma do branco é apresentado na Figura 27.
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Figura 27 - Cromatograma do extrato do branco do musculo. FM tampéo fosfato 0,05
mol L' (pH 2,5)/ACN gradiente de 0 até 8 min, 90/10 v/v a 80/20 v/v e
de 8 a 12 min de 80/20 viv a 90/10 viv, vazdo 1 mL min”'. FE C18-
catidnica.

Observa-se na Figura 27 varios picos do inicio do cromatograma até um tempo
de 5 min, mas, estes ndo interferem na deteccdo da CFX e EFX. Portanto, o método
apresenta seletividade adequada para a determinagdo de EFX e CFX em musculo de
frango.
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O cromatograma apresentado na Figura 28 refere-se a uma amostra de
musculo de frango do grupo controle em que foram adicionados OFX, CFX e EFX
sendo em seguida submetida ao processo de extrago.
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Figura 28 - Cromatograma do extrato do musculo com adicdo de 0,500 pug g de

OFX (tr 7,76) e 1 0 ug g’ de CFX e EFX (tr 8,57 e 9,34). FM tampao
fosfato 0,05 mol L™ (pH 2,5)/ACN gradiente de 0 até 8 min, 90/10 v/v a
80/20 v/v e de 8 a 12 min de 80/20 v/v a 90/10 v/v, vazdo 1 mL min™.
FE C18-catiénica.

Faixa linear, linearidade e sensibilidade

Uma curva analitica, empregando-se a padronizagéo interna e plotando-se a
razao entre as areas da EFX/OFX e CFX/OFX versus concentragdo do analito, &
apresentada na Figura 29. Amostras de 1,0 g de musculo foram fortificadas no
intervalo de concentragéo de 0,200 a 6,00 ug mL™" e foram submetidas, anterior
andlise cromatografica, ao procedimento completo de preparo de amostra (111.3.4.1).

A equacéo da reta obtida para a CFX foiy = 0,1817 + 1,284x e da EFX foi y =
0,2632 + 1,089x%, onde y: razdo das areas de EFX/OFX, CFX/OFX e x: concentragcéo
da FQempgmL™.

O método mostrou-se linear no intervalo estudado, com uma linearidade de
0,9964 e 0,9957 para a CFX e EFX, respectivamente.
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Figura 29 - Curva analitica com adigdo CFX e EFX ac musculo do grupo controle,
empregando OFX como padrao interno.

Limites de detecgdo e quantificagdo

O LOD, calculado como a relagdo sinalfruido igual a 3 e LOQ, como relagéo
sinal/ruido igual a 10, foram de 30 e 100 ug kg™, respectivamente, para ambos
antimicrobianos. Estes valores foram confirmados com a injegdo dessas
concentragdes no cromatdgrafo a liquido, nas mesmas condigbes analiticas em que
foi feita & curva. Estes valores sdo maiores que os reportados por Yorke e Froc
(2000) que quantificaram 9 FQ em musculo de frango, entre elas a EFX e CFX
utilizando a CLAE com detector de fiuorescéncia, onde o LOQ determinado para a
EFX e CFX foide 7,5 ug kg™'. Horie et al. (1994) também empregaram a CLAE com
detector de fluorescéncia para determinar EFX, entre outras FQ, em musculo de
frango, tendo estabelecido um LOD de 10 ug kg‘1 para a EFX.

A diferenca nos LOD e LOQ determinados pelos autores acima mencionados e
os valores estabelecidos neste trabalho é decorrente do tipo de detector empregado
na cromatografia liquida, sendo que o detetor de fluorescéncia apresenta uma maior
detectabilidade para essa classe de compostos do que o detetor de arranjo de
fotodiodos.
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Precisédo

Uma curva analitica foi construida no primeiro dia de analise das amostras de
musculo. A cada dia de anadiise dessas amostras, um ponto da curva analifica
(musculo fortificado com EFX e CFX) foi injetado no cromatografo a liquido e
verificado a percentagem de recuperagdo. As concentragdes avaliadas foram 250,
500, 1000 e 3000 pg kg™

A precisdo inter-ensaio. foi avaliada pelo RSD. A variagdo média (n = 4) dos
pontos em relagdo a curva foi de 5 % para CFX (100+5 %) e 6 % para EFX (93 +6
%). Foi estabelecido como critério que se a variacdo fosse maior que 3s/An uma
nova curva analitica seria construida. Como o valor determinado foi menor, néo foi
necessaria a construcio de uma nova curva analitica durante os dias de analise.

Garcia-Ovando et al. (2000) determinaram EFX e CFX em musculo de frango,
empregando a CLAE com detector de fluorescéncia e encontraram valores para a
precisdo inter-ensaio (n=3) igual a 8 % em média para CFX e EFX Yorke e Froc
(2000) reportaram valores para precisdo inter-ensaioc menores que 13 % para 0s
dois analitos.

Exatiddo

A exatiddo foi avaliada mediante teste de recuperagio, em trés concentracbes
de EFX e CFX adicionando-se os analitocs nas amostras de musculo de aves do
grupo controle. Os resultados obtidos est@o apresentados na Tabela 21.

As percentagens de recuperacao nos trés niveis de fortificagdo avaliados foram
em media 81 e 86 % para CFX e EFX, respectivamente, e estdo de acordo com os
valores considerados aceitos pela Comunidade Européia (entre 80 e 110%),
demonstrando exatiddo do método para andlise desses antimicrobianos em musculo
do peito de frango. Os resultados estdo de acordo com aqueies determinados por
Garcia-Ovando et al. (2000), Yorke e Froc (2000) e Horie et al. (1994).

Garcia-Ovando et al. (2000) utilizaram a ELL (extrag@o liquido liquidoc) com
tampao fosfato e diclorometano para analisar amostras de musculo fortificadas em
trés niveis de concentracdo de EFX (3,9, 31 e 250 ug kg') e encontraram
recuperacbes médias de 71, 89 e 100 % , respectivamente.
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Yorke e Froc (2000) fortificaram amostras de musculo em cinco niveis de
concentrac3o diferentes e obtiveram recuperacdes médias de 67 e 77 % para EFX e
CFX, respectivamente.

Horie et al. (1994) analisaram amostras de musculo fortificadas com 200 ugkg™
de EFX e calcularam a recuperagcido média (n=5) de 82 %. A extragao dos analitos da
matriz foi feita com acido metafosforico + acetonitrila (70 + 30 v/v) e a limpeza do
extrato utilizando cartuchos de SPE Cis, apds serem testados varias marcas de
cartuchos Cis.

Tabela 21 -Determinacédo de EFX e CFX adicionados ao musculo de animais do

grupo controle.
Concentracio CFX EFX
adicionada Concentraggo . . Concentragéo Recuperacio
4 Determinada '.J, & determinada ',J,e &
(rg kg™) A (%) 4 (%)
(ng kg ) (ng kg)

500 433 £25 87 376 £ 24 75
1000 983+ 76 o8 961 £ 95 96
3000 2634 + 223 88 2647 £ 218 88

Média - 91+6 86+10

*Valores expressos como média + D (desvio médio, n = 2).

IV.5 - Desenvolvimento e validagio do método para a
determinac¢ado de EFX e CFX em figado de frango

IV.5.1 - Preparo de amostra de figado

O procedimento de extragdo foi feito conforme item I11.3.5.1. Os resultados
obtidos com o uso de cartuchos Narc-2, com padrdo analitico (EFX e CFX 1,00 ug
mL™") e empregando 1,0 g de figado fortificando com 0,500 ug de EFX e CFX, sdo
apresentados na Tabela 22.

92



Resultados e discussio

Tabela 22 - Recuperagao de EFX e CFX em figado, utilizando cartuchos Narc-2.

Solucao aplicada ao
cartucho Narc-2

Solugio padrao diluida em

Recuperagdo CFX Recuperagdo EFX

10 mL da SE* 87 =2% T
1,0 g de ar{?:sstrEa*em 0mb 504 13% 51 £ 10%

*Valores expressos como média (n=3) + SD (estimativa do desvio padrdo). SE = solugdo
extratora composta de &cido tricloroacético 10% + ACN (80 + 20 v/v). Procedimento B,
(111.3.3.1, pag. 38).

As percentagens de recuperagio, tanto da CFX como da EFX, foram menores
na extracdo dos analitos da matriz, quando comparadas com a auséncia desta.
Foram construidas curvas analiticas utilizando amostras de figado do grupo controle
(branco) fortificadas com os padrdes analiticos em diferentes concentracbes, sendo
possive! determinar as concentragdes dos analitos, com o método da padronizagéo
externa, sem efetuar corregdo dos valores.

IV.5.2 - Validagdo do método para a determinagdo de EFX e CFX em figado
de frango

A metodoiogia analitica foi validada com a matriz figado, j& que ao modificar a
matriz diferentes interferentes podem ser detectados pela metodologia desenvolvida.
Foram avaliados 0s seguintes paramentros de validagdo: seletividade, sensibilidade,
faixa linear, linearidade, limite de detecgdo (LOD), limite de quantificagdo (LOQ),
preciséo e exatidao.
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Seletividade

A seletividade foi avaliada peia analise de amostra do figado de frango do grupo
controle (branco), submetida ao processo de extragdc descrito em i11.3.5.1. Um
cromatograma do branco é apresentado na Figura 30.
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Figura 30 - Cromatograma do extrato do branco do figado FM tampéo fosfato 0,05
mol L™ (pH 2,5)/ACN gradiente de 0 até 8 min, 90/10 viv a 80/20 viv e
de 8 a 12 min de 80/20 v/iv a 90/10 v/v, vazdo 1 mL min”'. FE C18-
catidnica.

Como pode ser observado na Figura 30, além dos compostos que eluem no
inicio do cromatograma, ha interferentes eluindo na regido na qual a OFX é
quantificada, impedindo assim a adigdo do padrdo intemo para a quantificacgo de
EFX e CFX em amostras de figado. Em consequéncia foi empregada a padronizagéo
externa para quantificagdo de EFX e CFX em figado.

Na Figura 31 é apresentado um cromatograma de uma amostra de figado de
frango do grupo controle (branco) em que foram adicionados CFX e EFX sendo
depois extraidos como descrito em 11l.3.5.1. Observa-se que o interferente esta
presente no tempo de retengcdo da OFX, sendo quantificado pelo programa do
equipamento como tal, justificando ndo utilizar este padrdo interno na analise da
matriz figado.
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Figura 31 - Cromatograma do extrato do figado com adigdo de 1,00 ug mL™" de CFX
e EFX. FM tamp&o fosfato 0,05 mol L™ (pH 2,5)/ACN gradiente de O até
8 min, 80/10 v/iv a 80/20 v/v e de 8 a 12 min de 80/20 v/v a 90/10 viv,
vazao 1 mL min™'. FE C18-catiénica.

Faixa linear, linearidade e sensibilidade

Uma curva analitica externa, plotando-se a area da EFX e CFX versus
concentragdo do analito, & apresentada na Figura 32. Amostras de 1,0 g de figado
foram fortificadas no intervalo de concentracdo de 0,400 a 4,00 ug mL" e foram
submetidas, anterior analise cromatografica, ao procedimento completo de preparo
de amostra.

A equacao da reta obtida para a CFX foi y = 81690 + 223400x e da EFX foi y =
-24180 + 202700x, onde y: rea da EFX e CFX e x: concentracdo da FQ em ug mL™.

O método € linear no intervalo estudado com coeficientes de correlagao linear
de 0,9811 e 0,9962 para a CFX e EFX, respectivamente.
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Figura 32 - Curva analitica da EFX e CFX a amostras de figado do grupo controle.

Limites de deteccdo e quantificagcdo

O LOD {(relagéo sinal/ruido igual a 3) e LOQ (relagdo sinal/ruido igual a 10) para
CFX e para EFX foram calculados, sendo o LOD = 60 e 0 L.LOQ = 200 pug kg™ Estes
valores foram confirmados com a inje¢do dessas concentragdes no cromatégrafo a
liquido, nas mesmas condi¢des analiticas em que foi feita a curva. O LOD
determinado por Horie et al. (1994) em figado foi de 10 g kg” para a EFX, porém o

autor utilizoy detetor de fluorescéncia.

Precisdo

Uma curva analitica foi construida no primeiro dia de analise das amostras de
musculo. A cada dia de andlise dessas amostras, um ponto da curva analitica
(musculo fortificado com EFX e CFX) foi injetado no cromatografo a liquido e
verificado a percentagem de recuperacdo. As concentragdes avaliadas foram 200,
500 e 1000 ug kg™.

A precisdo inter-ensaio foi avaliada pelo RSD. A variagdo média (n = 3) dos
pontos em relagéo a curva foi de 11 % para CFX (75 +8 %) e 9,1 % para EFX (99 +

9 %). Nao foi necessario a construcdo de uma nova curva analitica durante os dias
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de analise, ja que a variagdo encontrada foi menor do que a que era estabelecida
como aceita de até 3s/vn.

Exatidao

O teste de recuperacgédo foi utilizado para verificar a exatiddo do método. As
amostras do branco da matriz foram fortificadas com trés concentragbes de EFX e
CFX e os resultado obtidos estéo apresentados na Tabela 23.

Tabela 23 -Determinagdo de EFX e CFX adicionados ao figado de animais do grupo

controle.
Concentracéo CFX EFX
adicionada Concentracio Concentracao -
(g kg™ Determinada Recu(ﬁzgagéo determinada Recu(gzgagao
(ug kg™) (ng kg™)

500 440 + 48 88 463 + 45 93
1000 1112 £ 269 110 1102 + 241 110
2000 1797 + 110 90 1908 + 169 95

Média - 96 + 12 - 999

*Valores expressos como média + D (desvio médio, n=2).

Os valores determinados séoc melhores que os descritos por Posyniak et al.
(2001) e Horie et al. (1994). As percentagens de recuperacdo nos trés niveis de
fortificagao avaliados foram em média 96 e 99 % para CFX e EFX, respectivamente,
demonstrando exatiddo do método para andlise desses antimicrobianos em figado
de frango. A estimativa do desvio médio foi maior para o figado do que para o
musculo devido a quantificacdo das amostras de figado ter sido feita sem o uso do
padréo interno.

Posyniak et al. (2001) estudaram o efeito da matriz e preparo da amostra na
determinagéo de EFX e CFX em musculo e figado de frango, empregando a CLAE
com detector de fluorescéncia. Analisando amostras de figado fortificadas com 500

ug kg” de EFX e CFX, os autores encontraram recuperacdo média (n =6)de 83 e 86
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%, para EFX e CFX respectivamente. Horie et al. (1994) obtiveram uma recuperacio
média (n=5) para figado de 85 %.

IV.6 - Desenvolvimento e validagdo do método para a

determinagao de EFX e CFX em rim de frango
IV.6.1 - Preparo de amostra de rim
O procedimento de extracdo em fase sélida foi feito conforme item H1.3.6.1. Os
resultados obtidos com o uso de cartuchos Narc-2, com padréo analitico (EFX e CFX
1,00 ug mL™") e na limpeza do extrato da matriz, com adi¢do de 0,500 ug de EFX e

CFX, sdo apresentados na Tabela 24.

Tabela 24 - Recuperacio de CFX e EFX em rim utilizando cartuchos Narc - 2.

Solugao apl;qc:rc(ifzao cartucho Recuperagéo CFX Recuperagdo EFX
Solugdo padrao diluida em 10
mL da SE* 87 £ 2% 91+7%
1,0gde arg;)sstré\*em 10 mL 47 + 7% 51 + 9%

*Valores expressos como média (n=3) + SD (estimativa do desvio padrao). SE = solugao
extratora composta de acido tricloroacético 10% + ACN (80 + 20 v/A). Procedimento B
(11.3.3.1, pég, 38).

A recuperagdo dos analitos na matriz foi préxima de 50%. E importante
considerar a complexidade da matriz, que possui grande numeroc de compostos
competindo com os analitos de interesse pelos sitios ativos da fase mista do
cartucho de extracao.

Foi construida curva analitica fortificando amostras de rim do grupo controle,
com os padroes EFX e CFX para determinar as concentracées dos analitos nas
amostras, sem a necessidade de corregéo dos valores para 100 %.

98



Resultados e discussio

IV.6.2 - Validacdo do método para a determinagdo de EFX e CFX em rim de
frango

A metodologia analitica também foi validada para o rim, j@ que diferentes
interferentes podem ser detectados dependendo da matriz, podendo prejudicar a
detecgéo e quantificagdo dos analitos. Foram avaliados os seguintes paramentros:
seletividade, sensibilidade, faixa linear, linearidade, limite de deteccdo (LOD), limite

de quantificacdo (LOQ), precisédo e exatiddo.

Seletividade

A seletividade foi avaliada pela analise de amostra do rim de frango do grupo
controle (branco), submetida ao processo de extragdo (I11.3.6.1). Um cromatograma
do extrato & apresentado na Figura 33.
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Figura 33 - Cromatograma do extrato do branco do rim. FM tampé&o fosfato 0,05 mol
L™ (pH 2,5)/ACN gradiente de 0 até 8 min, 90/10 v/iva 80/20 vive de 8 a
12 min de 80/20 v/v a 90/10 viv, vazdo 1 mL min™'. FE C18-catiénica.

Ha interferentes eluindo na regido onde a OFX é quantificada, além dos picos
que eluem no inicio da corrida cromatografica, como pode ser observado na Figura
33. Isto impede a adi¢cdo do padao interno as amostras de rim. Assim o método de
padronizacao externa foi empregado para quantificagdo da EFX e da CFX.
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Em uma amostra de rim de frango do grupo controle (branco) foram
adicionados CFX e EFX e esta foi submetida ao processo de extragdo descrito em
I11.3.6.1. O cromatograma é apresentado na Figura 34.
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Figura 34 - Cromatograma do extrato do rim com adi¢do de 1,00 ug mL™ de CFX e
EFX. FM tampao fosfato 0,05 mol L™ (pH 2,5)/ACN gradiente de O até 8
min, 90/10 viv a 80/20 v/v e de 8 a 12 min de 80/20 v/v a S0/10 vlv,
vazao 1 mL min”. FE C18-catiénica.

Faixa linear, linearidade e sensibilidade

Amostras de 1,0 g de rim foram fortificadas com EFX e CFX no intervalo de
concentragdo de 0,20 a 60 pug mL' e foram submetidas, anterior andlise
cromatografica, ao procedimento completo de preparo de amostra. Uma curva

analitica, plotando-se a area da CFX e EFX versus concentragéo do analito &
apresentada na Figura 35.

A equacao da reta obtida para a CFX foi y = -10300 + 211000x e da EFX foi y =
9414 + 198200x, onde y: 4rea da EFX e CFX e x: concentragdo da FQ em pg mL™.

O método € linear no intervalo estudado com coeficientes de correlagdo linear
de 0,9962 e 0,9921 para a CFX e EFX, respectivamente.
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Figura 35 - Curva analitica com adicéo de CFX e EFX 2o rim do grupo controle.

Limites de detecgéo e quantificagcdo

O LOD (relacéo sinal/ruido igual a 3) e LOQ (relagao sinalfruido igual a 10) para
CFX e para EFX foram caiculados,sendo o LOD = 30 e o LOQ = 100 ug kg™'. Estes
valores foram confirmados com a injegd0 dessas concentragdes no cromatografo a
liquido, nas mesmas condi¢cbes analiticas em que foi feita a curva.

Van Vyncht et al. (2002) utilizaram a CLAE-MS para determinar EFX e CFX em
figado de suinos, com ELL dos analitos da matriz. Mediante emprego de LC-MS, os

autores conseguiram obter um LOD menor que 10 para EFX e menor que 15 ug kg™
para CFX.

Precisdo

A precisao foi avaliada pela repetibilidade inter-ensaio.

Uma curva analitica foi construida no primeiro dia de andlise das amostras de
rim. A cada dia de analise dessas amostras, um ponto da curva analitica (rim
fortificado com EFX e CFX) foi injetado no cromatégrafo a liquido e verificado a

percentagem de recuperacdo. As conceniracbes avaliadas foram 250, 500 e
1000 pg kg™
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A precisao foi avaliada pelo RSD. A variagdo média (n = 3) dos pontos em
relagdc a curva foi de 13 % para CFX {98 £ 12 %) e 5,9 % para EFX (84 + 5 %). Nao
foi necessario a construgdo de uma nova curva analitica durante os dias de analise,
ja que a variacéo encontrada foi menor do que a que era estabelecida como aceita
de até 3s/Vn.

Exatiddo
O teste de recuperagao, fortificando as amostras do rim grupo controle, com

trés concentragdes de EFX e CFX, estdo apresentados na Tabela 25.

Tabela 25 - Determinagédo de EFX e CFX adicionados ac rim de animais do grupo

controle.
Concentragao CFX EFX
adicionada Concentracéo Concentracao
(ng kg™ Determinada Recu(pozgagéo determinada Recu(pozr)agéo
pg kg ug kg™

500 424 + 66 85 495 + 90 99

1000 931 £ 81 93 925 + 81 92

3000 2998 + 130 100 2996 + 256 100
Média - 93+8 97 £ 4

*Valores expressos como média + D (desvio médio, n=2).

Em média as percentagens de recuperagéo nos trés niveis de fortificagio
avaliados foram 93 e 97 % para CFX e EFX, respectivamente, demonstrando
exatiddo do método para andlise desses antimicrobianos em rim de frango.

Van Vyncht et al. (2002) testaram varios cartuchos e discos de EFS.
Empregando a fase mista SDB - RPS, foram obtidas, com niveis de fortificagdo de
100 e 300 pg kg”', recuperacées médias de 104 e 100 % para CFX e EFX,
respectivamente. Posyniak et al. (1999) extrairam as FQ com ATCA 5 %/ACN (70 +
30 viv/) e a EFS com cartucho SDB1 (estireno divinil benzeno) foi utilizada na
limpeza do extrato. Analisando amostras de rim fortificadas com EFX e CFX nas
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concentragdes de 30 e 60 ug kg™, os autores encontraram recuperacéo média de 86
e 82 % para rim de bovinos e 83 e 84 % para rim de suinos.

IV.7. - Ensaio com frangos de corte

O ensaio com os frangos da linhagem Cobb foi descrito no item 111.3.7 do
procedimento experimental (pag. 47). As aves do ensaio foram utilizadas para
determinar o perfil farmacocinético da EFX em frangos de corte e para determinar os
niveis de residuos de EFX e seu metabdlito (CFX) nos tecidos, ambos apds
administragio oral da EFX. Os resultados s&o apresentados nos itens IV.7.1 e IV.7.2.

O ensaio farmacocinético e nivel de residuos foi realizado em frangos de corte
da linhagem Cobb (n=7), sendo administrada EFX na dose de 10 mg/kg de p.c., por
trés dias consecutivos. A dose de 10 mg/kg de p.c. é a dose recomendada para
frangos e o protocolo do ensaio foi baseado no trabalho de Anadén et al. (1995), que
realizou estudo com frangos da linhagem Hubbard x Hubbard, com a diferenga que
os frangos empregados no nosso estudo foram criados desde o 1° dia de vida com
todas as condi¢ées experimentais controladas; os frangos empregados no estudo
realizado por Anadén et al. (1995), foram obtidos em uma granja no 33° dia de vida.
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IV.7.1 - Ensaio farmacocinético com frangos de corte

A relagdo entre a administragdo de um farmaco, a sua biodisponibilidade
(absor¢&0), a rota de biotransformagéo, o tempo de sua distribuic&o nos érgéos e
tecidos e o nivel da concentrag@o alcangada em diferentes regides do corpo é
denominada farmacocinética, ou seja, descreve ¢ que o organismo faz com o
farmaco. Por outro lado a farmacodinamica estuda a interagéo do farmaco com o
sitio de agdo no sistema bioloégico (RANG et al., 2001).

Em sua maioria, os farmacos empregados na avicultura s&o administrados por
via oral. A absorgdo no trato digestéric depende de muitos fatores, incluindo:
motilidade gastrintestinal, pH gastrintestinal; tamanho das particulas e interagéo
fisico-quimica com o contetido intestinal.

A eliminagéo de farmacos, que consiste na sua perda irreversivel pelo corpo,
ocorre pelos dois processos: biotransformagdo e excregédo. A excre¢do envolve a
perda do farmaco quimicamente inalterado, enquanto a biotransformacgao implica a
conversao de um composto quimico em outro (RANG et al., 2001).

Ap6s administrar 10 mg/kg de p.c. de EFX foi construido o perfil farmacocinético
da EFX para cada ave do grupo do ensaio farmacocinético (Figura 36). Foram
determinadas as concentragbes de EFX e de CFX nas amostras de plasma
coletadas de cada ave, durante um periodo de 48 h. As amostras de sangue foram
coletadas via pung&o cardiaca nos tempos de 0; 0,25; 0,5; 1; 2 horas e via pungio na
veia braquial das asas a partir dos tempos, 4; 6; 8; 12, 24 e 48 horas apés
administracdo da EFX, totalizando 11 coletas. As analises do plasma, quanto as
concentragtes de EFX e CFX, foram realizadas conforme o método desenvolvido e
validado e descrito em IV.3.
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Figura 36 - Perfil farmacocinético das aves (n = 7) apds administracao oral de 10 mg

de EFX/kg de p.c.

105



Resultados e discussdo

Quando um medicamentc é administrado por via oral, a concentragido
plasmatica ir4, em geral, elevar-se na fase inicial da absorgao e decair quando: (1) a
absorcéo estiver completa; (2) o farmaco estiver no estado estével de equilibrio
dinamico entre os compartimentos e (3) a taxa do declinic da concentracao estiver
na dependéncia dos processos de eliminacgéo (Kalant e Roschlau, 1991). Isto pode

ser observado no perfil farmacocinético médio (n=7 aves), apresentado na Figura 37
apoés administragdo oral da EFX.
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Figura 37 - Perfil farmacocinético da EFX (10 mg/kg de p.c.) apds administragio oral
do farmaco em frangos de corte (n=7).

As concentragbes de CFX determinadas no plasma das aves (n=7) ficaram
abaixo do LOQ do método. Todavia, os dados indicam que o perfil farmacocinético
do metabdlito é semelhante aguele verificado com a EFX.

O gréfico de concentrag&o plasmatica da EFX versus tempo (Figura 37) sugere
que a distribuicdo do farmaco siga um modelo de dois compartimentos, corroborando
os resultados relatados por Anadon et al. (1995). O modelo de dois compartimentos
admite um compartimento central que pode corresponder ao plasma, e um
compartimento periférico, que inclui o espaco extracelular e, possivelmente, os
tecidos receptores em equilibrio.

Utilizando o programa Origin 6.0 foi obtida a equacdo que melhor se ajusta ao
perfil farmacocinético descrito, que € uma equagdo exponencial de terceira ordem:
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C =A™+ Ae™ + Aze® (8)

onde: x € a constante de absorgdo de primeira ordem, a € a constante para

distribuicdo de fases e B é a constante de eliminagZo da fase terminal.

Substituindo os valores calculados pelo programa matematico para o perfil da
Figura 36, tem-se que:

C= 7’56e-0,0713.t - 5’95 e-0,1417.t . 1’46e-0.0465.1 (9)

Ap6s uma dose oral (nica de um medicamento, obtém-se medidas seriadas das
concentracdes plasmaticas do farmaco. Deste procedimento podem ser retirados trés
importantes parametros: (1) concentracdo plasmética maxima do farmaco; (2) tempo
necessario para atingir-se a concentragio plasmatica maxima e (3) area sob a curva
concentragao-tempo (ASC). Os dois primeiros parametros sdo simples indicadores
da taxa de absorgio, sendo que a ASC reflete a extensdo da absorgio (KALANT e
ROSCHLAU, 1991).

A area sobre a curva (ASCg.,1) da concentracgdo plasmatica versus o periodo de
tempo estudado foi calculada usando a régua trapezoidal para todos os pontos da
curva determinados e é igual a calculada segundo a equagéo descrita por Anadon et
al. (1995).

ASC = (Adk) + (Afa) + (AslB) (10)

O tempo médio de residéncia (TMR) da EFX foi calculado pela equagéo 11
(ANADON et al.,1995).

TMR = (Av/x? + Axfa® + As/B?) x 1/AUC (11)

Foi construido um grafico do log das concentragdes plasmaticas versus tempo

(Figura 38) para cada animal e utilizando a regresséo linear da fase de eliminagao
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da curva (Figura 39) a constante de eliminagdo Ke foi calculada segundo
recomendado por Kalant e Roschlau (1991), onde Ke= m*2,303, sendo m =
coeficiente angular da curva.
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Figura 38 - Grafico do log da concentragio versus tempo.
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Figura 39 - Grafico do log da concentragdo versus tempo da fase de eliminagéo

da curva farmacocinética.
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O tempo de meia vida (t12) € o tempo necessario para alterar a quantidade do
farmaco no corpo para metade durante a eliminag&o. O t;, foi calculado de acordo
com a equacgéo utilizada por Knoli et al. (1999).

tirz = In2/Ke (12)

Os parametros farmacocinéticos médios que descrevem a disposi¢do da EFX

apés administracdo oral do medicamentc em frangos da linhagem Cobb foram
calculados e estao listados na Tabela 26.

Tabela 26- Parametros farmacocinéticos calculados para cada animal do grupo |l

Animal  ASCgat Crnax tmax Ke ty
(nghmL") (ugmL™) (h} (h) (h
1 33 1.3 8,0 0,06 12
2 34 1,3 12,0 0,06 13
3 33 20 6,0 0,07 10
4 41 1,5 8,0 0,03 28
5 30 1,3 12,0 0,05 14
6 38 1,6 6,0 0,05 13
7 33 1,5 8,0 0,07 9

Média 35+4 15102 9+2 0,0610,02 14+6
Sendo Ke = constante de eliminacdo. Ke = m*2,303 e t»,= 0,693/Ke

Na Tabela 27 sdo apresentados os parametros farmacocinéticos determinados
neste trabalho e por outros autores apos administragdo oral da EFX em frangos em
dose anica de 10 mg/kg de p.c.

A concentracdo maxima de EFX no plasma verificada no presente estudo foi de
1,50 pg mL™", atingida apés 9 horas da administragfio da EFX. Essa concentragio
foi menor que aquelas determinadas por Knoll et al. (1999), de 1,88 ug mL™ (n=8, as
coletas foram realizadas em animais diferentes durante o periodo de 24 horas} e por
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Anadén et al. (1995), de 2,44 ug mb' (n=8, coletas no mesmo animal),
respectivamente (Tabela 27). Tanto, Knoll et al. (1999) como Anadodn et al. (1995)
realizaram o estudo farmacocinético, aplicando uma dose de EFX de 10 mg/kg de
p.c., em frangos de corte da lingagem Lohmann Meat B e Hubbard x Hubbard,
respectivamente.

Tabela 27 - Comparagdo dos parametros farmacocinéticos da EFX
determinados e reportados na literatura para frangos de corte.

Parametros Presente Anadén Knoll et al.,
farmacocinéticos estudo* et al., 1995** 1999
Crnax (ng mL™) 1,5£02 244+0,64 1,88
tmax () 9+2 1,64 +0,04 1,50
Ke (h™ 0,06 £0,02 0,22+0,02 0,119
tw(h) 14+6 14,23 + 0,46 5,81
TMR 15,64 15,30 7,58
ASCoat (1g h mL™) 35+4 22,26 + 0,69 12,48

*média + estimativa do desvio padréo (n=7); **média t estimativa do desvio padrio (n=8)

A média da ASC (Tabela 26) foi de 35 ug h mL™. O valor encontrado. por
Anadén et al. (1995) foi de 22,26 pg hmL™. Isso provavelmente se explica porque a
fase de absorgao da curva do presente estudo foi maior que a daqueles autores.

O TMR calculado segundo a equagéo (11) foi de 15,64 h, valor muito préximo
ao calculado por Anadén et al. (1995), de 15,30 h.

O ti2 da EFX no plasma dos frangos estudados foi de 14 horas enquanto
ANADON et al. (1995) relataram ti» de 14,23 horas e Knoll et al. (1999) de 5,81
horas. A idade dos animais do nosso estudo foram semelhantes as do estudo de
Anadoén et al. (seis semanas) e diferentes de Knoll et al. (frés semanas) o que talvez
possa justificar a diferenga no tempo de meia vida (ti2) deste tltimo em relagdo aos
anteriores.
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Os mesmos autores relataram um tmax de 1,50 h (KNOLL et al., 1999) e 1,64 h
(ANADON et al. 1995), enguanto neste estudo foi verificado um valor de 9 h. O
desvio em relagdo a tmax determinado experimentalmente foi de + 2 h. Esse desvio
relativamente elevado € decorrente do protocoio experimental utilizado, no qual as
coletas foram realizadas com maior freqéncia durante as primeiras duas horas do
ensaio, tendo em vista os valores de tmax reportados na literatura (ANADON et al.,
1999). Em tempos superiores a 2 horas do inicio do ensaio, as coletas foram
realizadas em menor freqiéncia, sendo que a partir de 8 horas do inicio do ensaio,
as coletas foram realizadas em 12, 24 e 48 horas ap6s administragdo oral da EFX.

As diferengas quanto aos parémetros farmacocinéticos verificados no nosso
estudo e os reportados por Knoll et al. (1999) e Anadén et al. (1995) podem ser
decorrentes dos seguintes fatores:

(i) Diferentes linhagens de frangos de corte empregados nos trés ensaios;

(i) Diferentes idades dos frangos empregados para o inicio do ensaio.
Enquanto no nosso estudo a administracéo oral da EFX foi realizada no 40° dia de
vida, Anadén et al. {1995) e Knoll et al. (1999), realizaram o estudo com frangos no
42° e 21° dia, respectivamente.

(in) Diferentes procedimentos de coleta do sangue durante o ensaio
farmacocinético, induzindo niveis de estresse diferenciados. Tanto Anadén et al.
(1995), como Knoll et al. (1999), realizaram as coletas na veia braquial esquerda,
sendo que esses autores substituiram os animais a cada trés coletas. No nosso
estudo, as coletas foram realizadas inicialmente por pung¢éo cardiaca (5 coletas) e as
demais na veia ulnar,

(iv) Criagao dos frangos de corte, principalmente o que se refere a composigao
da dieta e condi¢gbes de manejo. Anadon et al. (1995), utilizou no estudo frangos de
corte ja com 5 semanas de vida, néo relatando a dieta administrada na fase inicial de
crescimento das aves e se as mesmas receberam aditivos na ragdo durante esse
periodo.
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IV.7.2 - Ensaios para a determinacdo dos niveis de residuos em muisculo,
figado e rim

Em frangos, o tempo de caréncia que deve ser respeitado apés a Ultima
administracdo da EFX & de sete dias. Se as aves forem abatidas antes desse
periodo ou se o medicamento for administrado até o abate, & possivel que residuos
do antimicrobiano e de seu metabdlito estejam presente nos tecidos dos animais que
receberam o medicamento, assim sejam repassados a populagéo através da dieta
(ex. musculo do peito de frango). Os tecidos de figado e rim foram analisados neste
trabalho visto serem érgéos importantes de biotransformacdo por serem rota de
metabolizagao e excregdo da EFX e da CFX.

Foram estudados trés tempos de caréncia: o tempo recomendado, de 7 dias, e
dois periodos de tempo menores, 5 e 3 dias ap6s a Ultima administragdo da EFX,
para avaliar a presenga de residuos de CFX e EFX nos tecidos destinados ao
consumo humano, na situa¢éo em que o periodo de caréncia ndo for respeitado.

E indicado pelos fabricantes dos medicamentos onde a EFX é o principio ativo
um periodo de administracdo do medicamento de 3 dias consecutivos e nos casos
de salmoneloses de 5 dias. Neste estudo o medicamento foi aplicado por 3 dias
consecutivos.

Os LMR adotados pelo Brasil s&o os harmonizados no ambito do Mercosul ou
os recomendados pelo Codex Alimentarius ou a CE. No Brasil, os valores de LMR
estabelecidos para EFX e CFX s&o aqueles adotados pela CE o qual estabeleceu
LMR em tecido de frango para a soma de EFX e CFX. _

Os LMR estabelecidos pela CE (EUROPEAN COMMISSION REGULATION
99/508/ECC) mostram a importancia da presenca destes residuos em tecidos
animais conforme seu maior consumo. Q nivel estipulado para o musculo do frango
(100 pg kg') € menor que para o figado (200 ug kg™') e este por sua vez é menor
que para o rim (300 pg kg™).
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Para determinar os niveis de residuos de EFX e CFX nos diferentes tecidos

estudados foi empregado o método cromatogréfico validado conforme itens IV.3, IV.4
e V5.

iIV.7.2.1 - Niveis residuais de EFX e CFX no musculo do peito de frango

Residuos de EFX e seu metabdlito CFX foram determinados no musculo do
peito dos frangos, que receberam o medicamento EFX por trés dias consecutivos, na
dose oral de 10 mg/kg de p.c.. As determinagGes foram realizadas em trés periodos
anteriores ao abate (3, 5 e 7 dias) confome descrito em 111.3.7.2 (pag. 54). Os
resultados s20 apresentados na Tabela 28.

Tabela 28 - Concentragdo de EFX e CFX determinada no muasculo do peito dos

frangos.
7 dias caréncia (I) 5 dias caréncia (ll) 3 dias caréncia (lll)
(ug kg™) (ug kg) (g kg™)
Animais CFX EFX CFEX EFX CFX EFX
1 <L0Q ND <LOQ <LOQ <LOQ 106 £45
2 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ ND 94 + 42
3 <L0Q <LOQ <LOQ <LOQ ND 153 £ 60
4 <LOQ <LOQ ND ND 236 +14 23610
5 <LOQ ND <LOQ ND <L0Q 89 + 39
6 ND ND ND ND ND 123+ 53
7 ND ND ND ND <LOQ 126 + 55
Média - - - - - 132 + 50

*Valores expressos como média + D (desvio médio, n=2). ND - n3o detectada. < LOQ - O analito foi
detectado, porém esta abaixo do limite de quantificacdo (LOQ: 100 ug kg™ ).

A EFX foi determinada acima do limite de quantificagdo nas amostras de
musculo proveniente das aves que receberam o medicamentc por 3 dias
consecutivos, finalizande o tratamento 3 dias antes do abate. A média da
concentraggo de EFX dos sete animais foi 150 ug kg'. A CFX foi determinada
apenas no animal 4 do grupo que foi abatido com 3 dias de caréncia.

Verificou-se que a soma das concentragdes de EFX e CFX determinadas nos
animais abatidos apds 3 dias da Gltima administragdo do medicamento excederam o
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LMR permitido pela Comunidade Européia em musculo de frango, que € de 100 ug
1

kg™

Em trabalho semelhante, Anadon et al. (1995) administraram durante 4 dias
consecutivos, dose oral de EFX, 10 mg/kg de p.c., a aves da linhagem Hubbard x
hubbard. Foi feita avaliagéo de trés pericdos de caréncia, de 12, 6 e 1 dia anterior ao
abate. A EFX e CFX foram detectadas no musculo apés 24 horas da dltima
administragdo, nas concentragdes de 540 e 650 pg kg', respectivamente. Foi
determinado nivel de 1180 pg kg™ de CFX (n=6) nos animais que se submeteram a
um periodo de 6 dias de caréncia. Como esses valores encontram-se acima do LMR
estabelecido pela Comunidade Européia, conclui-se que para aquela linhagem de
frangos, deve ser respeitado um periodo de caréncia de 12 dias.

Segundo o fabricante do medicamento veterinario utilizado, o periodo de
caréncia que deve ser respeitado até o abate deve ser de 7 dias. De acordo com os
resultados encontrados, esse periodo de tempo € suficiente para que as
concentragbes do farmaco e de seu metabdlito sejam menores que os LMR
estabelecidos pela CE e adotados pelo Brasil. Os resultados confirmam que o
desrespeito do tempo de caréncia pode levar a niveis de residuos do farmaco
maiores do que o LMR estabelecido no muasculo do frango (carne destinada ao
consumo humano), o que indica a necessidade de um trabaltho de vigilancia sanitaria
para avaliar se estao sendo adotadas as boas praticas veterinarias no uso da EFX na
produc¢éo de frangos de corte.

IV.7.2.2 - Niveis residuais de EFX e CFX em figado de frango
Residuos de EFX e seu metabdlito (CFX) foram determinados no figado dos
frangos que receberam o medicamento EFX por trés dias consecutivos, na dose oral

de 10 mg/kg de p.c. em diferentes periodos anteriores ao abate. Os resultados estdo
apresentados na Tabela 29.
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Tabela 29 - Concentragdo de EFX e CFX determinada em figado dos animais do
estudo dos niveis de residuos.

7 dias caréncia (l) 5 dias caréncia (il) 3 dias caréncia (Ili)
(ug kg™) (19 kg”) (g kg™)
Animais CFX EFX CFX EFX CFX EFX

1 ND <LOQ ND <LOQ ND 202 + 43

2 ND <LOQ ND <LOQ ND 230+ 3

3 ND <LOQ ND ND ND 244 + 37

4 ND <LOQ ND ND ND 310+ 84

5 ND <LOQ ND ND <LOQ 282 +34
Média 254 + 43

*Valores expressos como média + D (desvio médio, n=2). ND - néo detectada. < LOQ - o analito foi
detectado, porém esta abaixo do limite de quantificagdo (LOQ: 200 pg kg™).

A EFX foi detectada nas amostras de figado apés 3 dias de sua aplicacéo nos
animais, sendo a concentragdo média de 260 ug kg”'. A presenga de CFX no foi
verificada acima do LOQ em nenhuma das aves dos grupos do ensaio, 1, Il ou Il1.

As concentragbes de EFX, determinadas nos animais do grupo Il (animais
abatidos apds 3 dias da dltima administraggo do medicamento), excederam o LMR
permitido para a soma de EFX e CFX em figado de frango, que é de 200 ug kg™

Quanto & amostra de figado, no estudo realizado por Anadén et al. (1995) que
também administraram dose oral de EFX de 10 mg/kg p.c. durante 4 dias
consecutivos, & aves da linhagem Hubbard x Hubbard (n=6), novamente foram
determinadas concentragbes acima do LMR estabelecido pela Comunidade
Européia. Apds 24h da ultima administragdo de EFX, foi verificada a presenca de
960 e 990 ug kg™ de EFX e CFX, respectivamente. Respeitando 6 dias de caréncia,
a concentragéo de CFX determinada foi de 1370 ug kg'1 e a de EFX de 410 ug kg".
Mais uma vez, os autores recomendam que si0 necessarios mais de 6 dias de
caréncia apés a dltima administrago da EFX até o abate.
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IV.7.2.3 -Niveis residuais de EFX e CFX em amostras de rim de frango

Residuos de EFX e seu metabdlito, CFX, foram determinados no rim de frangos
que receberam © medicamento EFX por trés dias consecutivos, na dose oral de 10

mg/kg p.c., em diferentes periodos anteriores ao abate. Os resultados estio
apresentados na Tabela 30.

Tabela 30 - Concentragido de EFX e CFX determinada em rim dos frangos de corte
no estudo dos niveis de residuos.

7 dias caréncia () | 5 dias caréncia (ll) 3 dias caréncia (ll})
(ug kg™ (ug kg™ (g kg™)
Animais CFX EFX CFX EFX CFX EFX
1 130 =10 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 140 +20
2 <.0Q ND ND <LOQ 120 £ 20 150 + 40
3 <LOQ ND <LOQ ND ND ND

“Valores expressos como média + D (desvio médio, n=2). ND - n&o detectada. < LOQ - o analito foi
detectado, porém esta abaixo do limite de quantificago (LOQ: 100 ug kg™).

A EFX foi determinada nas amostras de rim ap6s 3 dias de sua aplicaggo em
dois dos trés animais do grupo Ill. A CFX foi determinada acima do LOQ apenas em
um dos animais que receberam o medicamento 7 dias antes do abate e em um que
recebeu 3 dias antes do abate. No entanto, as concentragbes de CFX e EFX
encontradas nos dois animais que apresentaram niveis de residuos acima do LOQ
ndo excederam o LMR permitido para a soma de EFX e CFX em rim de frango, que
é de 300 ug kg™

No estudo de Anaddn et al. (1995), ao determinar EFX e CFX em amostras de
rim dos animais que receberam, via oral, 10 mg de EFX/kg de p.c., durante 4 dias
consecutivos, a concentragao de CFX apresentou o maior nivel de residuos entre os
tecidos estudados 3020 e 900 ug kg™ apds 1 e 6 dias de caréncia, respectivamente.
Mais uma vez, apenas os animais que foram abatidos apés 12 dias da Ultima
administragdo do medicamento veterinario, néc tiveram os niveis acima do LMR
estabelecido pela Comunidade Européia.
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CAPITULO V

CONCLUSOES

Método analitico

¢ A cromatografia liquida de alta eficiéncia, com detetor de arranjo de fotodiodos,
€ adequada para a determinacac de enrofloxacina (EFX) e ciprofloxacina (CFX) em
medicamentos de uso veterinario € amostras biologicas, como plasma e tecidos de
frangos.

¢ A fase estacionaria octadecil pode ser empregada para a separagdo de EFX e
CFX mediante adigdo de par idnico na fase movel. O par idnico mais adequado & um
composto com carga positiva, no qual prevalece um mecanismo que envolve
interagSes eletrostaticas (repulséo) e forcas de van der Waals. No entanto, a
cromatografia por pares de ions compromete a repetibilidade de resultados, assim
como a vida util da coluna analitica e do sistema cromatografico.

+ A fase estacionéaria mista (octadecil + trocador de ions) é mais adequada para a
separagdo de EFX e CFX, comparada com uma coluna de fase reversa octadecil
empregando a cromatografia por pares de ions, pois ndo se faz necessaria a adigéo
de par ibnico na fase movel.

¢ O detetor de arranjo de fotodiodos € mais adequado para a determinacao dos
antimicrobianos nas amostras em comparagdo com o detetor UVNVIS de
comprimento de onda variavel, que opera em comprimento de onda fixo, em face de
complexidade da matriz e da necessidade de confirnagdo de identidade, no entanto,
possui menor detectabilidade do que o detetor de fluorescéncia.

¢ A metodologia analitica foi validada para determinagio da EFX como principio
ativo em medicamentos de uso veterindrio e mostrou-se adequada para o controle de
qualidade desses medicamentos, com exatidao e precisao dos resuitados.

+ Na andlise de amostras de plasma e tecidos é necessdric o emprego de
procedimentos de preparo de amostra, tanto para efetuar a extragdo do analito da
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matriz, como limpeza do extrato e pré-concentracio. A extra¢cdo com solvente,
seguida de extrag&o em fase sélida, mostrou ser adequado. Entre os cartuchos de
extragio em fase sélida octadecil e de fase mista, Cys com trocador iénico, o Ultimo é
o mais adequado, pois apresenta melhores recuperagdes.

¢+ Na andlise de amostras de plasma e musculo foi verificado que o método de
padronizagéo interna é o mais adequado. Ainda, é recomedavel que a curva analitica
seja construida com a presenga da matriz, ou seja, uma amostra sem os
antimicrobianos deve ser fortificada com os analitos e com o padro interno, sendo
em seguida submetida ao procedimento de preparo de amostra. No entanto, cada
matriz necessita ser avaliada independentemente quanto a possibilidade do emprego
do padrdo interno, para garantir a seletividade do método. No caso de figado e rim
um interferente da matriz co-eluia com o padrdo interno, sendo necessario a
quantificacdo da EFX e CFX por padronizacio externa.

Farmacocinética

+ No ensaio farmacocinético com frangos de corte da linhagem Cobb, no qual foi
administrada uma dose oral de 10 mg de EFX/kg de peso corpdreo, foi verificado que
o perfil da curva concentragio plasmatica versus tempo pode ser representado por
um modelo de dois compartimentos, o que corrobora estudos relatados por outros
autores. No entanto, o tempo no qual a concentragéo plasmatica de EFX atingiu o
maximo foi superior ac de outros estudos relatados na literatura. As diferengas
quanto aos parametros farmacocinéticos verificados neste estudo e os reportados
por outros autores podem ser decorrentes das diferentes linhagens, idade dos
frangos de corte empregados nos ensaics, bem como condigdes de manejo e
diferentes procedimentos de coleta do sangue durante o ensaio farmacocinético. Isto
indica que os dados obtidos em outros paises ndo podem ser simplesmente
extrapolados, ressaltando a importancia deste tipo de estudo.
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Niveis de residuos

+ Foi verificado que ndo permanecem residuos de EFX e CFX acima dos LMR
estabelecidos pela Comunidade Européia nos tecidos (musculo, figado e rim) de
frangos da linhagem Cobb, quando a EFX é administrada via oral, na dose tnica de
10 mg/kg de peso corporeo, por trés dias consecutivos, respeitando-se o periodo de
caréncia de sete dias.

¢ O periodo de caréncia recomendado pelo fabricante de sete dias é seguro,
tendo em vista que nos tecidos dos frangos da linhagem Cobb ndc permanecem
residuos acima dos LMR estabelecidos pela CE, j& que com um periodo de caréncia
de cinco dias praticamente ndo foram encontrados niveis de residuos de EFX acima
do LMR estabelecido pela Comunidade Européia.
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