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RESUMO GERAL

A aquicultura € um sistema de producdo agropecudrio que mais cresce no mundo e apresenta
grande potencial de expansdo. Dentre os sistemas de provimento de alimentos protéicos, € o
que apresenta maior potencial de expansdo, e com alto valor nutritivo. O Brasil apresenta
elevado potencial para expansdo da aquicultura: uma costa litoranea de 8,4 mil quildmetros,
5,5 milhdes de hectares de reservatérios de dguas continentais, clima favordvel, terras
disponiveis, mao de obra abundante e crescente mercado interno. Dentre as espécies com
potencial produtivo, destaca-se o tambaqui (Colossoma macropomum), que atualmente € a
segunda espécie de peixe de dguas continentais mais criada no Brasil, e é a espécie nativa da
regido amazonica com maior expressao produtiva. Em pisiculturas intensivas, maximizan-se
os recursos produtivos com o aumento do adensamento populacional favorecendo a difusao
de doencas entre os animais. Estudos para o efetivo e correto tratamento de enfermidades que
acometem 0s peixes em sistemas intensivos de producgdo, sdo de elevada importincia. No
Brasil, existem unicamente dois farmacos aprovados para utilizacdo na aquicultura, sdo eles o
florfenicol e a oxitetraciclina. O florfenicol (FF) é um antimicrobiano da familia dos
anfenicdis, que apresenta amplo espectro de acdo, sendo muito eficaz no tratamento de
infeccOes bacterianas. Sua utilizacdo no Brasil € aprovada para tildpias (Oreochromis
niloticus) e trutas (Oncorhynchus mykiss), sendo necessdrio a realizacdo de estudos para
utilizacdo em espécies nativas. Assim, este trabalho contribui com o desenvolvimento e
expansao da aquicultura no pais, através do estudo da farmacocinética e deplecdo de residuos
do FF em tambaqui, apds sua administracdo via ragdo medicada. O perfil farmacocinético foi
obtido pela administracdo de FF em dose tnica (21,0 mg/kg de peso vivo - pv), através da
racdo, e posterior andlise do plasma dos animais. O periodo de deplecao foi determinado pela
administracao de FF, simulando o tratamento da doenga, sendo administrado 10 mg/kg de pv,
por 10 dias, e posterior andlise do musculo dos animais. Foram desenvolvidos e validados
métodos analiticos para determinacdo de FF na racdo medicada e de FF e de seu metabdlito, o
florfenicol amina (FFA), no plasma e misculo. Pode-se concluir que para o tambaqui, o FF
apresentou potencial para tratamento das principais bacterioses que acometem a espécie, e que

o periodo de caréncia apds 10 dias de tratamento, foi menor do que 24 horas.



ABSTRACT

Aquaculture is a system of production that has been growing considerably throughout the
entire world. Among the systems of providing protein-based food, it is the one that presents
the highest potential for expansion, with high nutritional value. Brazil shows elevated
potential for expansion in aquaculture: having a coastline of 8.4 thousand kilometer, 5.5
million hectares of inland water reserves, favorable weather conditions, available land, an
abundance in laborers and a growing internal market. Among the species with potential
production, the tambaqui (Colossoma macropomum) stands out. It is currently the second
most raised inland water fish in Brazil, and is one of the native species to the Amazon region
with the highest production expression. The intensive systems of production bring them the
factor of proximity between the animals and a possibility of higher propagation of diseases
among themselves. Studies about the effective and correct treatment of illnesses that affect the
fish in intensive production are of elevated importance. In Brazil, only two drugs are
approved for use in aquaculture, florfenicol (FF) and oxytetracycline. FF is a broad-spectrum
antibiotic of the anphenicol family, which is very effective in the treatment of bacterial
infections, mainly those that affect fish farms. Its use in Brazil is approved for tilapias and
trouts. Thus, in order to use it on native species studies are necessary. Therefore, this study
aimed to contribute to the development and expansion of fish farming in the country, through
the study of the pharmacokinetics and depletion of FF residues in tambaqui, after its
administration via medicated feed. The pharmacokinetic profile was obtained administering
FF in a single dose (21 mg/kg body weight - bw), by the feed, and a posterior analysis of the
animal’s plasma. The depletion period was determined by administering FF, simulating the
treatment of a disease, being administered 10 mg/kg bw, for 10 days, and a posterior analysis
of the animal’s muscles. It can be concluded that for the tambaqui, FF showed potential for
the treatment of the main bacteria that attack the species, and that the withdrawal period, after

10 days of treatment, is less than 24 hours.
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INTRODUCAO GERAL

A producdo aquicola mundial € uma atividade econdmica que vem apresentando
elevado crescimento. Dentre os sistemas de provimento de alimentos protéicos € o que
apresenta maior potencial de crescimento, em comparagdo a outros sistemas como o bovino,
suino e a avicultura (FAO, 2014). O Brasil apresenta um enorme potencial de expansao deste
tipo de criacdo, pois apresenta uma ampla faixa costeira e muitas bacias hidrograficas
continentais, além de clima adequado e temperatura constante a maior parte do ano (Brasil,
2012).

Os sistemas intensivos de produgdo caracterizam-se por criar 0s peixes em altas
densidades populacionais. A proximidade dos animais, acimulo de excretas e pior qualidade
de agua, facilitam a disseminacdo de doengas, principalmente as bacterioses, que sdo as
principais doengas que acometem peixes de dguas continentais. As bacterioses mais
comumente encontradas em tildpias e trutas sdo causadas por Flavobacterium columnare
(Pilarski et al., 2008), Aeromonas sp (Merino et al., 1995), e Streptococcus agalactiae
(Figueiredo et al., 2012).

O florfenicol (FF) é um antimicrobiano utilizado mundialmente para o tratamento de
bacterioses na piscicultura. Este fairmaco apresenta amplo espectro de a¢do contra bactérias
gram positivas e gram negativas. E da familia dos anfenicéis e apresenta-se muito eficaz no
tratamento de bacterioses, com a vantagem de ndo causar anemia aplédsica, como ocorria com
a utilizacdo do cloranfenicol (Chang et al., 2010). O FF € aprovado para uso na piscicultura no
Brasil, em tildpia e seus hibridos e truta arco-iris, sendo seu periodo de caréncia, determinado
pelo fabricante, de 14 dias. O limite maximo de residuo (LMR) permitido para musculo de
pescado, estabelecido pelo Ministério da Agricultura Pecudria e Abastecimento (MAPA), é de
1000 pg/kg (Brasil, 2012).

A florfenicol amina (FFA) é o principal metabdlito da biotransformacdo do FF em
pescado. Alguns paises e organizacdes internacionais estabelecem o LMR ndo somente para o
FF, e sim para a soma de residuos de FF e FFA (EMEA, 1999).

O medicamento veterinario contendo FF, comercializado no Brasil € somente indicado
para criagdo de tildpias e trutas, sendo que ndo se encontra na literatura estudos de
farmacocinética e deplecdo de residuos em peixes nativos da regido amazdnica.

No Brasil, a espécie nativa de peixe mais criada é o tambaqui (Colossoma
macropomum). Sua producdo responde pelo segundo lugar da producdo total de peixes de

dguas continentais do pais, perdendo apenas para a producdo de tildpia (Brasil, 2013). Sua
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producdo é de grande importancia econdmica, sendo muito relevante o desenvolvimento de
estudos para aprimorar e favorecer o desenvolvimento deste tipo de criacdo.

Estudos de farmacocinética e deplecao de residuos do FF realizados em tildpia e truta,
relatados na literatura, indicam uma rdpida eliminagcdo deste farmaco no musculo dessas
espécies. Porém, estudos realizados com tambaqui ndo existem. Esta espécie necessita de
elevadas temperaturas (26 — 32 °C), e sua alimentagdo € frugivora e onivera (Dairiki & Silva,
2011). As diferencas metabdlicas desta espécie pode influenciar na farmacocinética do FF,
alterando a biotransformagdo e distribuicao e, consequentemente, o periodo de caréncia do
farmaco.

Em vista do que foi apresentado, o presente trabalho teve como objetivo o estudo
farmacocinético (no plasma) e de deplecdo de residuos (no musculo) do FF em tambaqui,
apods sua administrac@o por via oral (pela rac@o). Para tanto, foram desenvolvidos e validados
métodos analiticos utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de
fluorescéncia (HPLC-FLU) para quantificagdo do FF na racdo medicada, e cromatografia
liquida de alta eficiéncia acoplada a um analisador de massas (HPLC-MS/MS) para

quantificacao do FF e FFA no plasma e musculo.
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Consideracoes sobre o uso de Florfenicol na piscicultura e aspectos analiticos na sua

determinaciao em pescado

RESUMO

A piscicultura é uma atividade econdmica que vem apresentando elevado crescimento, € 0s
antimicrobianos sdo utilizados mundialmente para o tratamento de bacterioses. O florfenicol
(FF) € um fluorato derivado do tianfenicol, sendo muito eficaz no tratamento de infec¢des
bacterianas. No Brasil, seu uso na criagdo de peixes estd aprovado desde 2008, destinado a
tildpia e truta. Devido a grande diversidade de espécies de peixes nativos existentes, € a
necessidade de combater bacterioses nos mesmos, assim como na criagdo de tildpias e de
trutas, ha a necessidade de estudos para avaliar o uso do FF nessas outras espécies. No Brasil,
o tambaqui é a espécie nativa da regido amazOnica mais criada, e que apresenta boa
capacidade produtiva. Neste contexto, a presente revisdo contextualiza o uso do FF no
tratamento de peixes e os estudos farmacocinéticos e de deplecdo de residuos realizados em

pescado. Também € apresentada uma revisao dos métodos analiticos disponiveis na literatura,

para a determinacdo de FF e FFA em pescado.

Palavras-chave: Métodos analiticos, Residuos, Florfenicol, Florfenicol Amina, Tambaqui.



23

Considerations on the use of Florfenicol in fish farming and analytical aspects of its

determination in fish

Abstract

Fish farming is an economical activity that has shown elevated growth, and antibiotics are
used worldwide for the treatment of bacterial infections, mainly diseases that attack inland
water fish. Florfenicol (FF) is a fluorate derived from tianfenicol, being very effective in the
treatment of bacterial infections. In Brazil, its use on tilapia and trout fish farming has been
approved since 2008. Due to the great diversity of existing native species, and the necessity of
combating bacterial infections in these species, just as in the production of tilapia and trout,
there is a necessity for studies to evaluate the use of FF in these other species. In Brazil, the
tambaqui is the most produced native specie from the Amazon region, and represents a good
potential production. With this in mind, the present revision aims to contextualize the use of
FF, the pharmacokinetic and residue depletion studies in fish. A revision of the analytical
methods available in the literature for the determination of FF and florfenicol amine (FFA) in

fish is also presented.

Key words: Analitycal method, Residues, Florfenicol, Florfenicol amine, Tambaqui.
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Introducao

O crescimento da populacdo mundial tem preocupado os 6rgdos governamentais no
que diz respeito ao provimento de alimentos para abastecer essa populacdo, que hoje se
encontra com mais de sete bilhdes e estima-se que sejamos mais de 10 bilhdes até o final do
século XXI (INED, 2013).

Segundo o Ministério da Agricultura Pecudria e Abastecimento (Brasil, 2011a), o
Brasil ¢ um dos poucos paises do mundo que pode ampliar a produ¢do de alimentos com
ganhos reais de produtividade e mantendo a salvo suas reservas naturais.

Um dos sistemas de producdo de alimentos proteicos, com maior potencial de
desenvolvimento no mundo, e em especial no Brasil, é a piscicultura. Todavia, os maiores
produtores de pescado se encontram no continente asidtico, onde se iniciou séculos atrds a
criacdo de organismos aqudticos, sendo que a América € o segundo continente com maior
producdo de organismos aquéticos (FAO, 2011).

A piscicultura representa aproximadamente 50% da producao aquicola mundial, sendo
a carpa e a tildpia as espécies de d4guas continentais mais produzidas.

O Brasil podera se tornar um dos maiores produtores de pescado do mundo até 2030,
com condi¢des de atingir a producdo de 20 milhdes de toneladas, sendo um dos poucos paises
que tem condi¢des de atender a crescente demanda mundial por produtos de origem
pesqueira, através da aquicultura. Isto se deve ao potencial hidrico do pais, com extenso litoral
marinho e grandes bacias de dguas continentais (Brasil, 2011b).

No Brasil, a tildpia e o tambaqui sdo as espécies que respondem pelas maiores
producdes da aquicultura continental, 67%, e merecem destaque também a producdo do
tambacu (resultado do cruzamento entre tambaqui e pacu), carpa e pacu, que respondem por
20,1% da producao aquicola continental (Brasil, 2011b).

O sistema intensivo de produ¢do do tambaqui vem crescendo de maneira acelerada e,
até o presente momento, € a principal espécie nativa da regido amazodnica criada no Brasil.
Sua producgdo cresceu 139,1% no periodo de 2009 a 2011, enquanto a pesca extrativa
apresentou um crescimento de 4,7% no mesmo periodo (Brasil, 2011b).

As préticas agricolas em sistemas de criacdo intensiva, caracterizadas pelas altas
densidades populacionais, propiciam problemas nutricionais € de enfermidades infecciosas e
parasitdrias, de grande preocupacgdo na piscicultura. A facilidade de transmissdo de doencgas e
a proximidade dos animais em sistemas intensivos e semi-intensivos facilitam a disseminagao

dessas doencas as quais representam um dos principais obstdculos sanitdrios e produtivos
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(Malta et al., 2001; Silva, 2001). Sendo assim, a utilizacdo de antimicrobianos se faz
necessdria, para o tratamento de doencas.

No Brasil existem unicamente dois antimicrobianos aprovados para uso na
aquicultura, o florfenicol (FF) e a oxitetraciclina. O FF é um antimicrobiano sintético de
amplo espectro desenvolvido especialmente para uso veterindrio. E derivado do tianfenicol,
que contém um atomo de fldor no carbono trés ao invés do grupo hidroxila (Grahan et al.,
1988). Esta substituicio promoveu maior espectro de acdo antibacteriana, auséncia de
inconvenientes de resisténcia bacteriana e ndo causa anemia apldsica nos animais, cOmo o
cloranfenicol.

Na aquicultura, o FF é indicado para o tratamento de bacterioses causadas por
Flavobacterium columnare, Aeromonas sp, estreptococose, causada pela bactéria
Streptococcus agalactiae, sendo também indicado para o tratamento da doenca da boca
vermelha, causada pela bactéria Yersinia ruckerii em truta arco-iris (Bowker et al., 2010).

Frequentemente, observa-se nas diversas espécies animais que um mesmo
medicamento, administrado na mesma forma farmacé€utica, resulta em diferencas nos
processos farmacocinéticos (absor¢do, distribui¢do e eliminacdo). Mesmo dentro de uma
mesma espécie, quando adaptados a condicdes diferentes, notam-se variagdes. Assim, &
fundamental a realizacdo de estudos de farmacocinética para todas as espécies ao qual o
farmaco se destina, para se conhecer a concentracdo, velocidade de absor¢cdo, bem como o
tempo que o farmaco estard presente nos tecidos do animal submetido ao tratamento.

Com foco na seguranca de alimentos, esses estudos auxiliam na determinacdo do
periodo de caréncia, para posterior comercializagdo. E para tanto, métodos cromatograficos
sdo amplamente utilizados, visto os baixos limites de deteccdo e quantificacao requeridos para
atender ao limite maximo de residuo permitido.

Na literatura, sao relatados diversos métodos analiticos para determinag¢do de FF em
produtos alimenticios, empregando a cromatografia liquida de alta eficiéncia associada a
detectores de ultravioleta (Wrzesinski et al., 2006; Feng et al., 2008; Gaikowski et al., 2010;
Zhao et al., 2010; Xie et al., 2012b), PDA (Anadén et al., 2008), fluorescéncia (Jiancheng et
al., 2006; Pouliquen et al., 2005; Xie et al., 2011; Ansari et al., 2012; Xie et al., 2012a) ou,
ainda, associada a espectrometria de massas (LC-MS) (Lim et al., 2010; Pengjie et al., 2010).

Com base na importancia deste farmaco para a producdo animal, a presente revisao
contextualiza o uso de FF no tratamento de doengas em peixes, assim como os estudos

farmacocinéticos e de deplecao de residuos realizados em peixes. Também € apresentada uma



26

revisdo dos métodos analiticos disponiveis na literatura, para determinacdo de FF e FFA em

pescado.

Aspectos econémicos da aquicultura

O crescimento populacional segundo estimativas da Organizagcdao das Nagdes Unidas
para a Agricultura e Alimentacdo (FAO, 2011), serd maior nos paises em desenvolvimento e
menor nos desenvolvidos. O Brasil se encontra entre os paises mais populosos do mundo
perdendo apenas para a China, India, Estados Unidos e Indonésia (UNICEEF, 2014). Juntos
estes paises representam quase a metade da populacao mundial.

De acordo com o ultimo relatério da FAO (2014a), “The State of World Fisheries and
Aquaculture” (SOFIA), a aquicultura apresenta um enorme potencial para responder a
crescente demanda mundial por alimentos, decorrente do crescimento da populacdo global,
contribuindo ainda para a seguranca alimentar e proporcionando uma produc¢do mais

sustentdvel. No periodo de 2007 a 2014, sua produgdo cresceu mais do que a captura (Figura

1).
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Figura 1. Produc¢do mundial aquicola no periodo de 2007 a 2014.
Fonte: FAO (2014a).

Os maiores produtores de organismos aquaticos no mundo estdo localizados no
continente asidtico: China, Indonésia e India (Brasil, 2011b). O mesmo continente detém mais
de 66% de toda a producio mundial. Seguida da Asia, a América é o segundo continente com
maior producdo de organismos aquaticos com aproximadamente 13% da produ¢do mundial.

Destacam-se os Estados Unidos, Peru, Chile, México, Brasil e Argentina (FAO, 2014a).



27

O Brasil € um dos poucos paises do mundo que pode ampliar a producdo de alimentos
com ganhos reais de produtividade e mantendo a salvo suas reservas naturais. Ainda neste
pais, a aquicultura vem se expandindo de forma sustentdvel, e atualmente € o segmento onde
mais se implantam projetos, atuando como uma forma alternativa de maior viabilidade para o
suprimento da demanda por alimentos proteicos (SEBRAE, 2008).

A produciao de organismos aquaticos foi, dentre os sistemas de produ¢do de proteina o
que apresentou maior crescimento entre os anos de 2012 a 2014 (Figura 2). Cabe ainda
mencionar que a aquicultura é um dos poucos sistemas produtivos, com capacidade real de
expansao, além de apresentar alta taxa de conversao alimentar.

A produgdo de carne, leite e ovos leva a uma enorme perda de calorias cultivadas em
campos, uma vez que os cereais e as sementes de oleaginosas tém de ser cultivadas para
alimentar os animais. De acordo com célculos do Programa das Nacdes Unidas para o Meio
ambiente, as calorias que sdo perdidas pela alimentacdo de animais com cereais, na atual
producdo, poderia teoricamente, alimentar 3,5 bilhdes de pessoas. Cada espécie apresenta uma
taxa de conversdo alimentar ideal: dois quilos de cereais produzem um quilo de frango, trés
quilos produzem um quilo de carne suina e sete quilos sdo necessdarios para a producao de um
quilo de carne bovina (Bertol et al., 2001; Perotto et al., 2000; Rocha et al., 2003). A
producdo de peixes apresenta elevada taxa de conversdo, 1,5 a 2,0 quilos de cereais produzem

um quilo de pescado, assim como a de frango (Oliveira et al., 2006).

Crescimento da producao mundial de carne no
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Figura 2. Crescimento da produ¢@o mundial de carne no periodo de 2012 a 2014.

Fonte: FAO, 2014b.
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Uso de florfenicol na piscicultura

O FF € um antimicrobiano sintético destinado a medicina veterindria, que apresenta
amplo espectro de agdio contra bactérias gram positivas e gram negativas. E um derivado do
tianfenicol, que contém um dtomo de fldor no carbono trés ao invés do grupo hidroxila
encontrado no tianfenicol (Chang et al., 2010). Essa substituicdo modificou completamente as
caracteristicas da molécula, dando lugar a uma combina¢do precisa de amplo espectro,
seguranca e auséncia de inconvenientes de resisténcia bacteriana, o que tornou o
antimicrobiano significativamente mais atrativo do que o cloranfenicol, que causa anemia
aplasica nos animais (Schmid, 1983).

Diversos paises tém essa molécula aprovada para utilizacdo na aquicultura e
estabeleceram LMR para esta substiancia em pescado, conforme Tabela 1. Pode-se observar
que este limite € determinado pela soma de residuos de FF e de florfenicol amina (FFA), seu

metabodlito majoritirio (EMEA, 1997; EMEA, 1999).

Tabela 1. Limites méaximos de residuo (LMR) para o florfenicol (FF), estabelecidos por

agéncias de regulamentacao.

Health
Animal Matriz MAPA EMA Canada USDA
(ng/kg) (ng/kg) (ug/ke) (ng/kg)
Peixes musculo 1000 ; ; ;
(Pescado)
Peixes pele e " "
(Pescado) musculo’ ) 1000 i 1000
Camarao - 1000 - - -
Salmonideos musculo - - 800 -

Legenda: MAPA — Ministério da Agricultura Pecudria e Abastecimento; EMA — European
Medicines Agency; USDA — United States Departamento f Agriculture; *Soma de todos os
metabolitos; "‘Em propor¢des naturais.

Na aquicultura, o FF € indicado para o tratamento da septicemia hemorragica
bacteriana, causada pela bactéria Aeromonas sp e para a estreptococose, causada pela bactéria
Streptococcus agalactiae em varias espécies de tildpia e seus hibridos. Também € indicado
para o tratamento da doenca da boca vermelha, causada pela bactéria Yersinia ruckerii em
truta arco-iris (MSD, 2015). Sua via de administrag@o para o tratamento de doengas em peixes

€ oral, através da sua dissolucdo em Oleo visto sua baixa solubilidade em dgua e, posterior



29

homogeneizacdo com a racdo. Como este fairmaco apresenta baixa solubilidade em dagua,
apresenta-se como um fator positivo, haja visto que poderia haver perdas do farmaco no
momento da administragdo, quando em contato com a 4gua. A administracdo por via
intramuscular ou ainda a intravenosa tornaria a terapéutica muito mais onerosa e dispendiosa.
Deve-se ainda ser levado em consideracdo que o manejo de peixes, quando comparado a
outras espécies de animais como bovinos, suinos e aves, precisa ser delicado visto a
fragilidade desses animais e habitat diferente. A aplicagdo individual de medicamentos
promove estresse elevado, visto a retirada do animal do habitat natural, da hipdéxia, do contato
com anestésicos e da manipulacio humana. Estas condi¢des promovem alteracdes na
homeostase do animal, diminuindo sua resisténcia natural e, consequentemente, aumentando a
sua suscetibilidade a doengas. Tratando-se de animais que ja apresentam bacterioses e,
portanto, se encontram debilitados, uma situagdo de estresse intenso poderia causar a morte
dos animais e perdas na produgdo evidenciando a vantagem da administracdo por via oral,
para este tipo de animal.

A dose recomendada pelo fabricante do medicamento veterinario contendo FF € de 10
mg/kg de peso vivo (pv). Encontram-se na literatura alguns artigos de estudo de
farmacocinética e deplecao de FF que utilizam esta mesma dose (Martinsen et al., 1993;
Hosberg et al., 1994; Lewbart et al., 2005; Wrzesinski et al., 2006; Feng et al., 2008; Feng et
al., 2009; Gaikowski et al., 2010; Salvo et al., 2013). Porém, encontram-se também artigos
com doses de 40 mg/kg de pv (Zhao et al., 2010), 20 mg/kg de pv (Park et al., 2006; Lim et
al., 2010; Xie et al., 2012b), 15 mg/kg de pv (Gaunt et al., 2010) e ainda na dose de 5 mg/kg
de pv (Lim et al., 2010).

A concentragdo minima inibitdria de FF para as principais bacterioses em peixes varia
de 0,25 a 4 ug de FF por mL de plasma (Gaunt et al., 2011). Verifica-se que em todos os
artigos citados acima, esta concentragdo apesar da variacdo nas doses administradas, €

atingida.

Acao, distribuicao e biotransformacao do florfenicol

A acdo do FF decorre da sua ligacdo com as subunidades 50S dos ribossomos das
bactérias, alterando a fun¢@o da enzima peptil transferase. Sem a acdo desta enzima, nao ha
ligacdo entre os aminodcidos sintetizados e consequente inibi¢do da sintese proteica (Sun et
al., 2010). Como essas moléculas apresentam funcdo estrutural e enzimdtica, de vital
importancia ao funcionamento das células, a inibicdo da producdo de proteinas promove a

paralisacdo do crescimento e posteriormente estagnagcdo e morte da célula bacteriana.
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Em dose certa, o FF apresenta acdo bacteriostitica, porém, quando em altas
concentracdes, sua acdo também ¢ bactericida.

Em tildpias de dguas continentais, que receberam FF por via oral na dose de 10 mg/kg
de pv em dose unica, foi verificada concentragcdo maxima deste farmaco no figado e nas
branquias duas horas apds sua administracdo. No musculo e no rim, a concentragdo méixima
foi observada ap6s 12 horas. Em 24 horas apds a administracdo do farmaco, verificou-se que
essas concentragdes ja se encontravam muito proximo do LMR permitido, que € de 1 ug/g,
com excecdo apenas para a bile que apresentou concentracdo mdaxima neste periodo. A
concentracdo encontrada de FF em todos os tecidos acima citados, apds 48 hrs da
administracdo do farmaco, estava bem abaixo do LMR (Feng et al., 2008). Verifica-se ainda
que em salmdo, a absorcdo de FF ocorre no intestino e sua distribuicio apresenta
concentragdes similares no misculo e no plasma (Horsberg et al., 1994).

Feng et al. (2009), observaram em til4pias, apés 12 horas da administracdo de dose
unica de FF por via oral (10 mg/kg de pv), concentracdes méximas deste firmaco no plasma,
musculo, figado, rim, bile e branquias dos peixes. Completando 24 hrs de administracdo da
dose, as concentragdes de FF no musculo, figado e branquia, foram muito proximas do LMR.
Para o rim e para a bile, o residuo de FF permaneceu alto mesmo apds 168 horas da
administracao do farmaco.

O FF apresenta uma elevada lipofilicidade, esta caracteristica desfavorece a
eliminacdo do FF por via renal, por causa da maior afinidade com o epitélio tubular distal. O
epitélio tubular tem constitui¢ao lipoprotéica, portanto, os farmacos lipossoliveis t€ém maior
facilidade de serem reabsorvidos pelo tubulo voltando a circulacdo sistémica. Este fato €
visivel quando se observa a variagdo na concentra¢do do FF no rim, a qual aumenta, diminui e
volta a aumentar (Feng et al., 2009).

O FF € parcialmente biotransformado em florfenicol amina (FFA), florfenicol acido
oxamico e florfenicol dlcool em pescado apds sua administragdo. A proporcdo de cada
metabolito € diferente em cada espécie, porém o FFA € o metabdlito majoritdrio na maioria
das espécies (EMEA, 1997; EMEA, 1999). Portanto, a FFA € definida como um marcador de

residuos, para a presencga de FF por muitos paises e organizacoes.



31

Tambaqui

O Colossoma macropomum, vulgarmente conhecido como tambaqui (Figura 3), é o
segundo maior peixe de escama da América do Sul (Isaac & Ruffino, 2000). Nativo da Regido
Norte do Brasil, ¢ uma das espécies aquaticas de maior expressdo na alimentacdo dessa
regido. Possui grande importancia econdmica devido ao alto padrdo de crescimento, qualidade

da carne e rusticidade (Menezes et al., 2008).

Figura 3. Tambaqui (Colossoma Macropomum) utilizado nos ensaios experimentais

desta tese.

Pertence a subfamilia Serrasalminae, dentro da familia Characidae (Jegu, 2003). Sua
dieta natural inclui zooplancton, frutos e sementes, sendo considerado um onivoro com
tendéncia a frugivoro (Dairiki & Silva, 2011). Em ambiente de criacdo, aceita bem racao,
graos e coprodutos agroindustriais (Aradjo-Lima & Gomes, 2005).

A faixa ideal de temperatura é de 26-32 °C e a faixa de pH ideal estd entre 6 e 8
(Mendonga et al., 2009). A espécie alcanca 3,0 kg em 12 meses de criacdo em sistemas de
viveiros/barragens, com producdo de 10.075 kg/ha (Iziel & Melo, 2004), sendo sua criagdao
considerada lucrativa, com rentabilidade que varia de 19 a 40% (Melo et al., 2001).

Sua criagdo vem se expandindo nas Regides Norte, Nordeste, Centro-oeste e Sudeste
(IBAMA, 2005) e isso tem sido atribuido ao seu excelente potencial para producdo intensiva,
principalmente pela féacil obtencdo de juvenis, bom potencial de crescimento, alta
produtividade, resisténcia a baixos niveis de oxigénio dissolvido e boa conversdo alimentar
(Sain-Paul, 1986; Val et al., 1998; Aratjo-Lima & Goulding, 1998; Melo et al., 2001; Aratjo-
Lima & Gomes, 2005).
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Doencas bacterianas em tambaqui

Um dos principais problemas relacionados a criagdo de tambaqui € a ocorréncia de
doencas parasitdrias e bacterianas (Aratjo-Lima & Goulding, 1998; Malta et al., 2001).

As bacterioses que comumente acometem a piscicultura sdo as causadas pelos géneros
Aeromonas, Pseudomonas, Flavobacterium columnare, Streptococcus spp. Essas doengas sdao
consideradas grandes problemas para a piscicultura por representarem potenciais riscos a
produgdo, com alta mortalidade e perda da lucratividade (Kubitza & Kubitza, 2004; Pilarski et
al., 2008).

Conhecida como septicemia hemorragica, a bacteriose causada pela Aeromonas
hydrophila acomete frequentemente a criagdo de peixes de dgua continental (Peixoto et al.,
2012). Esta bactéria é encontrada naturalmente na microbiota normal do intestino de peixes
sauddveis e na dgua dos viveiros, porém em condi¢des de debilidade e baixa imunidade, ela se
manifesta causando doenca (Jeney & Jeney, 1995).

A bactéria Flavobacterium columnare, desde a década 1980, apresenta substancial
impacto na piscicultura (Decostere et al., 1998). E considerada um dos maiores obstdculos
para o desenvolvimento da aquicultura mundial visto seu potencial de viruléncia,
particularmente em alevinos, e pelo alto custo do tratamento, que muitas vezes se torna
invidvel (Sebastido et al., 2010). Também é considerada oportunista e compde parte da
microbiota normal da dgua, solo, pele, intestino e branquias dos peixes (Barja & Estevez-
Toranzo, 1988). Sob condi¢des desfavordveis aos peixes, tais como, mudanga repentina de
temperatura, superior a 20°C, diminuicdo da taxa de oxigénio dissolvido, elevada
concentracdo de amonia, elevada densidade populacional, contaminagdo por outras bactérias
ou danos causados a superficie corporal dos peixes, a bactéria consegue invadir o hospedeiro
desencadeando a doenca (Wakabayashi & Egusa, 1972).

As Pseudomonas fluorescens sao geralmente encontradas no solo, na dgua e estio
intimamente relacionada com estresse ambiental, em especial o aumento da temperatura da
dgua. Os sinais mais caracteristicos sdo lesdes hemorragicas sobre a pele e a morte rapida dos
peixes doentes (Meyer & Collar, 1994).

As infeccdes por Streptococcus em peixes sdo caracterizadas por quadros de
septicemia, meningoencefalite e na forma de abscessos na musculatura dos animais,

Os principais sinais clinicos além dos abscessos sdo natacdo errdtica e em rodopios,
perda de escamas, escurecimento do tegumento, anorexia, excitabilidade e morte. A doenga
atinge um quadro endémico no plantel e caso o tratamento ndo seja realizado, ela pode

persistir na propriedade através dos sucessivos ciclos de produ¢do (Agnew & Barnes, 2007)
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Importancia de ensaios farmacocinéticos e de deplecao de residuos

Na medicina veterindria existe uma diversidade enorme de espécies com diferentes
tamanhos corporais e com diferentes barreiras de absorcado que requerem terapias distintas.
Deste modo, a realizagdo de ensaios farmacocinéticos € essencial para a aplicag¢do racional e
eficaz de produtos veterinarios.

O medicamento veterinario contendo FF, atualmente comercializado, € indicado no
tratamento de bacterioses em tildpias e trutas. Para estas espécies, foram realizados ensaios de
farmacocinética e de deplecao de residuos, para determinac¢ao do periodo de caréncia. Porém,
cada espécie responde a um medicamento de maneira diferente.

As funcgdes fisiologicas, tais como a taxa de filtragdo glomerular renal, o consumo de
oxigénio, a frequéncia cardiaca e respiratéria e a taxa metabdlica basal, sdo diferentes para
cada espécie animal. A farmacocinética de cada espécie também € influenciada pelos habitos
alimentares, que afetam diretamente a eliminagdo e os tempos de meia-vida das substincias
ativas (Riviere, 1999), assim como suas caracteristicas anatdmicas e de reacdes bioquimicas
(Davidson et al., 1986).

Em estudo realizado com truta arco-iris e pargo (Salvo et al., 2013), tratados com FF
via oral, na racdo, na concentragdo de 10 mg/kg de pv, durante 10 dias, sob as mesmas
condi¢Oes de temperatura, foram obtidas diferentes concentracdes de FF apds o término do
tratamento. No primeiro dia, foi encontrado 2,7 pug/g no misculo de truta e 1,6 pg/g no
musculo de pargo. O célculo final de periodo de caréncia foi de cinco dias e quatro dias,
respectivamente, sendo verificado um declinio mais rapido para o pargo.

Feng et al. (2008) avaliaram a distribui¢cdo nos tecidos e a eliminacdo de FF em
tildpias de 4dguas continentais e de 4dguas marinhas, apds administragdo por via oral, e
verificaram um maior tempo de elimina¢do do farmaco nas tildpias de dguas continentais,
para quase todos os tecidos (musculo, figado, rim e branquias), com excecdo da bile, que
apresentou tempo de eliminacdo mais longo em tildpias de dguas marinhas. Os autore
concluiram que o nivel de distribuicdo do FF nos tecidos foi maior nos peixes de dguas
continentais e a eliminagcao mais rapida nos peixes de dguas marinhas.

A Tabela 2 mostra alguns estudos farmacocinéticos e também de deple¢ao de residuos
realizados em diferentes espécies de peixes. Pode-se observar as diferentes concentragdes de

FF e FFA atingidas no plasma e nos tecidos, nas diferentes espécies.



Tabela 2. Farmacocinética do florfenicol (FF) e florfenicol amina (FFA) em diferentes espécies de peixes.

; Farmacocinética
Peso Via de Dose Periodo de Period
Animal (9) Agua Administracio administrada | administracdo Cmax Tméx (h T Y vida ego O MR Referéncia
g § do farmaco da dose (ug/mL) max (h) (h) Ae .
caréncia
Bagre, Ictalurus Misculo — -
punctatus 900 : Cont. 22_ Oral — via ra¢do . 9,3 mg/kg pv 12 dias - 7dias i1 pgl/g Wrzesinski
. 28°C et al. 2006
(Rafinesque) (FFA)
Intramuscular Plasma- Plasma-1,50 Plasma- ) )
Carpa (Cara;su.ts 260 Cont. | 25°C 40 mg/kg pv Gnica 16,82 (FF) (FF) 38,22 (FF) Zhao et al.
auratus cuvieri) Oral Plasma- Plasma-1,61 Plasma-2,17 ) ) 2010
29,32 (FF) {(FF) (FF)
Plasma- Plasma-7 Plasma-
10,83 (FF) (FF) 18,39 (FF)
Plasma-1,85 Plasma-9 Plasma-
(FFA) (FFA) 25,58 (FFA)
Intramuscular
Misculo- Muisculo-11 iMusculo-
8,30 (FF)  (FF) 25,77 (FF)
Enguia Miisculo-  Mudsculo-11 Miisculo- Xie et al
(Monopterus i 71 | Cont. ;25°C 20 mg/kg pv Gnica 1,82 (FFA) (FFA) 43,32 (FFA) - ) 2012b .
albus) Plasma- 8,37 Plasma- 5  iPlasma-
(FF) (FF) 13,46 (FF)
Plasma- 2,18 Plasma- 7  Plasma-
Oral (FFA) (FFA) 13,19 (FFA)
ra Miisculo- Musculo-7 Misculo-
9,36 (FF) (FF) 18,48 (FF)
Misculo- Miisculo-11 iMusculo-
2,17 (FFA) (FFA) 28,52 (FFA)
Plasma-
Intravenoso Plasma- 3,91 Plasma- 0,5 i11,12 (FF)
v (FFA) (FFA) Plasma-
. 14,03 (FFA)
Bagre (Silurus o L. Park et al.
asotus) 280 @ Cont. :23°C 20 mg/kg pv Unica Plasma-9,59 Plasma-8,0 ppc - - 2006
Oral (FF) (FF) 15,69 (FF)
ra Plasma-3,57 Plasma-7,33 Plasma-
(FFA) (FFA) 21,72 (FFA)
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Intravenosa 5 m/kg pv Unica - - g;;aérg;(lisp) - -
Olive flounder i .
. . o L. Plasma- :Plasma-4,00 Plasma- Lim et al.
(Poc;;c)tcllzccjzgys 380 : Marin. ; 19 °C Oral 20 mg/kg pv Unica 12.81 (FF) (FF)  51.18 (FF) - - 2010
. Misculo -
Oral 20 mg/kg pv 3 dias - - - 3 dL;ZELE;F) 1 ugl/e
Pacu vermelho
, ,,((ZZ;ZZZ;S) 400  Cont. 25°C Intramuscular | 10 mg/kg pv Unica Plas(til;ll;)l’og - fllail:s)ma—4,25 - - L:EV gggset
Truta arco-iris Musculo e
(Oncorhynchus | 220 | Cont. 14 °C pele - 5
j dias (FFA
mykiss) Oral — viaracdo . 10 mg/kg pv 10 dias - fas (FEA) 1 ugl/e Sal;gle; al.
Pareo Misculo e
» & 150 Marin. | 27 °C pele — 4
(Pagrus pagrus) dias (FFA)
Tilapia Cont Misculo- | Misculo-12 Misculo-
O.niloti ) . . 4,29 (FF) (FF) 8,03 (FF) .
( .n/z ? fcus) 115 28°C | Oral — viaragdo | 10 mg/kg pv Unica - - Feng et al
Tilapia (O. Marin Miisculo— :Miisculo-12. Miisculo— 2008
caureus) ’ 3,60 (FF) (FF) 6,73 (FF)
s . Plasma-4,46: Plasma-12 | Plasma-
Til4pia-do- Nilo ’
. o L. (FF) (FF) 10,03 (FF) Feng et al.
(OO.nllotzcus X 98 : Cont. {22°C Oral 10 mg/kg pv unica Misenlos” Mésealor1s T Maseulos - - 2009
-aureus) 6.88 (FF) | (FF) 1097 (FF)
s Miuisculo e . .
Tilapia o . ~ . Gaikowski et
(O.niloticus) 507 . Cont. ;27°C : Oral —viaragdo ;| 10 mg/kg pv 10 dias - - - 7dli)§le(1_3F) 1 uglg al. 2010

Legenda: pv- peso vivo; Cysx- concentracao méaxima; Tpsx - tempo méximo; T 1, vida — tempo de meia vida; LMR — limite méximo de
residuo; Cont. — continental; Marin. - marinha.
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Assim, para extrapolagdo de uso de um medicamento veterindrio, é fundamental a
realizacdo de ensaios farmacocinéticos com as diferentes espécies para as quais o fairmaco
serd destinado. Desta forma, direciona-se de maneira segura e eficaz o tratamento da

enfermidade em virtude das particularidades farmacocinéticas de cada espécie animal.

Determinacio de florfenicol (FF) e florfenicol amina (FFA) em pescado

Na determinacdo analitica, € necessdrio conhecer as caracteristicas fisicas, quimicas e
fisico-quimicas das moléculas de interesse, para aplicar o melhor solvente de extragdo,
realizar a limpeza do extrato (clean-up), escolher o melhor método de deteccao e, assim, obter
resultados satisfatorios nas andlises.

O FF apresenta massa molecular de 358,21 g/mol, é comercializado na forma de pé.
Sua férmula molecular é C;H4Cl;;FNO4S e a sua féormula quimica é ([R-(R,S)]-2,2-
dicloroN-[(-fluorometilo)-(-hidroxi-(-[4-(sulfometil)fenil]etil]-acetamida  (Schering-Plough,
2007). O seu ponto de fusdo situa-se entre 153-154 °C e apresenta elevada solubilidade em
solventes organicos de baixa e média polaridade como acetona, acetonitrila, metanol e acetato
de etila. Esta molécula ndo se ioniza em um intervalo de pH de 3 a 9 e é fracamente soldvel
em solugdes aquosas, visto seu alto valor de pKa, 9,03 (Sams, 1994; Wang et al., 2014).
Apresenta alto coeficiente de solubilidade octanol/dgua (2,36), o que facilita a sua distribui¢dao
nos tecidos. E estdvel a luz, calor e umidade e é ndo higroscépico (Schering-Plough, 2007).
Como resultado de sua biotransformac¢do nos organismos animais, o FF apresenta um
metabolito de elevada importancia na aquicultura, o FFA. Este apresenta massa molecular de
247,29 g/mol, e também é comercializado na forma de pd6. Sua férmula molecular €
CioHisFNOsS e a sua formula quimica € (aR) -o-[(1S) -1-Amino-2-fluoroetil]-4-
(metilsulfonil) benzeno metanol, D- (-) -2-Amino-3-fluor-1-[4- (i) fenil]-1-propanol.
Apresenta baixa solubilidade em solventes organicos, porém, em meio aquoso, esta
solubilidade ¢ melhorada.

Os métodos de extracdo relatados na literatura baseiam-se no emprego de uma solucao
extratora utilizando solventes orgadnicos com solucdo tampao, limpeza do extrato com
cartuchos de extra¢do em fase sélida (SPE) ou ainda com hexano, e concentracdo da amostra
para a determinagdo quantitativa. Alguns métodos de determinacdo de FF e FFA em pescado

sdo relatados na Tabela 3.



Tabela 3. Métodos de Extracdo FF e FFA em pescado.
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L. . . ~ Coluna o .
Espécie Tecido analisado Extracdo Clean-up Analitica Instrumento Bibliografia
Varian Chem
. Elut .
Channel catfish: Ictalurus punctatus Misculo Acido hidrocloridrico  CE1020—  Tveleosil HPLC-UV  Wrzesinski et al. 2006
(Rafinesque) -C18
Cartucho de
SPE
Tilapia (Oreochromis niloticus); Tildpia MuscuAlo; Elgado.; Rim,; Acetato de efila Hexano Nucleodur - HPLC - UV Feng et al. 2008
(O. aureus) branquias; Bile C18
Varian Chem
Tildpia (Oreochromis niloticus) Tildpia Misculo com pele Acido hidrocloridrico Elut CE120 - C18 HPLC - UV Gaikowski et al. 2010
(O. aureus) Cartucho de
SPE
Acetona e tampao
Enguia (Monopterus albus) Plasma; Rim; Misculo; | fosfato 0,IM (pH 7,0); |y XDB-CI8 HPLC - UV Xie et al. 2012b
Figado Diclorometano e
hidréxido de amdnio
Truta arco-iris; Varian
Oncorhynchus mykiss (Walbaum); Sea Miisculo com pele Acido hidrocloridrico | ChemEIut CE - Zorbax RX - HPLC - UV Salvo et al. 2013
bream; Sparus 1020- Cartucho C8
aurata L. de SPE
Acetona; Metanol; Vane]lanhﬁond-
Truta arco-iris Musculo tampao fosfato de s6dio Merck - C18 HPLC - FLU Ansari et al. 2012
dibdsico (pH 3.0) LRC - Cartucho
P>, de SPE
. . . Plasma; Miusculo; Figado; Acetato de etila e Eclips Plus - .
Olive flounder (Paralichthys olivaceus) branquias Tampio fosfato (pH 7,0) Hexano C18 HPLC - MS/MS Lim et al. 2010

Legenda: SPE — extracdo em fase sélida; C18 — octadecil; HPLC — cromatografia liquida de alta eficiéncia; UV — ultravioleta; FLU — Fluorescéncia;
MS/MS - Espectrometria de massas sequencial.
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Dentre os métodos analiticos relatados na literatura, verifica-se que a determinagdo do
FF, na grande maioria dos trabalhos, encontra-se inserida em um método multiresiduo, em
que se determinam compostos da familia dos anfenicdis. Verifica-se ainda que a determinacao
multiresiduo raramente inclui o seu metabdlito em pescado, a FFA. Quando a determinacdo
deste estd inserida na metodologia, analisam-se somente o FF, ou ainda, em alguns artigos
submete-se o FF a hidrdlise dcida e quantifica-se o seu metabdlito, a FFA (Kosoff et al., 2009;
Gaikowski et al., 2012; Wrzesinski et al., 2003). Estas metodologias atendem a legislacgao,
visto que o LMR ¢ estabelecido para a somatéria dos niveis de residuo do farmaco e seus
metabdlitos.

O LMR permitido do FF somado ao seu metabdlito para pescado € de 1 pg/g. Quando
comparado ao LMR de outras classes de antimicrobianos, como por exemplo as quinolonas e
as sulfonamidas, apresenta-se como uma vantagem no desenvolvimento da metodologia, por
permitir maior quantidade do analito. Assim, métodos com menor detectabilidade podem ser
aplicados na determinac¢do de residuos de FF em pescado.

Os métodos mais utilizados, na determinacdo de residuos de FF e FFA em matrizes
alimenticias, empregam a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) associada a
detectores de ultravioleta (Wrzesinski et al., 2006; Feng et al., 2008; Gaikowski et al., 2010;
Xie et al., 2012b), arranjo de diodos (Anad6én et al., 2008; Jiancheng et al., 2006) e
fluorescéncia (Pouliquen et al., 2005; Kaizhou et al., 2011; Xie et al., 2012a). Em menor
quantidade, encontram-se trabalhos com HPLC associado a espectrometria de massas (LC-
MS) (Lim et al., 2010; Pengjie et al., 2010; Zhang et al., 2008).

Encontram-se também métodos que utilizam cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (Liu et al., 2010), eletroforese capilar (Kowalski et al., 2005), e
também por imunoafinidade (Luo et al., 2009; Wu et al., 2008).

Para realizacdo da cromatografia na determinacdo do FF e da FFA, sao utilizadas
coluna de fase reversa de Octadecil Silano, C18 (Wrzesinski et al., 2006; Feng et al., 2008;
Gaikowski et al., 2010; Xie et al., 2012b; Ansari et al., 2012; Lim et al., 2010). As fases
moveis utilizadas sdo geralmente constituidas por misturas de acetonitrila ou metanol, e
solucdes aquosas acidificadas ou tamponadas. O pH da fase movel € ajustado levando-se em
consideragdo o pka dos compostos, e verifica-se que para detectores de massas, para auxiliar a
ionizacdo das moléculas, utiliza-se pH de 3 a 4,5 (Lim et al., 2010; Gaunt et al., 2012).
Devido a diferenca de polaridade entre o FF e a FFA, o gradiente da fase movel é ajustado em

funcdo da cromatografia de separacdo em menor tempo possivel.
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Consideracoes finais

A aquicultura € um sistema de producdo de alimentos que apresenta um potencial
enorme a ser explorado mundialmente, com destaque para o potencial do Brasil e de uma
espécie nativa da regido amazonica, o tambaqui. O uso de medicamentos veterindrios € um
importante instrumento para garantir a alta produtividade em sistemas intensivos, € o FF € um
farmaco que apresenta caracteristicas vantajosas no tratamento das principais doencgas que
acometem a piscicultura. A farmacocinética e a deplecdo de residuos do FF sao diferentes em
cada espécie, apresentando diferentes concentragdes no plasma e nos tecidos, o que remete a
importancia da realizagdo de estudos nesta drea para eficaz aplicacdo do medicamento e a
garantia da seguranca dos alimentos. O desenvolvimento de métodos analiticos adequados
para a determinacdo de farmacos nos tecidos e fluidos bioldgicos é uma ferramenta essencial
para o desenvolvimento desse tipo de estudo e requer o conhecimento da molécula de
interesse, para o desenvolvimento de métodos confidveis. A determinagdo de FF e FFA em

pescado tem sido realizada principalmente, por HPLC acoplada a técnicas de absorvancia no

ultravioleta e pela capacidade de fluorescer destes compostos.
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Florfenicol e florfenicol amina no plasma de tambaqui (Colossoma macropomum)

RESUMO

Em vista do imenso potencial para o desenvolvimento da piscicultura no Brasil, sdo de
elevada importincia estudos para o efetivo e correto tratamento de enfermidades que
acometem os peixes em sistemas intensivos de producdo. As pesquisas nesta drea ganham
destaque pelos beneficios trazidos nao s6 para o produtor e consumidor, mas também pelo
aspecto econdmico beneficiando o mercado exportador dessa commodity alimentar. Assim, o
objetivo deste trabalho foi avaliar a farmacocinética do florfenicol (FF) no tambaqui, visto
que ainda ndo existem estudos deste firmaco com esta espécie nativa da regido amazodnica.
Para tanto, foi administrado FF via ragdo, em dose unica de 21,0 mg/kg de peso vivo, e o
plasma coletado apds 0,5; 1,0; 2,0; 4,0; 8,0; 12; 24; 48; 96; 168; 216 e 264 horas apds a
administracdo da racdo medicada. Foram desenvolvidos e validados métodos analiticos para
quantificacdo de FF na racdo e de FF e florfenicol amina (FFA) em plasma, utilizando
cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de fluorescéncia. Os métodos analiticos
foram validados com base nas recomendagdes descritas nos guias utilizados como referéncia,
e apresentaram exatiddo, precisdo e linearidade adequadas, com baixos limites de
quantificacdo (LOD) e deteccdo para o plasma, nos analitos estudados (FF e FFA). Os
parametros farmacocinéticos verificados para o plasma foram: concentragdo maxima de 2,43
e 1,55 ug/mL para FF e FFA, respectivamente, no tempo méaximo de 12 horas e Tempo de
Meia Vida de 32,43 e 21,4 horas, respectivamente. Estes resultados indicam que o FF na

concentracdo administrada apresenta potencial para tratamento de bacterioses em tambaqui.

Palavras-chave: Florfenicol, florfenicol amina, farmacocinética, Colossoma macropomum,
plasma, HPLC-FLD.
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Florfenicol and florfenicol amine in the plasma of tambaqui (Colossoma macropomum)

Abstract

In view of the immense potential for the development of fish farm in Brazil, studies for the
effective and correct treatment of disease that attack fish in intensive production systems are
of high importance. The research in this area is highlighted by the benefits brought to not only
the producer and consumer, but also by the economic aspect, benefitting the exporting market
of this food commodity. Therefore, the objective of this paper was to evaluate the
pharmacokinetic of the florfenicol (FF) in tambaqui, because that there are no studies of this
drug with this native species of the Amazon region so far. Therefore, FF was administered in
the feed, in a single dose of 21.0 mg/kg of live weight, and plasma was collected after 0.5;
1.0; 2.0; 4.0; 8.0; 12; 24; 48; 96; 168; 216 and 264 hours after the administration of the
medicated feed. Analytical methods were developed and validated for the quantification of FF
in the feed and of FF and florfenicol amine (FFA) in the plasma, using high performance
liquid chromatography with a fluorescence detector. The analytical methods were validated
based on the recommendations described in the guides reference used, and they showed
adequate accuracy, precision, and linearity, with low quantification (LOQ) anda detection
(LOD) in the plasma, limits for the analytes studied (FF and FFA). The pharmacokinetic
parameters verified for the plasma were maximum concentration (Cmax) of 2.43 and 1.55
pg/mL for FF and FFA, respectively, in the maximum time (Tmax) of 12 hours and time of
half life (t;») of 32.43 and 21.4 hours, respectively. These results indicated that the FF in the
concentration administered shows potential for the treatment of bacterial infections in

tambaqui.

Key words: Florfenicol, Florfenicol amine, Pharmacokinetics, Colossoma macropomum,
Plasma, HPLC-FLD.
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Introducao

A aquicultura € o sistema de produ¢do com maior potencial de crescimento no mundo.
O Brasil € um pais que apresenta capacidade elevada para ampliagdo de sua producdo
aquicola, pois detém cerca de 12% da agua continental disponivel no planeta, extenso litoral e
ampla faixa maritima a ser explorada neste tipo de criacdo (Brasil, 2013).

A piscicultura representa aproximadamente 50% da producao aquicola mundial, sendo
a carpa e a tildpia as espécies de dguas continentais mais produzidas. No Brasil, a tildpia e a
carpa também sdo as espécies mais produzidas, contudo, também merecem destaque a
producdo do tambaqui, tambacu e pacu, que juntas representam 24,6% da producdo por
aquicultura continental (Brasil, 2011).

O tambaqui, pacu e alguns hibridos, sdo os peixes redondos de maior importancia para
a piscicultura comercial no Brasil (Brasil, 2011). A maior parte da produgao destas espécies
ainda é proveniente da pesca extrativa, sendo o tambaqui uma das espécies mais capturadas na
regido do Baixo Amazonas. Esta espécie, assim como tantas outras estd sofrendo uma intensa
exploracdo que poderd implicar na diminui¢do de seus estoques naturais.

De encontro a este cendrio, o sistema intensivo de producdo do tambaqui tem crescido
e até o presente momento, € a principal espécie nativa produzida no Brasil. Sua producio
cresceu 139,1% no periodo de 2009 a 2011 (Brasil, 2011).

As praticas agricolas em sistemas de criacdo intensiva, caracterizado pelas altas
densidades populacionais € ma qualidade da dgua, pode propiciar problemas nutricionais e de
enfermidades infecciosas e parasitdrias, de grande preocupac¢do na piscicultura. A facilidade
de transmissdo de doencas e a proximidade dos animais em sistemas intensivos € semi-
intensivos facilitam a disseminacdo dessas doencgas as quais se apresentam como um dos
principais obstaculos sanitdrios e produtivos (Malta et al., 2001; Silva, 2001). Sendo assim, a
utiliza¢do de antimicrobianos se faz necessdria para o tratamento dessas doengas.

No Brasil existem unicamente dois antimicrobianos aprovados para uso na
aquicultura: florfenicol e oxitetraciclina. O FF é um antimicrobiano sintético de amplo
espectro desenvolvido especialmente para uso veterindrio (Figura 1). E derivado do
tianfenicol e contém um atomo de flior no carbono trés ao invés do grupo hidroxila (Grahan
et al., 1988). Esta substituicdo promoveu maior espectro de a¢ao antibacteriana, auséncia de
inconvenientes de resisténcia bacteriana e ndo causa anemia apldsica nos animais, como o

cloranfenicol. Seu principal metabdlito € a florfenicol amina (FFA) (Figura 1).
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Figura 1. Estrutura quimica do florfenicol (A) e do seu metabdlito principal, a
florfenicol amina (B).
Fonte: Gaikowski et al. (2013).

Na aquicultura, o FF € indicado para o tratamento da septicemia hemorragica
bacteriana, causada pela Aeromonas hydrophila, da estreptococose, causada pela bactéria
Streptococcus agalactiae e da columnariose, causada pela Flavobacterium columnare em
varias espécies de tildpia e seus hibridos, sendo também indicado para o tratamento da doenca
da boca vermelha, causada pela bactéria Yersinia ruckerii em truta arco-iris (Bowker et al.,
2010). A administracdo deste farmaco se faz via racdo com solubilizacdo em 6leo visto sua
baixa solubilidade em 4gua.

Frequentemente, observa-se nas diversas espécies animais que um mesmo
medicamento, administrado na mesma forma farmacé€utica, resulta em diferencas nos
processos farmacocinéticos (absor¢do, distribuicdo, biotransformagdo e elimina¢do) e na
sensibilidade farmacodindmica dos sitios de acdo tecidual entre as espécies. Mesmo dentro de
uma mesma espécie, quando adaptados a condi¢des diferentes notam-se variacoes.

Alguns artigos citam diferentes parametros farmacocinéticos; concentra¢do maxima
(Cmix), tempo para atingir a concentragdo méixima (Tys) € tempo de meia vida (Tj;), em
diferentes espécies, apesar de serem submetidos a mesma dose e via de exposicdo de FF.
Verifica-se que a concentragdo maxima € atingida entre 5 e 8 horas ap6s a administracdo do
farmaco para peixes de dguas continentais (Xie et al., 2012b; Park et al., 2006) e em 4 horas
para peixes de dguas marinhas (Lim et al., 2010). Deve-se levar em conta, ainda, que a
diferenca entre as espécies e o tamanho do peixe utilizado no ensaio influenciam na absorcao.

Assim, é fundamental a realizacdo de estudos de farmacocinética para todas as
espécies as quais o farmaco veterindrio se destina, para se conhecer a velocidade de absor¢ao,
a concentracdo maxima atingida, bem como o tempo que o firmaco estara presente no animal
para efetivamente atuar no tratamento da bacteriose envolvida, haja vista as diferencas

metabdlicas de cada espécie.
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Com foco nas boas préticas veterindrias, esses estudos auxiliam na determinacio
correta e eficaz do tratamento da enfermidade evitando, assim, subdosagens, superdosagens e
consequentemente minimizando o desenvolvimento de resisténcia bacteriana. Para tanto,
métodos cromatogréaficos sao amplamente utilizados, haja vista os baixos limites de deteccdo
e quantificacdo necessdrios para acompanhar com maior eficiéncia a concentragdo de
farmacos nos fluidos e tecidos analisados.

Na literatura s@o relatados diversos métodos analiticos para determinacdo de FF em
plasma de peixes empregando a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), associada a
detectores de ultravioleta (UV) (Xie et al., 2012b). Todavia, para a detec¢io e quantificacdao
de residuos de farmacos em matrizes bioldgicas, sdo preferencialmente empregadas técnicas
seletivas, como fluorescéncia (FLU) e espectrometria de massas (MS e MS/MS) (Lim et al.,
2010; Park et al., 2006), por possuirem caracteristicas de alta seletividade e detectabilidade.

Sendo assim, o presente trabalho teve como objetivo o estudo farmacocinético do FF
em tambaqui, avaliando o tempo de absor¢do e decaimento deste fairmaco e de seu metabdlito
FFA, no plasma, ap6s administracdo via oral (pela racdo) em dose unica. Para tanto, foi
desenvolvida e validada metodologia analitica (HPLC-FLU), para quantificagdo dos analitos

mencionados.

Material e Métodos

Solventes e Reagentes

O solvente utilizado na extracdo e preparo de fase modvel, a acetonitrila (ACN)
(Mallinckrodt Backer, EUA), foi de grau HPLC, e os reagentes dodecil sulfato de sddio e
fosfato de s6dio monobasico (Sigma-Aldrich) foram de grau analitico.

No processo de extracdo do analito das matrizes foram utilizados fosfato de sédio
monobdsico (Sigma-Aldrich) e acetato de etila (AcETOH) grau HPLC (Lichrosolv, Merck).
Para o clean-up dos extratos das amostras foi utilizado hexano grau analitico (Carlo Erba). As
membranas de filtragdo de fluoreto polivinidileno (PVDF) de 0,22 um de porosidade foram
fornecidas pela empresa Nova Analitica, e utilizada na filtracdo dos extratos da amostra.

Os padraos analiticos FF e FFA foram fornecidos pela Sigma-Aldrich/Fluka,

apresentando grau de pureza 99,0% e 99,8%, respectivamente.
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Para a realizacio do ensaio com os peixes foi utilizado o produto comercial

Aquaflor®, fornecido pela empresa MSD®©, o qual contém 50% do farmaco (FF).
Preparo de solucoes

As solugdes estoque dos padroes analiticos foram preparadas em ACN na
concentracdo de 1,0 mg/mL para FF e FFA. Estas solu¢des foram armazenadas em frascos
ambar e mantidas em freezer a temperatura de - 20°C, por até 45 dias.

Solucgdes intermedidrias de FF e FFA foram preparadas a partir das solugdes estoque e
as solugdes de trabalho foram preparadas pela diluicao apropriada das solucdes intermedidrias
que apresentavam concentracdo de 300 pg/mL. As solucdes de trabalho apresentavam
concentracdes de 0,02; 1,0; 10,0; 40,0 e 100 ug/mL. Estas solu¢des foram armazenadas em

freezer a -20 °C, por até 15 dias.

Equipamentos utilizados

Foi utilizado cromatégrafo liquido de alta eficiéncia (HPLC) com bomba quaternaria,
modelo 600E Waters, com amostrador automatico, modelo 717 Waters, acoplado a detector
de fluorescéncia (FLU), modelo 474 Waters. Foram monitorados os comprimentos de onda de
224 nm e 294 nm para emissdo e excitacdo, respectivamente. O software utilizado para
aquisicdo e tratamento de dados foi o Millenium 32, versao 4.0 (Waters, Miliford, USA).

Foi utilizado um agitador de tubos tipo vortex (DAIGGER-USA) para extragdo e
clean-up das amostras e uma centrifuga com refrigeracdo (Eppendorf, modelo 5810R), para
obtencdo dos extratos das amostras.

Na evaporacao foi utilizado o concentrador de amostras Centrivap (Labconco, EUA).

Preparo da amostra para determinacao de florfenicol na racao

Foram pesados 3,00 g de amostra em tubos de polipropileno de 50 mL, adicionados
10,0 mL de AcETOH e agitados por 2 minutos em vortex. Estes tubos foram centrifugados a
3000 x g por 2 minutos, a 15 °C. Foram recolhidos 2,0 mL do sobrenadante, para evaporacao
até secura total em centrivap a 60 °C. Ao extrato seco, foram adicionados 1 mL de hexano e 1
mL de fase movel (4cido férmico 1% e acetonitrila, 70:30 v/v), agitado em vortex por 1
minuto e centrifugado a 3000 x g por 2 min, a 15 °C. O extrato inferior, referente a fase
movel, foi recolhido e filtrado em membranas de PVDF com porosidade de 0,22 um de

diametro, diretamente no vial, e injetado no sistema HPLC-FLU.
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Preparo da amostra para determinacio de FF e FFA no plasma

Aliquotas de 0,5 mL de plasma foram colocadas em tubos de polipropileno de 15 mL.
Foram adicionados 0,5 ml de solu¢ao tampao fosfato (0,1M) pH 7, 0,5 mL de ACN e 5 mL de
AcETOH. Levou-se a agita¢do por 5 min e em seguida centrifugacdo a 10.000 x g, por 5 min,
a 15 °C. O AcETOH foi recolhido em outro tubo de polipropileno com capacidade para 15
mL e foi realizado nova extracdo no plasma pela adicdo de mais 5 mL de AcETOH. Os
extratos foram combinados e evaporados até secura total em centrivap a 60 °C. Ao extrato
seco foram adicionados 0,5 mL de fase mdvel que foi agitado em vortex por 1 minuto. O
extrato foi filtrado em membranas de PVDF com porosidade de 0,22 um de diametro,
diretamente no vial, e injetado no sistema HPLC-FLU. O fluxograma da marcha analitica esta

apresentado na Figura 2.
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Figura 2. Fluxograma da marcha analitica para a determinacao de florfenicol (FF) e

florfenicol amina (FFA) em plasma de tambaqui.

Condicoes do sistema HPLC-FLU
A separagao cromatografica foi realizada utilizando uma coluna analitica Xterra RP18
(4,6x150 mm, S5um), Waters.
O volume de injecao empregado foi de 10 uL.. A fase movel utilizada foi de solucdo
aquosa (0,01 M fosfato de sédio, 0,005 M SDS e 0,1% TEA, ajustado o pH a 4,8, com 4cido
fosférico 85 %) e ACN, na proporc¢ao apresentada na Tabela 1.
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Tabela 1. Composicdo da fase mével e gradiente utilizado.

Tempo Solucao
(minutos) aquosa % ACN %

0 70 30
7,00 70 30
7,10 0 100
9,00 0 100
9,10 70 30
18,00 70 30

Legenda: ACN — acetonitrila

Validacao dos métodos analiticos

A validacido do método analitico utilizado para a determinacao do nivel de FF na racao
baseou-se nas recomendacdes do Guia de Validagdo de Métodos Analiticos e Bioanaliticos
estabelecido pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2012). A validag¢do do
método desenvolvido para a determinacdo de FF e FFA no plasma baseou-se no guia de
validacdo de métodos analiticos estabelecido pelo MAPA (Brasil, 2011) e pela Comunidade
Europeia (EC, 2002), onde sdo estabelecidos critérios de desempenho para métodos
analiticos, destinados as andlises de residuos e contaminantes em alimentos de origem animal.
Os parametros avaliados foram: linearidade, sensibilidade, seletividade, precisdo intra e
interdias e exatiddo. Foram também determinados os limites de deteccao (LOD) e
quantificacdo (LOQ) dos métodos.

Para a realizacdo da validacgdo, a fortificacdo das matrizes foi realizada com solugdes
de trabalho nas concentragdes de 100 e 1000 ug/mL de FF para a rag¢do, e no plasma de 6,7 e
40 pug/mL para FF e FFA, respectivamente. Dessa forma, para cada nivel de fortificagao
diferentes aliquotas foram tomadas para obter a concentracao desejada.

A seletividade do método foi avaliada pela andlise de 10 amostras branco, verificando
nos cromatogramas a auséncia de compostos com tempo de retengdo igual ao dos analitos de
interesse (FF na racdo e FF e FFA no plasma).

Para a racdo, a linearidade e sensibilidade foram estabelecidas a partir de curvas
analiticas, obtidas pela andlise em triplicata de amostras branco fortificadas com os analitos

em 5 niveis de concentracdo (65; 125; 250; 375 e 500 mg /kg de ragdo) e para o plasma em 6
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niveis de fortificacdo (LOQ, 0,1; 0,5; 1,0; 2,5 e 5 ug/mL). Os resultados foram expressos
através do coeficiente de correlacdo linear (r) e pela inclinacdo da curva analitica,
respectivamente para a linearidade e sensibilidade.

A eficiéncia de extracdo foi calculada através da comparagdo das areas obtidas de
amostras branco fortificadas nos niveis de concentracdo escolhidos, com as dreas obtidas da
curva preparada com o extrato fortificado em cada nivel de concentragao.

O efeito matriz foi avaliado através da extracdo de amostras branco fortificadas com as
solucdes de padrao de FF para a racao e de FF e FFA para o plasma. O efeito matriz foi
avaliado pela comparacgdo estatistica entre as concentracoes médias determinadas no extrato
fortificado e as concentracdes médias dos analitos em solvente, utilizando teste F (Snedecor)
para médias iguais e confirmacdo através de teste t (para amostras diferentes), em amostras
que apresentam efeito matriz.

A precisdio do método foi determinada através da repetitividade (intradia) e
reprodutibilidade (interdia). A repetitividade foi expressa pelo coeficiente de variacao (CV %)
dos resultados de trés replicatas, analisadas no mesmo dia pelo mesmo analista e usando o
mesmo instrumento. A reprodutibilidade foi expressa pelo CV % dos resultados de trés
andlises, realizadas em trés dias diferentes (n=3) pelo mesmo analista e usando o mesmo
instrumento.

A exatiddo foi avaliada através de testes de recuperacdo, pela andlise de amostras
branco fortificadas nos niveis de concentracdo correspondentes. Os resultados foram
expressos em fungdo das concentracdes que deveriam ser encontradas (quantidades nominais).

O limite de quantificagdo (LOQ) para FF na racdo medicada e FF e FFA no plasma
foram determinados experimentalmente. Para tanto, foram extraidas amostras (n=10 cada)
contendo diversas concentracdes dos analitos, e injetadas no sistema HPLC-FLU. O LOQ foi
estabelecido considerando as amostras com menor concentracdo dos analitos que
apresentaram coeficiente de variacdo (CV %) aceitdveis, conforme recomendacdo do MAPA
(Brasil, 2011), segundo as faixas de concentrac@o. O limite de deteccao (LOD) no plasma foi
determinado através da relag@o sinal ruido da linha de base na proporcdo 3 vezes a darea do

sinal em relag¢do ao ruido da linha de base, conforme Paschoal ef al. (2008).
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Preparo da racio medicada
A racdo medicada administrada aos peixes foi preparada pela dissolu¢do do
medicamento veterinario Aquaflor® 50% Premix Intervet (Schering-Plough), em 6leo de soja
comercial, a qual foi homogeneizada e imediatamente fornecida aos peixes.
O preparo da racdo medicada foi realizado como apresentado na Tabela 2. A
quantidade de ragdo foi calculada com base na biomassa, que é o peso vivo (pv), sendo

utilizada 1,5% do total da biomassa.

Tabela 2. Formulacio da racdo medicada.

Ingrediente Quantidade
Ragdo 1,5% da biomassa
Oleo 7% do total de ragcao

Aquaflor® 40 mg/kg

Peixes e condi¢coes experimentais

Foram utilizados 140 tambaquis (247 g + 38 g), saudaveis armazenados em sete caixas
d’4gua com capacidade para 310 L de dgua (n=20 por cada caixa), com fluxo continuo de
dgua e aeracdo suplementar, no Biotério do Laboratério de Patologia de Organismos
Aquaticos, do Centro de Aquicultura da Unesp, Caunesp, Jaboticabal, SP. A temperatura da
dgua e o pH foram de 28,3 £ 2,8 °C e 6,4 £ 0,4, respectivamente. Antes da administracao do
farmaco, os peixes foram aclimatados por uma semana e receberam ra¢do comercial (3 % do
pv dividido em duas vezes ao dia), a mesma utilizada no ensaio com o farmaco, todavia,
isenta do medicamento. Cento e vinte peixes com peso médio de 246,5 + 10,2 g receberam,
por via oral, a ragdo medicada (dose nominal 40 mg de Aquaflor®/kg de pv— equivalente a 20
mg de FF/kg de pv). O grupo controle (n=20) (uma caixa) recebeu racdo comercial isenta do
antimicrobiano. Os peixes tiveram 3 mL de seu sangue colhido por puncao do vaso caudal em
10 replicatas, nos tempos 0; 0,5; 1; 2; 4; 8; 12; 24; 48; 72; 96; 144; 192 e 240 horas apos a
administracdo da racdo medicada e apds serem anestesiados em solu¢do 5% de eugenol. As
amostras de plasma foram armazenadas a —20 °C até o momento da andlise, no laboratério de

Toxicologia de Alimentos, da Faculdade de Engenharia de Alimentos, Universidade Estadual
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de Campinas. Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da Universidade Estadual de
Campinas (UNICAMP), Campinas, SP, Brasil, Protocolo nimero 3642-1(Anexo I).

Resultados e Discussao

Otimizacao da separac¢io cromatografica

Métodos para a determina¢do de FF e FFA em plasma de pescado t€ém sido relatados
por alguns autores, utilizando HPLC com detectores de ultravioleta (Xie et al., 2012b) e
espectrometria de massas (Lim, et al., 2010).

Devido as caracteristicas quimicas das moléculas estudadas, a fase estaciondria mais
utilizada € a fase reversa. Assim, colunas C8, e C18 foram testadas, sendo que aquela que
apresentou melhor separacdo dos compostos, e adequada simetria de picos para FF e FFA, foi
a coluna analitica Xterra RP18.

Agua, acido férmico 0,1% e tampao Mcllvaine (4cido citrico 0,1 mM / fosfato de
s6dio 0,1 mM) em seis niveis de pH (3, 4, 5, 6, 7 e 8) foram testados como fase aquosa para
composi¢ao da fase mével. ACN e MeOH foram os solventes organicos testados para
composi¢do da fase mével. Em todas as composi¢cdes testadas, a FFA ndo apresentou
interacdo com as colunas analiticas testadas (C8, C18 e RP18), eluindo junto com o tempo
morto.

A utilizacdo de surfactante (SDS), em pH 4,5, possibilitou maior interacdo da amina
com a coluna analitica. Esta técnica possibilitou a formac¢ao de complexos menos polares que
o analito original, a FFA, promovendo assim, maior interacio com a fase estaciondria
(Szepesi et al., 1990). Xie et al. (2011) também utilizaram a fase mével composta por SDS a
pH 4,5, na determinacdo de tianfenicol, florfenicol e florfenicol amina em ovos por HPLC-
FLU utilizando coluna de fase reversa, C18.

O tempo de retencdo da FFA foi de 3,8 minutos e do FF foi de 5,1 minutos (Figura 3).
O tempo restante da corrida foi utilizado para limpeza da coluna e recondicionamento para a
proxima corrida analitica.

Cabe mencionar que a maioria dos métodos relatados para a determinacdo de FF e
FFA em pescados, por HPLC, utilizaram coluna analitica de fase reversa C8 e C18, e fase
movel composta por ACN como fase organica e como fase aquosa a dgua pura (Feng et al.,
2008) ou, ainda, dgua acidificada (Anad6n et al., 2008; Lim et al., 2010), basificada

(Wrzesinski et al., 2006) ou soluc@o tampao (Salvo et al., 2013). Porém, neste trabalho, pela
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falta de intera¢do da FFA com as colunas analiticas de fase reversa, essas composi¢coes de fase

movel ndo atenderam aos parametros de conformidade do sistema cromatogréfico.
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Figura 3. Cromatograma tipico de florfenicol amina (FFA) e florfenicol (FF) na

concentracdo de 40 ug/mL em ACN, em coluna Xterra RP18, de Sum (4,6x150 mm).

Desenvolvimento e validacao do método analitico para determinacao de FF na raciao

O FF € solivel em solventes de média e alta polaridade. Sua extracdo ocorre com
solventes organicos como ACN, MeOH, AcETOH, dimetilformamida, acetona e glicerol
formal (Anadoén et al., 2008; Feng et al., 2008; Pouliquen et al., 2005; Wrzesinski et al., 2006;
Xie et al., 2012a; Xie et al., 2012b). Assim, como solvente de extracdo, foram testados
MeOH, etanol, acetona, ACN, AcETOH e hexano. O AcETOH foi escolhido por apresentar
melhor recuperacao do analito.

A administragdo do medicamento veterindrio via ragdo, requer uma dilui¢do prévia no
6leo. Este serve tanto para solubilizar o farmaco como também evitar a lixiviacdo do farmaco
na agua. Foram utilizados 7% de O6leo na formulacdo da ragdo medicada usada neste
experimento. Assim, a composicdo da matriz a ser analisada apresentou uma elevada
quantidade de lipideos.

O método desenvolvido para a determinacao de FF na racao foi simples, fécil e rapido,
tendo unicamente sido necessdario incluir uma etapa de clean-up para remocao de compostos
lipidicos. O hexano foi escolhido, pois além de ser o mais apropriado para remocdo de

gordura, o FF apresenta baixa solubilidade neste solvente.
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Os parametros de validacdo obtidos para o método de determinacdo de FF na racdo sdo

apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Parametros de validacdo do método para a determinagdo de florfenicol (FF) na

racao medicada.

Parametros FF
Faixa linear (mg/kg) 65 - 500
Linearidade (r) 0,997
Sensibilidade (au mg/ kg) 133,31
LOQ (mg/kg) 65
Efeito Matriz (%)
65 (mg/kg) 16,42
250 (mg/kg) 13,10
500 (mg/kg) 11,91
Precisao Intradia (CV %)
65 (mg/kg) 5,1
250 (mg/kg) 6,5
500 (mg/kg) 4,2
Precisao Interdia (CV %)
65 (mg/kg) 11,4
250 (mg/kg) 8,2
500 (mg/kg) 9,4
Exatidao (%)
65 (mg/kg) 108
125 (mg/kg) 83
250 (mg/kg) 79
375 (mg/kg) 85
500 (mg/kg) 91

Legenda: CV — coeficiente de variacdo; LOQ — limite de quantificacao.

A seletividade foi avaliada pela comparagdo entre os cromatogramas obtidos pela

andlise de racdo isenta de Aquaflor®, com a ra¢do contendo o medicamento. Conforme pode

ser observado na Figura 4, ndo foram verificados compostos com o mesmo tempo de retencao

do analito de interesse (FF) indicando que o método foi seletivo.
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Figura 4. Cromatogramas da rag¢do branco (A) e racdo medicada (B) na concentracdo de 250

mg/kg.

Na determinag¢do de FF na ragdo verificou-se efeito matriz, haja visto ter ocorrido
perda de 11 a 16% de sinal (Tabela 3) quando comparada a presenca de FF em solvente e no
extrato. Sendo assim, optou-se por realizar a quantificacdo das amostras em curva matrizada.
A curva matrizada apresentou-se linear na faixa de 65 a 500 mg/kg (Figura 5). A
concentracdo de FF no Aquaflor® utilizado neste trabalho foi avaliada pela comparagao com
o padrdo analitico de FF, 99%. Verificou-se que o medicamento veterindrio possuia 50% de

principio ativo.
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Figura 5. Curva matrizada de florfenicol (FF) na racdo medicada.
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A sensibilidade € a capacidade do método em distinguir, com determinado nivel de
confianca, duas concentracdes proximas. Sob o ponto de vista pratico, a sensibilidade
constitui o coeficiente angular da curva analitica. A sensibilidade obtida foi de 133,31 au
mg/kg (Tabela 3), o que demonstra a adequada variacdo da resposta em fungdo da
concentracdo do analito. N@o foi possivel comparar a sensibilidade do nosso método com
outros métodos haja visto ndo ter sido encontrado na literatura outro metodo de andlise para
FF em racao medicada. Cabe mencionar, entretanto, que este parametro nao € considerado um
parametro de validacdo nas diretrizes oficiais da EC e da ANVISA (Paschoal, et al., 2008).

A avaliacdo da exatidio de um método analitico pode ser realizada através da
comparacao dos resultados obtidos com aqueles obtidos através de outro método validado ou
através da andlise de um material de referéncia certificado, porém a indisponibilidade de outro
método validado e de material de referéncia certificado levou a necessidade da aplicacdo do
teste de recuperacdo para determinacdo da exatiddo. Desta forma, comparou-se a
concentracdo obtida no extrato com a obtida na matriz, através da quantificacdo na curva do
extrato. A avaliagdo da exatiddo pelo teste de recuperacdo € internacionalmente aceito se
nenhum material de referéncia certificado estiver disponivel (EC, 2002; Brasil, 2011). A
recuperagdo obtida para o FF variou entre 79 - 108%, indicando o bom desempenho do
método desenvolvido.

A precisdo intradia (repetibilidade) e interdias (reprodutibilidade) foram expressas
como CV % dos resultados obtidos com amostras fortificadas em triplicata, analisadas em
condic¢des de repetitividade intra e interdias. Os resultados obtidos (Tabela 3) atendem o Guia
de Validacdo de métodos analiticos e bioanaliticos (ANVISA, 2012), que recomenda que, em
condig¢des de reprodutibilidade intralaboratorial, o valor de CV ndo deve exceder 15%.

O LOQ do método foi de 65 mg/kg. Amostras branco (n=10) foram fortificadas com
FF no nivel do LOQ e analisadas. O valor mdximo de CV para os resultados obtidos (13,7%)
corrobora a boa repetibilidade do método, e atende o Guia de Validacdo de referéncia,
ANVISA (2012), que estabelece que valores de CV, na concentragdo em questio, ndo devem

ser maiores que 15%.
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Desenvolvimento e validacdo do método analitico para determinacao de FF e FFA no
plasma

Conforme mencionado, o FF € solivel em solventes de média e alta polaridade. A
FFA também € um composto solivel em solventes de média e alta polaridade. Sua extragao
com solventes organicos ocorre quando em pH 7. Assim, alguns autores utilizam solugdo
tampao para extracdo deste analito (Anadon et al., 2008; Lim et al., 2010; Xie et al., 2012 b).

Foram testados como solventes de extracdo: MeOH, etanol, acetona, ACN, AcETOH e
hexano. Porém, o AcETOH, para o plasma, apresentou a melhor recuperacdo para ambos os
analitos (FF e FFA).

Verificou-se que a etapa de agitacdo da amostra influenciou significativamente a
recuperacdo dos analitos da matriz, principalmente a recuperacdo da FFA. Assim, foram
necessarios cinco minutos de agitacdo para melhorar sua recuperacao.

O plasma € uma matriz que apresenta em sua constituicdo 91% de 4gua, 7% de
proteinas sanguineas € 2% de compostos diversos (minerais, carboidratos, aminoacidos e
lipideos). Por ser uma matriz pouco complexa, ndo foi necessdrio inserir no método de
extracdo uma etapa de clean-up.

O método desenvolvido foi validado para determinar a confiabilidade de seus
resultados, sendo avaliados: seletividade, linearidade, efeito matriz, precisdo intra e interdias,
exatiddo, LOQ e LOQ (Tabela 4).

A seletividade do método foi avaliada pela comparacdo entre os cromatogramas
obtidos na andlise de amostras branco e amostras branco fortificadas. Nao foram verificados
compostos com o mesmo tempo de retengdo dos analitos de interesse (FF, FFA), conforme

pode ser observado na Figura 6, indicando que o método foi seletivo.
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Figura 6. Cromatogramas (A) da matriz de plasma branco e (B) da matriz de plasma branco
fortificada com florfenicol (FF) e florfenicol amina (FFA) na concentragao de 0,03 e 0,05

ug/mL, respectivamente.
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Verificou-se auséncia de efeito matriz para o FF e FFA em plasma de tambaqui, de
maneira que seria possivel a quantificagdo das amostras em uma curva realizada no solvente.
Contudo, optou-se por realizar a quantificacdo das amostras na curva matrizada. A curva
matrizada apresentou-se linear na faixa de 0,03 a 5,0 pg/mL para o FF e 0,05 a 5,0 pg/mL
para o FFA (Figura 7).
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Figura 7. Curvas matrizadas do florfenicol (A) e florfenicol amina (B) no plasma.

A indisponibilidade de um material de referéncia certificado, para determinacdo da
exatiddo de FF e FFA em plasma de tambaqui, levou a necessidade da aplicagdo do teste de
recuperagdo para obten¢do deste parametro. Desta forma, comparou-se a concentragio obtida
no extrato, com a concentra¢do obtida na matriz, através da quantificacao na curva do extrato.

A recuperagdo obtida para o FF variou entre 86 - 94%, indicando o bom desempenho
do método desenvolvido para esse analito. Entretanto, a FFA apresentou menor recuperagao,
50 — 69%, tendo sido realizados diversos testes com objetivo de melhorar essa taxa de
recuperagdo, porém os resultados encontrados nio apresentaram bom éxito. Este fato se deve
a caracteristica desta molécula que apresenta caracteristicas quimicas semelhantes a das
proteinas, proporcionando elevada afinidade com a matriz, o que justificou a necessidade de

uso de curva matrizada para a determinagao deste analito
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Tabela 4. Pardmetros de validacio do método para a determinacdo de florfenicol (FF) e

florfenicol amina (FFA) em plasma de tambaqui (Colossoma macropomum).

Parametros FF FFA
Faixa linear (Ug/mL) LOQ-5 LOQ-5
Linearidade (r) 0,994 0,996
Sensibilidade (au mg/ Kg) 60328 20205
LOD (ug/mL) 0,01 0,02
LOQ (ug/mL) 0,03 0,05
Efeito Matriz (%) Nao observado Nao observado
Precisao (CV %) Intradia
LOQ 9,0 14,0
1,0 (ug/mL) 13,2 16,5
5,0 (ug/mL) 10,5 19,7
Precisao (CV %) Interdia
LOQ 10,8 13,7
1,0 (ug/mL) 14,3 19,7
5,0 (ug/mL) 14,9 21,1
Exatidao (%)
LOQ 86 50
0,1 (ug/mL) 89 67
0,5 (ug/mL) 87 60
1,0 (ug/mL) 93 54
2,5 (ug/mL) 86 63

Legenda: CV — coeficiente de variacdo; LOD — limite de detec¢do; LOQ — limite de

quantificacgdo.

A precisdo intradia (repetibilidade) e interdias (reprodutibilidade) foram expressas em
CV% dos resultados obtidos com amostras fortificadas em triplicata. Os resultados obtidos
(Tabela 4) atendem os Guias de Validagao da Comunidade Europeia (EC, 2002) e do MAPA
(Brasil, 2011) que recomendam que, em condi¢des de reprodutibilidade, o valor de CV nao
deve exceder 30% para concentracdes do analito menores que 10 pg/mL.

Os valores de LOD e LOQ foram de 0,01 e 0,03 pg/mL para o FF e de 0,02 e 0,05
pg/mL para a FFA. Amostras branco (n=10) foram fortificadas com FF e FFA no nivel do
LOQ e analisadas. O valor maximo de CV para os resultados obtidos, 18,7 e 21,3% para FF e

FFA respectivamente, corrobora a boa repetibilidade do método, e atende o Guia de
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Validagao do MAPA (Brasil, 2011), que estabelece que valores de CV ndo devem ser maiores
que 35% para concentracdes do analito menores que 1 pg/mL.
Analise da racao medicada e dose administrada no ensaio farmacocinético
O método desenvolvido e validado foi utilizado para analisar a racdo medicada, em
triplicata. A concentracdo de FF verificada foi de 1.402,46 mg/kg. Assim, considerando a
biomassa de peixes em cada caixa e a quantidade de ra¢do administrada, calculou-se que a

dose de FF efetivamente administrada foi de 21,0 mg/kg de pv.

Analise do plasma

Os resultados verificados no ensaio de farmacocinética sao apresentados na Tabela 5 e

Figura 8. Os parametros obtidos encontram-se na Tabela 6.

Tabela 5. Concentracdo de florfenicol (FF) e florfenicol amina (FFA) em plasma de tambaqui

apo6s administragdo via oral de 21,0 mg de FF/kg de peso vivo (n=10).

Tempo FF FFA
(hora) (ug/mL) (ug/mL)
0,5 1,562 + 0,329 0,463 £ 0,136
1 1,546 £ 0,202 0,524 £ 0,218
2 1,535 £ 0,630 0,783 + 0,057
4 2,017 £0,727 0,739 + 0,345
8 2,052 +£0,613 1,276 + 0,228
12 2,426 +£ 0,337 1,552 £ 0,292
24 1,166 £ 0,491 0,660 = 0,187
48 0,204 + 0,055 0,165 + 0,094
96 0, 144 £ 0,076 0,075 £ 0,054
144 0,136 0,027 <LOQ
192 0,086 + 0,022 <LOQ
240 <LOQ <LOQ
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Tabela 6. Parametros farmacocinéticos determinados no plasma apds tnica administragdo
oral de florfenicol (FF) (21,0 mg/kg de peso vivo) em tambaqui (Colossoma Macropomum)
(n=10).

Parametros Unidades FF FFA
AUC o_; h.ug/mL 100,97 66,67
AUC ¢ h.ug/mL 105,18 69,14

Cix pg/mL 2,426 1,552
Tip h 32,4 21,4
T nax h 12 12
K. 1/h 0,02 0,03
Vd (area) L/ kg 8,29 7,66
Cl L.h/kg_g 0,19 0,29

Legenda: AUC - drea sob a curva; C,4 - concentracdo maxima; Ty, - tempo de meia-vida; T4 - tempo miximo;
K. - constante de eliminac¢do; Vd (area) - volume de distribuicdo aparente; Cl - clearance; FFA - florfenicol
amina.

10,000 -
T 1,000
e
E —+—FF
1] T —
S 0,100 FEA

0,010 . . . .
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Figura 8. Concentracdo de florfenicol (FF) e florfenicol amina (FFA), em plasma de
tambaqui (Colossoma macropomum) ap6s administragdo, via oral através de racao medicada,

de 21,0 mg de FF/kg de peso vivo.

Na literatura sdo relatados artigos sobre farmacocinética de FF com diferentes espécies
de peixes (Ictalurus punctatus, Solurus asotus, Carassius auratus cuvieri, Monopterus albus,
Paralichthys olivaceus, Piaractus brachypomus, Oncorhynchus mykiss, Pagrus pagrus,
Oreochromis niloticus, Oreochromis aureus), e diferentes doses de tratamento (5 a 40 mg de
FF/kg pv), diferentes vias de administragdo (via oral, intramuscular e endovenosa) € em

diferentes condicdes ambientais (temperatura, salinidade e pH) (Feng et al., 2008; Feng et al.,
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2009; Gaikowski et al., 2009; Lewbart et al., 2005; Lim et al., 2010; Park et al., 2006; Salvo
et al., 2013; Wrzesinski et al., 2006; Xie et al., 2012b; Zhao et al., 2010). As varidveis acima
mencionadas, acopladas a variabilidade intra-espécie, afetam significativamente os
parametros farmacocinéticos e precisam efetivamente ser levados em consideracdo, uma vez
que a diversidade de resultados relatados pelos autores, como por exemplo, a concentracao
méaxima de FF encontrada no plasma, que variou de 1,09 a 29,32 ng/mL.

Estudos de dose tnica com FF foram realizados em vérias espécies de peixes e,
principalmente, com tildpias e trutas. No entanto, ndo ha estudos com espécies amazonicas,
que permitam uma compara¢do mais proxima com a espécie estudada neste trabalho. O
tambaqui requer temperatura elevada (26 - 32°C) para 6timo desenvolvimento, e alimentagdo
frugivora e onivora, caracteristicas essas que precisam ser levadas em consideragdo na
avaliacdo da absor¢do de farmacos.

A concentragdo médxima encontrada neste trabalho, quando se administrou 21,0 mg de
FF/kg de pv, em dose unica, foi de 2,426 e 1,552 ug/mL, para o FF e seu metabdlito, a FFA,
respectivamente. O tempo necessdrio para atingir esta concentragcdo maxima do FF e seu
metabdlito foi de 12 horas.

Hosberg et al. (1994), estudaram a distribuicdo de “C-FF nos tecidos, por
radioatividade e também por andlise cromatogrifica (HPLC-UV), e relataram uma ripida
biotransformacao do FF, com rdpido decaimento no sangue e no musculo e lento no rim e no
olho de salmao do atlantico, ap6s administrag¢do via oral de 10 mg de FF/kgde pv.

Em nosso estudo, a concentracio de FF e FFA ap6s a Cmax, 12 horas apds a
administracdo do FF, diminuiu rapidamente, com meia-vida de 32,4 horas para o FF e 21,4
horas para o FFA, sendo que nos tempos de coleta a partir de 144 h, a concentracdo de FFA
no plasma esteve abaixo do LOQ do método analitico (0,05 pg/mL) ndo sendo, portanto,
possivel a sua quantificacao.

A FFA € o metabdlito mais importante na administracdo de FF em bovinos (Sams,
1994), aves (Anaddn, 2008), suinos (Jiancheng et al., 2006), caes (Park et al., 2008) e também
em peixes (Gaikowski et al., 2010; Hosberg, 1994; Hormazabal et al., 1993). Sabe-se que a
FFA € considerada internacionalmente um residuo marcador do FF.

Os resultados obtidos neste trabalho, expressos através dos parametros
farmacocinéticos foram significativamente menores aos j4 relatados por outros autores. Park
et al. (2006) administraram, por via oral, 20 mg de FF/kg de pv, em Bagre (Silurus asotus).

As Chix € tmax encontradas foram de 13,19 ug/mL e 8 horas, respectivamente, resultado 70%
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maior do que a Cps verificada no presente estudo. Vale ressaltar que a temperatura de
desenvolvimento do experimento realizado por esses autores foi de 23°C, sendo o tempo de
residéncia de farmacos € maior em temperaturas mais baixas. Lim et al. (2010) também
administraram 20 mg de FF/kg de pv, porém em Olive flounder (Paralichthys olivaceus) e
por via intramuscular. As Cpsx € tmsx encontradas por esses autores foram de 12,81 ug/mL e 4
horas, respectivamente, resultado 69% maior do que a concentragdo verificada neste trabalho.
A temperatura de desenvolvimento do experimento, nesse trabalho citado, foi de 18,5°C.

A Csx observada no presente estudo, menor do que a de outros estudos explicita uma
rdpida absor¢do e eliminagcdo ou ainda uma baixa absor¢do, deste firmaco no plasma de
tambaqui. Verifica-se a influéncia do metabolismo e da temperatura mais elevada, no
favorecimento da elimina¢do do FF. Esse resultado € de extrema importancia na previsao de
resultados clinicos para o tratamento de bacterioses.

Para o tratamento de bacterioses, a eficiéncia de um farmaco estd diretamente ligada a
sua capacidade de alcancar e manter a concentracdo no local da infec¢do, e neste estudo, o
farmaco foi disponibilizado por via oral para atingir o local de infeccdo (musculo). Sendo
assim, o plasma possui um papel importante na transferéncia para o tecido alvo.

Os farmacos apresentam uma concentragdo minima inibitéria (MIC) para impedir o
desenvolvimento das bactérias alvo. Essa é a medida para o célculo da dosagem e tratamento
de enfermidades, conforme sugerem Shojaee Aliabadi & Lees (2000), que alertam que a MIC
deve ser mantida no tecido alvo durante todo o tratamento.

Yanong et al. (2005), relataram MIC’s para o FF em Streptococcus sp e Aeromonas
sp. Para tanto, foram avaliadas seis cepas de Streptococcus sp e trés cepas de Aeromonas sp.
Os MIC’s determinados variaram entre < 1 e 2 ug/mL. Comparando estes valores com os
valores encontrados no presente estudo, verifica-se que apds a administracdo por via oral de
21,0 mg de FF por kg de pv, a C4x obtida em 12 horas, atinge essa concentragdo inibitdria no
plasma, sendo necessério verificar a concentracdo atingida no musculo, que € o local alvo das
bactérias, e onde precisa ser atingida essa concentragao.

Gaunt et al. (2011) apresentaram valores de MIC’s para FF em bactérias obtidas da
criacdo de bagres e tilapias. Para Edwarsiella ictaluri a MIC encontrada foi de 0,25 pg/mL,
para Flavobacterium columnare de 0,5 — 1,0 ug/mL, para Streptococcus iniae e Streptococcus
agalactiae de 2,0 — 4,0 ug/mL, e para Aeromonas hydrophila de 0,5 — 4,0 pg/mL. Segundo
estes valores, a concentracio méaxima de FF encontrada no plasma, no presente trabalho,

atinge essa concentragdo inibitéria necessdria para controlar a bacteriose, porém o musculo é
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o alvo dessas bactérias, precisando entdo ser avaliada a concentracdo neste tecido para

eficacia no tratamento dessas bactérias.

Conclusoes

Os métodos analiticos desenvolvidos e validados para a determinagdo de FF na racdo e
FF e FFA no plasma de tambaqui apresentaram-se adequados, estando em conformidade com
os guias de validacao utilizados como referéncia no presente estudo.

O FF apresentou alta taxa de conversdao em FFA no plasma, o que indica uma elevada
biotransformacdo do FF, com tempo de meia de vida de 32,4 e 21,4 horas e constante de

eliminacdo de 0,02 e 0,03 1/h, para o FF e a FFA, respectivamente.
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Deplecio de residuos do florfenicol e florfenicol amina em misculo de tambaqui

(Colossoma macropomum)

Resumo

O uso de florfenicol (FF) na aquicultura € amplamente difundido, principalmente para
tratamento da estreptococose em tildpias. Este antimicrobiano sintético € de uso exclusivo na
medicina veterindria, e foi desenvolvido para substituir o cloranfenicol, o qual induz anemia
aplasica. O FF apresenta amplo espectro de acdo contra as principais bactérias que acometem
peixes de criacdo. Entretanto, ndo sdo encontrados na literatura estudos de deplecdo deste
antimicrobiano, com espécies nativas da regido amazonica do Brasil. O tambaqui (Colossoma
macropomum) € a segunda espécie de dguas continentais, mais comercializada no Brasil e
estudos com esta espécie sdo necessarios e trazem beneficios ndao s6 para o produtor e os
consumidores com foco na inocuidade dos alimentos, mas também para a garantia do
mercado explorador dessa commodity alimentar. Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a
deplecao do FF em tambaqui e seu metabdlito, a florfenicol amina (FFA), no musculo de
tambaqui. Para tanto, o antimicrobiano foi administrado por via oral, na racdo, na dose de 10
mg/kg de peso vivo, durante 10 dias. O misculo desses animais foi coletado nos tempos: 1, 2,
3, 4,5, 6,7, 10, 14, 16, 21 e 28 dias, apés a administracdo da racdo medicada. Foi
desenvolvido método analitico para quantificacdo de FF e florfenicol amina (FFA), seu
metabolito, no musculo, utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a um
analisador de massas (HPLC — MS/MS). O método analitico foi validado, tendo apresentado
valores de parametros de validacdo em conformidade com os guias de validagdo da
Comunidade Europeia e do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento do Brasil,
assim como baixos limites de detec¢do e quantificagdo para os analitos estudados. Apds o
periodo de tratamento, ja no primeiro dia de coleta foram verificados niveis de residuos de FF
e FFA menores que o limite mdximo de residuo permitido. A maior concentra¢do encontrada
de FF somado a FFA foi de 238,2 ng/g. Esta baixa concentragdo indica uma baixa absorcao de

FF no mausculo.

Palavras-chave: Florfenicol, Florfenicol amina, deple¢do, Colossoma macropomun, HPLC-
MS/Iontrap.
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Depletion of residues of florfenicol and florfenicol amine in the muscles of tambaqui
(Colossoma macropomum)

Abstract

The use of florfenicol (FF) in aquaculture is amply broadcast, mainly about the treatment of
streptococcus in tilapias. This synthetic antibiotic is used exclusively in veterinary medicine,
and was developed in order to substitute chloramphenicol, which induces aplastic anemia. FF
shows a wide range of actions against bacterias, mainly against the main bacterial infections
that attack fish farm. However, studies of the depletion of this antibacterial in the native
species of the Amanzon region of our country are not found in literature. The tambaqui is the
second most commercialized inland water species in Brazil, and the studies of this species are
necessary and bring benefits not only to the producer and the consumers with a focus on the
safety of foods, but also for the guarantee of the exporting market of this food commodity.
Hence, the objective of this study was to evaluate the depletion of FF in tambaqui. Therefore,
the antimicrobian was administered orally, in the feed, at a dose of 10mg/kg b.w., during 10
days. The muscles of these animals were collected at intervals of : 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 10, 14,
16, 21, and 28 days after the administration of the medicated feed. An analytical method was
developed for the quantification of FF and florfenicol amine (FFA), its metabolite, in the
muscle, using a highly performance liquid chromatograph coupled with a mass analyzer
(HPLC — MS/MS). The analytical method was validated, having shown parameter values of
validation conforming to the validation guides of the European Community and the Ministry
of Agriculture, Livestock and Supply of Brazil, having as well low detection and
quantification limits for the studied analytes. After the treatment period, already on the first
day of collection, lower residue levels of FF and FFA than the maximum permitted residue
limit were verified. The highest concentration of the sum of FF and FFA found was 238.2

ng/g. This low concentration indicates a low absorption of FF in the muscle.

Key words: Florfenicol, Florfenicol amine, Withdrawal period, Colossoma macropomun,
HPLC-MS/Iontrap.
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Introducao

O sistema de producdo intensiva é caracterizado pelas altas densidades de peixes e
podem propiciar problemas nutricionais € de enfermidades infecciosas e parasitdrias, de
grande preocupacdo na piscicultura. A propensdo de transmiss@o de doengas e a proximidade
dos animais em sistemas intensivos e semi-intensivos facilitam a disseminagdo dessas
doencas sao um dos principais obstdculos sanitarios e produtivos (Malta et al., 2001; Silva,
2001). Sendo assim, a utilizacdo de antimicrobianos se faz necessdria para tratamento dessas
doencas.

No Brasil, existem unicamente dois antimicrobianos aprovados para uso na
aquicultura: florfenicol (FF) e oxitetraciclina. O FF € um antimicrobiano sintético de amplo
espectro destinado apenas para uso veterindrio. Sua utilizagdo na piscicultura é aprovada em
diversos paises como Estados Unidos, Canadd, Brasil, Japdo e também pela Comunidade
Européia.

Derivado do tianfenicol, que contém um atomo de flior no carbono trés ao invés do
grupo hidroxila (Grahan et al., 1988), o FF (Figura 1) possui maior espectro de acdo, auséncia
de inconvenientes de resisténcia bacteriana e nao induz anemia apldsica como o cloranfenicol.
A florfenicol amina (FFA) (Figura 1) € o principal produto de biotransformac¢ido do FF em

organismos aquaticos.

. >: :' :;

(A) MM=35821gmol (B) MM =249 29g/mol

Figura 1. Estrutura quimica e massa molecular do florfenicol (A) e da florfenicol amina (B).

Fonte: Gaikowskiet al.(2010).

Na aquicultura, o FF € indicado para o controle de enfermidades associadas aos
patégenos bacterianos Edwardsiella ictaluri, Streptococcus iniae, Streptococcus agalactiae,
Flavobacterium columnare e Aeromonas hydrophila (Schering-Plough, 2015).

O medicamento veterinario comercializado no mercado, que contém FF, contém uma

concentracdo de 50% do principio ativo. O limite médximo de residuo (LMR) estabelecido
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para FF em pescado, em diversos paises, ¢ de 1000 pg/kg. A Comunidade Europeia
(Regulamento CEE N° 2377/90; EC, 1990), assim como os Estados Unidos (FDA, 2015),
estabelecem que o valor de LMR se refere ao somatério de residuos do FF e FFA, no musculo
e pele em propor¢des naturais. No Brasil, é estabelecido Limite de Referéncia para Tomada
de Acdo Regulatéria (LRTAR), sendo que para o FF, por se tratar de substincia registrada
para uso na espécie-alvo, é adotado o respectivo LMR estabelecido pela Comunidade
Europeia. Entretanto, ndo estd especificado que o LRTAR se refira ao somatério de residuos
do FF e FFA no misculo e pele em propor¢des naturais (Brasil, 2014).

Frequentemente observa-se, nas diversas espécies animais, que um mesmo
medicamento, administrado na mesma forma farmacéutica, resulta em diferencas nos
processos farmacocinéticos e na sensibilidade farmacodinamica dos sitios de acdo tecidual
entre as espécies. Mesmo dentro de uma mesma espécie, quando adaptados a condi¢des
diferentes nota-se variacdes. Portanto, sdo necessdrios estudos de deplecdo de residuos na
determinacdo e ajuste do periodo de caréncia, que precisa ser determinado para cada farmaco,
em cada espécie.

Na literatura, encontram-se alguns artigos que apresentam resultados de deplecdo de
residuos do FF e FFA, em diferentes espécies de pescado (bagre, Olive flounder, Truta arco-
iris, Pargo e Tildpia). Entretanto, apesar de ter sido utilizada a mesma dose de FF (10 mg/kg
peso vivo), verifica-se que o periodo de caréncia relatado variou entre zero (Feng et al., 2008;
Feng et al., 2009, Schering-Plough, 2015), quatro (Salvo et al., 2013) e sete dias (Wrzesinski
et al., 2006; Gaikowski et al., 2010), para peixes de dguas continentais, e oito dias (Lim et al.,
2010) para peixe de dguas marinhas. Deve-se levar em conta ainda que a diferenca entre as
espécies e tamanho do peixe utilizado no ensaio, influenciam na absor¢ao.

Estudos realizados para determinagdo do periodo de caréncia do medicamento
veterindrio disponivel no mercado, o Aquaflor®, mostraram que apds 48 h da ultima
administracdo do medicamento, os residuos de FF e FFA, ja se encontram abaixo do LRTAR
estabelecido em nosso pais. Porém, a recomendacao do Ministério da Agricultura, Pecudria e
Abastecimento € de um periodo de caréncia de 14 dias (Schering-plough, 2015).

Estudos de deplecao de residuos sdo necessdrios e devem ser realizados com cada
espécie a qual se destine o farmaco veterindrio. Desta forma, se conhece o tempo que o
farmaco estard presente no animal para efetivamente atuar no tratamento da bacteriose
envolvida e em quanto tempo ele é eliminado, visto que a distribui¢do e a elimina¢do sdo

influenciadas pelas diferencas metabdlicas de cada espécie.
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Para realizacdo desses estudos, métodos cromatograficos sdo amplamente utilizados
devido aos baixos limites de deteccio (LOD) e quantificacdo (LOQ) necessarios para
acompanhar com maior detalhe a concentracdo de fairmacos nos tecidos analisados.

Na literatura, sao relatados diversos métodos analiticos para determinag¢do de FF em
miusculo de pescado, empregando a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) associada
a detectores de ultravioleta (Feng et al., 2008; Feng et al., 2009; Xie et al., 2012), ou ainda
associado a espectrometria de massas (LC-MS) (Lim et al., 2010; Park et al., 2006).

Para a quantificagdo de residuos de contaminantes em matrizes complexas (como
alimentos), s@o preferencialmente empregadas técnicas de deteccdo seletivas, como
fluorescéncia (FLU) e espectrometria de massas, por possuirem caracteristicas de alta
seletividade e detectabilidade.

Sendo assim, o presente estudo teve como objetivo avaliar a deple¢ao de residuos de
FF, e de seu metabdlito (FFA), no musculo de tambaqui, apds sua administragdo por via oral
(através da racdo). Para tanto, foi desenvolvido e validado método analitico, para
quantificacdo dos analitos mencionados, utilizando cromatografia liquida com detec¢iao por

espectrometria de massas (LC-MS/MS).

Material e Métodos

Solventes e Reagentes

O solvente utilizado na extragdo e preparo da fase movel, a acetonitrila foi de grau
HPLC (Mallinckrodt Backer, EUA) e o 4cido férmico de grau analitico (Sigma-Aldrich).

Os solventes utilizados no processo de extracdo foram o fosfato de sédio monobdsico
(Sigma-Aldrich) e acetato de etila (AcETOH) grau HPLC (Lichrosolv, Merck). Para o clean-
up das amostras foi utilizado hexano grau analitico (Carlo Erba). As membranas de filtracio
de Fluoreto Polivinidileno (PVDF) de 0,22 um de porosidade foram fornecidas pela empresa
Nova Analitica, e utilizada na filtracdo dos extratos da amostra.

Os padroes analiticos de FF e FFA foram fornecidos pela Sigma-Aldrich/Fluka,
apresentando grau de pureza 99% e 99,8%, respectivamente.

A ceramica utilizada no auxilio 2 homogeneizacao do misculo foram fornecidas pela

Agilent (USA), ndmero de identificagdo 5982-9312, para tubos de 15 mL.
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Preparo de solucoes

As solugdes estoque dos padrdes analiticos foram preparadas em ACN na
concentracdo de 1,0 mg/mL para FF e FFA. Estas solu¢des foram armazenadas em frascos
ambar e mantidas em freezer a temperatura de — 20 °C, por até 45 dias.

Solucdes intermedidrias de FF e FFA foram preparadas a partir das solugdes estoque e
as solugdes de trabalho foram preparadas pela diluicao apropriada das solucdes intermedidrias
que apresentavam concentracdo de 300,0 pug/mL. As solugdes de trabalho apresentavam
concentracoes de 6,0 e 1,0 pg/mL. Estas solu¢cdes apds preparadas e utilizadas foram

armazenadas em freezer a -20°C, por até 15 dias.

Equipamentos

Foi utilizado cromatégrafo liquido de alta pressao (HPLC) de bomba bindria, Nexera
SR system (Shimadzu, Japao), com amostrador automadtico, modelo SIL 30AC (Shimadzu,
Japdo), acoplado a analisador de masssas lon trap (MS/MS - IonTrap), modelo amazon X
(Bruker, Alemanha/EUA). Foi utilizado ionizacao por electrospray (ESI) no modo positivo
para a FFA e no modo negativo para o FF. O software utilizado para aquisi¢ao e tratamento
de dados foi 0 QuantAnalisys 2.0 (Bruker, Alemanha/EUA).

Foi utilizado um agitador de tubos vortex (DAIGGER-USA) para extracdo e clean-up
das amostras e uma centrifuga com refrigeracdo (Eppendorf, modelo 5810R), para obtenc¢do
dos extratos das amostras.

Na evaporagdo foi utilizado o concentrador de amostras Centrivap (labconco, EUA) e
para homogeneizacdo e compartimentalizacdo das amostras, foi utilizado um mini-

processador doméstico Walitta, modelo 6440.

Método de determinac¢aodo florfenicol na racao medicada
A racdo medicada foi analizada por HPLC-FLU, conforme o método validado descrito

no Capitulo II desta tese.

Determinacio de FF e FFA no misculo de tambaqui
Trés gramas de musculo, previamente triturado em mini-processador doméstico, foram
pesados em tubos de polipropileno de 50 mL. Foram adicionados 5 mL de solucdo tampao
fosfato (0,IM) pH 7, e 5 mL de ACN. Adicionou-se uma ceramica que auxilia a

homogeneizagdo, levou-se a agitacdo por 5 minutos e em seguida centrifugacao a 5000 x g,



83

por 5 minutos, a 15 °C. O sobrenadante foi recolhido em outro tubo de polipropileno com
capacidade para 50 mL e foi adicionado 10 mL de AcETOH. O tubo foi agitado levemente
por 5 minutos, levado a centrifuga 3000 x g por 2 minutos e o AcETOH foi recolhido em
outro tubo de 50 mL de polipropileno. A parte aquosa foram adicionados mais 10 mL de
AcETOH para uma re-extracdo. Juntou-se os dois extratos de AcETOH, que foram
evaporados até secura total em centrivap a 60 °C. Ao extrato seco, foram adicionados 1 mL de
fase mével e 1 mL de hexano, agitados em vortex por 1 minuto e centrifugados a 3000 x g,
por 2 minutos. O hexano foi removido e o extrato foi filtrado em membranas de PVDF com
porosidade de 0,22 pm de didmetro, diretamente no vial, e injetado no sistema HPLC-
MS/MS.

O fluxograma do preparo da amostra estd apresentado na Figura 2.

Fml detampiopH 7

Werter o sobrenadante Recolher o
! -~
e S ml de ACN - ¥ S mLde AcCETOH - ¥ o« AcETOH
Lo K - L] »; L]
—_— Lhp a7 e = N =70 - %
Wtex S e Wortex 5° L___,..-
b Centrifugar 8 10000 x g Centrifugar & 3000 x g LN
500 pL de plazma por 5 Por 2

Ressuspendercom 1 mi de

Filtrar e injatar €——
Fase movel

Concentrar abé securm
total

Figura 2. Preparo da amostra para determinagdo de florfenicol e florfenicol amina em

musculo de tambaqui.

Condicoes do sistema HPLC-MS/MS
A separagao cromatografica foi realizada utilizando uma coluna analitica Xterra RP18
(4.6 x 150 mm, Sum), Waters. O volume de inje¢do empregado foi de 10 uL. A fase mével
utilizada foi 4cido férmico 0,1%: ACN (1:1 v/v), em modo isocratico. As massas que foram

monitoradas sao apresentadas na Tabela 1.
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Tabela 1. Fragmentos de massas monitoradas na determinacdo de florfenicol (FF) e

florfenicol amina (FFA) por espectrometria de massas (HPLC-MS/MS - IonTrap).

BST fon Molecular Massa transicao
protonado (m/z)
FF -) 356 336/ 185
FFA (+) 248 230/ 130

Legenda: ESI — ionizacdo por electrospray

Validac¢iao do método analitico

A validacido do método baseou-se no guia de validacio de métodos analiticos
estabelecido pelo MAPA (Brasil, 2011) e pela Comunidade Europeia (EC, 2002), na qual
critérios de desempenho para métodos analiticos, destinados a andlises de residuos e
contaminantes em alimentos de origem animal, foram estabelecidos.

Os parametros de validagao avaliados foram: linearidade, sensibilidade, seletividade,
precisdo intra e interdias e exatiddo. Foram também determinados os limites de detecc¢ao
(LOD) e quantificacdo (LOQ), assim como o limite de decisdao (CCa) e a capacidade de
deteccao (CCPB) do método.

Para a realizagdo da validacdo a fortificacao foi realizada com solucdes de trabalho nas
concentracdes de 6,0 e 1,0 ug/mL de FF e FFA, respectivamente. Dessa forma, para cada
nivel de fortificacdo, diferentes aliquotas foram tomadas para obter a concentracdo desejada.

A seletividade do método foi avaliada pela andlise de 10 amostras branco, verificando
nos cromatogramas a auséncia de compostos com tempo de retengdo igual ao dos analitos de
interesse (FF e FFA).

A linearidade e sensibilidade foram estabelecidas a partir de curvas analiticas, obtidas
pela andlise em triplicata de amostras branco fortificadas com os analitos em 7 niveis de
concentracao (0,01; 0,025; 0.05; 0,150; 0,250; 0,375; 0,500 ug/g), e os resultados foram
expressos através de coeficiente de correlagdo linear (r) e pela inclinacdo da curva analitica,
respectivamente.

A eficiéncia de extracdo foi calculada através da comparagdo das areas obtidas de
amostras branco fortificadas nos niveis de concentracdo escolhidos, com as dreas obtidas da
curva preparada com o extrato fortificado em cada nivel de concentragao.

O efeito matriz foi avaliado através da extracdo de amostras branco fortificadas com as

solucdes de padrao de FF e FFA. O efeito matriz foi avaliado pela comparagdo estatistica
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entre as concentragdes médias determinadas no extrato fortificado e as concentragdes médias
dos analitos em solvente, utilizando teste F (Snedecor) para médias iguais e confirmacdo
através de teste t (para amostras diferentes), em amostras que apresentam efeito matriz.

A precisio do método foi determinada através da repetitividade (intradia) e
reprodutibilidade (interdia). A repetitividade foi expressa pelo coeficiente de variacdo (CV %)
dos resultados em triplicata. A reprodutibilidade foi expressa pelo CV % dos resultados de
trés andlises, realizadas em trés dias diferentes (n=3) pelo mesmo analista e usando o mesmo
instrumento.

A exatiddo foi avaliada através de testes de recuperacdo, pela andlise de amostras
branco fortificadas nos niveis de concentragdo correspondentes. Os resultados foram
expressos em fungdo das concentracdes que deveriam ser encontradas (quantidades nominais).
A eficiéncia de extra¢do foi obtida pela relacdo entre as dreas dos extratos fortificados e
matrizes fortificadas, em cada nivel de fortificacao.

Os LOQ’s foram determinados experimentalmente. Foram injetadas diversas
concentracdes dos analitos, em 10 replicatas cada, e a concentra¢do aceita foi aquela com
coeficiente de variagdo (CV%) menor que 35%, conforme recomendacao do MAPA (Brasil,
2011), para concentracdes menores que 1pg/g. O limite de detec¢do foi determinado através
da relacdo sinal ruido da linha de base na proporcdo 3 vezes a drea do sinal em relagdo ao

ruido da linha de base, conforme descrito por Paschoal et al. (2008).

Preparo da racao medicada
A racdo medicada administrada aos peixes foi preparada conforme descrito no

Capitulo II desta tese, porém na concentragcdo de 10 mg/kg pv.

Peixes e condicoes experimentais

Foram utilizados 144 tambaquis (280 g + 87 g), obtidos de fazendas comerciais, que
ndo tinham recebido tratamento com FF (Aquaflor), os quais foram transferidos para o
Laboratério de Piscicultura da EMBRAPA Amazonia Ocidental, Manaus AM. Os peixes
foram aclimatados por 7 dias, em tanques-rede de dimensao 1,2 x 1,2 x 1,5 m. A temperatura
da 4gua, pH, e oxigénio dissolvido foram de 31,1 + 1,3 °C, 73 =+ 0,7 e 6,6 + 24,
respectivamente. Cento e vinte peixes com peso médio de 279,5 + 11,2 g receberam, por via
oral, a dose nominal de 10 mg de FF/kg de pv (equivalente a 20 mg de Aquaflor/kg de pv),

que foi veiculada através da racdo administrada aos peixes, no periodo da manha, por 10 dias
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consecutivos. Em outro tanque, 24 peixes receberam racao comercial isenta do antimicrobiano
e serviram como branco ou controle negativo. Para coleta do musculo, os peixes foram
submersos em banho de gelo e abatidos por seccao medular. As amostras foram coletadas em
1; 2; 3; 4; 5; 6; 7; 10; 14; 16; 21; 28 dias apds a administracdo da ragdo medicada. As
amostras foram armazenadas a —70 °C e enviadas ao laboratério de Toxicologia de Alimentos
da Faculdade de Engenharia de Alimentos da Universidade Estadual de Campinas, SP, para
realizacdo da determinacdo dos residuos de FF e FFA. Este estudo foi aprovado pelo Comité
de ética no Uso de Animais do Instituto de Biologia da Universidade Estadual de Campinas

(3642-1) (ANEXO 1).

Resultados e Discussao

Otimizacao do preparo da amostra
O FF e a FFA s3o moléculas estruturalmente parecidas, porém com caracteristicas
quimicas muito diferentes. A FFA é uma molécula altamente polar com elevada afinidade
pela dgua, interagindo muito pouco com colunas analiticas de fase reversa, sejam elas C18 ou
ainda C8. Sua retencdo na coluna analitica utilizada aqui neste trabalho foi de 2,5 minutos. O
FF apresentou uma polaridade intermedidria, € com maior tempo de retencdo na coluna
analitica, sendo necessdrio aumentar a concentragdo da fase orginica da fase mével para que

houvesse elui¢do de sua molécula, o tempo de retengado foi de 4,5 minutos (Figura 3).
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Figura 3. Cromatograma tipico de FFA e FF na concentragcdo de 1 pg/g em ACN, em coluna

Xterra Rp18 de Sum (4.6x150 mm).

O tempo de retengdo para a FFA foi muito semelhante, indiferentemente a composicao
da fase movel. A cada teste de composicdo da fase movel, verificava-se que quanto maior a

fase aquosa, mais largo era seu pico que se iniciava muito proximo ao tempo morto e, em



87

direcdo oposta o FF ficava mais retido na coluna, aumentando muito o tempo total da corrida
analitica. Assim, a composicdo da fase movel escolhida neste trabalho foi determinada com
base no tempo de corrida, consumo de solvente e no cdlculo dos pardmetros cromatograficos
segundo Paschoal et al. (2008). Os resultados obtidos demonstraram a conformidade do

sistema cromatografico para determinacdo de FF e de FFA (Tabela 2).

Tabela 2. Parametros cromatograficos de conformidade do sistema cromatografico obtidos

para florfenicol (FF) e florfenicol amina (FFA).

Parametro FF FFA
Fator de retencdo (k) 8,2 4,2
Fator de separagio (o) 1,8
Resolugdo (Rs) 2,4
Numeros de pratos (N) 52,2 150,0
Altura equivalente a um prato (H) 0,3 0,1
Fator de assimetria (As) 1,5 1,5
Fator de alargamento (TF) 1,7 1,2

Para a extracdo do FF e da FFA, do musculo do tambaqui, as diferencas quimicas
também foram observadas. O FF, que apresenta pka 9,03 (Zhao & Ball, 2009), é facilmente
extraido, e apresenta boa recuperacao, utilizando solventes de média polaridade como ACN,
metanol e ACETOH. Porém, a FFA, que apresenta pka 7,38 (Alechaga et al, 2012), apresentou
recuperacdo muito baixa quando se utilizou apenas solventes (ACN, metanol, AcETOH,
acetona, cloroférmio, hexano e dgua). Para todos os solventes testados ndo se obteve mais de
10% de recuperacdo da FFA. Sendo assim foram testadas como solu¢do extratora, solugdes
tampao em 6 niveis de pH (3, 4, 5, 6, 7 e 8) utilizando, para tanto, tampao Mcllvaine (dcido
citrico 0,1 mM / fosfato de s6édio 0,1 mM). O melhor resultado de recuperacio para FFA foi
obtido em pH 7, mesmo que ainda baixo para ambos analitos (FF e FFA) (Figura 4). Apesar
do baixo resultado obtido para recuperacao, dentre todos os testes realizados, esse foi o mais
promissor. Assim prossegiu-se com tampao pH 7 tendo sido testados diferentes volumes de
acetonitrila, volume da solugdo extratora e re-extracdes repetidas. A adicao de acetonitrila na
solucdo extratora, tempo de agitacdo de 5 minutos e a re-extragdo, possibilitou aumento
significativo das recuperacdes, chegando-se ao procedimento de preparo da amostra
apresentado na Figura 2. Para ambos os analitos, recuperacdo atendeu as recomendagdes do
guia de validacio (MAPA, 2011), que recomenda que em concentragdes menores que 1

pg/kg, a recuperacdo deve ser entre 50 e 120%.
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Figura 4. Recuperagao do florfenicol (FF) e florfenicol amina (FFA), utilizando 5 g de

amostra e 5 mL de solu¢do tampao Mcllvaine, em diferentes pHs.

Na literatura sao relatados diversos métodos para extracio de FF em muisculo de
pescado (Lewbart et al., 2005; Gaikowski et al., 2010; Lim et al., 2010; Zhao et al., 2011;
Feng et al., 2008; Feng et al., 2009; Sun et al., 2010). Também sdo encontrados diversos
métodos para extracdo de FFA em musculo de pescado em que se realiza hidrélise dcida do
FF e se analisa somente a FFA (Wrzesinski et al., 2003; Wrzesinski et al., 2006; Salvo et al.,
2013; Kosoff et al., 2013; Gaikowski et al., 2010). Contudo, apenas um método foi
encontrado em que se determina simultaneamente FF e FFA, Xie et al., 2012, porém os
autores utilizaram diversas extracdes, varios solventes (acetona, diclorometano, acetonitrila,
hexano) e realizaram o clean-up com auxilio de cartuchos de extragao em fase sélida (SPE) se
apresentando, portanto, como um método muito dispendioso e laborioso.

O método desenvolvido no presente estudo apresenta como principais vantagens ser de

facil execugdo e baixo custo.

Validacdo do método analitico para determinacao de florfenicol (FF) e florfenicol
amina (FFA) no misculo
Os parametros obtidos na validacdo do método analitico para a determinacio de FF e
FFA em miusculo de tambaqui sdo apresentados na Tabela 3.
A seletividade foi avaliada pela comparagdo entre os cromatogramas obtidos na

andlise de amostras branco e amostras branco fortificadas. Conforme pode ser observado na
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Figura 5, ndo foram verificados compostos com o mesmo tempo de reten¢do dos analitos de
interesse (FFA, FF) indicando que o método foi seletivo.

Verificou-se que hd efeito matriz para o FF e FFA no misculo de tambaqui, pela
comparagdo da curva no solvente com a curva no extrato. Portanto, a quantificagdo das
amostras foi realizada na curva matrizada, que apresentou linearidade na faixa de 0,010 a

0,500 pg/g para o FF e 0,015 a 0,500 pg/g para a FFA (Figura 6).
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Figura 5. Cromatogramas da matriz de muisculo de tambaqui isenta (branco) de FFA (A) e FF

(B) e matriz branco fortificada com FFA (C) e FF (D) na concentragao do LOQ (ug/mL).
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Figura 6. Curvas analiticas matrizadas do FF (A) e FFA (B), em musculo de tambaqui

(Colossoma macropomum).
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Tabela 3. Pardmetros de validacdo do método analitico para determinacdo de florfenicol (FF)

e florfenicol amina (FFA) em musculo de tambaqui.

Parametros FF FFA
LOD (ug/g) 0,005 0,008
LOQ (ug/g) 0,010 0,015
Exatidao (%)

LOQ 87 67
0,025 (ug/g) 81 65
0,050 (ug/g) 89 56
0,150 (ug/g) 96 61
0,250 (ug/g) 92 64
0,375 (ug/g) 81 60
0,500 (ug/g) 86 60

Precisao (CV %) Intradia

LOQ 21,6 23,8
0,250 (ug/g) 11,2 13,4
0,500 (ug/g) 15,0 18,7

Precisao (CV %) Interdia

LOQ 28.5 26,9
0,250 (ug/g) 20,1 23,7
0,500 (ug/g) 23,9 21,5

Efeito Matriz (%)

LOQ 14 43
0,025 (ug/g) 23 38
0,050 (ug/g) 22 44
0,150 (ug/g) 17 34
0,250 (ug/g) 22 32
0,375 (ug/g) 14 32
0,500 (ug/g) 11 34

Legenda: LOD - limite de detec¢ao; LOQ — limite de quantificacdo; CV — coeficiente de

variagao.

A indisponibilidade de um material de referéncia certificado, para determinacdo da
exatidao de FF e FFA em musculo de tambaqui, levou a necessidade da aplicac¢do do teste de
recuperagdo para obtencdo deste parametro. Desta forma, realizou-se ensaio de recuperacdo
para avaliar a exatiddo.

A recuperacio obtida para o FF variou entre 81 - 96%, indicando o bom desempenho
do método desenvolvido. A FFA apresentou baixa recuperacdo, 56 — 67%, como explicado

anteriormente.
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As precisoes intradia (repetibilidade) e interdias (reprodutibilidade) foram expressas
como CV dos resultados obtidos com amostras fortificadas em triplicata, analisadas em
condicdes de repetitividade intra e interdias. Os resultados obtidos (Tabela 3) atendem os
Guias de Validacdo da Comunidade Europeia (EC, 2002) e do MAPA (Brasil, 2011) que
recomendam que, em condicdes de reprodutibilidade intralaboratorial, o valor de CV nao
deve exceder 35% para concentragdes do analito menores que 1 pg/mL.

O LOD e o LOQ do método foram de 0,005 e 0,010 pg/g para o FF e de 0,008 e 0,015
pg/mL para a FFA. Amostras branco (n=10) foram fortificadas com FF e FFA no nivel do
LOQ e analisadas. O valor médximo de CV para os resultados obtidos no LOQ, 26,7 e 28,3%
para FF e FFA respectivamente, corrobora a boa repetibilidade do método, e atende o Guia de
Validacdo do MAPA (Brasil, 2011), que estabelece que valores de CV nao devem ser maiores

que 35% para concentracdes do analito menores que 1 pg/mL.

Analise da racio utilizada no ensaio de deplecao
Utilizando o método desenvolvido e validado previamente descrito (capitulo II desta
tese), a racdo utilizada no ensaio de deplecdo foi analisada em triplicata.
A concentragdo nominal de FF adicionado na racdo foi de 660 mg/kg de racdo, a qual
foi preparada segundo recomendacdo da bula do medicamento (Schering-Plough, 2015).
Entretanto, a concentracdo de FF determinada na racdo medicada pelo método analitico foi de
567,0 mg/kg de ragdo. Sendo assim, a quantidade administrada de racado medicada aos peixes

foi acrescida em 15%, para certificacao da dose real administrada (10 mg/kg de pv).

Deplecao de residuos de florfenicol (FF) no misculo

O presente estudo foi realizado com temperatura média de 31,1 °C, que € tipica para a
regido amazonica do Brasil, regidao esta que responde pela maior producdo nacional de
tambaqui (MPA, 2010). Na piscicultura brasileira, segundo dados do Laboratério de Patologia
de Organismos Aquaticos, do Centro de Aquicultura da UNESP — Caunesp, as enfermidades
bacterianas de maior ocorréncia, principalmente na tildpia, pacu e tambaqui, sdo as causadas
pela Flavobacterium columnare (52,4%), Aeromonas hydrophila (32,8%) e Streptococcus Sp
(14,8%). O tratamento dessas doencas depende da administracdo de medicamentos
veterindrios.

Os resultados encontrados no presente trabalho estdo apresentados na Tabela 4 e

Figura 7. Verifica-se que apds 4 dias da ultima administracdo da racdo medicada, ndo foram
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encontrados residuos quantificidveis de FF. Para a FFA, este periodo foi menor ainda, de
apenas 2 dias apds a dltima administracdo. Estudos de deplecdo de residuos realizados em
tildpia hibrida demonstraram que nas primeiras 24 horas apds a dltima administragao da ragao
medicada, os residuos no musculo da somatéria de FF e FFA, expressos como FF, ja se
encontravam abaixo do LMR de 1000 pg/kg (Schering Plough, 2015). Para tilapias-do-Nilo,
esse resultado foi verificado apds 48 horas. Apesar disso, o periodo de caréncia recomendado
pela bula do medicamento veterindrio é de 14 dias. A empresa justifica que segue a
recomendacdao do Ministério da Agricultura Pecudria e Abastecimento, que recomenda que a
administracio de medicamentos veterinarios deva ser suspensa 14 dias antes do abate

(Schering-Plough, 2014).

Tabela 4. Concentracdo de florfenicol (FF) e florfenicol amina (FFA) em musculo de
tambaqui (n=10) apds administracdo via oral através de racdo medicada, de 10 mg de FF/kg

de peso vivo, durante 10 dias.

Tempo FF FFA
(dias) (uglg) (ng/g)
1 0,137 + 0,033 0,101 + 0,032
2 0,104 + 0,024 0,019 + 0,004
3 0,056 + 0,025 <LOD
4 0,032 +0,011 <LOD
5 <LOD <LOD
6 <LOD <LOD

Legenda:LOQ — limite de quantificagdo.

Para melhor visualizacdo dos resultados, na Figura 7 é apresentado grifico de
deplecdo da somatéria dos residuos de FF e FFA. Verifica-se que na primeira coleta realizada,
os residuos ja se encontram em concentragdo menor que o LMR permitido de 1000 ug/kg
(Regulamento CEE N° 2377/90; EC, 1990; FDA, 2015; Brasil, 2012). Resultado semelhante
foi obtido por Feng et al. (2008) e Feng et al. (2009), ap6s administrar, por via oral, FF em
dose tunica de 10 mg/kg de pv, em tilapias (Oreochromis niloticus e O. aureus). A

temperatura média do experimento realizado por esses autores foi de 22 e 28 °C.
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Figura 7. Concentracdo da somatéria de florfenicol (FF) e florfenicol amina (FFA), apés
administracdo de FF por via oral, através de racao medicada (10 mg/kg peso vivo), por 10

dias, em tambaqui (Colossoma macropomum) (n=10).

Alguns artigos s@o encontrados na literatura com estudos sobre a deplecao de residuos
de FF em pescado apds administracdo oral. Wrzesinski et al. (2006) ap6s administragio via
oral (racdo) de 9,3 mg de FF/kg de pv, por 12 dias, em peixe bagre de canal e truta,
encontraram residuos acima do LMR durante 3 dias apds a dltima administracdo da ragdo
medicada. A temperatura do experimento foi de 20,7 °C. Salvo et al. (2013) apds
administra¢do oral de 20 mg de FF/kg de pv, por 10 dias, em truta e pargo, verificaram a
presenca de residuos acima do LMR, 2 e 3 dias apés a udltima administracdo da racdo
medicada, para cada espécie, respectivamente. Vale ressaltar que a temperatura média dos
experimentos foi de 27,4 °C e a dgua era 28% salinizada. Gaikowski et al. (2010) apds
administracdo oral, de 15 mg de FF/kg de pv, por 12 dias, em tildpia hibrida e tilapia-do-Nilo,
encontraram residuos acima do LMR, 1 e 2 dias apds a ultima administracdo da ragdao
medicada, para cada espécie, respectivamente. Vale ressaltar que a temperatura média dos
experimentos foi de 25 - 27 °C.

Com base nos artigos mais relevantes encontrados na literatura, pode-se verificar que
o periodo de caréncia do FF nao € muito longo para pescado. Verifica-se ainda que a FFA ¢é

um metabdlito do FF, assim como também foi encontrado neste trabalho.
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Conclusoes
O método analitico validado para a determinac@o dos niveis residuais de FF e FFA em
musculo de tambaqui foi adequado para o fim pretendido. Os parametros de validacdo
avaliados demonstraram conformidade com os guias de validacdo do MAPA (Brasil, 2011) e
da Comunidade Europeia (EC, 2002).
Os resultados obtidos mostram que em tambaqui o periodo de caréncia do FF,
administrado ao longo de 10 dias, por via oral através da racdo, na dose de 10 mg/kg pv, é

menor do que 1 dia.
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Discussao Geral

Na literatura sdo relatados artigos sobre farmacocinética de FF com diferentes espécies
de peixes (Ictalurus punctatus, Solurus asotus, Carassius auratus cuvieri, Monopterus albus,
Paralichthys olivaceus, Piaractus brachypomus, Oncorhynchus mykiss, Pagrus pagrus,
Oreochromis niloticus, Oreochromis aureus), e diferentes doses de tratamento (5 a 40 mg de
FF/kg pv), diferentes vias de administracdo (via oral, intramuscular e endovenosa) € em
diferentes condicdes ambientais (temperatura, salinidade e pH) (Feng et al., 2008; Feng et al.,
2009; Gaikowski et al., 2009; Lewbart et al., 2005; Lim et al., 2010; Park et al., 2006; Salvo
et al., 2013; Wrzesinski et al., 2006; Xie et al., 2012; Zhao et al., 2010). As varidveis acima
mencionadas, acopladas a variabilidade intra-espécie, afetam significativamente os
parametros farmacocinéticos e precisam efetivamente ser levados em consideracdo, uma vez
que a diversidade de resultados relatados pelos autores, como por exemplo, a concentracao
méxima de FF encontrada no plasma, que variou de 1,09 a 29,32 ng/mL.

Estudos de dose tnica com FF foram realizados em vérias espécies de peixes e,
principalmente, com tildpias e trutas. No entanto, ndo ha estudos com espécies amazonicas,
que permitam uma compara¢do mais proxima com a espécie estudada neste trabalho. O
tambaqui requer temperatura elevada (26 - 32°C) para 6timo desenvolvimento, e alimentagdo
frugivora e onivora, caracteristicas essas que precisam ser levadas em consideracdo na
avaliacdo da absor¢do de farmacos.

A concentragdo méxima encontrada neste trabalho, quando se administrou 21,0 mg de
FF/kg de pv, em dose unica, foi de 2,426 e 1,552 ug/mL, para o FF e seu metabdlito, a FFA,
respectivamente. O tempo necessdrio para atingir esta concentracdo maxima do FF e seu
metabolito foi de 12 horas.

Hosberg et al. (1994), estudaram a distribuicio de '*C-FF nos tecidos, por
radioatividade e também por andlise cromatogriafica (HPLC-UV), e relataram uma rapida
biotransformacao do FF, com rdpido decaimento no sangue e no musculo e lento no rim e no
olho de salmao do atlantico, apds administracdo via oral de 10 mg de FF/kgde pv.

Em nosso estudo, a concentracio de FF e FFA ap6s a Cmax, 12 horas apds a
administracdo do FF, diminuiu rapidamente, com meia-vida de 32,4 horas para o FF e 21,4
horas para o FFA, sendo que nos tempos de coleta a partir de 144 h, a concentracdo de FFA
no plasma esteve abaixo do LOQ do método analitico (0,05 pg/mL) ndo sendo, portanto,

possivel a sua quantificacao.
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A FFA € o metabdlito mais importante na administracdo de FF em bovinos (Sams,
1994), aves (Anaddn, 2008), suinos (Jiancheng et al., 2006), caes (Park et al., 2008) e também
em peixes (Gaikowski et al., 2010; Hosberg, 1994; Hormazabal et al., 1993). Sabe-se que a
FFA € considerada internacionalmente um residuo marcador do FF.

Os resultados obtidos neste trabalho, expressos através dos parametros
farmacocinéticos foram significativamente menores aos j4 relatados por outros autores. Park
et al. (2006) administraram, por via oral, 20 mg de FF/kg de pv, em Bagre (Silurus asotus).
As Chix € tmax encontradas foram de 13,19 ug/mL e 8 horas, respectivamente, resultado 70%
maior do que a Cps verificada no presente estudo. Vale ressaltar que a temperatura de
desenvolvimento do experimento realizado por esses autores foi de 23°C, sendo o tempo de
residéncia de farmacos € maior em temperaturas mais baixas. Lim et al. (2010) também
administraram 20 mg de FF/kg de pv, porém em Olive flounder (Paralichthys olivaceus) e
por via intramuscular. As Cpsx € tmsx encontradas por esses autores foram de 12,81 ug/mL e 4
horas, respectivamente, resultado 69% maior do que a concentragdo verificada neste trabalho.
A temperatura de desenvolvimento do experimento, nesse trabalho citado, foi de 18,5°C.

A Cy4x observada no presente estudo, menor do que a de outros estudos explicita uma
rdpida absor¢do e eliminagcdo ou ainda uma baixa absor¢do, deste firmaco no plasma de
tambaqui. Verifica-se a influéncia do metabolismo e da temperatura mais elevada, no
favorecimento da elimina¢do do FF. Esse resultado € de extrema importancia na previsao de
resultados clinicos para o tratamento de bacterioses.

Para o tratamento de bacterioses, a eficiéncia de um farmaco estd diretamente ligada a
sua capacidade de alcancar e manter a concentracdo no local da infec¢do, e neste estudo, o
farmaco foi disponibilizado por via oral para atingir o local de infeccdo (musculo). Sendo
assim, o plasma possui um papel importante na transferéncia para o tecido alvo.

Os farmacos apresentam uma concentragdo minima inibitéria (MIC) para impedir o
desenvolvimento das bactérias alvo. Essa é a medida para o célculo da dosagem e tratamento
de enfermidades, conforme sugerem Shojaee Aliabadi & Lees (2000), que alertam que a MIC
deve ser mantida no tecido alvo durante todo o tratamento.

Yanong et al. (2005), relataram MIC’s para o FF em Streptococcus sp e Aeromonas
sp. Para tanto, foram avaliadas seis cepas de Streptococcus sp e trés cepas de Aeromonas sp.
Os MIC’s determinados variaram entre < 1 e 2 ug/mL. Comparando estes valores com os
valores encontrados no presente estudo, verifica-se que apds a administracdo por via oral de

21,0 mg de FF por kg de pv, a C4x obtida em 12 horas, atinge essa concentracdo inibitdria no
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plasma, sendo necessério verificar a concentracdo atingida no musculo, que € o local alvo das
bactérias, e onde precisa ser atingida essa concentragao.

Gaunt et al. (2011) apresentaram valores de MIC’s para FF em bactérias obtidas da
criacdo de bagres e tilapias. Para Edwarsiella ictaluri a MIC encontrada foi de 0,25 pg/mL,
para Flavobacterium columnare de 0,5 — 1,0 ug/mL, para Streptococcus iniae e Streptococcus
agalactiae de 2,0 — 4,0 ug/mL, e para Aeromonas hydrophila de 0,5 — 4,0 pg/mL. Segundo
estes valores, a concentracio méaxima de FF encontrada no plasma, no presente trabalho,
atinge essa concentragdo inibitéria necessdria para controlar a bacteriose, porém o musculo é
o alvo dessas bactérias, precisando entdo ser avaliada a concentracdo neste tecido para
eficdcia no tratamento dessas bactérias.

O presente estudo foi realizado com temperatura média de 31,1 °C, que € tipica para a
regido amazonica do Brasil, regidao esta que responde pela maior producdo nacional de
tambaqui (MPA, 2010). Na piscicultura brasileira, segundo dados do Laboratério de Patologia
de Organismos Aquaticos, do Centro de Aquicultura da UNESP — Caunesp, as enfermidades
bacterianas de maior ocorréncia, principalmente na tildpia, pacu e tambaqui, sdo as causadas
pela Flavobacterium columnare (52,4%), Aeromonas hydrophila (32,8%) e Streptococcus Sp
(14,8%). O tratamento dessas doencas depende da administracdo de medicamentos
veterindrios.

Pelos resultados encontrados no presente trabalho, verifica-se que apds 4 dias da
ultima administragdo da ragdo medicada, ndo foram encontrados residuos quantificaveis de
FF. Para a FFA, este periodo foi menor ainda, de apenas 2 dias apds a ultima administragao.
Estudos de deplecdo de residuos realizados em tildpia hibrida demonstraram que nas
primeiras 24 horas apds a ultima administragdo da racdo medicada, os residuos no musculo da
somatéria de FF e FFA, expressos como FF, ji se encontravam abaixo do LMR de 1000
pug/kg (Schering Plough, 2015). Para tildpias-do-Nilo, esse resultado foi verificado apds 48
horas. Apesar disso, o periodo de caréncia recomendado pela bula do medicamento
veterindrio € de 14 dias. A empresa justifica que segue a recomendacdo do Ministério da
Agricultura Pecudria e Abastecimento, que recomenda que a administracdo de medicamentos
veterindrios deva ser suspensa 14 dias antes do abate (Schering-Plough, 2014).

No presente trabalho, verificou-se que na primeira coleta realizada, os residuos ja se
encontram em concentragdo menor que o LMR permitido de 1000 pg/kg (Regulamento CEE
N° 2377/90; EC, 1990; FDA, 2015; Brasil, 2012). Resultado semelhante foi obtido por Feng

et al. (2008) e Feng et al. (2009), ap6s administrar, por via oral, FF em dose tnica de 10
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mg/kg de pv, em tildpias (Oreochromis niloticus € O. aureus). A temperatura média do
experimento realizado por esses autores foi de 22 e 28 °C.

Alguns artigos sao encontrados na literatura com estudos sobre a deplecao de residuos
de FF em pescado ap6s administracao oral. Wrzesinski et al. (2006) apés administragdo via
oral (racdo) de 9,3 mg de FF/kg de pv, por 12 dias, em peixe bagre de canal e truta,
encontraram residuos acima do LMR durante 3 dias apds a dltima administracdo da ragdo
medicada. A temperatura do experimento foi de 20,7 °C. Salvo et al. (2013) apds
administracao oral de 20 mg de FF/kg de pv, por 10 dias, em truta e pargo, verificaram a
presenca de residuos acima do LMR, 2 e 3 dias apds a ultima administracdo da ragdo
medicada, para cada espécie, respectivamente. Vale ressaltar que a temperatura média dos
experimentos foi de 27,4 °C e a dgua era 28% salinizada. Gaikowski et al. (2010) apds
administracao oral, de 15 mg de FF/kg de pv, por 12 dias, em tildpia hibrida e tilapia-do-Nilo,
encontraram residuos acima do LMR, 1 e 2 dias apdés a ultima administracdo da ragdo
medicada, para cada espécie, respectivamente. Vale ressaltar que a temperatura média dos
experimentos foi de 25 - 27 °C.

Com base nos artigos mais relevantes encontrados na literatura, pode-se verificar que
o periodo de caréncia do FF ndo € muito longo para pescado. Verifica-se ainda que a FFA ¢é

um metabolito do FF, assim como também foi encontrado neste trabalho.
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Conclusao geral

Foram desenvolvidos e validados conforme os Guias da ANVISA (2012), do MAPA
(Brasil, 2011) e da Comunidade Europeia (EC, 2002) e os seguintes métodos analiticos:

1. Determinacdo de florfenicol (FF) em racdo medicada para peixes utilizando

cromatografia liquida acoplada a detector de fluorescéncia (HPLC-FLU).

2. Determinacgdo de FF e florfenicol amina (FFA) no plasma de tambaqui (Colossoma

macropomun) utilizando HPLC-FLU.

3. Determinacdo de FF e FFA no musculo de tambaqui utilizando cromatografia

liquida acoplada a espectrometria de massas (LC-MS/MS Ion trap).

Os métodos apresentaram as caracteristicas de facilidade no preparo da amostra, na
sua execuc¢do, e rapidez de andlise, assim por estarem em conformidade para o fim ao qual
cada um se destinava e, inclusive, adequabilidade para fins de fiscalizacao.

Quanto aos aspectos farmacocinéticos, os resultados obtidos indicam uma rdpida
absor¢do com rdpida eliminacdo do fairmaco, ou ainda uma baixa absorcdo deste firmaco no
plasma de tambaqui.

Pelos resultados obtidos verifica-se que o periodo de caréncia do FF em tambaqui,
apos tratamento com dose de 10 mg/kg pv, por 10 dias, via oral através da ragcdo, ¢ menor do
que 1 dia.

Finalmente, recomenda-se que estudos adicionais sejam realizados em tambaquis
afetados por bacterioses para, assim, avaliar a real eficdcia do tratamento com FF na dose de

10 mg/kg pv, por 10 dias, na ragao.
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Anexo 1. Aprovacio do Comité de Etica/ UNICAMP - IB

a¥ 3

IS A e
CEUA/Unicamp

Comissio de Etica no Uso de Animais
CEUA/Unicamp
CERTIFICADO

Certificamos que o projeto "Florfenicol em Tambaqui (Colossoma
Macropomum): Farmacocinética e Deplecdo" (protocolo n® 3642-1), sob a

responsabilidade de Prof. Dr. Felix Guillermo Reyes Reyes [ Luciana da

Conceicao Castello Branco, estd de acordo com os Principios Eticos na

Experimentagdo Animal adotados pela Sociedade Brasileira de Ciéncia em
Animais de Laboratério (SBCAL) e com a legislagdo vigente, LEI N® 11.794, DE
8 DE OUTUBRO DE 2008, que estabelece procedimentos para o uso cientifico de
animais, e o DECRETO N° 6.899, DE 15 DE JULHO DE 2009.

A aprovagdo pela CEUA/JUNICAMP nao dispensa autorizagdo prévia junto
ao IBAMA, SISBIO ou CIBio. E necessaria aprovagiao da CEUA/EMBRAPA -
AMAZONIA OCIDENTAL.

O projeto foi aprovado pela Comissao de Etica no Uso de Animais da
Universidade Estadual de Campinas - CEUA/UNICAMP - em 03 de novembro de
2014,

Campinas, 08 de novembro de 2014.
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bk \J
Prof. Dr,j\lexxnlire Leite Rodrigues de Oliveira Fétima{ﬂ\—lonso
Presidente Secretaria Executiva

CEUAJUNICAMP Telefone; (19) 3521-6359
Caixa Postal 6109 E-mail: cemisib@unicamp.br
13083-970 Campinas, SP - Brasil hittp:/fwww. ib.unicamp.briceeal
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Anexo 2. Autorizacdo da EMBRAPA — Amazo6nia Ocidental

o

Autorizacio

A Embrapa Amazdnia Ocidental vem por meio deste documento autorizar a realizagio do
projeto intitulado “Florfenicol em plasma e musculo de tambaqui (Colossoma macropomun)”.
conforme procedimentos deseritos pelo projeto submetido e aprovado pelo Comité de Itica no Uso

de Animais CEUA/Unicamp. protocolo n"3642-1.

A parte experimental deste projeto serd desenvolvida no laboratorio Gmido do setor de

piscicultura, sob a supervisio e coordenagdo da pesquisadora Edsandra Campos Chagas.

Manaus — AM. 24 de margo de 2015.
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Dr. Euiz-Marcelo Brum Rossi

Chefe-Geral

Embrapa Amardnia Ocidental
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~Edsandra Campos Chagas
Pesquisadora

Embrapa Amazfnia Ocidental



