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RESUMO

Sendo o pescado uma das fontes de proteina animal mais consumidas no mundo, a
preocupacdo com medidas sanitarias dos planteis e com a qualidade dos produtos
produzidos torna-se cada vez mais latente. A busca por acgdes terapéuticas mais
assertivas € um fator importante para viabilidade sanitaria de producédo, para a salde
publica e um potencial influenciador na qualidade da carne produzida. O presente
trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia da temperatura no perfil
farmacocinético dos animais em tratamento visando a otimizacdo do farmaco, eficiéncia
terapéutica e seguranga do alimento. Foram utilizados 204 animais (Oreochromis
niloticus) submetidos a diferentes temperaturas, sendo divididos em quatro grupos de
14°C, 21°C, 28°C e 32°C durante tratamento com florfenicol a 10mg/kg por 10 dia
consecutivos por via oral, e em concertacbes de 500ppm e 200ppm em banho de
imersdo por 5 dias. Posteriormente utilizou-se o programa Monolix 2020 da Lixoft®
para analises de farmacometria e determinacdo de pardmetros farmacocinéticos,
observando-se a variacdo destes parametros em relacdo a temperatura de criacdo dos
animais. Também foram avaliadas condicdes de oxidacdo dos files, para estabelecer
uma provavel correlacdo entre o uso do farmaco e alteragcdes no tempo de prateleira do
produto, onde n&o se observou uma relagdo entre a temperatura de criagdo e a oxidacao

dos filés.

Palavras-chave: Antibi6ticos, farmacocinética, pescado, carcacgas, T-bars.



ABSTRACT

As fish is one of the most consumed animal protein sources in the world, the concern
with sanitary measures for the flocks and with the quality of the products produced is
becoming increasingly latent. The search for more assertive therapeutic actions is an
important factor for the sanitary viability of production, for public health and a potential
influence on the quality of the meat produced. This study aimed to evaluate the
influence of temperature on the pharmacokinetic profile of animals undergoing
treatment, aiming at drug optimization, therapeutic efficiency and food safety. A total of
204 animals (Oreochromis niloticus) were subjected to different temperatures, being
divided into four groups of 14°C, 21°C, 28°C and 32°C during treatment with florfenicol
at 10mg/kg for 10 consecutive days orally, and in 500ppm and 200ppm in concertations
in soaking bath for 5 days. Subsequently, the Monolix 2020 program from Lixoft® was
used for pharmacometric analysis and determination of pharmacokinetic parameters,
observing the variation of these parameters in relation to the temperature at which the
animals were raised. Oxidation conditions of the files were also evaluated, to establish a
probable correlation between drug use and changes in the shelf life of the product,
where a relationship between the temperature of creation and the oxidation of the fillets

was not observed.

Keywords: Antibiotics, pharmacokinetics, fish, carcasses, T-bars.
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1. INTRODUCAO

No cenario internacional o Brasil se impde com grande pujan¢a como um dos
mais importantes produtores agropecuarios mundiais. Esse patamar foi alcancado pelo
grande empenho e incentivo ao desenvolvimento técnico-cientifico tanto na area
agricola, quanto na pecuaria, que hoje séo pilares econémicos do Brasil. Na producéo de
proteina de origem animal o pais se destaca como 0 maior exportador de carne bovina
(USDA, 2020), maior exportador de carne de frangos (USDA, 2020), terceiro maior
exportador de carne suina (USDA, 2020), e seguindo essa tendéncia de forte producgéo
pecuaria ja protagoniza como quarto maior produtor mundial de tildpia segundo a
Associacdo Brasileira de Piscicultura-PEIXE BR (2020), com grande tendéncia de

crescimento.

O desenvolvimento brasileiro de producdo aquicola se deve além da tradicédo e
consolidacdo do pais no setor agropecuario, mas também ao grande potencial de
exploracdo de forma sustentavel dos abundantes recursos hidricos presentes no pais.
Assim o desenvolvimento e utilizacdo de diversos sistemas de criacdo, em diversas
condicBes climéaticas observadas ao longo do ano em todo territério nacional, traz
desafios sanitarios importantes para os planteis de producdo. Apesar da grande
amplitude térmica que algumas espécies comerciais podem suportar, estas oscilacfes de
temperatura representam um fator de risco para o desenvolvimento de microrganismos
patogénicos, que associados a mudangas metabdlicas dos animais para adequacdo as

condicdes climaticas, pode levar a altos indices de mortalidade.

Devido a restricdo aos farmacos de uso veterinario legalmente disponiveis para
tratamentos terapéuticos na aquicultura, é fundamental a utilizacdo adequada e assertiva
destes disponiveis. A otimizacdo dos farmacos contribui para evitar o desenvolvimento
de resisténcia bacteriana, bem como pode resultar em otimizagdo financeira para 0s
produtores. A compreensao dos fatores bioldgicos afetados pelas variaveis de produgéo
(como a temperatura), € fundamental para adequada otimizacdo dos medicamentos,

garantindo eficiéncia terapéutica e producdo de produtos isentos de residuos.

Visando assim o crescimento de produtividade nacional e a preocupagdo com
padrdes higiénicos-sanitarios dos produtos de origem animal, isentos de residuos e

contaminantes, esta pesquisa propde um estudo sobre a interferéncia da temperatura em



condigcdes farmacocinéticas de tildpias durante o tratamento com florfenicol,
considerando-se a otimizacdo do farmaco com eficacia terapéutica e seguranca dos

alimentos.

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Cenério da Aquicultura Mundial e Nacional

A aquicultura ¢ uma atividade em continuo crescimento de maneira geral em
todo mundo. Apesar da pesca de captura ainda expressar grande producdo teve uma
aparente estagnacdo desde os anos 1980, havendo a partir desta época até os dias de
hoje um aumento significativo dos sistemas de producdo e cultivo, sendo a aquicultura
responsavel por 52% do fornecimento de pescados para consumo humano, como mostra
os levantamentos da Organizacdo das Na¢des Unidas para Agricultura e Alimentagao-
FAO (2018). No cenario mundial destacam-se o cultivo do grupo das carpas, seguido
imediatamente da tilapia do nilo (Oreochromis niloticus) (FAO,2018), ja no Brasil o
cultivo de tilapias assume maior relevancia sendo a primeira espécie em volume de
producdo com 239,09 mil toneladas despescadas em 2016, tendo uma

representatividade de 47,1% do total da piscicultura brasileira (IBGE, 2016).

Ainda segundo os apontamentos levantados pela FAO (2018), o pescado ¢ a
proteina de origem animal mais consumida em todo mundo, sendo também o
desenvolvimento e fortalecimento pleno da pesca e da aquicultura, pecas importantes
para a seguranca alimentar e nutricional em um mundo mais justo e sustentavel. As
projecdes estatisticas divulgadas indicam ainda um importante crescimento de 33% do
consumo de pescado até¢ 2030 na América Latina e Caribe (FAO, 2020). Esta tendéncia
de expansao ¢ uma grande oportunidade para o desenvolvimento econdmico da regido,

maior geragao de renda, e maior disponibilidade de proteina animal para a populagao.

O Brasil apresenta grande potencial de expansdo de producdo aquicola, em
especial de cultivo da tilapia, espécie bem adaptada e com bom rendimento produtivo.
A tilapicultura ¢ uma atividade de importante relevancia para o pais, sendo uma
producao economicamente rentavel pra os produtores e assumindo carater relevante no
ambito socioecondmico de varios polos produtivos. A producdo estimada do setor teve
um incremento no pais, entre os anos de 2005 a 2015 de 356%, chegando a

aproximadamente 330.000 toneladas (BARROSO et al, 2018). Dados publicados no
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Anuario da Associacdo Brasileira de Piscicultura (2020), apontam um fechamento de
producdo de 758.006 toneladas no ano de 2019, onde a tilapia se consolida como
espécie de maior cultivo, representando 57% de toda producdo nacional. Este cenario
contribui para o desenvolvimento social e fortalecimento do agronegdcio nacional,
fomentando a comercializacao de produtos e a geracao de empregos em toda a cadeia de
produgdo, desde centrais de alevinagem, fabricas de racdo, fabricas de equipamentos,
industrias frigorificas e de processamento e centrais de distribui¢do, além dos setores

secundarios e auxiliares da atividade.

Dentre o extenso territorio nacional brasileiro os cinco maiores produtores
encontram-se nas regides Sul, Sudeste e Nordeste, sendo eles o estado do Parana com
grande destaque de maior produtor, apresentado um volume de 146.212 toneladas
produzidas em 2019, seguido do estado de Sao Paulo com 64.900 toneladas produzidas,
logo apdés o estado de Santa Catarina (38.559 toneladas), Minas Gerais (36.350
toneladas) e ocupando o quinto lugar no ranking de producdo o estado de Pernambuco

com uma producao de 25.421 toneladas (PEIXE BR, 2020).

Nesta perspectiva de difusdo das regides com grande potencial produtivo ao
longo de todo pais, evidencia-se nitidamente um desafio de padroniza¢do dos manejos
produtivos, uma vez que as temperaturas médias ao longo do ano nas diversas regioes
devem direcionar a manejos diversificados. Estudos de CASAROLI et al (2018), trazem
uma representacdo das normais climatoldgicas no Brasil, onde pode-se observar uma
temperatura média muito distinta nas diversas regides, com o predominio de médias
entre 13 ¢ 19°C no Sul do pais e de 22 a 29°C em média no Nordeste. O Anuario
Climatico do Brasil do ano de 2019, publicado em conjunto pelo Instituto Nacional de
Meteorologia (INMET), Instituto Nacional de Pesquisas Espaciais (INPE) e o Centro
Nacional de Monitoramento e Alertas de Desastres Naturais (CEMADEN), trazem a
observacdo de uma temperatura media anual no pais de 25°C, com maxima anual de
31°C e minima de 20,3°C (RAMOS et al, 2020).

Assim, devido ao crescimento e potencial expansdo da atividade aquicola no
Brasil, a atengdo as particularidades regionais e os desafios que estas podem trazer,
como alteragdes de temperatura devem ser levadas em consideracdo para adequacgéo dos

manejos produtivos, nutricionais e sanitarios.



2.2 Temperatura da agua e sua influéncia em peixes

De maneira geral os peixes sdo diretamente afetados pelas condi¢des térmicas da
agua, uma vez que, mantém sua temperatura corporal muito préxima do ambiente,
gracas aos fatores de trocas de energias térmicas condutivas (que se da pelo contato
direto da superficie corporal com a agua) e convectivas (que ocorre pelo movimento da
agua na superficie do corpo, ou ainda pela circulagdo sanguinea transportando calor dos
tecidos para a superficie corporal do animal) (LEONEL, 2011), sendo ectotérmicos a
maioria das espécies de importancia econdémica. Algumas espécies ainda conseguem
reter calor em partes do corpo como alternativa para viabilizacdo de uma natacéo rapida
e continua, caso necessario, e também para manutencdo de atividades metabdlicas
(ZENI et al, 2016).

AlteracBes na temperatura da agua implicaram em respostas fisioldgicas e
comportamentais, como o aumento da frequéncia cardiaca e respiratéria dos animais
submetidos a altas temperaturas, estas alteracdes fisiolégicas se dao pelo aumento
proporcional das taxas de despolarizacdo das células marca-passo do coracdo (ZENI et
al, 2016) em uma tentativa organica de manutencdo da homeostasia. Em condicdes de
alteracOes térmicas ocorrem também mudancas metabdlicas importantes a nivel celular,
e molecular, podendo afetar a velocidade de reacbes quimicas, as ligacbes moleculares
e/ou até mesmo alterando rotas metabolicas (LEONEL, 2011), (ZENI et al, 2016).

Mudancgas acentuadas na amplitude térmica considerada Otima para a
manutencdo dos animais, como pode ocorrer ao longo do ano durante a producdo,
podem levar os peixes a uma condicdo de estresse térmico. Esse estresse acarreta em
alteracdes metabdlicas semelhantes as causadas ou por outros agentes estressantes,
ocasionando uma resposta primaria, secundaria e terciaria, todas visando um conjunto
de respostas fisiologicas e metabdlicas para manutencdo da homeostasia, também
descritas como reacdo de alarme, reacdo de resisténcia ou adaptacdo e o estagio de
exaustdo, respectivamente (BARCELLOS et al, 2000). As respostas primarias
observadas nos animais submetidos a estresse sdo de ordem neuroendécrina (Figura 1),
uma vez que ap0s percepgao por receptores nervosos e centros téermicos de temperaturas
fora da zona ideal de conforto térmico ha a liberacdo de catecolaminas, adrenalina,
noradrenalina, que serdo liberadas pelas células cromafins em resposta ao estimo do

sistema simpatico, e liberacdo de hormonios corticosteroides no corpo (BARCELLOS
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et al, 2000), (PRZEPIURA, 2016). Esta primeira resposta é desencadeada quando o
ndcleo paraventricular do hipotalamo sensibilizado pelo agente estressante
(temperatura) libera o fator liberador de corticotrofina, desencadeando estimulo a
hipdfise que liberard o hormdnio adrenocorticotréfico (ACTH), este apds entrada na
corrente sanguinea chega as célula interrenais possibilitando a sintese e liberagdo de
cortisol com aumento dos seus niveis sisttmicos (BARCELLOS et al, 2000),
(GUERRERO, 2017).

Figura 1- Eixo hipotdlamo-hipofise-interrenal frente a regulagdo enddcrina
de cortisol, e as respostas primarias, secundarias e terciarias frente ao
estresse.
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Fonte: Adaptado de SCHERECK & TORT, 2016

O cortisol tem uma agéo sistémica muito diversifica atuando em todo organismo,
e nos mecanismos de compensacdo homeostaticos, desde interacfes idnicas até a
interferéncia no sistema renal, cardiovascular, imune e outras correlagbes metabdlicas
(GUERRERO, 2017). Caso o0 agente estressante persista 0s hormonios corticosteroides,
em especial o cortisol, comeca a induzir alteragdes metabdlicas sistémicas, levando a

respostas secundarias ao estresse. Uma importante alteragdo metabdlica causada pelo
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cortisol esta relacionada a mudancas no metabolismo hepatico, onde ha uma diminuicéo
da resposta dos hepatdcitos a insulina, evitando a entrada de glicose nestas celulas,
mecanismo que auxilia a agdo hiperglicemiante deste hormonio. Concomitantemente o
organismo busca a manutencdo de altas taxas glicémicas através da gliconeogénese pela
quebra de fontes lipidicas e/ou proteicas (BARCELLOS et al, 2000).

Outra importante interacdo do cortisol € com o sistema imune, levando este a
uma supresséao pela diminuigdo de linfocitos circulantes na corrente sanguinea. Fato que
ja vem sendo descrito desde 1987 por KAATARI & TRIPP, que demostram que o
cortisol é responsavel pela inibicdo de interleucinas interferindo na diferenciacdo das
células precursoras dos linfocitos. O que é ratificado em trabalhos recentes que mostram
uma importante correlagdo dos mecanismos de interferéncia dos glicocorticoides no
sistema imune (CAIN & CIDLOWSKI, 2017).

Caso o0 agente causador de estresse se mantenha além das condicBes de
adaptacdo dos animais, estes entdo entram em uma fase terciaria de esgotamento ou
exaustdo, onde o animal tem suas condices de crescimento, reproducdo e
desenvolvimento em geral cessadas, podendo afetar em ultimo caso as condi¢cdes de
sobrevivéncia dos animais (PRZEPIURA, 2016).

Concomitantemente as alteracdes fisioldgicas em especial pelas respostas ao
estresse térmico, os peixes apresentam significativas mudancas metabdlicas, além das ja
citadas, que sdo de extrema relevancia e impacto no seu comportamento. Ajustes
cardiovasculares e respiratorios sdo observados em resposta as necessidades de
manutencdo das taxas vitais e podem ocorrer também alteragdes de sinteses enzimaticas,
nos produtos de rotas metabdlicas e até a substituicdo de formas moleculares com
mesma especificidade (ZENI et al, 2016).

As alteracbes de temperatura nos animais implicam também no seu
comportamento levando a alteracOes de natacdo, tentativas de mudangas para ambientes
mais propicios e altera¢cdes de comportamento alimentar, o que ja é relatado na literatura
e esta ilustrado na Figura 2, com dados de trabalho de MOURA et al, 2007.
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Figura 2 - Influéncia do consumo alimentar em funcdo da temperatura de
criacéo da tilapia.
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Fonte: Adaptado de MOURA et al, 2007.

Os dados trazidos por MOURA et al (2007) corroboram com a observacao de
mudancas comportamentais das tilapias frente as alteracdes metabolicas em decorréncia
das variagOes térmicas, em especial na busca por alimentacdo de forma voluntaria.
ROCHA LOURES et al (2008) também ja haviam demostrado a correlacdo com
mudancas térmicas do ar interferindo diretamente na temperatura da agua e

consequentemente na replecdo estomacal dos animais.

Mudangas nestes fatores fisiologicos, metab6licos e comportamentais podem
levar a necessidade de ajustes nos tratamentos empregados em potenciais animais

convalescentes.

2.3 Antibioticoterapia e Florfenicol

Com o aumento e intensificacdo da producdo, surgem também lacunas e
cuidados necessarios frente a problemas emergentes. O cultivo animal intensificado
favorece, por exemplo, o desenvolvimento de microrganismos patogénicos para os
animais, e alguns de importancia para a saide publica dos consumidores, como o caso
de bactérias e parasitas. Os peixes de cultivo podem ser acometidos por infec¢des
causadas por uma gama muita variada de bactérias, entre ela as Aeromonas spp,

Streptococcus spp, Edwardsella spp, Flavobacterium columnare e Francisella spp,
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estas de maior ocorréncia e grande impacto na producdo brasileira (LEIRA, 2016).
Agentes estressantes como as variagdes de temperatura durante a produgdo sdo fatores
de risco para infecgdes e o desenvolvimento de doencas, uma vez que como ja citado

estas oscilagdes térmicas interferem em condigdes fisioldgicas e também podem

deprimir a resposta imune (GUERRERO, 2017), (CAIN & CIDLOWSKI, 2017).

Para controle sanitario dos planteis frente as infec¢des bacterianas ¢ muito
difundido o uso de antibidticos em larga escala na produg¢do animal, porém varios
estudos demonstram os riscos relacionados com o mau uso destes farmacos, como a
presenca de residuos acima do limite maximo estabelecido pelo CODEX Alimentares
em produtos alimenticios de origem animal (GALVEZ et al, 2018; CHEN et al, 2019).
Além disso, o surgimento acelerado de resisténcia bacteriana relacionada a presenga de
residuos nos tecidos de tilapias ja foi descrito por MONTEIRO et al (2016),
demonstrando uma preocupagdo latente da necessidade de um uso racional destes

farmacos para produgao.

Além do uso indiscriminado de antibidticos, outros cuidados devem ser
observados em especial na piscicultura, onde varios parametros podem alterar a
farmacodinamica e farmacocinética durante o tratamento. Estudos recentes de RAIRAT
et al (2019), demostram que alteragdes de temperatura da dgua interferem diretamente
na distribui¢dao de florfenicol no corpo de tilapias, evidenciando que a dose minima
inibitoria (MIC) para combater os patdgenos desejados, vai ser alterada em condi¢des
de manejo térmico da agua. A compreensdo destas alteragdes farmacoldgicas com o
meio e condi¢des de tratamento podem favorecer a otimizacao do uso de antibidticos,
determinando uma dosagem 6tima de acordo com as condi¢cdes de manejo e a melhor

via de administragao dos farmacos.

De maneira generaliza para tratamentos de planteis de peixes ¢ comumente
empregado na piscicultura a administracdo de antibidticos por via oral adicionado a
racdo, ou de maneira alternativa por banhos de imersdao. As diferentes vias de
administracdo no entanto afetam também os parametros farmacocinéticos (INTORRE et
al, 2000) e, tem suas vantagens e desvantagens em relacdo a suas aplicagdes. A via oral
adicionada a racdo ¢ mais comumente utilizada pela facilidade de manejo, ao passo que
a administragdo oral via gavagem (intra-esofagica) ¢ bem aceita para experimentacao e

conhecimento a cerca de pardmetros basicos de farmacocinética como utilizado por
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RAIRAT et al (2020), em contra partida seu emprego seria muito dificultado em
grandes producgdes. Outra via empregada na piscicultura ¢ por banho de imersao, bem
aceita em casos de animais anoréxicos e de pequeno porte que sdo facilmente
manipulados, porém apresenta como efeito limitante a agdo sobre bactérias ambientais
benéficas para o ambiente do animal, maior lixiviagdo, aumento do custeio de
tratamento devido a necessidade de maiores concentragdes em grandes volumes de agua

(LEWBART et al, 1997).

No ambito da antibioticoterapia na piscicultura, o florfenicol figura como um
importante farmaco aprovado para o tratamento terapéutico no cultivo aquicola. Com
estrutura quimica Cy2H14C,FNO,S, o florfenicol é um anélogo do cloranfenicol, sendo
um derivado monoflurado de tianfenicol, da classe dos anfenicois, o qual tem sua
estrutura molecular representada na Figura 1 (SCHERING-PLOUGH, 2004). O
florfenicol tem extrema importancia ainda para a medicina veterinaria como um todo,
sendo um farmaco de eleicdo para tratamento de bacterioses, uma vez que foi
desenvolvido para uso animal sendo um dos raros antimicrobianos destinados
exclusivamente para tratamento animal, ndo sendo empregado na medicina humana.
Este farmaco tem uma acdo de amplo espectro, onde sua acdo esta baseada na ligacao da
subunidade ribossomal 50s das bactérias, levando assim a inibicdo da sintese proteica e
estagnacdo e morte dos microrganismos, sendo efetivo assim tanto para bactérias Gram-
positivas, quanto para Gram-negativas (SCHERING-PLOUGH, 2004).

Figura 3- Estrutura Molecular Florfenicol
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Fonte: Aquaflor. Technical Monograph for catfish health professional (2005).
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O uso otimizado de antibidticos pode ser uma estratégia importante visando
maior rentabilidade financeira, mas sobre tudo deve ser uma ferramenta eficaz de
controle sobre a resisténcia microbiana. Genes de resisténcia a florfenicol ja foram
caracterizados em bactérias de importancia para a satide humana (WU et al, 2019), e ha
grande preocupacgdo em relagdo a rapida transferéncia e adaptagao dos mecanismos de

resisténcia das bactérias.

A preocupacdo a cerca da acelerada aquisi¢do de resisténcia bacteriana por parte
de alguns patogenos e o lento desenvolvimento e sintetizacdo de farmacos sdo latentes
no cenario mundial. Assim algumas ferramentas e estratégias de controle vem sendo
implementadas e preconizadas por o6rgdos de saude, como o conceito dos R’s de uso
racional de antimicrobianos preconizado pela Organizacdo Mundial de Saude Animal

(OIE), (LLOYD & PAGE, 2018).

Dentro deste conceito objetiva-se a implementagdo de agdes que visem a
consolida¢do da Responsabilidade (Primeiro “R” do inglés Responsability) daqueles
que tem o conhecimento técnico e o amparo legal para prescri¢do, indicagdo e
implementagao de tratamento com o uso destes farmacos. A Redu¢ao (Reduction)
continua no uso dos antibidticos, principalmente no que se diz respeito a0 emprego em
larga escala na produ¢do animal, o refinamento (Refinement) constante buscando-se
sempre o emprego correto em consideragdo a correta dosagem, pelo tempo correto,
respeitando para isso, a particularidade de cada animal. Também ¢ preconizado a
Substituicao (Replacement) sempre que possivel nos tratamentos infecciosos que nao
necessariamente necessitam do emprego de antibidticos para seu enfrentamento. Por
fim, € proposto a Revisdo (Review) ininterrupta do uso e das politicas de emprego de
tratamentos antimicrobianos, uma vez que, ao lidarmos com o enfrentamento de
microrganismo, estamos sujeitos a variaveis distintas de resisténcia e mutagdes que
podem alterar as caracteristicas de susceptibilidade destes organismo frente ao

tratamento estabelecido (LLOYD & PAGE, 2018).

A compreensdo da biologia e susceptibilidade das bactérias frente aos farmacos
antibioticos pode ser mensurada e acompanhada pelos valores de Concentragdo
Inibitéria Minima (MIC) que prediz o valor minimo em concentracdo para se atingir

uma acao efetiva contra determinada espécie de microrganismo.
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O conhecimento do perfil de susceptibilidade antimicrobiana de microrganismos
locais e regionais também ¢ de fundamental importancia para o enfrentamento mais
assertivo das infegdes, uma vez que em regides distintas com varidveis de condi¢des
ambientais, podem ocorrer mudancas e aquisi¢do de mecanismos de resisténcia
distintos. Estudos (GOZI, 2016; DE OLIVEIRA et al, 2018; GODOY et al, 2008),
avaliaram a susceptibilidade frente ao florfenicol de cepas de bactérias de importancia
na piscicultura isoladas no Brasil. Nestes foi detectado uma prevaléncia de Aeromonas
spp com uma MIC de 1 pg/mL, como demostrado na Figura 4(B). Ja para isolados de
Streptococcus, no pais, as MICs variaram de 0,125 a 16 pg/mL, com maior prevaléncia

na de isolados apresentando MIC de 2 pg/mL (Figura 4, A).
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Figura 4 - Concentragdes Inibitdrias Minimas de Cepas Bacterianas Isoladas no Brasil.
(A) Distribuicdo das cepas de Streptococcus agalactiae no Brasil de acordo com o0s
valores MIC para florfenicol. (B) Distribuicdo de cepas de Aeromonas spp. no Brasil de
acordo com os valores de MIC para florfenicol.
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Fonte: Adaptado de GOZI (2016), DE OLIVEIRA et al (2018) e GODOY et al (2008).

18



Tendo em vista a determinagcdo das concentragdes inibitorias minimas das
bactérias de interesse, estes valores terdo aplicacdo pratica associando-se aos
conhecimentos das taxas de concentracdo do farmaco administrado no animal.
Possibilitando assim a realizagao de um modelamento

Farmacocinético/Farmacodinamico (PK/PD) para melhor enfrentamento das infecgdes.

2.4 Modelamento PK/PD

Para se determinar a eficacia de um medicamento frente a determinado patégeno
€ necessario o conhecimento dos fatores de suscetibilidade do patégeno de interesse ao
farmaco usado, sendo este um pardmetro importante de farmacodindmica (PD). Além
disso, é igualmente fundamental a compreensdo dos fatores farmacocinéticos (PK)
como a distribuicdo e a concentracdo plasmatica alcancada no organismo dos animais.
Posteriormente podem-se combinar os dados farmacocinéticos e farmacodindmicos para

uma terapia mais assertiva.

Para a determinacdo de fatores de suscetibilidade de uma bactéria a determinado
antibidtico podemos utilizar alguns métodos, dentre eles a diluicdo em caldo, que
consiste em expor o microrganismo em concentracfes conhecidas e em diluicdes
fracionadas do mesmo. Apés a realizacdo dos testes é possivel a determinagdo da
Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) daquele farmaco para se alcancar um efeito
inibitdrio satisfatorio nas bactérias. Ademais, a eficacia de farmaco dependera também
de varios fatores que podem interferir na CIM, como a capacidade do medicamento de
penetrar no organismo (BOOTHE, 2011).

Além dos dados de sensibilidade, que diz respeito a parametros
farmacodindmicos, também é fundamental para refinamento dos tratamentos clinicos, o
conhecimento de como os farmacos se distribuem no organismo (PK) assim como
realizado por LEN & CHEN (2021). Cada farmaco atinge diferentes concentracfes nos
pacientes, em funcdo de variaveis como a dose administrada, das taxas de absorgédo e
eliminacdo do volume de distribuicdo e do estado fisiolégico e metabdlico dos animais,

que pode interferir nessas constantes.

A partir de estudos prévios é possivel entdo, determinar uma correlagdo entre a
concentragdo necessaria em relacdo a que é alcancada no corpo do animal. Os

modelamentos baseiam-se na aplicacdo de funcbes matematicas para predicdo das
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funcbes farmacocinéticas e farmacodinamicas, podendo ser extrapolado a posteriori

para determinagéo de variagOes de doses e concentragdes farmacéuticas.

O modelamento PK/PD permite entdo predizer, a partir da entrada de
informagdes como concentragdo ao longo do tempo em um resultado sobre o efeito
esperado na diminuicdo de bactérias, ou seja, em eficacia terapéutica (DOREI et al,
2017)

Levantamentos prévios de parametros que demonstrem a susceptibilidade dos
patdgenos de interesse ao farmaco estudado sdo extremamente importantes para
determinacdo de eficacia. Esses parametros sao estabelecidos apds isolamento das cepas
encontradas e determinacdo das concentra¢cdes minimas de farmaco necessario para seu
combate, a exemplo o trabalho realizado por GOZI, 2016. Os estudos epidemiologicos
de levantamento da susceptibilidade das bactérias frente a um farmaco corroboram

entdo, para a compreensdo das caracteristicas farmacodindmicas de interesse.

Desta forma a associacdo de estudos e trabalhos de farmacocinéticos e
farmacodindmicos (PK/PD) auxilia a aplicacdo de tratamentos mais assertivos através
da predicdo de dosagens em diversos cenarios. Os conceitos de revisdo, reducao,
refinamento e substituicdo dentro da dtica dos 5R’s sdo portanto, abrangidos nestes
trabalhos, contando ainda com a atividade dos pesquisadores que ndo se eximam de
suas responsabilidades frente ao enfrentamento terapéutico e das resisténcias

antimicrobiana.

2.5 Potencial interferéncia de antibidticos na qualidade de carne

A maior finalidade de producdo aquicola em grande escala se deve para
obtencdo e consumo da carne advinda destes animais. Assim, é de extrema relevancia a
preocupacdo e o conhecimento profundo das possiveis alteragdes que determinados
manejos ao longo dos ciclos produtivos podem impactar na qualidade da carne. Neste
sentido estudos de COTRIM (2010) ja demostraram que pode haver uma interferéncia
significativa na qualidade de carne de outras espécies (frangos de corte), quando estes
sdo submetidos a manejos de tratamento com administracdo de antibiotico adicionado a

racao.
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Dentre os diversos métodos utilizados para determinagdao da qualidade das
carnes, a observacdo dos indices de oxidagdo lipidica ¢ um dos grandes indicativos da
qualidade das mesmas, uma vez que determina o estado de oxidagdo dos compostos
volateis presentes no produto, sendo considerada ainda a determinagao de deterioragao
mais importante nas carnes, determinante para a elucidagdo do tempo de prateleira
destes produtos, em especial para predi¢do da rancidez dos pescados (OSAWA et al,

2005).

Para predicdo do tempo de prateleira dos produtos carneos e determinagdo de
oxidagdo dos compostos volateis o teste mais empregado ¢ denominado de T-bars,
assim conhecido por quantificar a presenca de malonaldeido (MDA) nas amostras
carneas avaliadas. Esta quantificagdo ¢ determinante por ser, o malonaldeido, um dos
principais produtos da decomposicdo dos hidroperoxidos de 4cidos graxos
polinsaturados formados durante o processo oxidativo. Para a execucdo do teste
submete-se o processamento das amostras a serem avaliadas, ao acido tricloroacético
(TCA) e posteriormente a reacdo com acido 2-tiobarbiturico (TBA) gerando uma reagao
colorimétrica, que pode ser quantificada por determinagdo de espectrofotometria, sendo

o resultado expresso em mg de malonaldeido por kg de amostra (OSAWA et al, 2005).

O possivel impacto do uso de florfenicol na qualidade dos files de tilapias
durante o tratamento destes animais ao longo dos sistemas de criagdo nao ¢ amplamente
conhecido ou relatado na literatura cientifica. Evidencia-se assim a necessidade de seu

estudo amplo para elucidagdo a cerca de uma producao mais assertiva.

2.6 Deteccdo de Residuos

Outro fator intrinseco a qualidade da carne consumida € a auséncia de residuos
de drogas e contaminantes no produto, preocupacdo constante e crescente no cenario
mundial (LEN & CHEN, 2021). No Brasil a preocupa¢do com a seguranca dos
alimentos no &mbito de residuos, se estende para a aplicacdo de legislagcdes que
regulamentam as concentragdes de Limite Maximo de Residuos (LMR) permitidos nos
diversos produtos de origem animal através da Instrucdo Normativa n® 9 de 21 de
Fevereiro de 2017 (BRASIL, 2017).

O Plano Nacional de Controle de Residuos e Contaminantes (PNCRC)

estabelecido pela referida IN 9/2021 do Ministério da Agricultura Pecuéria e
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Abastecimento (MAPA), em suas especificacOes acerca do plano de amostragem de
pescados, determina a verificagdo, entre outras substancias, de florfenicol em um limite
méaximo de 1000upg/kg na musculatura coletada. Padrdo minimo este exigido para

comercializacdo segura desta carne.

A deteccao de residuos em tecidos ¢ avaliada por métodos analiticos
quantitativos através da cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), técnica
amplamente utilizada e padronizada em pesquisas e estudos recentes (TURE et al, 2019;
YANG et al, 2018; RAIRAT et al ,2019). Através da HPLC pode-se determinar por
tanto se alteragdes na temperatura resultariam em mudangas no periodo de caréncia do
farmaco uma vez que, como ja citado, j4 foi demostrado que a temperatura influéncia a
farmacodinamica do medicamento administrado. Porém estas mudangas necessitam de
maior elucidacdo para uma compreensao mais precisa das interagcdes farmacolédgicas, o

que possibilitaria um uso mais otimizado e racional do farmaco.

Observando-se portanto, a importancia econdmica e social da produgdo e do
consumo de tildpias, e a grande amplitude térmica em que estdo submetidos os sistemas
de criagdo no Brasil. Sendo de suma importadncia o conhecimento de variaveis que
podem interferir na farmacodinamica e farmacocinética durante o tratamento dos
animais. O que pode contribuir para o uso otimizado e consciente de antibioticos e

favorecer a seguranga dos alimentos.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

O presente trabalho tem como objetivo principal avaliar a influéncia da
temperatura no perfil farmacocinético durante o periodo de tratamento de tilapias com o
uso de florfenicol, considerando-se a otimizacao de farmacos com eficécia terapéutica e

seguranca de alimentos.

3.2 Objetivos Especificos

a) Avaliar a efetividade do manejo terapéutico através da administragdo de
antibidticos via oral adicionado a ragdo, em animais criados em baixas

temperaturas.

b) Avaliar o efeito da temperatura de criagdo ¢ do tempo de abate apds
tratamento com florfenicol no Tbars dos musculos armazenados a -20°C

por 90 dias.
c) Criar um modelo farmacocinético de florfenicol em plasma de tilapias

(Oreochromis niloticus) submetidas a diferentes temperaturas de

tratamento.

23



3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Manejo Alimentar

Para o manejo alimentar dos animai ao longo do experimento foi adquirido e
ofertado uma racdo comercial com 0s niveis de garantia baseados nas exigéncias da
espécie. A composicdo completa da racdo é discriminada na Tabela 1, com as
informagdes provenientes no fornecedor.

A quantidade inicial de ragéo ofertada foi baseada em uma proporcéo de 2 a 5%
de ragdo em relagdo ao peso vivo dos animais. Posteriormente a aclimatacdo de
temperaturas esta proporc¢do se alterou, sendo observado um consumo méaximo diferente
entre os animais dos diferentes tratamentos.

Para a administracdo medicamentosa a ra¢cdo se manteve a mesma, sendo apenas
incorporado o farmaco através de um veiculo oleoso, como pormenorizado no item
3.3.4.

Tabela 1. Composicéo e niveis de garantia da ragcdo comercial adquirida para manejo
alimentar dos animais em experimento

COMPOSICAO NIVEL DE GARANTIA
Umidade (méx) 120,009
Proteina bruta (min) 360,009
Lisina (min) 20,009
Metionina (min) 6.000,00mg
Treonina (min) 14,009
Extrato Etéreo (min) 80,009
Fibra Bruta (méax) 60,009
Matéria Mineral (méax) 150,009
Calcio (min) 10,009
Célcio (méax) 30,009
Fosforo (min) 6.000,00mg
Prebidtico - MOS (min) 500,00mg
Omega 3 (min) 10,009
Omega 6 (min) 12,009

Fonte: ALINUTRI NUTRICAO ANIMAL, 2016.

3.2 Obtencéo dos animais

Os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica para
Uso de Animais- CEUA sob o protocolo 057/19. Apds previa autorizagdo os animais
foram obtidos juntamente com o Setor de Piscicultura ligado ao Departamento de
Zootecnia-DZO/UFLA. Os alevinos provenientes de reproducdo realizada no setor
foram separados e mantidos um tanque de alvenaria com circulacdo constante de agua,
em condicOes de temperatura ambientais, até o desenvolvimento do estagio de juvenis,

com aproximadamente 200g de peso vivo.

24



3.3 Delineamento Experimental

Apo6s obtengdo dos animais e crescimento dos mesmos até a fase de juvenis, 0s
peixes foram devidamente transportados para o Biotério Central da UFLA-Ala de
Peixes, onde foram separados randomicamente em quatros caixas com capacidade de
500 litros de &gua cada uma. Os animais foram devidamente transportados e,
posteriormente mantidos por 10 dias nos novos sistemas para quarentena clinica e
adequacdo social dos novos grupos, periodo este que onde a temperatura da &gua foi

mantida em todas as caixas a 21°C.

3.3.1 ENSAIO 1

Posteriormente a criagdo, transporte € quarentena os animais foram aclimatados
nas devidas temperaturas experimentais, sendo: Tratamento T21°C a uma temperatura
de de 21°C, T28°C temperatura de 28°C e T32°C a uma temperatura de 32°C, outros
pardmetros de qualidade da &gua foram padronizados, como sistema fechado de
recirculacdo de 4gua com uso de bombas e filtros, padronizacdo de pH, e controle de
amoOnia, em todos os tratamentos. Desta forma objetivou-se a adequacdo metabolica dos
animais ao meio, uma vez que as tilapias apresentam uma faixa de amplitude de
conforto térmico muito variada, e podem alterar seu metabolismo para adaptacdo em
diversos meios, com isso foi possivel a observacdo das variacdes de taxa alimentar em
cada grupo para adequacdo do volume de racdao consumida em funcdo da temperatura de

manejo.

Apo6s a aclimatacdo dos animais a temperatura, iniciou-se a exposi¢do ao
florfenicol nos grupos T21°C, T28°C e T32°C em uma dosagem de 10mg/kg,
fornecidos por via oral, adicionados a racdo, durante um periodo de 10 dias
consecutivos de tratamento, como preconizado pelo fabricante. Durante o tratamento
nos respectivos grupos experimentais, foram capturados e devidamente eutanasiados
trés animais de cada tratamento nos dias 1, 6 e 10 sendo coletadas amostras de sangue,
musculo, figado, cérebro, brénquias e gbnadas para posterior determinacdo das
concentragfes de farmaco nestes tecidos, onde podera ser avaliando a curva
farmacocinética e determinar possiveis variacdes terapéuticas em resposta as alteragdes
térmicas de tratamento. Apds os 10 dias de tratamento recomendados pelo fabricante
(MSD Saude animal) os demais animais dos tratamentos T21°C, T28°C e T32°C foram

abatidos nos dias 5, 10, 15 e 20, contados apds o termino do tratamento, e
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posteriormente eviscerados e filetados para coleta das amostras e realizacdo das

avaliacdes de residuos na musculatura e caracteristicas do file.

3.3.2ENSAIO 2

Um quarto grupo experimental (T14°C) foi ainda submetido a temperatura de
14°C e também aclimatado a esta temperatura por igual periodo dos demais tratamentos
do Estudo 1. Porém, neste grupo (T14°C), ap0s periodo de aclimatacdo foi constatado a
interrupcdo total voluntaria de alimentacdo pelos animais. Assim estes foram
submetidos ao tratamento por via de administracdo diferente, sendo optado pelo banho
de imersdo com florfenicol a uma concentragdo de 500ppm e posteriormente
diminuindo-se a concentracdo a 200ppm por 5 dias de tratamento, e mantidos a
temperatura de 14°C.

Durante o tratamento nove animais foram capturados e devidamente
eutanasiados nos tempos de 1h, 3hs, 6hs, 12hs e 120hs (5 dias) ap0s o inicio da imersao
para coletas de amostras e determinacdo da curva farmacocinética durante o tratamento.
Apdbs exposicdo os demais animais foram eutanasiados nos dias 5, 10, 15 e 20 para
avaliacdo de residuos nos filés e no figado, parametros avaliados nos departamentos de
Quimica (DQI) e de Medicina Veterinaria (DMV) da UFLA.

Foram ainda, coletadas amostras de sangue durante o periodo experimental, na
fase de tratamento para determinacdo farmacocinética e posteriormente para verificacdo
da deplecdo em ambos os estudos. Para isso 0s animais de todos os tratamentos no
Estudo 1 e 2 (T14°C, T21°C, T28°C e T32°C) foram retirados cuidadosamente nos
devidos tempos das caixas d’agua com o auxilio de puc¢a e panos umedecidos para evitar
ao maximo o estresse e possibilitar a coleta de sangue, em seguida foram imersos em
aquario contendo solucdo de agua e eugenol para insensibilizacdo por aprofundamento
anestésico e posterior eutanasia por seccao medular (como preconizado pela resolucédo
1000 do CFMV) e coleta dos demais materiais bioldgicos (musculo, figado, cérebro,
gbnadas e branquias). O procedimento foi realizado o quéo breve possivel para evitar o
estresse nos animais e as amostras de sangue foram coletas por puncdo cardiaca

utilizando seringas de 3,0 ml com EDTA.
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3.3.3 ENSAIO 3

A partir dos dados ja publicados sobre concentracdo plasmatica de florfenicol,
foi criado um modelo farmacocinético em tildpias. O estudo utilizado como
embasamento foi o realizado por RAIRAT et al. (2019), onde foi determinada a
concentracdo plasmatica ap6s a administracdo Unica de florfenicol por gavagem nas
doses de 10, 15, 30, 45 mg/kg, nas temperaturas de 24, 28 e 32°C em tilapias do Nilo
(Oreochromis niloticus).

Primeiramente, os dados foram extraidos a partir das correspondentes figuras
utilizando-se o programa GetData Graph Digitizer® e tabulados no Microsoft Excel®
para, posteriormente, realizar as andlises de farmacometria utilizando o programa
Monolix 2020 da Lixoft®.

O ajuste dos dados foi verificado frente a diversos modelos de farmacocinética
plasmatica nos quesitos absorcéo, com ou sem delay, de primeira ordem ou ordem zero;
distribuicdo, em um, dois ou trés compartimentos e por fim, eliminacdo, podendo ser
linear ou de Michaelis-Menten. As temperaturas foram incluidas no modelo como
covariavel quantitativa continua. A verificacdo do melhor ajuste foi realizada mediante
as andlises gréaficas. (FOURCOT et al., 2020).

Finalmente, foi realizada a simulacdo de um estudo farmacocinético para avaliar
a dose de 10mg/kg como indicado em bula no produto comercial Aquaflor® MSD e as
doses extra bula de 15 e 20 mg/kg, estas dosagens foram administradas a cada 24h
durante 10 dias de tratamento. Cada regime de dose foi avaliado nas temperaturas de 18,
21, 26 e 30°C utilizando 12 animais por grupo, através do programa Simulx 2020 da
Lixoft®.

3.3.4 Elaboracéo da racdo medicamentosa com adicéo de florfenicol

Para o preparo das ragdes com medicamento foram empregadas metodologias
usualmente utilizadas, como indicado pelo fabricante do medicamento veterinario, onde
foi realizada uma diluicdo previa do farmaco em o6leo (solubilizando o mesmo e
evitando a lixiviagdo na &gua) e posteriormente homogeneizado na racdo para

fornecimento aos animais.
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3.3.5 Elaboracéo do banho de imersao com Florfenicol

Para o preparo do banho de imersédo medicamentoso foi utilizado o medicamento
na apresentacdo liquida para aplicacdo injetavel. Este foi homogeneizado em agua
através de agitador laboratorial, sendo esta diluicdo homogenia incorporada na caixa do
grupo T14°C na concentracdo inicial de 500ppm, e posteriormente reduzida para
200ppm em dose de mantenca através da diluicdo com a incorporagdo de &gua no

sistema, seguindo os calculos necessarios.

3.4 Oxidacéao (T-Bars)

Os files obtidos no abate e na filetagem das carcacas foram submetidos a
avaliacdo do perfil de oxidacdo lipidica para andlise da estabilidade lipidica dos
mesmaos, através do teor de substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS), com
avaliacdo nos dias 1 e 90 ap6s abate. A determinacdo dos valores foram realizadas em
duplicata conforme KANG, CHERIAN & SIM (2001).

Apos o periodo de tratamento dos animais, 0s mesmos foram abatidos nos dias
0, 5, 10, 15 e 20 contados a partir do fim do tratamento com antibidtico. Neste interim
foram coletados os filés provenientes das carcacas dos animais, juntamente com as
demais amostras, sendo os filés submetidos a analises de T-bars para determinacdo da
oxidacdo lipidica. As analises de T-bars ocorreram um dia imediatamente ap06s o abate e
posteriormente com 90 dias de armazenamento em freezer a -20°C, respectivamente em
todos os tempos de abate (0, 5, 10, 15 e 20 dias).

Os resultados foram avaliados através das analises ANOVA de duas vias, uma
vez que era desejado observar a interferéncia das diferentes concentracdes (observadas
pela deplecdo ao longo do tempo), bem como a interferéncia das temperaturas dos
tratamentos, consequentemente influenciando também as concentragdes do farmaco no
organismo dos animais. Aliando assim estas variaveis podemos presumir a interferéncia
do florfenicol na oxidacdo lipidica da carne, sendo este um importante fator de

determinacédo do tempo de prateleira dos produtos (OSAWA et al, 2005).
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3.5 Analise dos dados

Os dados coletados foram submetidos a testes de normalidade, verificada através
do teste de Shapiro-Will e posteriormente submetidos a ANOVA pelo programa
software GraphPad Prisma. Foi realizado teste de duas amostras relacionadas (duas

vias) e o teste T.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Manejo Terapéutico (Ensaio 1 e 2)

Como observado os tratamentos T21°C, T28°C e T32°C que foram mantidos em
temperaturas de 21°C, 28°C e 32°C respectivamente, mantiveram seu consumo
alimentar, mesmo que com algumas variagdes de consumo. Assim o tratamento via oral
dos planteis infectados se mostra efetivo em condi¢Ges de manejo onde a temperatura da

agua esta em torno de temperaturas acima de 21°C.

Em condicGes de temperaturas mais frias, como observada em grande parte do
ano em grandes regiGes produtoras, os animais estdo mais vulneraveis a infeccoes e
doengas popularmente conhecidas como doengas de inverno. Somando-se a iSsO 0
metabolismo destes animais a estas condi¢fes encontra-se em estado letargico, onde
muitas vezes 0s peixes interrompem de maneira voluntaria o consumo de alimentos por
determinados periodos de frio intenso, o que inviabiliza o tratamento de infeccdes
bacterianas pelo fornecimento de racdo medicamentosa. Assim a busca por vias
alternativas de administracdo de medicamentos deve ser considerada em condicdes que
possibilitem o seu uso seguro. O tratamento T14°C evidenciou a necessidade e
possibilidade de vias alternativas de tratamento, como o banho de imersao, necessario
para atender a interrupcdo do consumo alimentar neste grupo, uma vez que nao houve

consumo de racdo, porém os animais puderam ser tratados via banho de imerséo.

29



MDA (mgikg)

4.2 Oxidacéao Lipidica/Shelf Live (Ensaio 1)

Na primeira avaliagdo de T-bars imediatamente ap6s o abate, ndo foram
observadas diferencas significativas entre os tratamentos T21°C, T28°C e T32°C, nem
entre os diferentes dias de abate (0, 5, 10, 15 e 20). A segunda avaliacdo de T-bars

realizada com 90 dias de armazenamento indicou que houve aumento de oxidacdo em

todos os grupos avaliados (Figura 5).

Figura 5 - Valores iniciais e apds armazenamento a -20°C por 90 dias de substancias reativas
ao acido 2-tiobarbiturico, expressado em mg de Malonaldeido (MDA) por kg de musculo de
tildpias (Oreochromis niloticus) tratadas com florfenicol (10 mg/kg), via oral, durante 10
dias, abatidas em diferentes tempos apds tratamento.
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Fonte: Do Autor (2021)

Todos os filés avaliados sofreram oxidacdo ap6s armazenamento de 90 dias. O
aumento de oxidagdo observado, entretanto, ndo foi maior do que os valores
considerados como indicativo de deterioracdo para pescados (OSAWA et al, 2010),
(MONTEIRO et al, 2012), mesmo ap6s 90 dias de armazenamento como observado na

Figura 6.
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Figura 6 - Valores de substancias reativas ao &cido 2-tiobarbitdrico, expressado em mg
de Malonaldeido (MDA) por kg de musculo de tilapias (Oreochromis niloticus) criadas
a 21°C, 28°C e 32°C, tratadas com florfenicol (10 mg/kg), via oral, durante 10 dias,
abatidas em diferentes tempos ap6s tratamento e armazenados a -20°C por 90 dias.
Linha tracejada indicando valor considerado critico de deterioracdo do pescado (1mg/kg

de MDA)

Tbars com 90 dias de Prateleira

1.0 F e = T28

0.5
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Fonte: Do Autor (2021).

31



concentragao plasmatica (ug/mL)

4.2 Modelamento Farmacocinético (Ensaio 3)

O melhor modelo farmacocinético estabelecido foi de absorcdo de primeira
ordem desde a via extravascular e com delay, a distribuicdo foi em dois compartimentos
e com eliminacdo linear RAIRAT et al (2019) determinaram a concentragdo plasmatica
apos a administracdo Unica de florfenicol por gavagem nas doses de 10, 15, 30, 45
mg/kg, nas temperaturas de 24, 28 e 32°C em tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus),
na Figura 7 pode-se observar os valores médios nos diferentes grupos do referido
estudo. Concomitantemente pode-se verificar mediante a curva dos valores médios
preditos que o modelo descreve adequadamente aos valores médios observados em

todas as doses e temperaturas avaliadas.

Figura 7 — Valores médios de concentracdo plasmatica de florfenicol observados
(pontos azuis) nos grupos experimentais do estudo de farmacocinética em tilapias do
Nilo realizado de RAIRAT et al (2019) e valores médios preditos pelo modelo

construido (linha continua).
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Fonte: Do Autor, (2021).
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Cbservations

Este modelo apresentou uma adequada correlacdo entre os valores observados e
preditos como mostrado na Figura 8, em que se observa que os valores observados
apresentam a dispersdo homogenia a respeito da linha de valores preditos, e dentro do
intervalo de 95% dos valores preditos. Na Figura 9 pode-se observar que as curvas dos
valores de concentracdo plasmaticas observados e preditos apresentam alto grau de
correspondéncia. Além disso, os valores observados encontram-se dentro da faixa de
variagdo do intervalo de 95% de confianga.

Figura 8: Valores de concentracdo plasmatica de florfenicol observados (pontos azuis)
e preditos (linha preta). A linha de pontos indica o intervalo de confianga de 95% dos
valores preditos.
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Fonte: Do Autor, (2021).
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Figura 9: Mediana, percentil 5 e percentil 95 dos valores observados (linha continua
azul, e preditos linhas descontinua preta) da concentracdo plasmatica de florfenicol em

tilapia. As sombras indicam o intervalo de 95% de confianca dos valores preditos.
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Fonte: Do Autor, (2021).
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Figura 10- Caixa de bigodes do tempo de laténcia de absorcdo (Tlag), constante de
absorcéo (Ka), depuramento (CI) e volume de compartimento 1 (V1) de florfenicol em
tildpia segundo as temperaturas de 24°C, 28°C e 32°C.
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Fonte: Do Autor, (2021).

Os parametros de tempo de laténcia de absorcdo (Tlag), constante de absorcéo
(Ka), depuramento (Cl) séo influenciados pelas temperaturas de criacdo, ao passo que 0
volume de compartimento central (V1) ndo foi influenciado (Figura 10).

Os animais mantidos a temperatura mais elevada apresentaram Tlag menor em

relagdo aos que foram mantidos em temperaturas mais baixas (R=0,882) (Figura 11 e
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12). O tempo lag corresponde ao tempo que o farmaco demora para ser liberado desde a
racdo até a fase aquosa do conteudo intestinal (AYDIN, 2020). A liberagdo do farmaco
desde a forma farmacéutica é controlada segundo a temperatura do sistema (AYDIN,
2020). Portanto, a diminuicdo do Tlag pode corresponder a uma maior velocidade de

liberacdo em temperaturas mais elevadas.

A constante de absor¢do (Ka) apresentou correlacdo positiva com o aumento da
temperatura (R=0,867) (Figura 11 e 12). Esta constante representa a velocidade do
processo de absorcdo que implica na passagem do farmaco desde a luz intestinal até a
circulacéo sistémica (LEN & WONG, 2017). Este processo é dependente da circulacédo
sanguinea no trato gastro-intestinal e da taxa metabdlica geral do animal (TOUTAIN et
al., 2004) de processo de absorcdo de farmacos. Os animais poiquilotérmicos, como a
tilapia, alteram de forma diretamente proporcional a taxa metabolica geral e o debito
cardiaco em funcao da temperatura em que estdo submetidas, como forma de adaptagédo
ao meio (ZENI et al., 2016). Isso poderia explicar porque em baixas temperaturas de
criagdo foram observados menores constantes de absorcao.

O depuramento (CI) apresentou uma correlacdo positiva em relacdo a
temperatura, sendo observado uma queda em condi¢bes de temperaturas mais baixas
(R=0,807) (Figura 11 e 12). O depuramento é o pardmetro que representa a eliminacéo
do farmaco do o organismo, incluindo-se o componente hepético e renal (TOUTAIN et
al., 2004). Estudos realizados em peixes demonstraram que o metabolismo hepatico e
eliminacdo renal sdo diminuidos com as baixas temperaturas (ZENI et al., 2016). Assim
os menores valores de depuracdo observados em tilapias criadas me temperaturas mais
baixas seriam determinados pelas menores taxas de metabolismo hepético e eliminagéo

renal.
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Figura 11- Correlacdo do tempo de laténcia de absorcéo (Tlag), constante de absorcao

(Ka), volume do compartimento 1 (V1) e depuramento (CI) de florfenicol em tilapia
com as temperaturas de 24°C, 28°C e 32°C (n=12).
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Fonte: Do Autor, (2021).

A Figura 12 demostra a variacdo das medias moveis de concentracdo plasmatica
ao longo de tempo segundo as doses e a temperatura. Pode-se observar como animais
mantidos a 30° C apresentam uma mediana da concentracdo plasmatica mével de
aproximadamente metade do que os animais criados a 18° C e tratados nas diferentes
doses avaliadas. Por outro lado, o aumento das doses determinou o aumento de

aproximadamente o dobro das médias moveis de concentracdo plasmaticas.

37



concentragdo plasmatica (ug/mL)

Figura 12 — Simulagdo das médias mdveis das concentracdes plasmaticas de florfenicol

apos a administracdo por gavagem de 10, 15 e 20 mg/kg a cada 24hs durante 10 dias em

tilapias de Nilo, criadas a 18°C, 21°C, 26°C e 32°C (n=1000).
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Fonte: Do Autor, (2021).

Na Figura 13 pode-se observar que o0 modelo permitiu quantificar a influencia da

temperatura nas concentracdes plasmaticas e estimar as concentracdes correspondentes

a temperaturas distintas das observadas por RAIRAT et al.,, (2019). O sucesso

terapéutico do florfenicol é determinado pelas adequadas concentragdo plasmaética ao

longo do tempo (TOUTAIN et al., 2021). Por outro lado, concentragdes excessivas de

florfenicol prolongadas durante o tempo provocam saturacdo do metabolismo com

consequente dano hepéatico (CARRASCHI et al., 2018), portanto 0 modelo permitira o
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ajuste dos intervalos de doses, 0 que pode possibilitar melhor tolerancia, evitando a
saturacdo metabolica. No Brasil as temperaturas de criacdo em que estdo submetidos os
animais variam em funcgéo das regides e dentro delas em funcgdo das diferentes épocas
do ano (CASAROLI et al., 2018). Portanto, o modelo proposto neste trabalho permite o
ajuste de doses especificas em funcdo da temperatura para cada regido de criacdo e de

suas variagdes climaticas ao longo do ano.

Figura 13 - Simulacdo das concentracdes plasmaticas de florfenicol apds a
administracdo por gavagem de 10, 15 e 20 mg/Kg a cada 24hs durante 10 dias em
tilapias de Nilo, criadas a 18°C, 21°C, 26°C e 32°C (n=12).
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Fonte: Do Autor, (2021).

O modelo possibilita a determinacdo do perfil de concentracdo plasmética em
funcdo da dose administrada e da temperatura de criagdo. Assim, a associacdo do
modelo com um modelamento PK/PD permitird estabelecer a eficacia terapéutica em
funcdo de CIM da bactéria que esta acometendo o plantel. (TOUTAIN et al, 2021). No
Brasil, ja foi demostrado uma variabilidade de suscetibilidade de Streptococcus
agalactiae observadas por MIC que variam de 0,125 a 16 pg/ml de florfenicol (DE
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OLIVEIRA et al, 2018), (GOZI, 2016), e MIC’s de 0,125 a 4 pg/ml de florfenicol para
Aeromonas spp. (GODOY et al, 2008), (GOZI, 2016). O conceito de medicina de
precisdo aplicada na producéo animal implica ainda na administragéo de doses corretas,
para o lotes correto, no momento e periodo correto. Portanto o modelamento proposto
permitiria 0 célculo de doses para um tratamento assertivo considerando varidveis de

temperatura de criagéo e suscetibilidade da cepa infectante.

5 CONSIDERACOES FINAIS

Diante dos desafios e dificuldades enfrentados a campo frente as mudancas
térmicas durante os periodos de criacao, surge a necessidade de adequacdo de manejos
terapéuticos em condi¢Oes ambientais distintas. Apesar da grande prevaléncia de
medicamentos veterinarios destinados ao tratamento de peixes serem por administracdo
via oral adicionada a racéo, evidencia-se que esta via de administracdo é realmente mais
pratica, apresenta grande eficicia para o tratamento do plantel e exige manejos mais
simplificados. Porém esta via de administracdo se mostra eficiente apenas em condicdes
onde os animais apresentam condi¢cdes metabdlicas mais elevadas, onde apesar de
infectados ainda buscam voluntariamente a alimentacdo fornecida, o que se aplica em

tratamentos com temperaturas mais elevadas.

Este trabalho embasa projetos futuros, para determinacdo de concentragdes
plasmaticas e teciduais dos animais tratados em diversas temperaturas, possibilitando a

continuidade de estudos de otimizagdo dos regimes de doses.
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6 CONCLUSOES

Mudangas na temperatura de criacdo dos animais interferem de forma intensa no
comportamento e consumo alimentar das tilapias (Oreochromis niloticus). Portanto as
diferentes temperaturas de manejo e criacdo dos animais demandam a necessidade de
pesquisas de outras vias de administracdo alternativas a via oral dos farmacos, em

animais potencialmente infectados.

A temperatura de criacdo dos animais tratados com florfenicol e o tempo em que
foram abatidos demonstraram ndo interferir nos parametros de Thars da musculatura

armazenada a -20°C.

O modelo farmacocinético proposto por este trabalho cumpriu com o0s requisitos
de qualidade, permitindo quantificar o impacto da temperatura nos parametros
farmacocinéticos, ademais permitiu estimar as concentracdes plasmaticas de florfenicol
para tilapias em diferentes temperaturas de criagdo. Portanto 0 modelo se mostrou uma
ferramenta promissora para 0s ajustes de doses necessarias para otimizagcdo dos

tratamentos nas diferentes regides e climas.
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