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Apresentacao

A aquicultura mundial continua em plena expanséao, simultaneamente com um aumento no consumo
de pescado, que € considerado uma fonte proteica de alto valor biolégico e de outros nutrientes para
a saude humana. Para suprir esta demanda, os sistemas de produgéo aquicola tornaram-se mais
intensivos. Esta intensificagdo pode induzir maior ocorréncia de doencgas por agentes patogénicos
que devem ser controlados com o uso de drogas veterinarias. Como consequéncia, os residuos
desses compostos em produtos animais podem prejudicar a saude humana, quando os seus niveis
estdo acima dos limites maximos permitidos.

Portanto, em decorréncia da geragéo de residuos de drogas veterinarias em produtos da aquicultura
€ necessaria a descricdo de metodologias que estabelecam parametros de acumulo e deplegéo
dessas drogas nos tecidos dos organismos.

As metologias descritas no presente documento poderdo auxiliar laboratérios de pesquisa que
estudem moléculas com uso promisor na aquicultura, assim como laboratérios credenciados na
geracao de dados para o registro de moléculas a serem comercializadas. Os produtores poderao se
beneficiar através dos resultados gerados por estas metodologias, de modo que possam adotar um
periodo de caréncia apropriado relacionado a deplecdo das drogas veterinarias dos tecidos antes
do abate.

Assim sendo, o presente documento procurou reunir, simplificar e exemplificar procedimentos
descritos na literatura juntamente com a experiéncia pratica adquirida pelo Laboratério de
Aquicultura e Ecotoxicologia e pelo Laboratério de Residuos e Contaminantes na realizagdo de
estudos de avaliagao de risco de agroquimicos e antibioticos. Estes argumentos constituiram os
instrumentos orientadores que permitiram concluir as metodologias propostas em consisténcia com
o Objetivo de Desenvolvimento Sustentavel (ODS 12) para assegurar padrdes de producao e de
consumo sustentaveis.

Ana Paula Contador Packer
Chefe-Geral da Embrapa Meio Ambiente
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Introducao

Segundo dados da Organizagdo das Nacgoes Unidas (ONU), até 2040 havera um aumento da
populagao brasileira de aproximadamente 9% (Nagdes Unidas, 2019). Devido a esse crescimento,
durante as ultimas décadas o consumo per capita de fontes proteicas tem aumentado, em fungao do
incremento da oferta, mudanga de habito do consumidor, avango na tecnologia e melhoria na renda
(FAO, 2022). Neste sentido, destaca-se o aumento no consumo de pescado, que é considerado
uma fonte proteica de alto valor bioldgico e de acidos graxos poli-insaturados com beneficios a
saude humana (Borghesi et al., 2013).

Em 2020, a produgdo mundial de pescado atingiu 178 milhdes de toneladas, sendo que a aquicultura
contribuiu com 88 milhdes de toneladas (49%), gerando aproximadamente USD 265 bilhdes em
divisas (FAO, 2022). A aquicultura mundial continua em plena expansao desde a década de 80,
embora com ritmo mais lento nos ultimos dois anos (3,3% em 2018-2019 e 2,6% em 2019-2020),
quando comparado a uma média de 4,6% ao ano durante o periodo 2010-2018 (FAO, 2022).

Por outro lado, a piscicultura, que € o principal segmento da aquicultura no Brasil, alcangou 841.005
toneladas, apresentando um crescimento de 4,7% em relagéo ao ano anterior (Associagao Brasileira
da Piscicultura, 2022).

O pais tende a registrar um crescimento de 104% na pesca e na aquicultura até 2025. Isto é
favorecido pelo consumo de peixes no Brasil que € de 14,4 kg por habitante por ano, valor maior
do que o recomendado pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS), de 12 kg por habitante por ano
(Silva et al., 2019).

Para suprir esta grande demanda por pescados, os sistemas de produgédo tém se tornado mais
intensivos. Entretanto, a intensificacdo pode induzir a uma maior ocorréncia de infecgdes, pois a alta
densidade de estocagem de organismos gera maior estresse; reduz a qualidade da agua ao alterar os
valores de pH, oxigénio e compostos nitrogenados; e aumenta o acumulo de residuos organicos na
agua e no sedimento. A propagacao de bactérias como Aeromonas, Staphyloccocus, Streptoccocus,
Yersinia, Serratia, Pseudomonas, Flavobacterium, Shigella, Salmonella e Escherichia (ALY et al.,
2012) pode levar a infecgbes e ocasionar lesdes superficiais na pele, branquias, assim como danos
em 6rgéos internos. Pode ocorrer também o aparecimento de crustaceos ectoparasitas causadores
de epizootias, tais como Lernaea cyprinacea e Dolops carvalhoi (Maduenho; Martinez, 2008).

Assim, a utilizacdo de drogas veterinarias na aquicultura € um poderoso recurso que tem sido
aplicado em todo o mundo para garantir a saude e a produgdo em larga escala. Como consequéncia,
a presenca de residuos desses compostos em produtos animais pode ser prejudicial a saude
humana quando os niveis de residuos estdo acima dos teores maximos de residuos permitidos no
produto alimenticio. Consequentemente, pode se exceder a ingestao diaria aceitavel do composto
devido ao consumo desse produto alimenticio.

Atualmente, os antibidticos autorizados para uso na aquicultura pelos érgdos competentes sdo
oxitetraciclina, florfenicol, sarafloxacina, eritromicinas e sulfonamidas, potencializados com
trimetropim e ormetropim (FAO, 2012). No Brasil, a aquicultura dispde apenas de dois ingredientes
antimicrobianos ativos licenciados, o florfenicol e a oxitetraciclina. Contudo, apenas o florfenicol
€ recomendado, especialmente para a criagdo de tilapia, (Compéndio..., 2016; Gozi, 2016). Por
outro lado, o triclorfon é o Unico parasiticida recomendado para o tratamento de ectoparasitas
no Brasil (Cardoso, 2007). Entretanto, suspeita-se que drogas veterinarias regulamentadas para
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outras espécies, como bovinos, aves, suinos e até animais de estimacéao, estdo sendo usadas nas
atividades aquicolas.

Os procedimentos mais comuns de administragdo das drogas veterinarias em peixes sdo por meio
de banhos de imersao e de incorporagao na ragao (Figueiredo, 2008). Os banhos sao utilizados
para tratamentos de formas jovens, ou em laboratérios, para o tratamento de uma quantidade
menor de peixes. Este procedimento também é utilizado durante o transporte, o qual pode afetar
negativamente a saude dos peixes de diferentes maneiras. Uma delas é o dano no epitélio devido
a abrasdo com o “container”, resultante do movimento durante o transporte. Outra maneira pode
ser ocasionada por uma reacgao fisioldégica decorrente da maior atividade fisica e de outros fatores
ambientais, como baixo oxigénio dissolvido. Tais danos e rea¢des podem causar sérias debilitacbes
com suscetibilidade a infecgdes (Mbawuike et al., 2017).

Assim, alguns produtores utilizam antibiéticos de forma profilatica na agua de transporte dos peixes,
a fim de impedir o desenvolvimento de bactérias (Sudarto et al., 2003).

O tratamento de infec¢bes ou parasitas por meio da imersao dos organismos em banhos contendo
a droga veterinaria (DV) pode produzir niveis sistémicos decorrentes da passagem do composto
através da superficie branquial e pele, e por consequéncia acumulo nos tecidos (Papich; Riviere,
2009).

Aadministracao oral de medicamentos veterinarios torna o tratamento de peixes adultos relativamente
facil e barato. Portanto, este método tornou-se a principal via para medicar peixes (Kelly, 2013). A
maior vantagem da administracao da DV via ragéo é a reducgao de efluentes contendo o composto
com consequente reducédo da exposi¢cao indesejavel da droga no ambiente e outras espécies de
peixes (Park et al., 2012).

Em decorréncia da geragao de residuos de DV em tecidos de peixes pela exposigdo dos organismos
a estes compostos através da agua ou através da ragado medicada, a descrigao de metodologias que
estabelecam parametros de acumulo e deplecéo da DV dos tecidos é necessaria. Esta necessidade
se aplica a compostos permitidos pela legislagdo, assim como na pesquisa de moléculas com
potencial de uso na producido aquicola. Estes procedimentos detalhados poderdao ser adotados
por laboratérios credenciados para auxiliar no registro da DV por 6rgdos governamentais de
pesquisa e por laboratérios de pesquisa de empresas de comercializagao da DV, de modo que os
resultados contribuam para estimar o risco ao consumidor e também estimar uma quantia segura
de ingestdo do produto alimenticio (pescado ou outros produtos de origem aquicola). Além disso,
também proporcionardo informagbes a serem adotadas pelos produtores acerca do periodo de
caréncia para a deplegao da DV dos tecidos dos peixes antes do abate, de modo a fornecer para
a comercializacdo um produto alimenticio com limites maximos permissiveis compativeis com a
legislagao.

Os resultados também fornecem informagdes a respeito do risco do langamento de efluentes
contendo a DV, que poderiam atingir o entorno do sistema de produ¢édo, provocando o acumulo
na biota aquatica com consequente efeito na cadeia trofica, ou risco da ingestdo humana desse
organismo.

A respeito das consideragdes acima, serao descritas, metodologias referentes a avaliagao do grau
de acumulo e depuragcao de drogas veterinarias decorrentes da exposi¢cao de peixes pelas duas
vias ja citadas, ou seja, através da agua e atraves da dieta.

A titulo de exemplificagéo, dados de exposigao a dois antimicrobianos (florfenicol e sulfametazina)
em Oreochromis niloticus (tilapia-do-Nilo) serao descritos para uma melhor compreensédo do
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delineamento experimental e do algoritmo (passo a passo) no calculo e interpretagao dos parametros
farmacocinéticos.

Na medida do possivel, procurar-se-a reunir, simplificar e exemplificar procedimentos descritos nas
literaturas nacional e internacional (Organisation for Economic Co-Operation and Development,
1981a, 1981b, 2012; Oliver; Niimi, 1985; Spacie; Hamelink, 1985; IBAMA, 1988), que juntamente
com a experiéncia pratica adquirida na realizagao de estudos de avaliagéo de risco de agroquimicos
e antibiéticos (Jonsson; Toledo, 1993; Nunes et al., 2018; Jonsson et al., 2019; Shiroma et al.,
2021), foram os instrumentos orientadores que permitiram concluir as metodologias propostas.

Definicdes

Droga veterinaria (DV): composto de natureza quimica, biolégica ou mista destinado a prevenir,
diagnosticar ou curar doengas dos animais, ou que contribua para a manutencgéo da higiene animal.

Bioconcentragao/bioacumulagédo: aumento da concentragao da DV no organismo vivo em relagcao
a concentracao da DV no meio em que se encontra. O termo bioconcentragdo é preferencialmente
usado quando o acumulo ocorre pela respiragcao devido a exposi¢cao na agua, enquanto que o termo
bioacumulagéo se refere a esse processo através da agua e do alimento contendo a DV.

Fator de bioconcentragao (FBC): é o valor numérico do quociente entre a concentragao da DV no
tecido do organismo e a concentragdo de DV na solugao-teste, quando em estado de equilibrio
estacionario, expresso na unidade mL . g™.

Estado de equilibrio estacionario: é a situagao na qual a concentracido da DV é constante em relacéo
ao tempo de exposigao, ou a taxa de variagdo da DV no organismo & zero.

Assimilacao: é o processo de ingresso da DV no organismo.

Depuragéo: é o processo de eliminagao da DV pelo organismo para um meio isento da concentracao
da DV apés a transferéncia do organismo para agua isenta da DV, ou apds a interrupcao da
alimentag&o do organismo com uma ragao medicada.

k,: € a constante de assimilagdo que define numericamente a taxa de acréscimo da concentragéo
da DV no tecido do organismo quando este é exposto ao farmaco. E medida como o aumento na
concentracao da DV no organismo por unidade de concentragdo no meio, por unidade de tempo.
Expressa nas unidades mL . g". h';g.g" h' ou h.

k,: € a constante de depuragdo que define numericamente a taxa de decaimento da concentragéo
da DV no tecido apés a transferéncia do organismo para um meio isento do farmaco, expressa na
unidade h.

Limite maximo de residuo (LMR): é a concentragdo maxima de residuo da DV no organismo, ou no
produto alimenticio, que € oficialmente tolerada em decorréncia da exposicdo dos peixes na agua
ou pela ragao aplicada. O valor de LMR geralmente é expresso em mg kg'.

Ingestao diaria aceitavel (IDA): é o valor numérico em mg kg™ por peso corpéreo (mg kg™ p.c.), que
expressa a quantidade aceitavel da DV que um ser humano adulto pode consumir, com seguranga,
durante todos os dias.

Periodo de deplecao (Pd): € o tempo minimo necessario para garantir que o residuo da DV no
produto alimenticio seja igual ou menor do que o LMR.
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Avaliacao da bioconcentracao e do periodo de deplecao de
drogas veterinarias em peixes expostos atraves da agua

Fundamento

O procedimento consiste na exposi¢ao de organismos (peixes) a uma determinada concentracao da
DV na agua durante um periodo de tempo definido. A cada intervalo regular de tempo, durante esta
fase de assimilagao, amostras de agua e de organismos sao coletadas (Ibama, 1988). Apds esta fase,
0s organismos sdo transferidos para agua isenta da DV para avaliar a depuragdo. A partir dos dados
de residuos da DV no tecido e na agua, é estimado o fator de bioconcentracao (FBC) pelo quociente
entre as taxas cinéticas de acumulo e de eliminacdo (Spacie; Hamelink, 1985; Organisation for
Economic Co-Operation and Development, 2012). O valor de concentragao no tecido no estado de
equilibrio estacionario a uma dada concentragdo da DV na agua, calculada através deste fator, pode
ser comparado com o valor de LMR do produto alimenticio. Essa concentragdo permite calcular a
ingestdo maxima da DV através do consumo do alimento (peixes) de modo que nao se ultrapasse
o valor da IDA.

Os dados da fase de depuragado também permitem calcular um periodo de deplecao dos residuos
da DV para que estes sejam diminuidos para o limite maximo permitido no produto alimenticio, de
acordo com a legislagcédo vigente. Este periodo pds-tratamento é o tempo compreendido entre a
interrupcao do tratamento com a DV até a retirada dos peixes para o abate (Nunes et al., 2018).

Delineamento experimental em exposi¢oes através da agua

Agua de diluigao

A agua de boa qualidade deve ser adequada a manutencao dos organismos e nao deve afeta-los
durante a execucao de estudo. A agua deve ser desclorada com prévia aeragao ou pela adigdo de
tiossulfato de sddio. Neste ultimo caso utilizam-se 7 mg deste composto para cada miligrama de
cloro livre (Murty, 1986).

Ou entao, pode ser aerada através de mini compressor, mangueira e pedra porosa, de modo
a oferecer boas condicbes de sobrevivéncia e bem-estar aos organismos. Recomenda-se uma
concentracdo de oxigénio dissolvido de no minimo 60% da saturacédo. Periodicamente deve-se
proceder as medidas de pH, dureza, aménia, condutividade, oxigénio dissolvido e temperatura
(Ibama, 1988; Estados Unidos, 1996; Organisation for Economic Co-Operation and Development,
2012).

Solugao-teste

A solucao-teste deve ser preparada mediante a dissolugao de um volume adequado de uma solugao-
estoque contendo a DV em um determinado volume agua de diluicdo. Esta solugédo-estoque por sua
vez é preparada pela adicado e dissolugao de uma massa apropriada da DV diretamente num dado
volume de agua de diluigdo. Na solugio-teste serdo alocados os organismos-teste e a concentragao
da DV escolhida sera a que se utiliza no tratamento (Shiroma et al., 2021). Alternativamente pode
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se utilizar 1/10 da concentragao letal média (CL50-96h) da DV em questao (Jonsson et al., 2019;
Venkateswarlu; Venkatrayulu, 2020).

Organismos-teste

Os organismos (peixes) a serem avaliados devem ser aclimatados as condi¢bes laboratoriais em
que o teste sera realizado pelo periodo de pelo menos 10 dias (Jonsson et al., 2002).

O lote dos peixes a serem utilizados deve ter um tamanho uniforme em que o maior organismo
nao deve ser 1,5 vezes maior que o menor peixe. Outro critério € que o peixe com menor peso
nao deva ser menor que 2/3 do peso do maior peixe (Organisation for Economic Co-Operation and
Development, 1981a, 1981b, 2012).

A aprovacdo do estudo, por motivo de uso de animais experimentais, devera ser outorgada
previamente pela Comisséo de Etica de Uso Animal (CEUA) da instituicdo envolvida no teste.

Densidade

Com relagao a densidade utilizada durante o estudo, ou seja, a relagdo entre a biomassa dos
organismos-teste e o volume da solugdo-teste, recomenda-se nao ultrapassar 1 g por litro
(Organisation for Economic Co-Operation and Development, 2012). Entretanto, a literatura relata
sobre densidades superiores a esta (~2 g por litro) em estudos de avaliagdo de acumulo de
xenobidticos (Song et al., 2012; Shiroma et al. 2021). Na dependéncia do objetivo do estudo, como
por exemplo, quando se deseja avaliar o periodo de deple¢cdo de um dado composto num sistema
de producdo, pode-se adotar a mesma densidade que a utilizada habitualmente no tratamento
terapéutico.

Temperatura e periodo de exposicao

Atemperatura da agua e o periodo em que o organismo-teste sera exposto a DV serdo compativeis,
respectivamente, com a espécie de organismo e com o tempo adotado no tratamento através
da agua (Organisation for Economic Co-Operation and Development 2012, Shiroma, 2021).
Alternativamente, podera se adotar como tempo de exposigéo (fase de assimilagdo) um periodo
semelhante ao de depuracao, conforme calculado no item Amostragem. (Organisation for Economic
Co-Operation and Development, 1981a, 1981b, 2012).

Amostragem

Um numero de pelo menos 40 organismos-teste sera alocado em quatro recipientes (aquarios ou
tanques). Com relagao a esses, deve-se tomar cuidado para evitar o uso de aquarios ou tanques
compostos por materiais que possam adsorver a DV ou lixiviar, e ter um efeito adverso nos peixes.
Podem ser usados tanques retangulares ou cilindricos feitos de material quimicamente inerte
(preferencialmente vidro ou ago inox) e de capacidade adequada de acordo com a densidade a ser
usada (Organisation for Economic Co-Operation and Development, 2012).

Durante a fase de assimilagdo da DV um peixe de cada recipiente devera ser amostrado em periodos
que seguem uma progressao geométrica, como por exemplo, em 3, 6, 12, 24, 48 e 100% do tempo
total de exposigao. Isso permite obter uma curva de assimilacdo da DV, que deve conter pelo menos
cinco pontos, sendo que cada ponto correspondera no minimo a quatro réplicas (Organisation for
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Economic Co-Operation and Development, 2012). Amostras de agua também deverao ser coletadas
desses recipientes, identificadas e armazenadas em freezer (- 20 °C) para analise de residuos.

Terminado o periodo de exposigdo a DV, os organismos remanescentes deverao ser expostos
a agua isenta da DV e recirculada através de filiros externos contendo carvao ativo que funciona
como adsorvente da DV.

Para fins de planejamento do experimento, o periodo de depuragéo de 99,99% do residuo (T, o;
em horas) pode ser estimado através da Equacgao 1 (Organisation for Economic Co-Operation and
Development, 2012) :

__Ln(0,0001) _9,2

9999 Kanip Kahip (Eg. 1)

onde k2hip € a constante de eliminacao hipotética, que pode ser estimada com base na solubilidade
da DV na agua (S) em mg L™, conforme a Equagéo 2 (Organisation for Economic Co-Operation and
Development, 1981b):

logk,. =0,431logS-2,11 (Eq. 2)

2hip

A amostragem durante o periodo de depuracéo devera ser realizada em no minimo quatro ocasides
distribuidas numa progressao geométrica, como por exemplo, 3, 6, 12, 24, 48 e 100% do T, ,, de
modo a se obter uma curva de eliminagdo da DV contendo no minimo cinco pontos. O primeiro
ponto corresponde a 0 hora de depuracao (ultima coleta da fase de assimilagdo). A cada ponto

correspondera a amostragem de pelo menos quatro (4) organismos-teste.

Simultaneamente a exposicéo a DV, deverao ser avaliados peixes nao expostos a DV que servirdo
como controle. Entretanto, ndo sendo detectados niveis significativos da DV no inicio da fase
de assimilacdo, a amostragem de dois a trés peixes no final desta fase, e no final da fase de
depuracao, seria suficiente para servir como controle (Organisation for Economic Co-Operation and
Development, 2012).

Os peixes coletados deverao ser eutanasiados pela imersao em solugao de benzocainaa 65 mg L,
seguida de seccao medular. Posteriormente, deve-se proceder a filetagem das se¢des musculares
sendo as amostras de filé corretamente identificadas e armazenadas em freezer (-20°C) para
posterior analise de residuos da DV (Jonsson et al., 2019; Shiroma et al., 2021). O tempo maximo
de estocagem em freezer sera adotado conforme as recomendacdes do laboratério executor da
analise de residuos.

Os procedimentos de analises de residuos ndo serdo discutidos neste documento, por serem
especificos para cada molécula e matriz que se pretende estudar.

A titulo de exemplificagcdo, na Tabela 1 sdo apresentadas as condi¢gdes experimentais decorrentes
de um estudo com o antibiético florfenicol em tilapias (Shiroma et al., 2021), cujos resultados estédo
nas Tabelas 3 e 4, e analisados em itens subsequentes.
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Tabela 1. Condigbes experimentais de exposi¢cdo na agua de tilapia-do-nilo ao antibidtico Florfenicol para avaliagdo da
bioconcentracéo e o periodo de deplegéo.

Organismo-teste Oreochromis niloticus

Agua de diluigao Rede de abastecimento declorinizada

Temperatura =26 + 1 °C; pH =7,2 + 0,2; oxigénio dissolvido
=8,1+ 0,5 mg L', condutividade = 0,09 + 0,01 yS cm;
amonia total = 0,31 ug mL"'; dureza total = 3 dH (graus
Deutsche Harte)

Caracteristicas fisico-quimicas da agua de diluigdo

Fotoperiodo 16 horas luz/8 horas escuro
Periodo de aclimatagao 14 dias
Alimentago Diariamente com ragdo comercial isenta da DV na proporgao

de 1-2% do peso corpdreo

Florfenicol, contido em produto comercial (pd) na

Ll T concentragéo de 30% (peso/peso)

Concentragdo nominal do principio ativo na agua 10 mg La
Solubilidade em agua (25 °C) do principio ativo 1.320 mg L
Periodo total da fase de exposigcao 48 h?
Periodo da fase de depuragao 120 h°
Comprimento médio dos peixes 13+ 0,6 cm
Peso médio dos peixes 37+5¢g

Densidade (numero de peixes/volume util do recipiente) 16 peixes / 300 L

Numero de recipientes sob tratamento 05

Numero de recipientes controle 05

Amostragem na fase de assimilagdo 1,5;3;6;24e48h
Amostragem na fase de depuragéo 1,5; 3;6;24,48 e 120 h
Numero de organismos por amostragem 05 (01 para cada recipiente)

a Os valores de concentragdo-teste e periodo total de exposicdo foram adotados conforme uso de antibidtico no transporte de peixes (Sudarto et al., 2003).

> O periodo T, ., estimado de acordo com as Equagdes (1) e (2) foi equivalente a 54,11h.

99,99

Log k,. =0,43 x log 1.320,00 - 2,11 Logk, =0,43x3,12-2,11

2hip 2hip

Log k, =1,34-211=-077 k, =0,17h"'

2hip 2hip

Tooee = 9,2/K. Tooee = 9,2/0,17 T,

99,99 2hip 99,99

=5411h

99,99

Entretanto, neste estudo foram coletadas amostras adicionais até aproximadamente o dobro do

valor de T, 4, (120 horas), de modo a garantir a eliminagéo total do farmaco do tecido.

Avaliagao do acumulo e eliminagao através da ingestao de uma
racao medicada

A administragdo da DV através de alimento é o método mais comumente utilizado pelos produtores
devido a sua maior praticidade e menor custo. Neste tipo de manejo, a determinagao do tempo de
caréncia antes do abate (periodo de deplecao - Pd) torna-se um parametro de suma importancia
para a comercializagdo de um produto alimenticio com nivel de residuo de acordo com a legislagéo
vigente.

Como exemplo, na Tabela 2 esta resumido o delineamento experimental de um estudo com
o antibidtico sulfametazina, administrado em tilapias através da dieta (Nunes et al., 2018).
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Previamente, os organismos foram alimentados com uma racao isenta da DV durante um periodo de
aclimatacao. Durante o periodo de tratamento os peixes passaram a ser alimentados com a mesma
racao contendo a DV numa determinada dose diaria (dose terapéutica), expressa em quantidade
do principio ativo/peso do animal. Uma vez finalizado o periodo de tratamento, os peixes voltaram a
ser alimentados com a ragdo sem conteudo da DV. Nesta ultima fase foram feitas coletas periddicas
de modo a obter uma relagao inversamente proporcional entre os niveis de residuos no tecido e o
tempo (Paschoal et al., 2011).

O Pd e a influéncia da temperatura neste parametro sdo calculados conforme sera exposto no
item Calculo do periodo de deplecao (Pd). Associagdes entre os niveis de residuos encontrados
logo apds o ultimo dia de tratamento e o risco para o consumidor podem ser realizadas conforme
apresentado no item Aplicagao do FBC na avaliagao de risco da ingestdo de alimento contendo a
DV, considerando o valor de IDA e estimativa de consumo de peixe.

Tabela 2. Condigdes experimentais de exposigdo de tilapia-do-nilo ao antibiético sulfametazina através de uma racao
medicada para avaliagéo do periodo de deplegéo (Nunes et al., 2018)

Organismo-teste Oreochromis niloticus

Agua de diluigéo Rede de abastecimento declorinizada
Peso médio dos peixes 30+5¢g

Densidade (numero de peixes/volume util do recipiente) 18 peixes/200 L

Numero de recipientes sob tratamento 06

Numero de recipientes controle 01

Temperatura: 26 + 2 °C
Fotoperiodo: 16 horas luz / 8 horas escuro

GOz el B2l Oxigénio dissolvido: 7,12 + 0,33 (mg L)

pH: 6,50 + 0,22
Renovacao da agua 03 vezes por semana
Periodo de aclimatacao 10 dias

Alimentagao durante o periodo de aclimatagéo, assimilagdo Ragdo comercial extrusada, administrada 02 vezes por dia,
e depuragao na propor¢ao aproximada diaria de 2% de peso corporeo.

Sulfametazina (4-Amino  N-(4,6-dimethyl-2-pyrimidinyl)

lESE T benzenesulfonamide); pureza > 99%

Dose nominal diaria 0,4 g / kg peso corpoéreo
Concentragéo do principio ativo na ragédo 24,3 mg /g
-1 o 5
Solubilidade em &gua do principio ativo ;28(1)5?3 L1 (29 °C; pH 7) https://go.drugbank.com/drugs/

Periodo total da fase de exposicdo com ragao medicada 11 dias
Periodo total da fase de depuragédo com ragao isenta da DV 15 dias

Amostragem na fase de depuragéo 6, 12,24, 48,72, 144, 168 e 360 h

Numero de organismos por amostragem 10 (02 por recipiente)



Métodos de avaliagdo do acimulo e da depuragdo de drogas veterinarias de interesse na aquicultura 15

Analise dos resultados da estimativa da bioconcentragao e do
periodo de deplec¢ao apds a exposicao a uma droga veterinaria

A titulo de exemplo, é apresentado o tratamento de dados e obtengdo de parametros cinéticos
decorrente de um estudo com o antibiético florfenicol, aplicado em tilapias (Shiroma et al., 2021)
através da agua, conforme delineamento experimental apresentado na Tabela 1.

Apos a estocagem das amostras em freezer e a analise dos residuos do antibiético por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC), obteve-se os resultados apresentados nas Tabelas 3 e 4. Estes
séo relativos a cada periodo de amostragem dos peixes na fase de assimilagdo (acumulo) e de
eliminagao (depuragao), respectivamente.

Tabela 3. Concentragéo de florfenicol (C..) em filé de tilapias na fase de assimilagédo decorrente da exposi¢éo a
concentragado nominal de 10 mg L' durante 48 horas.

Tempo de exposigio (h) C.. (ugg”)

1,5 0,0436
1,5 0,0085
1,5 0,0693
1,5 0,0587
3 0,0240
3 0,0298
3 0,1459
3 0,0374
3 0,0608
6 0,0910
6 0,2114
6 0,0985
6 0,1543
6 0,2042
24 0,3803
24 0,3635
24 0,3327
24 0,2974
24 0,2937
48 0,5487
48 0,4865
48 0,9200
48 0,6763
48 0,5092
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Tabela 4. Concentragéo de florfenicol (C..) em filé de tilapias durante a fase de eliminagéo da DV apds a exposicéo a
concentragdo nominal de 10 mg L' durante 48 horas

Tempo (h) C.(ngg”) Log C.. (Mg g7)
0 0,5487 -0,2607
0 0,4865 -0,3129
0 0,9200 -0,0362
0 0,6763 -0,1699
0 0,5092 -0,2931

1,5 0,3177 -0,4980
1,5 0,2681 -0,5717
1,5 0,2985 -0,5251
1,5 0,2228 -0,6522
1,5 0,2102 -0,6774
3 0,2771 -0,5574
3 0,2652 -0,5764
3 0,2765 -0,5584
3 0,1948 -0,7103
3 0,2395 -0,6208
6 0,1740 -0,7593
6 0,2601 -0,5848
6 0,2258 -0,6462
6 0,1876 -0,7268
6 0,2250 -0,6477
24 0,0199 -1,7010
24 0,0166 -1,7808
24 0,0006 -3,2344
24 0,0117 -1,9305
24 0,0087 -2,0607
48 0,0039 -2,4086
48 0,0042 -2,3770
48 0,0015 -2,8320
48 0,0032 -2,5003
48 0,0022 -2,6575
120 0,0023 -2,6316
120 0,0019 2,711
120 0,0022 -2,6665
120 0,0030 -2,5268

120 0,0021 -2,6708
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Calculo e aplicagao das constantes cinéticas e do Fator de Bioconcentragao

Para o calculo do FBC foi utilizada a relacdo cinética, que descreve a taxa de assimilagdo e
eliminagao, descrito pela Equacgao 3 (Organisation for Economic Co-Operation and Development,
2012):

(Eq. 3)
Onde: C_. = concentrag&o de florfenicol no musculo do peixe (ug g™)
Cw = concentragao de florfenicol na agua (ug mL")
k, = constante de assimilag&o (h™)
k,= constante de depuragéo (h™")

Quando o estado de equilibrio é atingido, ou seja, quando ndo se observa um aumento da
concentracao no tecido do organismo em fungéo do tempo de exposi¢ao tem-se na Equacgéao 3

, acarretando que . Consequentemente, o fator de bioconcentragdo (FBC) é
estimado por

(Eq. 4)

O valor numérico do FBC pode ser estimado utilizando-se a Equagao 4 supondo um estado de
equilibrio estacionario, ou seja, , que também exprime uma relagao entre a concentracao
da DV no tecido dos peixes em estado de equilibrio estacionario e a concentragdo na agua,

O estado de equilibrio estacionario pode ser verificado quando o FBC ndo muda significativamente
(p<0,05) de valores ao longo de um periodo equivalente (ou maior) a 16% do total do tempo de
exposigao do organismo a concentragdes de DV (Stephen et al., 2010). Isto pode ser conferido por
meio do teste t de Student, utilizando-se o aplicativo Excel do MS-Office.

Quando néo é atingido o estado de equilibrio estacionario, como no caso deste exemplo, o fator
de bioconcentracao (FBC) pode ser calculado de acordo com a Equacéo 5, ou seja, pelo quociente
entre as taxas de assimilagao e a taxa depuragao. Assim, o FBC é dado por (Oliver; Niimi, 1985;
Organisation for Economic Co-Operation and Development, 2012).

(Eq. 5)
Estimativa da taxa de depuracéo k,

Primeiramente, deve-se calcular a constante de eliminagéo k,, através da inclinagdo da reta dada
pelo logaritmo (base 10) da concentragéo da DV no tecido “log C..” em fung&o do tempo da eliminagéo
(Spacie; Hamelink, 1985; Shiroma et al., 2021). Para isto, os valores da concentragdo da DV no
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tecido sao convertidos em logaritmo, observando-se que devem ser excluidos os valores inferiores
ao limite de deteccao do método, caso estejam presentes (Organisation for Economic Co-Operation
and Development, 2012). Os graficos, assim como a inclinagido da reta, podem ser obtidos através
do programa Excel nas fungdes “Inserir grafico” e “Inserir fungdo / INCLINACAQ”. No exemplo deste
estudo, os valores referentes a 24, 48 e 120 h, na fase de depuracéo, foram excluidos devido ao
limite de detecgéao ser de 0,06 ug g (Tabela 4).

Figura 1. Linearizacédo da curva de regressao referente a concentragao de florfenicol em musculo
de tilapia na fase de depuragdo em fungdo do tempo (Shiroma, 2019)

Desta maneira, obtém-se uma reta (Figura 1), cuja inclinagédo é equivalente a -0,0649. Devido aos
valores estarem em log (base 10), a inclinagdo deve ser multiplicada pelo fator -2,303 para se obter
o valor de k, (Equag&o 6) (Shiroma et al., 2021).

k, = INCLINAGAO (-2,303) (Eq. 6)
k, =-0,0649 (-2,303)
k, = 0,149 h"

O valor de k, permite também calcular o tempo de meia-vida biologica de florfenicol (t, ,,) através da
Equacéo 7, ou seja, o tempo em que ha redugéo na concentragdo do composto no tecido do peixe
em 50% do valor inicial. Isso permite fazer comparagdes a respeito do padrao de eliminagéo entre
diferentes espécies ou entre diferentes DVs para uma espécie. Também permite estudar fatores
bidticos e abidticos que interferem na depuracao.

t,,, = 0,693/k, (Eq. 7)

1/2b

t. . =0,693/0,149

1/2b

=4,65h

t112b
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Calculo de k, e BCF

Neste exemplo, a concentragcao nominal de florfenicol na agua proposta para o estudo foi de 10 mg
L. Entretanto, a concentragao real média determinada para o periodo de exposigao foi de 11,72 mg
L, valor adotado para o calculo de k..

Quando a C é constante, a Equagao 3 pode ser integrada resultando na Equagéo 8. A inclinagéo
da reta referente a C_. em fungéo de 1-e’k,t é equivalente a “k /k, C " (Equagéo 9).

(Eqg. 8)
Inclinagédo =k /k, C (Eq. 9)

Tendo-se calculado a k,, para a determinagéo do BCF constroi-se um grafico das concentragdes da
DV no tecido (C_.) durante a fase de assimilagéo em fungdo expresséo (1-e*.") (Oliver; Niimi, 1985).
Nesta, “e” & a base do logaritmo neperiano (2,718), enquanto “t” € o tempo correspondente a cada
valor da C__ nesse periodo de assimilagdo. Os valores s&o apresentados na Tabela 5 tendo sido
excluidos os valores inferiores ao limite de detecgéo (0,06 ug g)

Neste exemplo, o grafico gerado (Figura 2) relaciona a concentracao do florfenicol presente em
musculo com a expressao (1-e’.!), calculada nos tempos (t) 1,5; 3; 6; 24 e 48 h da fase de assimilagao.

Tabela 5. Valores de concentracédo de florfenicol em musculo de tilapia em fungédo dos valores de (1-e*2") referentes a
cada tempo de amostragem durante a fase de assimilagéo.

1-e*! C: (Mg g”)
0,201 0,069
0,201 0,059
0,361 0,146
0,361 0,061
0,592 0,091
0,592 0,211
0,592 0,098
0,592 0,154
0,592 0,204
0,972 0,380
0,972 0,364
0,972 0,333
0,972 0,297
0,972 0,294
0,999 0,549
0,999 0,487
0,999 0,920
0,999 0,676

0,999 0,509
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Figura 2. Relacdo entre os valores de concentracdo de florffenicol em muasculo de O.
niloticus na fase de exposicdo a DV e valores de (1 - e*.!) nos diferentes periodos (t) desta fase (Shiroma, 2019)

Aregressao linear simples dos dados da Figura 2 gera a equagéao y = 0,619 x - 0,146, cuja inclinagao
€ equivalente a 0,619, calculada pelo programa Excel (Inserir funcdo/INCLINACAO). Portanto,
substituindo na Equacéao 9 e na Equacao 5:

INCLINACAO = (k,/k,) C,,
0,619 = (k,/0,149) x 11,72
k, = (0,619 x 0,149) /11,72
k, = 0,0077 h*

BCF =k /k, =0,0077 /0,149
BCF = 0,052 mL. g*

Portanto, na situacdo de estado de equilibrio estacionario, a concentracao de antibiético no filé
de peixe seria equivalente a 0,052 vezes a concentragdo na agua. Nesta situagéo e aplicando a
Equacéo 4, o nivel de residuo em tecido (C_.) seria equivalente a 0,62 ug g" (C.. = 0,052 x 11,72
=0,62).

Aplicacado do FBC na avaliagao de risco da ingestao de alimento contendo a DV

Avaliar o FBC é relevante para confrontar os dados de acumulo de um composto em determinado
organismo com os valores de LMR e de IDA propostos por agéncias reguladoras. Inferéncias
podem ser realizadas atribuindo concentragdes hipotéticas da DV na agua de modo a se estimar a
quantidade do produto alimenticio a ser consumido (Jonsson et al., 2019).

Por exemplo, tendo-se avaliado para o florfenicol um FBC equivalente a 0,052 e permanecendo as
tilapias numa C hipotética de 58,60 ug mL™ (cinco vezes superior ao valor experimental descrito de
11,72 mg L"), estima-se uma concentragdo média em tecido no estado de equilibrio equivalente a
3,10 ug g*'. Assim, de acordo com a Equacéo 5:
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FBC=C,./C,
c.=FBCC,
C.. = 0,052 x 58,60 = 3,05 ug g"

Este valor de residuo de florfenicol ultrapassaria o valor de LMR proposto para o antibiético, que é
equivalente a 1 ug g'de filé (European Comission, 2010; Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria,
2018).

Segundo a Food and Drug Administration (Estados Unidos, 2019), a IDA do florfenicol € de 10 ug
kg™ de peso corpéreo (PC) por dia. Portanto, segundo a Equagado 10 a ingestdo maxima permitida
para um individuo (IMP) de 70 kg de peso corpéreo € equivalente a 700 ug florfenicol.

IMP = IDAPC  (Eq. 10)
IMP = 10 x 70 = 700 g

Esta quantia do antibiético poderia ser consumida pelo aporte diario de uma quantidade de peixe
(Qp), equivalente a aproximadamente 230 g de filé, segundo a Equagao 11:

Qp=IMP/C_ (Eq.11)
Qp = 700/3,05
Qp = 229,51 g

Segundodadosda FAO (FAO, 2022), o consumo médio de filé de peixe por ano é de aproximadamente
20 kg, ou seja, aproximadamente 55 g ao dia. Esta quantidade de filé de peixe é bem inferior a
necessaria para se atingir as 700 ug de florfenicol pelo consumo aproximado de 230 gramas de
filé de peixe. Entretanto, devem ser observadas as diferengas regionais relacionadas a quantidade
ingesta de filé de peixe contendo a DV.

Calculo do periodo de deplegao (Pd)

Calcula-se o tempo necessario para a eliminacdo de florfenicol até que a
concentragdo do antibioético no musculo for inferior ao LMR (1ug g') estabelecido pela legislagédo
(Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, 2018).

Calculo através da regressao linear simples utilizando o programa Excel

Para cada periodo de amostragem, os dados de residuos referentes a fase de eliminagao (Tabela 4)
sao transformados em logaritmo neperiano (Ln) (Tabela 6). Neste exemplo houve uma transformacéao
dos valores de ug g'para ng g', de modo a ndo se obter valores negativos de Ln (Nunes et al.,
2018; Shiroma et al., 2021).
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Tabela 6. Logaritmo neperiano (Ln) da concentracéo de florfenicol em fungédo do tempo de depuracgéo por tilapias expostas
previamente a concentragdo nominal de 10 mg L' durante 48 horas

Tempo (h) C (ug g) C. (ng g”) Ln C,, (ng g”)
0 0,5487 548,665 6,307488
0 0,4865 486,5484 6,187336
0 0,9200 919,9804 6,824352
0 0,6763 676,3132 6,516656
0 0,5092 509,2292 6,232898

1,5 0,3177 317,6573 5,760973
1,5 0,2681 268,0783 5,591279
1,5 0,2985 298,4739 5,698683
1,5 0,2228 222,7592 5,406091
1,5 0,2102 210,1756 5,347943
3 0,2771 277,0618 5,624241
3 0,2652 265,2077 5,580513
3 0,2765 276,4654 5,622086
3 0,1948 194,8379 5,272168
3 0,2395 239,4636 5,478401
6 0,1740 174,0405 5,159288
6 0,2601 260,1059 5,561089
6 0,2258 225,8239 5,419756
6 0,1876 187,5677 5,23414
6 0,2250 225,0453 5,416302

Para fins de estimativa de um maior risco, o Pd é calculado a partir do limite superior do intervalo de
tolerancia 99% com nivel de certeza de 95% (Paschoal et al. 2011; Nunes et al., 2018). Este limite
refere-se ao valor superior de um intervalo estatistico, que fornece limites dentro do qual uma certa
proporgao da populagao (99%) cai com um dado nivel de confianga (95%) (Young, 2010).

Aplicam-se, portanto, a Equacdo 12 e a Equacéo 13, resultantes da equacéo da reta, e descritas de
acordo com protocolo para a determinagao de periodos de caréncia adotados pela Unido Europeia
(European Medicines Agency, 2016).

y=bx+a+KSyx (Eq.12)
x=[y-a—-(KSyx)]/b (Eq. 13)

Sendo “x” referente ao tempo (h), o periodo de deplegao (Pd) para se atingir o LMR pode ser
calculado pela Equagao 14:

Pd=[y-a—-(KSyx)]/b (Eq. 14)
onde:

y: € o Ln do valor de LMR (1000 ng g para florfenicol). Neste exemplo é equivalente a 6,9077,
calculados pela fun¢do Ln do programa Excel.

b: é ainclinagado da reta de regressao. No exemplo é equivalente a -0,1493, calculada pela fungéo

INCLINACAO do programa Excel, inserindo os valores de Ln C_. (ng g*') como variavel “y” e valores
de Tempo (h) de eliminagao como variavel “x”.
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a: é aintersecgao da reta de regressao. No exemplo é equivalente a 6,1042, calculados pela funcéo

INTERSECCAO do programa Excel, inserindo os valores de Ln C.: (ng g') como variavel “y” e

valores de Tempo (h) como variavel “x”.

Sxy: é o desvio padrao da regressao (Sxy). No exemplo é equivalente a 0,3158, calculado pela

Gy 0

fungdo EPADYX do programa Excel, inserindo os valores de Ln C__ (ng g') como variavel “y” e

[T ]

valores de Tempo (h) como variavel “x”.

K: é um fator para graus de liberdade referente a 99% da populagédo com 95% de nivel de certeza.
No exemplo é equivalente a 3,370. Este valor é extraido do Anexo 1 (Lieberman, 1957; Owen,
1963) para y = 0,95; P = 0,99000 (a= 0,01) e n = 18 (20 observacgdes -2).

Substituindo-se os valores na Equacao 14, obtém-se:
Pd =[6,9077 - 6,1042 — (3,370 x 0,3158)] / -0,1493
Pd=1,74 h

Portanto, 1,74 horas é o periodo necessario para ocorrer o decaimento da concentragao de florfenicol
em tilapias até o LMR apds a exposigdo dos peixes a concentragdo nominal de 10 mg L' durante
um periodo de 48 horas.

Calculo através do uso de programa computacional promulgado pela Uniao Europeia

Utiliza-se o programa “Withdrawal Time Calculation for Milk - WTM14” da “European Medicine
Agency”, disponivel em https://www.ema.europa.eu/en/determination-withdrawal-periods-milk

Com a insercédo dos dados de concentracéo do residuo durante a fase de depuragao, assim como
os referentes a cada tempo de amostragem durante esta fase, o programa processa a curva de
regressao linear (Figura 3), além da curva de limite de tolerancia estatistico 99% com 95% de
certeza.

A partir da curva deste limite de tolerancia e do valor do LMR solicitado pelo programa, o Pd é
calculado.


https://www.ema.europa.eu/documents/other/updated-application-software-determination-withdrawal-periods-milk_en.zip
https://www.ema.europa.eu/en/determination-withdrawal-periods-milk
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Figura 3. Concentragao do florfenicol em musculo de O. niloticus no tempo em que o limite de tolerancia 99% (superior
unicaudal, 95% de confianga) é inferior ao LMR (1 pg g'), apds a exposigcdo ao antibiético na agua na concentragéo
nominal de 10 mg L' por 48 h (Shiroma et al., 2021)

Apés a exposicdo a concentragdo nominal de 10 mg L' durante 48 h, o periodo de deplegéo do
florfenicol, calculado pelo programa de modo a que os residuos diminuam ao LMR, é de 1,8 horas,
valor muito préoximo ao calculado no item anterior.

Correcao do periodo de deplecido de acordo com a temperatura

O Pd pode ser convertido no fator “C-horas” de modo a considerar o
perfil ~ farmacocinético do  antibidtico. Este é alterado pela influéncia da
temperatura da agua no metabolismo do peixe de uma forma diretamente proporcional. Portanto,
o decréscimo da temperatura da agua leva a uma diminuicdo da taxa metabdlica que acarreta um
tempo maior para a depleg¢ao dos residuos. Assim, multiplicando-se o Pd pela média da temperatura
da agua durante a fase de depuracéo (°C), obtém-se o fator de correcéo “graus-tempo”, expresso
na Equacéao 15 pelo fator °C-horas (Nunes et al., 2018; Shiroma et al., 2021).

°C-horas =°CxPd (Eq. 15)

Assim, o Pd modificado por uma dada temperatura (Pd_) constitui uma estimativa decorrente de
uma outra situagao de eliminacao da DV, podendo ser calculada através da Equacgéao 16:
Pd =°C-horas/°Cm, (Eq. 16)

Onde °Cm é uma dada temperatura média modificada, em que ocorreria a fase de depuragao.

No exemplo, para a temperatura de experimentacao de 26 °C e Pd, equivalente a 1,74 h, o valor
calculado do fator foi 45,24 °C-horas quando substituimos na Equacéao 15:

°C-horas =26 x 1,74
°C-horas = 45,24
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Assim, o valor do fator °C - horas, é aplicado na Equacido 16, considerando-se que se o
peixe estivesse em uma temperatura diferente de 26 °C (por exemplo, 20 °C; Cm = 20), o
tempo necessario para se atingir o LMR seria de 2,26 h.

Pd_ =45,24/20
Pd_ =226 h

Ou seja, comparando-se a condigdo de temperatura a 26 °C (condicao de ensaio realizado) com
uma situagdo hipotética de eliminagdo do florfenicol estabelecida em 20 °C, observa-se que as
tilapias precisariam de um tempo maior para depurar os residuos quando se situam num meio com
menor temperatura. Este tempo seria de 2,26 horas, comparativamente as 1,74 horas na depuracao
em 26 °C.

Consideracoes finais

As metodologias referentes a avaliagdo do grau de acumulo e depuragéo de drogas DVs, decorrentes
da exposicao de peixes a estes farmacos, poderao ser adotadas por laboratérios credenciados com
o intuito da geragdo de dados para o registro de moléculas a serem comercializadas. Também
poderao ser adotadas por 6rgaos de pesquisa e empresas de comercializagdao de DVs, cujos
laboratorios de pesquisa estudem moléculas com uso promissor na aquicultura e gerem resultados
que contribuam para estimar o risco ao consumidor.

Os produtores poderao se beneficiar com os resultados gerados por estas metodologias de modo
que possam adotar um periodo de caréncia apropriado relacionado a deplecédo da DV dos tecidos
antes do abate.

Os resultados também fornecem informagdes a respeito do risco do langamento de efluentes
contendo a DV, que poderiam atingir o entorno do sistema de produg&o provocando o acumulo
na biota aquatica com consequente efeito na cadeia trofica, ou risco da ingestdo humana desse
organismo que foi exposto ao xenobiotico.
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Anexo 1. Tabela de fatores de tolerancia k para uma distribuicdo normal unilateral referente a uma proporg¢édo P de uma
populacéo (nivel de certeza de 95%, y=0,95). Extraido de Owen (1963) e Lieberman (1957).
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