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1. Introducao

A produgiao mundial de pescado
foi de 167,2 milhoes de toneladas em
2014 ¢, deste total, 146 milhoes de to-
neladas foram destinadas a alimentagao
humana, com um consumo per capita

global de aproximada-

la vem aumentando constantemente,
passando de 36,8 milhoes de toneladas
produzidas em 2002 para 73,8 milhoes
de toneladas em 2014, demonstrando
a importancia econdmica e social dessa
atividade como fonte de proteinas de
boa qualidade para a populagio (FAO,
2016).

mente 20kg por habi-
tante em 2014. Do total
de pescado produzido,
93,4 milhoes de tonela-
das tiveram origem na
pesca e 73,8 milhoes de
toneladas, na aquicultu-

ra. A produgao aquico-

..Apesar de levar

a um aumento da

produtividade, a

intensificagdo dos
sistemas de produgdo
torna os peixes mais
vulnerdveis a doengas

infecciosas...

2. Residuos de antimicrobianos em pescado

Esse crescimento se
deve tanto a expansao das
dreas produtivas quanto
a utilizagao de sistemas
intensivos de produgao.
No entanto, apesar de
levar a um aumento da
produtividade, a intensi-

41



ficagao dos sistemas de

danos teciduais, pertur-

i , O uso adequado dos . o
produgao torna os peixes B ] bagdes gastrintestinais
i o antimicrobianos, e
mais vulneraveis a doen- seoundo critérios e doencas neuroldgi-
cas infecciosas, devido te’cn%cos e respeite cas (MENTEN, 2002;
as elevadas densidades 7 4 P WASSENAAR, 2005;

de criagio e as condigdes
de estresse a que sao
submetidos, resultando
na maior necessidade
de utilizagdo de antimi-
crobianos (Romero et
al, 2012). Os agentes
antimicrobianos sao
substancias quimicas ca-
pazes de inibir o cresci-

principalmente a
dosagem, a via de
administragdo e os
periodos de caréncia
de cada droga para
as diferentes espécies,
leva a um menor risco
de sua utilizagdo para
o ambiente e para os
consumidores.

BONDI et al, 2009).
Dessa maneira, a obten-
¢ao de produtos aquico-
las seguros para o con-
sumidor depende do
conhecimento  técnico
e da utilizagao dos anti-
microbianos de forma
adequada, respeitando,

principalmente, as dosa-

mento de micro-organ-

ismos ou elimind-los. Na aquicultura,
esses farmacos sao frequentemente uti-
lizados como agentes terapéuticos para
o tratamento de infec¢des bacterianas,
e a principal forma de administracao
é por via oral. Entretanto, a utilizagao
dessas substincias como promotores
de crescimento e agentes profilaticos
tem aumentado e superado seu uso para
fins terapéuticos (BUSH et al., 2011;
CABELLO etal., 2013).

Apesar da importancia desses medi-
camentos para o controle das enfermi-
dades nos sistemas produtivos, sua uti-
lizagao pode colocar em risco a saude
dos consumidores, pois a presenga de
residuos de antimicrobianos nos produ-
tos de origem animal e no meio ambi-
ente pode levar a selecao de bactérias
resistentes e ocasionar outros efeitos
adversos, tais como hipersensibilidade,

gens recomendadas e o
periodo para caréncia de cada droga, de
acordo com as espécies.

2. Revisao bibliografica

No Brasil,
Sindicato Nacional da Industria de
Produtos para Satide Animal (Sindan),
apenas os antimicrobianos florfenicol e

de acordo com o

oxitetraciclina sao utilizados como base
para produtos comerciais aprovados
para uso na produgao de pescado. Esse
fato pode aumentar ainda mais o risco
da presenca de residuos nos produtos
finais, devido ao uso indiscriminado de
medicamentos aprovados para uso em
outras espécies animais no tratamento
de enfermidades do pescado.

O uso adequado dos antimicrobia-
nos, segundo critérios técnicos, que
respeite principalmente a dosagem, a
via de administragdo e os periodos de
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caréncia de cada droga para as diferen-
tes espécies, leva a um menor risco de
sua utilizacdo para o ambiente e para os
consumidores. As caracteristicas farma-
cocinéticas, tais como a absor¢ao, a dis-
tribuicao e a eliminagdo, determinam as
diferencas entre o tempo de deplecao de
cada droga e, consequentemente, os pe-
riodos de caréncia indicados para cada
formulagio e cada espécie (CORNE]JO
et al, 2010). Entretanto, o conheci-
mento atual sobre o comportamento
farmacocinético e o tempo de deplecao
dos antibidticos em peixes é escasso,
considerando-se a grande variedade de
espécies, os sistemas de criagao e os me-
dicamentos existentes no mercado. A
auséncia de informacgdes dificulta a cria-
¢ao de diretrizes especificas para o uso
racional de antimicrobianos e a regula-
mentagiao ou nao de agentes terapéuti-
cos. Dessa maneira, para a melhoria no
uso de antimicrobianos na aquicultura,
é necessdrio avangar nos estudos farma-
cocinéticos dessas substincias para o
estabelecimento do periodo de caréncia
desses medicamentos nas diversas espé-
cies cultivadas e nos diferentes ambien-
tes em que estdo inseridas.

O célculo do periodo de caréncia é
feito por um método estatistico propos-
to em 199S pelo Commitee for Veterinary
Medicinal Products (CVMP), que atua
e regulamenta os assuntos relativos a
medicamentos veterindrios e refere-se
a0 tempo necessdrio para que a concen-
tracio de residuos de uma determina-

da droga, ou de seus metabdlitos, caia
a niveis iguais ou inferiores ao nivel de
tolerancia nos tecidos de 99% dos ani-
mais do lote (PATURKAR et al., 2005;
DOYLE, 2006). Esse nivel de tolerdncia
é compreendido como Limite Maximo
de Residuos (LMR).

Os LMR sao determinados por
6rgaos regulatérios, como o Codex
Alimentarius e o Comité de Produtos
Alimentares da Agéncia Europeia
de Medicina (Emea). No Brasil, o
Ministério da Agricultura, Pecudria
e Abastecimento (Mapa) instituiu
Controle de
Residuos e Contaminantes em Produtos
de Origem Animal (PNCRC), que re-
gulamenta o controle da presenga de re-

o Plano Nacional de

siduos de substincias quimicas nos pro-
dutos de origem animal, que podem ser
nocivas ao consumidor (BRASIL, 1986;
BRASIL, 1995).

Valores de LMR cada vez menores
tém sido estabelecidos a medida que
metodologias de andlise mais sensiveis
sao desenvolvidas. A cromatografia li-
quida acoplada a espectrometria de
massas sequencial (LC/MS-MS) é uma
poderosa técnica analitica para andli-
ses de alimentos, devido a sua alta se-
letividade e sensibilidade. Essa técnica
combina separacio fisica, realizada pela
cromatografia liquida, com a andlise de
massas possibilitada pela espectrome-
tria e se tornou promissora por permitir
a identificacdo de residuos de antibio-
ticos em concentra¢cdes muito baixas,
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mesmo em matrizes complexas, tais
como os produtos de origem animal.

2.1. Regulamentagoes sobre
a presenga de residuos de
antimicrobianos em produtos
de origem animal

As regulamentagoes sobre a presen-
ca de residuos nos produtos de origem
animal foram desenvolvidas nos &4m-
bitos nacional e internacional e visam
harmonizar os valores de LMR para
diferentes combina¢oes de firmacos e
matrizes. O estudo dos potenciais efei-
tos da ingestao de alimentos contendo
essas substincias em concentragdes su-
periores aos limites estabelecidos ¢ de
grande relevancia para a saude publica,
bem como para o comércio internacio-
nal (HOFF, 2008).

Existem diversas organizagoes en-
volvidas no desenvolvimento de meca-
nismos de controle da utiliza¢io de me-
dicamentos veterindrios na produgao
animal. Esses mecanismos incluem o
controle da distribui¢ao

especialmente em regides em desen-
volvimento, quando, em muitos casos,
6rgaos reguladores ainda estao sendo
criados e desenvolvidos. Além disso,
LMRs nao sao estabelecidos para todos
os antibidticos encontrados em pro-
dutos de origem animal (SPINOSA e
TARRAGA, 2011).

Com a finalidade de proteger a
saude da populagao, assegurando pra-
ticas equitativas no comércio regional
e internacional de alimentos, foi cria-
do, em 1963, o Codex Alimentarius, um
Programa Conjunto da Organizagao
das Nagoes Unidas para a Agricultura e
Alimentagio (FAO) e da Organizagio
Mundial da Satide (OMS), que trata da
normalizacio sobre alimentos. O Codex
é responsavel pela andlise critica da li-
teratura existente sobre a toxicidade de
cada antimicrobiano usado como medi-
camento veterindrio e tem como fun¢ao,
entre outras, fixar as ingestoes didrias
aceitaveis (IDA) e os respectivos LMR
(PASCHOAL et al, 2008; CUNHA,

2009; PALERMO-

€ 0 uso em animais, a

NETOetal.,2011; Codex

determinagao de niveis
seguros de residuos nos
alimentos de origem ani-
mal e as metodologias
empregadas para detec-
¢ao e quantificagao de
residuos (MITCHELL
et al., 1998). Entretanto,
as legislagoes podem di-
ferir consideravelmente
entre diferentes paises,

O Codex é responsdvel
pela andlise critica da
literatura existente sobre
a toxicidade de cada
antimicrobiano usado
como medicamento
veterindrio e tem como
fungdo, entre outras,

fixar as ingestoes didrias

aceitdveis (IDA) e os
respectivos LMR.

Alimentarius, 2015).

Na década de 70, o
Brasil tornou-se mem-
bro desse Programa
e, em 1980, foi cria-
do o Comité do Codex
Alimentarius do Brasil
(CCAB), por meio
das Resolugdes 01/80

e 07/88 do Conselho
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Nacional de Metrologia, Normalizagao
e Qualidade Industrial (Conmetro). O
CCAB tem como principais finalida-
des a participagdo, em representacao
do pais, nos Comités Internacionais do
Codex Alimentarius e a defesa dos inte-
resses nacionais, bem como a utiliza¢ao
das normas Codex como referéncia para
aelaboragao e atualizacao dalegislagao e
regulamentagao nacional de alimentos.
O Plano Nacional de Controle de
Residuos e Contaminantes em Produtos
de Origem Animal (PNCRC) foi insti-
tuido no Brasil com o objetivo de ins-
pecionar e monitorar, baseando-se em
andlise de risco, a presenga de residuos
de substancias quimicas que podem ser
nocivas ao consumidor. Anualmente é
divulgado o escopo analitico do plano,
visando ao controle de residuos de anti-
microbianos, de anabolizantes, de mico-
toxinas, de sulfonamidas, de metabdlitos
de nitrofuranos e de avermectinas, entre
outros, nos produtos de origem ani-
mal (BRASIL, 1986; BRASIL, 1995).
Segundo a Instru¢ao Normativa n° 42,
de 1999, a competéncia para estabelecer
os LMR em alimentos, seja de medica-
mentos veterindrios, agrotoxicos, conta-
minantes e aditivos, é do Ministério da
Saude, por meio da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitéria (Anvisa). No caso
de nio estarem estabelecidos, utilizam-
-se os internalizados no Mercosul, os
recomendados pelo Codex Alimentarius,
os constantes nas Diretivas da Unido
Europeia, ou, ainda, os adotados pelo

FDA (CUNHA, 2009).

O escopo analitico do PNCRC do
ano de 2017 determinou a pesquisa de
residuos dos seguintes antimicrobia-
nos em pescado: acido nalidixico, dcido
oxolinico, ciprofloxacina, cloranfenicol,
clortetraciclina, difloxacino, doxiciclina,
enrofloxacina, florfenicol, flumequina,
furaltadona, furazolidona, nitrofuran-
toina, nitrofurazona, oxitetraciclina,
sarafloxacina, sulfaclorpiridazina, sulfa-
diazina, sulfadimetoxina, sulfadoxina,
sulfamerazina, sulfametazina, sulfame-
toxazol, sulfaquinoxalina, sulfatiazol, te-
traciclina e tianfenicol (BRASIL, 2017).
A ampliagdo e a adequagdo do escopo
analitico do PNCRC devem ser cons-
tantes, pois a auséncia de boas praticas
de cultivo, associada ao pequeno niime-
ro de medicamentos autorizados para
uso como agentes terapéuticos para pei-
xes, tem levado a utilizagao indevida de
medicamentos registrados para outras
espécies de animais nas pisciculturas,
sem o conhecimento prévio de carac-
teristicas dos firmacos, tais como ab-
sorgao, dosagem, via de administragao
e periodos de caréncia adequados para
cada espécie, o que pode colocar em ris-
co a satide publica e 0 meio ambiente.

2.2. Métodos analiticos para
a pesquisa de residuos de
antimicrobianos

Para garantir a seguran¢a no con-
sumo de alimentos pela populagio,
agéncias regulatorias de todo o mundo
instituiram normas para o controle da
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presenca de residuos e
contaminantes nos ali-
mentos e estabeleceram
o LMR de
substancias nas mais di-

diferentes

versas matrizes, para que
nao provoquem danos a
saude dos consumidores.

Os métodos analiti-

Os métodos
confirmatorios
possibilitam a

identifica¢do inequivoca
das substdncias
analisadas e podem
também confirmar a
concentragdo presente.

firmatdrios devidamente

validados para serem
aplicados a quaisquer
identificadas

potencialmente

amostras
como
ndo conformes em rela-
¢ao a um LMR estabele-
cido (CODEX, 2009).

cos para a pesquisa de re-

siduos de antimicrobianos em produtos
de origem animal devem ser capazes de
detectar, com seguranga, a presenca de
uma substincia de interesse, determinar
sua concentra¢io e identificar, de forma
inequivoca, esse analito.

Métodos de triagem podem ser de
natureza qualitativa ou semiquantitativa
e sao utilizados para identificar a presen-
ca (ou auséncia) de residuos em amos-
tras de um lote, cuja concentragao exce-
da o LMR ou outro limite que implique
acoes regulatérias por parte de uma
autoridade competente. Esses métodos
nao fornecem informagdes estruturais
suficientes para definir com precisio a
concentragdo da substincia presente,
no entanto podem ser utilizados para
determinar rapidamente se as amostras
analisadas requerem testes adicionais
ou se podem ser liberadas. Os métodos
de triagem devem apresentar resultados
falso-negativos inferiores a 5% e nao
devem ser utilizados isoladamente para
fins de controle de residuos em amos-
tras oficiais sem que haja disponibilida-
de de métodos quantitativos e/ou con-

Os métodos quanti-
tativos fornecem infor-
magao quantitativa que pode ser usada
para determinar se os residuos presentes
em uma determinada amostra excedem
o LMR, mas ndo permitem a confirma-
¢ao inequivoca da identidade do resi-
duo. Esses métodos devem apresentar
um bom controle estatistico dentro da
faixa de trabalho na qual se enquadra
o LMR ou limite de agao regulatéria
(CODEX, 2009).

Os métodos confirmatérios possi-
bilitam a identificacdo inequivoca das
substincias analisadas e podem tam-
bém confirmar a concentragao presente.
Esses métodos sao baseados em técnicas
de cromatografia associadas a espectro-
metria de massas, como a cromatogra-
fia liquida acoplada a espectrometria de
massas (LC/MS). A técnica de cromato-
grafia liquida de alta eficiéncia acoplada
a espectrometria de massas sequencial
(HPLC/MS-MS) possibilita a obten-
¢ao de informagdes estruturais acerca
do analito de interesse, assegurando sua
identificagio com maior exatidao, pois
ela nao sera realizada apenas com base
nas caracteristicas do tempo de retengao
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dos compostos analisados, como ocorre
nas outras técnicas cromatogréficas de
deteccdo. Além disso, quando existem
compostos que nao podem ser totalmen-
te separados pela técnica cromatografica
empregada, utilizando HPLC/MS-MS,
é possivel detectd-los individualmente
se eles possuirem diferentes massas mo-
lares ou gerarem diferentes espectros de
massas.

Em razio dessa elevada seletividade,
os efeitos da interferéncia de componen-
tes da matriz sobre o sinal obtido sao mi-
nimizados, desse modo procedimentos
mais simples de preparo das amostras
podem ser empregados, eliminando-se,
muitas vezes, a necessidade de realizar
vérias etapas de purificagdo da amostra.
Isso diminui o custo e o tempo neces-
sarios para a realizagao das andlises, de
forma que possam ser aplicadas como
procedimentos de rotina em laboratérios
de controle da qualidade de alimentos.
Além disso, a HPLC/MS-MS possibilita
a obteng¢ao de menores limites de detec-
¢ao e quantificacdo quando comparada a
LC/MS, devido aos modos de varredu-
ras possiveis de serem realizados, o que
pode favorecer sua aplicagao a andlise de
residuos em niveis tracos (CHIARADIA
etal., 2008).

2.3. Avaliagao do tempo de
deplecao de antimicrobianos
em peixes

O tempo de deplecio de enrofloxa-
cina em trutas arco-iris (Oncorhynchus
mykiss) foi avaliado por LUCCHETT1

et al. (2004), que submeteram os peixes
ao tratamento farmacolégico com o an-
timicrobiano na dosagem de 10 mg kg™
de peso corporal, durante cinco dias. As
trutas foram abatidas com trés, 12, 24,
48,96, 168, 240, 480, 720, 960, 1.152 e
1.416 horas apés o inicio do tratamento,
e amostras de musculo com pele e de os-
sos foram analisadas por HLPC com de-
teccao por fluorescéncia, para pesquisa
de residuos de enrofloxacina e seu meta-
bdlito, ciprofloxacina. As concentragdes
de enrofloxacina encontradas no mds-
culo apresentaram redugao acentuada a
partir das 96h, sendo detectado apenas
0,10£0,05S mg kg' apés 1.416 horas
do inicio do tratamento. Nos 0ssos, as
concentragdes apresentaram redugdes a
partir de 24h, e, apds 1.416h, nao foram
mais encontrados residuos de enroflo-
xacina nos ossos. Residuos de ciproflo-
xacina nio foram detectados nos mus-
culos nem nos ossos ap6s 240h.

As concentragdes de ciprofloxacino
foram menores, de 0,51+0,15 mg kg’;
0,56+0,33 mg kg'; 0,78+0,26 mg kg;
0,68+0,34 mg kg'; 0,57+0,24 mg kg';
0,18+0,05 mg kg'; 0,08+0,04 mg kg
no musculo com pele e de 0,80£0,35
mg kg'; 0,25+0,15 mg kg'; 0,21+0,13
mg kg'; 0,15+0,09 mg kg’; 0,15+0,09
mg kg'; 0,13+0,10 mg kg e 0,05+0,02
mg kg’ nos ossos, apds trés, 12, 24, 48,
96, 168 e 240 horas do inicio do trata-
mento. Residuos de ciprofloxacino nao
foram mais detectados no musculo (<
3,8 pg kg'), nem nos ossos (< 1,3 pg
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kg') das trutas ap6s esse periodo.

MINH et al. (2010) avaliaram a ad-
sor¢ao, o metabolismo e a degradagao
de eritromicina em camarao gigante de
agua doce (Macrobrachium rosenbergii)
e tildpia-do-nilo (O. niloticus) cultiva-
dos no delta do rio Mekong. O medica-
mento foi fornecido na racao em duas
diferentes dosagens (50 e 100 mg kg
de peso corporal), durante sete dias. A
presenga de residuos de eritromicina
no musculo foi avaliada pelo método de
LC-MS/MS, com um, trés, seis, nove e
23 dias ap0s a retirada do medicamento
na ragao. No grupo de camardes trata-
dos com a dose de 50 pg kg™, foi encon-
trada a concentragao de 2,80 + 0,80 pg
kg apds 23 dias da retirada do medica-
mento, enquanto nos camardes tratados
na dose de 100 pg kg, a concentragao
encontrada foi de 31,40 + 7,50 ug kg
aos 23 dias. No musculo de tildpias tra-
tadas com a dosagem de S0 pg kg, a
concentrac¢ao encontrada foi de 34,70
9,60 ug kg aos 23 diasapds a retirada
do medicamento, e, nas tilipias tratadas
com a dose de 100 pg kg, a concentra-
¢ao obtida no musculo foi de 42,90
17,40 pg kg aos 23 dias.

PASCHOAL et al. (2012) realiza-
ram um estudo de deplecao de oxitetra-
ciclina em tilapias-do-nilo (O. niloticus)
criadas em sistema de recirculagio, que
receberam o medicamento na ragio
durante cinco dias consecutivos, na
dosagem de 80 mg kg de peso corpo-
ral. Apds um, dois, trés, quatro, cinco,

10, 15, 20 e 25 dias da retirada do me-
dicamento da ragdo, os animais foram
abatidos e as concentracoes de residu-
os de oxitetraciclina no musculo foram
avaliadas, utilizando-se o método de
HPLC com detector de fluorescéncia.
Um dia aps a retirada da medicagao, a
concentragao média de oxitetraciclina
encontrada foi de 128 ng g e, apds oito
dias, a concentra¢ao média encontrada
foi inferior ao limite de quantificagao do
método, de 13 ng g™

GAIKOWSKI et al. (2015) avalia-
ram o tempo de deplecao do antimicro-
biano florfenicol em tilapias-do-nilo (O.
niloticus) e no hibrido O. niloticus x O.
aureus, criados em sistema de recircula-
¢ao, que foram tratados via ra¢ao, com a
dosagem de 20 mg de florfenicol por kg
de peso corporal. As concentragdes de
residuo de florfenicol no musculo foram
avaliadas por HPLC, com uma, 12, 24,
36,48,72,96,120 e 240 horas apds a ul-
tima administra¢do do medicamento, e
os valores obtidos variaram entre 13,77
ug g',uma hora ap6s a tltima dosagem,
e 0,39 ug g, ap6s 240 horas do dltimo
fornecimento. Os autores nao obser-
varam efeitos adversos relacionados ao
uso de florfenicol sobre os peixes nem
sobre a fun¢ao do biofiltro.

3. Consideracgoes finais

A utilizacio de antimicrobianos
¢ uma ferramenta importante na pro-
dugio aquicola, entretanto a presenga
de residuos desses medicamentos nos
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produtos de origem animal pode colo-
car em perigo a saude dos consumido-
res. Dessa maneira, além dos estudos
para determinagao dos LMR, é preciso
também avaliar as doses adequadas,
bem como os periodos de deplecao
dos medicamentos utilizados para cada
uma das espécies cultivadas, para tornar
possivel o registro de novos produtos
junto ao Mapa. Além disso, o desenvol-
vimento de métodos analiticos adequa-
dos para o monitoramento de residuos
nos produtos de origem animal e a am-
pliagao e adequagio do escopo analiti-
co do PNCRC sio essenciais, conside-
rando que a presenca de residuos de
antimicrobianos em pescado pode ser
determinada por intimeros fatores, tais
como: o0 nao cumprimento do periodo
de caréncia, da dose e da via de adminis-
tragao, a contaminagao da dgua ou dara-
a0 e a nao observancia da espécie para
qual o medicamento é recomendado.
Portanto, os antimicrobianos devem ser
utilizados de forma responsavel na aqui-
cultura para garantir a produtividade e
a seguranga no consumo dos produtos
aquicolas.
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