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A Forca do Comprometimento

Enquanto ndo estivermos compromissados, havera hesitacdo, a
possibilidade de recusar, e sempre a ineficacia. Em relagdo a
todos os atos de iniciativa e de criagdo existe uma verdade
elementar, cuja ignorancia mata inimeros planos e idéias
espléndidas: que no momento em que, definitivamente, nos
compromissamos, a providéncia divina também se pde em
movimento... Todos os tipos de coisas ocorrem para nos ajudar,
que em outras circunstancias nunca teriam ocorrido.

Todo um fluir de acontecimentos surge a nosso favor como
resultado da decisdo, todas as formas imprevistas de
coincidéncias, encontros e ajuda material, que nenhum homem
jamais poderia ter sonhado encontrar em seu caminho... Qualquer
coisa que vocé€ possa fazer ou sonhar, vocé pode comegar. A

coragem contém em si mesma, a forca e a magia.

GOETHE

i
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RESUMO

O cultivo de camardes ¢ uma importante atividade econdmica e tornou-se a industria que
mais cresce no Nordeste brasileiro atualmente. Problemas com enfermidades sdo comuns na
aquiicultura e pelo menos sete espécies de bactérias do género Vibrio t€m sido registradas
infectando camardes durante diferentes estagios de cultivo. A oxitetraciclina (OTC) tem sido
utilizada mundialmente contra esses patogenos. Na presente pesquisa, a distribuicdo e
deplecdo de residuos de OTC no tecido de Litopenaeus vannamei foram avaliadas depois de
7 dias de exposicdo a racdo medicada contendo 4gkg'. Foram conduzidos dois
experimentos: em tanques sob condigdes controladas em laboratorio e em gaiolas instaladas
em um viveiro de uma unidade de cultivo. Os animais medicados foram amostrados
periodicamente, durante o tratamento e pos-tratamento. Os niveis de OTC foram analisados
por cromatografia liquida de alta eficiéncia-CLAE. Embora em ambos os ambientes
experimentais o tratamento tenha sido semelhante, os picos de OTC foram diferentes.
Depois de 7 e 12 dias de exposi¢cdo, as concentracdes no tecido dos camardes foram
17,21 pg.g’ e 3,78 pg.g™' nos estudos realizados em laboratério e campo, respectivamente.
A concentragdo média observada nos ambientes em estudo manteve-se dentro dos limites da
concentragdo inibitéria minima-CIM, referida para o tratamento de vibrioses. Durante as
primeiras 72 horas apo6s cessado o tratamento, residuos da droga reduziram muito
rapidamente, sendo eliminados mais lentamente depois deste periodo. O nivel residual de
seguranga de 0,10 pg.g ™', imposta pela Comunidade Européia, foi alcan¢ado no 16°. dia de
pos-tratamento. Depois do 25°. dia nenhum residuo da droga pdde ser detectado. Entretanto,
devido a influéncia de fatores ambientes neste processo, recomenda-se um periodo de
eliminagdo mais longo como medida de seguranga para obtenc¢ao da eliminagdo completa da

droga.

Palavras-chave: Litopenaeus vannamei, oxitetraciclina, antibidtico, residualidade.
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ABSTRACT

Shrimp culture is a very important economic activity in the world and the fastest growing
industry in Northeast Brazil. Problem with diseases are common in aquaculture and at the
least seven species of Vibrio bacteria have been registered infecting shrimps during different
culture stages. Oxytetracycline (OTC) has been widely used against these pathogens. In this
research the distribution and residue depletion of OTC in Lifopenaeus vannamei tissue were
evaluated after 14 days of exposure to medicated feed containing 4g.kg". Two trials were
conducted: in indoor tanks under laboratory controlled conditions and in outdoor encrosures
installed in a commercial shrimp grow-out pond. Medicated animals were sampled
periodically, during treatment period and thereafter. The tissue levels of OTC were
measured by hight performance liquid cromatograph-HPLC. Although in both treatments
shrimp were similar conditions, OTC peak concentrations were different. After 7 and 12
days off exposure to OTC, residual values in shrimp tissues were 17,21 pug.g’ and
3,78 pg.g”' for the laboratory and field studies, respectivally. Mean OTC residual tissue
concentration observed both in the laboratory and field trial are within the limits of
minimum inibitory concentration (MIC) refered to vibriosis treatment. During the first 72
hours after the treatment ceased drug residues dropped fast, slowing down afterwords. A
save residue level of 0,1pg.g” following the European Community requirements, were
attained at day sixteen of OTC withdrawl. After 25 days of OTC withdraw no drug residues
could be detected. However, it is reccommended a longer withdrawl period as a safeward to

obtain complet drug depletion.

Keywords: Litopenaeus vannamei, oxytetracycline, antibiotic, residues



1.  INTRODUGAO

A produgdo mundial de organismos aquaticos em 2001, proveniente da pesca e da
aqiiicultura, girou em torno de 142,1 milhdes de toneladas; deste volume, a aqiiicultura
contribuiu com valores acima de 48,4 milhdes de toneladas, equivalentes a US$ 61,4 bilhdes
em receitas geradas (FAO, 2003). Entre 1990 e 2001 este 6rgdo aponta ainda, os setores da
aqiiicultura que mais apresentaram incremento relativo: moluscos (212,1%), seguido dos
peixes (181,8%), plantas aquaticas (181,5%) e crustaceos (161,7%) e o aumento
significativo na produgdo de anfibios e répteis que atingiram nesse periodo, acréscimos de
10.394,3% na producdo. O grupo dos crustaceos gerou 1,9 milhdes de toneladas em 2001, o
equivalente a 11,5 bilhdes em receitas, onde os camardes marinhos responderam por um
total de 64,0 %, ou seja, 1,2 milhdes de toneladas de produgao.

Segundo Rosenberry (2003), a producdo de camardes cultivados em 2002 girou em
torno de 1,6 milhdes de toneladas, apresentando incremento relativo de 33,3%. As projecdes
para a industria nos proximos anos sao de crescimento na razao de 10-20% ao ano.

Nos tltimos anos, a aqiiicultura no Brasil apresentou crescimento superior & média
mundial. De 20,5 milhdes de toneladas em 1990 a 210 milhdes de toneladas em 2001, houve
um salto de 925% na produ¢do nacional, enquanto o incremento global registrado foi de
187%, no mesmo periodo (Boscardin-Borghetti ez al., 2003).

Entre 1978 e 1984, surgiram os primeiros estimulos a produc¢do comercial de
camardo confinado, adotando a espécie exoética Marsupenaeus japonicus (Bate, 1888), no
Estado do Rio Grande do Norte. Ao final deste periodo, invernos intensos reduziram
drasticamente a produtividade, quando a espécie foi exposta a condigcdes climaticas
desfavoraveis ao seu desenvolvimento. Despontaram entdo, investimentos visando a
domesticacdo de camardes da costa brasileira. A espécie nativa Farfantepenaeus subtilis
(Pérez Farfante, 1967) passou a ser a mais cultivada, essencialmente em sistemas
extensivos. O limitado conhecimento sobre as exigéncias nutricionais dessa espécie e a
deficiéncia de ra¢des adequadas, contudo, promoveram reduzidas taxas de crescimento e,
conseqiientemente, uma baixa produtividade (400 a 600 kg/ha/ano) (ABCC, 2003).

Em meados da década de 90, teve inicio o cultivo comercial da espécie exdtica
Litopenaeus vannamei (Boone, 1931), natural da Costa do Pacifico, passando desde entdo a
dominar os estoques brasileiros. Esta espécie se adaptou perfeitamente as condigdes

geoclimaticas brasileiras. Associadas a este aspecto, as técnicas de maturagdo, larvicultura e
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engorda foram aperfei¢oadas; qualificou-se a mao de obra e ragdes adequadas as exigéncias
nutricionais do L. vannamei passaram a ser disponibilizadas no mercado nacional. Como
resultado, este camardo passou a ser a Unica espécie cultivada comercialmente no Brasil
(Plataforma Tecnologica do Camardo Marinho, 2001).

A combinagdo desses fatores incentivou o crescimento da carcinicultura nas unidades
de cultivo no Brasil, que exportou um volume total de 34,2 mil toneladas em 2002 e 54,0
mil toneladas em 2003, posicionando-se atualmente entre os sete maiores produtores
mundiais (ABCC, 2003).

Incrementos anuais na produgdo global de camardes marinhos resultaram de
incentivos as pesquisas, impulsionados essencialmente pelos setores publico e privado,
permitindo maior conhecimento da biologia das espécies cultivadas e aprimoramentos
gradativos dos sistemas e das técnicas de produgdo. O desenvolvimento da atividade, porém,
tem refletido de forma adversa nos ambientes de cultivo, bem como nos ecossistemas
naturais (GESAMP, 1997; Tendéncia & De La Pena, 2001), sendo motivo de restrigao ao
seu crescimento em varios paises, inclusive no Brasil. Contudo, observa-se um nitido
avanco nas técnicas de cultivo e uma crescente assimila¢do e adocao de normas de produgao
as quais envolvem conceitos de responsabilidade social e ambiental.

Ademais, a carcinicultura enfrenta novos desafios, dentre os quais o combate as
enfermidades. Doengas virais, associadas a uma série de questdes ambientais promoveram
um acentuado declinio na produ¢do mundial desses crustdceos entre 1990-1996 (Boscardin-
Borghetti et al., 2003). O estresse comumente torna-se o vetor responsavel pelo surgimento
ou manifestacdo dessas enfermidades em camardes peneideos, que sdao geralmente
ocasionadas ou associadas as bactérias oportunistas do género Vibrio (Malvise et al., 1996;
CEFAS, 1997; Mohney et al., 1997; Graslund et al., 2002; Reed et al., 2004). Segundo
Alderman (1994), tém sido registrados mais de 100 patéogenos de origem bacteriana em
organismos aquaticos.

Produtos quimicos de distintas composi¢des, entre os quais os antibidticos, até entdo
somente utilizados na veterinaria e saude humana, passaram também a ser aplicados no
combate as enfermidades adquiridas por organismos aquaticos cultivados comercialmente.
A administra¢ao de quimicos como ferramenta de manejo da dgua e sedimentos, bem como
no tratamento das espécies em cultivo, passou a ser adotada de forma um tanto generalizada
e desordenada, por insuficiéncia de regulamentagdes especificas e controle governamental.

Legislacdes regionais, associadas as condigdes adversas dos viveiros, t€ém motivado a
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administracao de diversos bactericidas. Conforme a especificidade, alguns quimicos sao
aplicados antes do povoamento dos ambientes aquaticos por organismos cultivaveis como
forma de controle; outros, entretanto, tais como algicidas e ou bactericidas, sdo aplicados
comumente durante o processo de producdo, acentuando o risco de afetar os organismos
cultivados (Cornejo, 2002).

Dentre as diversas espécies de antibioticos, a oxitetraciclina-OTC provavelmente
seja o composto mais empregado no tratamento de enfermidades na aqiiicultura. Esta droga
age ao nivel do ribossomo, inibindo a sintese protéica bacteriana. Ocorre, todavia,
interferéncia na absor¢do pelos organismos quando o veiculo de consumo contém aluminio,
calcio ou magnésio e em preparagdes contendo ferro (MERCK, 2000); comercializada nas
formas anfotérica e cloridrato, ambas as estruturas rapidamente inativam-se por hidroxidos
alcalinos e por solugdes acidas abaixo do pH 2. Custo reduzido, aplicabilidade oral ou em
banho e amplo espectro de acdo e alta poténcia, atividade contra bactérias gram-positivas e
gram-negativas (Pouliquen et al., 1996; GESAMP, 1997) e a baixa toxicidade (Moretti et
al., 1994) justificam sua aceitabilidade. Reed er al. (2004) referem-se a eficicia da
oxitetraciclina em infecgdes bacterianas em peixes e no tratamento de vibrioses e
hepatopancreatite necrosante (NHP) em camardes cultivados. As bactérias Vibrio harveyii,
V. vulnificus, V. parahaemolyticus, V. anguillarum e V. alginolyticus, € com menor
freqiéncia V. damsela e V. fluvialis sdo as principais responsdveis pelas vibrioses.
Rickettsia, Mycobacterium fortuitum, Mycobacterium marinum também podem afetar estes
organismos.

As tetraciclinas também sao usadas em aplicagdes nao-terapéuticas como: ativadores
de crescimento, conservagdo de alimentos e controle microbiologico (Korolkovas et al.,
1988).

Informacgdes insuficientes a respeito dos impactos dessas substancias no tratamento
animal suscitam outros questionamentos. Os reais efeitos na fisiologia dos animais
medicados, sua residualidade, as possiveis interagdes e suas intensidades nos ambientes de
cultivo em regides tropicais e temperadas; que conseqiiéncias diretas ou indiretas podem
advir a saude humana s3o pontos que merecem ser estudados. Conseqilientemente,
acentuaram-se as investigacdes no meio cientifico e o aperfeicoamento de praticas de
manejo no setor produtivo, devido a crescente preocupacdo mundial em preservar a
qualidade dos alimentos aqiiicolas destinados ao consumo humano. Tem sido bastante

discutido o desenvolvimento de resisténcia por bactérias, quando submetidas
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inadequadamente a estes farmacos; por sua vez, investigagdes associam a transferéncia
dessa resisténcia a animais em ambiente natural e ao homem.

A intensificagdo dos sistemas de produgdo deve englobar acdes que promovam
reducdo dos riscos gerados pelo uso de substancias quimicas na aqiiicultura. Sabe-se que o
emprego de alguns quimicos torna-se necessario; em alguns casos, portanto, mecanismos
precisam ser adotados para o registro e controle desses produtos, visando a prote¢ao dos
ambientes naturais e da satilde humana e, conseqiientemente, garantir um crescimento

sustentavel da atividade (GESAMP, 1997).

A avaliagdo de riscos associados ao uso de quimioterapicos torna-se dificil devido a
escassez de dados quantitativos em paises que praticam a aqiiicultura, uma vez que, as
informagdes disponiveis sobre sua eficdcia, metabolizacdo, tempo de residéncia no tecido
dos organismos cultivados e a¢do sobre o meio ambiente t€ém origem de regides de climas
temperados. Tais informagdes, porém, podem ndo se confirmar em climas tropicais, onde
temperatura, tipo de solo, agua e espécies cultivadas apresentam diferentes caracteristicas.

Dentre as técnicas analiticas existentes aplicaveis na detec¢do de tetraciclinas-TCs a
cromatografia liquida de alta eficiéncia—CLAE (ou HPLC em inglés) tem produzido os
melhores resultados, proporcionando leitura em niveis infimos de concentragao (Bermudez-
Almada et al., 1999). A CLAE consiste numa técnica sofisticada de separagdo quimica e
analise quantitativa de uma extensa série de compostos quimicos presentes em variados
tipos de amostras, em escala de minutos, com alta resolugdo, eficiéncia e sensibilidade,
podendo ser totalmente automatizada. Procedimentos quimicos complexos e variados
permitem a separacao e purificagdo das tetraciclinas dos ions metais e proteinas existentes
naturalmente nas amostras as quais se ligam facilmente (Oka et al, 2000; Montoya &
Uyaguari, 2003; Carson et al, 2002). A técnica permite at¢ mesmo a detec¢do de compostos
(TCs) biologicamente indisponiveis (GESAMP, 1997), ou seja, ndo detectavel pelos
métodos biologicos.

Devido a inexisténcia de pesquisas em condigdes regionais, o presente estudo vem
contribuir para o levantamento de dados importantes para a aqiicultura, avaliando a
residualidade da oxitetraciclina em animais testados em laboratério, bem como a provavel
interferéncia dos fatores ambientais nesse processo. Esta pesquisa buscou investigar a
residualidade do antibiotico oxitetraciclina em camardes da espécie Litopenaeus vannamei,
como também estimar o tempo de residéncia do composto em animais medicados, mantidos

em um sistema com recirculacdo de agua, sob condi¢des controladas de laboratorio.



NOGUEIRA-LIMA, A. C., Residualidade da oxitetraciclina no tecido do camardo marinho... 5

Considerando a interferéncia dos fatores ambientais no processo de absor¢ao, acumulacao e
liberacao do composto do tecido animal, assim como na lixiviagdo do farmaco do veiculo de
tratamento (racdo), experimento semelhante foi desenvolvido com animais estocados em
gaiolas instaladas em um viveiro de cultivo. A técnica da CLAE foi empregada na detec¢ao
e quantificagdo da oxitetraciclina no tecido muscular dos camardes utilizados na

investigacao.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Os diversos efeitos gerados pelo uso do antibidtico oxitetraciclina, e de outras drogas
aplicadas na aqiiicultura, no tratamento de peixes, moluscos e crustaceos, controle e manejo
do solo e da 4gua nos ambientes de cultivo e impactos nos ecossistemas, tém sido temas de

grande interesse e estudo.

Resisténcia bacteriana, residualidade e cinética dos farmacos em diferentes tecidos
de animais tratados, e ainda seus efeitos na satlde humana quando aplicados
inapropriadamente tém sido a principal matéria em discussdo. Com poucas excecdes, 0S
antibioticos aplicados atualmente na aqiiicultura ndo foram desenvolvidos especificamente
para este fim, portanto, dados para avaliar os riscos produzidos nos ecossistemas aquaticos,
em especial marinhos e costeiros, sdo inexistentes, ou na maioria das vezes inconsistentes. O
Continente Asiatico, em especial a regido Sudeste, responsavel por elevada produgdo de
camardes cultivados, tem sido relatado freqiientemente como usudrio de antibidticos na

aqiiicultura, sobretudo a oxitetraciclina.

A Food and Agriculture Organization of the United Nations-FAO compde um grupo
de especialistas em protecao de ambientes marinhos denominado Joint Group of Experts on
the Scientific Aspects of Marine Environmental Protection-GESAMP que estabeleceu
diretrizes seguras e eficazes ao uso de drogas na aqiiicultura de zonas costeiras. O Grupo
avalia que a aplica¢do da maioria dos quimicos nesta forma de cultivo, caso empregada com
propriedade, pode ser considerada totalmente benéfica sem qualquer conseqiiéncia adversa
ao ambiente ou incremento de riscos a saude dos aqiiicultores. Entretanto, semelhante aos
demais setores usudrios de recursos naturais, ¢ imprescindivel que a atividade seja
administrada obedecendo a um conjunto de normas, critérios e instrumentos legais que, ao
serem aplicados em niveis global e regional, poderdo promover o desenvolvimento
responsavel e sustentavel. Desde que inofensivos a satide humana e aos ecossistemas,
conhecimentos bésicos sobre o uso de antibidticos devem ser empregados em qualquer
regido, independentemente das condi¢des edafoclimaticas, mas sem esquecer o0s

instrumentos reguladores e fiscalizadores.

Os Estados Unidos e Europa sdo os principais mercados importadores de camardes.
O “Food and Drug Administration of the United States - FDA” e a “European Agency for

the Evaluation of Medicinal Products - EMEA” produziram uma lista de drogas veterinarias
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cuja aplicagdo ¢ proibida nos territdrios americano € europeu. Ambos os mercados detém
legislacdes proprias, porém semelhantes, que norteiam outros paises produtores dependentes
desses mercados, para comercializacdo dos seus produtos, estimulando-os a cumprir limites
maximos de residualidade - LMR as drogas, cuja aplicacdo ¢ tolerdvel em situagdes
predefinidas. Drogas cuja toxicidade ¢ elevada, pondo em risco a saude humana -
cloranfenicois e nitrofuranos por exemplo - varios mercados legalmente tém determinado o

chamado “tolerancia zero”, ou seja, administracao proibida sob quaisquer circunstancias.

Somente trés antibidticos sdo aprovados para aplicagdo na aqiiicultura pelo FDA nos
Estados Unidos: oxitetraciclina-HCL no tratamento de salmonideos, bagres e lagosta;
sulfamerazin no tratamento de trutas, ¢ Romet® 30, uma combinacdo de sulfadimetozin-
ormetoprim no controle de furunculoses e septicemia entérica em salmonideos e bagres
(FDA, 1998). Estima-se o uso anual entre 57-114 mil toneladas de antibidticos no
tratamento de septicemia entérica em bagres, espécie responsavel por 2/3 da producao

aqiiicola norte americana (Benbrook, 2002).

No Brasil, escassos instrumentos legais referem-se a administracdo de antibidticos. A
Portaria Ministerial No. 193, de 12 de maio de 1998, proibe o uso de clorotetraciclina,
oxitetraciclina, penicilinas e sulfonamidas sistémicas na alimenta¢do animal. Todavia,
avilamicina, bacitracina de zinco, sulfato de tilosina e virginiamicina sdo permitidos como

promotores de crescimento (EMBRAPA, 2004).

Até entdo, somente empregados na prevencdo e tratamento de enfermidades em
organismos aquaticos de valor comercial, inclusive peixes ornamentais de agua doce e
marinhos, certos antibidticos, por razoes distintas, passaram a ser aplicados por produtores
com 0s seguintes propositos: (a) promover a reprodugcdo e o crescimento, (b) controlar

parasitas e (c) acdo tranqiiilizante (FDA, 1998).

Gréslund et al. (2002) realizaram um levantamento dos produtos quimicos e
biologicos utilizados em fazendas de camarao em regides costeiras e estuarinas na Tailandia.
Dentre as trés regides estudadas, cada fazenda aplicava em média 13 produtos, destinados
principalmente ao tratamento do solo e da dgua. A investigacdo registrou mais de 290
substancias aplicadas. Destas, varios dos pesticidas, desinfetantes e antibidticos utilizados
podiam gerar efeitos negativos nos animais cultivados, causar riscos ao consumo do
alimento, doenga ocupacional e ou efeitos negativos nos ecossistemas adjacentes. Grande

parte das fazendas (74%) aplicava um ou varios tipos das 13 diferentes espécies de
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antibioticos documentadas, sendo os grupos mais comuns as fluoroquinolonas, seguidas das
tetraciclinas e sulfonamidas destinados a preven¢ao e tratamento de infecgdes por vibrios.
Na crenca de que podiam prevenir e tratar infeccdes virais tal como a doenga da mancha
branca, “WSSV - White Spot Syndrome Virus” na Tailandia, os antibidticos eram
geralmente adicionados a racdo e oferecidos aos camardes varias vezes ao dia, por uma

s€mana.

Nos Estados Unidos, cultivadores de salmado em gaiolas usam oxitetraciclina, e numa
menor extensio, Romet” 30 e amoxicilina para prevenir ou tratar doencas de origem
bacteriana (Capone et al., 1996). No Equador, a oxitetraciclina ¢ um dos antibidticos mais
empregados pela industria camaroneira (Montoya & Reyes, 2002). Porém, estudos de
sensibilidade bacteriana desenvolvidos naquele pais, demonstraram ocorrer menor
resisténcia bacteriana e curta residualidade no tecido de animais medicados com Saraﬁn®,
agente ativo sarafloxacina, quando comparado a outros compostos comumente
administrados no tratamento animal. Nitidamente, a aplicacdo de certos antibidticos no
Sudeste Asiatico pde em risco a saude humana (Graslund & Bengtsson, 2001). Situagdes
semelhantes devem ocorrer em regides produtoras de peixes na Europa, notadamente no
oeste europeu, bem como nos demais paises produtores de organismos aquaticos difundidos

pelas Américas.

Dos grupos antibidticos existentes, a oxitetraciclina provavelmente ¢ a mais aplicada
na aqiicultura, pois demonstra ser eficiente contra bactérias gram-positivas e gram-
negativas tais como Aeromonas ¢ Vibrio spp em peixes e crustaceos (Corliss, 1979).
Infelizmente, tem-se registrado acentuado crescimento de resisténcia bacteriana, resultando,
em alguns casos, em tratamentos ineficientes (Capone et al., 1996; Smith, 1996). No setor
aqiiicola, o emprego de oxitetraciclina tem sido muito difundido, no entanto ndo ha
trabalhos indicando o nivel de concentra¢des residuais do antibidtico em campo e seu

potencial impacto sobre a flora bacteriana (Montoya & Uyaguari, 2003).

2.1. Residualidade nos Ecossistemas e Resisténcia Bacteriana

Nos sedimentos aquaticos, a comunidade microbiana degrada a matéria organica e
recicla nutrientes no meio. Parte do consumo de oxigénio, redu¢do de amonia e nitrito nestes

ambientes sdo todos altamente dependentes da atividade desses microrganismos. O acimulo
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de residuos antibacterianos em sedimentos naturais, ou em viveiros de cultivo, tem a
capacidade de inibir esta atividade e reduzir os indices de degradagao da matéria organica.
As conseqiiéncias nos ecossistemas, porém, sao ainda desconhecidas. Provavelmente ocorre
acimulo de matéria organica, provocando acidez no sistema, ou mesmo seletividade da
fauna microbiana resultante da resisténcia natural a droga, por determinados

microrganismos.

Quimicos langados nos ambientes naturais, por meio dos efluentes da atividade
aqiiicola, podem ser severamente tdxicos, mutagénicos ou apresentarem outros efeitos
subletais negativos na fauna e flora nativas (Griaslund & Bengtsson, 2001). A persisténcia
desses quimicos, ou de seus subprodutos, pode ocorrer através da bioacumulagao,

biomagnificac¢do ou pelo transporte fisico através do ar, dgua ou solo (Gréslund et al., 2002).

Poucos estudos associam a interferéncia desses compostos sobre a atividade
microbiana. Capone et al. (1996) descobriram que residuos de oxitetraciclina acima de
7 mgk' em sedimentos, nio tinham qualquer efeito sobre a densidade ¢ a atividade
bacteriana, embora informag¢des a respeito de possiveis mudancas na ecologia da
comunidade ndo terem sido examinadas. Por sua vez, existem registros de patdogenos
resistentes a oxitetraciclina em sedimentos de fazendas localizadas na Finlandia, onde peixes

sdo cultivados e tratados com este antibiotico (Bjorklund ez al., 1991).

Além de apresentarem certo grau de toxicidade, a maioria das drogas aplicadas na
medicina veterinaria tem demonstrado alto grau de residualidade e persisténcia em
sedimentos marinhos e estuarinos. Segundo Oka et al. (1989) e Samuelsen (1989), as
tetraciclinas diluidas em agua sdo degradadas por fotodecomposi¢do e as meias-vidas sao
dependentes da temperatura, pH, saturacdo de gases e intensidade de luz. A degradagdo da
oxitetraciclina na agua, por sua vez, ¢ mais rapida do que no sedimento (Bjorklund et al.,
1991). Por serem hidrossoliiveis, comumente torna-se necessaria a aplicacdo de doses
teraputicas mais elevadas, quando se utiliza tratamento em banhos, do que na

administracao da droga via oral ou intravenosa.

Ao agrupar e analisar dados publicados por diversos autores, Smith & Samuelsen
(1996) observaram variagdes extremas entre 9-415 dias de meia-vida de residualidade de
oxitetraciclina em sedimentos, sob gaiolas de salmdes submetidos a tratamento na Irlanda.
Os valores nesses campos variavam de 0,1-11,0 ug.g'1 como concentragdes minimas até

-1 . . ey . .
285 ng.g . Teoricamente, os autores presumiam que o antibidtico retido no sedimento,
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oriundo das gaiolas com salmdes medicados, passava para a coluna d’agua via lixiviagao,
mas o fendmeno ocorreria essencialmente, quando a concentragdo no sedimento fosse
elevada e a meia-vida de persisténcia curta; entretanto, situagcdes improvaveis poderiam
ocorrer. Segundo CENAIM (2002), os antibidticos oxitetraciclina e certas quinolonas
apresentam residualidade acima de 180 dias em sedimentos. Tal residualidade,
provavelmente variard conforme as condigdes ambientais, existindo estreita relacdo entre o

antibiotico diluido na coluna d’4gua e aquele disperso no sedimento.

Smith et al. (1994) investigaram a influéncia de sistemas de tratamento na
recuperacdo de efluentes contaminados com residuos de oxitetraciclina. Conforme referido
pelos autores, quase a totalidade do antibiotico langado em bergarios foi retido num filtro de
50 um e nenhum residuo foi detectado no efluente tratado até o limite de 0,02 pg OTC.mL™".
Por outro lado, a instalagdo de tanques de sedimentagcdo removeu o residuo com maiores
variagdes e menor eficiéncia (12-92%). O modelo estudado demonstra que sistemas de
tratamento de efluentes, tecnicamente eficientes, podem funcionar como redutores de riscos

ambientais nas fazendas de cultivo e ecossistemas vizinhos.

2.2. Tratamento e Residualidade em Organismos Cultivados e Espécies Silvestres

Os agentes quimioterapicos atuam pela interferéncia no crescimento dos
microorganismos nocivos, sem prejudicar o hospedeiro; este ¢ o principio da toxicidade
seletiva (Tortura et al. 2002). Ao serem empregados nos sistemas de produgdo, as drogas
quimioterapicas acumulam-se no tecido animal, em concentragdes suficientes a reducao do
patdgeno ou sua completa eliminacdo. Entretanto, residuos da droga, que comumente
lixiviam para o ambiente aquatico, podem fluir das instalacdes de produgdo através dos
efluentes, ou pelas linhas de esgoto em casos especificos, alcancando os ecossistemas
vizinhos onde podem interagir com o meio abidtico e ou atingir a fauna e flora nativas.
Além disso, ragdes medicadas ndo ingeridas ou fezes contendo residuos de drogas podem
ser consumidas pela fauna local, incorporando o medicamento (GESAMP, 1997); da mesma
forma, organismos filtradores como moluscos podem estar vulneraveis devido a presenca de

particulas contaminadas.

Quando adicionadsa na alimentacdo animal, as tetraciclinas suprimem a microbiota

da flora intestinal, podendo inclusive resultar em um significativo ganho de peso. No
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entanto, ha registros de alguns problemas de saude em consumidores destes animais. O uso
de antibioticos na alimentacdo dos animais pode levar ao crescimento de linhagens de
bactérias que sdo resistentes as drogas normalmente empregadas no tratamento de infec¢des

humanas (Tortura et al., 2002).

Corlis (1979) desenvolveu os primeiros estudos de residualidade do antibidtico
oxitetraciclina em camardes, utilizando espécimes juvenis nativos de Litopenaeus setiferus.
Dosagens de tratamento, 1, 5 e 10g OTC.kg'1 de racdo, durante trés semanas, foram
oferecidas a animais mantidos em séries de tanques. Ao empregar o método de difusdo
microbioldgica em placas, utilizando o organismo-teste Bacillus cereus, esse pesquisador
registrou niveis de oxitetraciclina no tecido abdominal entre 24 ¢ 48 horas. Concentracdes
méximas no tecido dos camardes analisados atingiram 1,05 pg OTC.mL™" no 1°. grupo de
animais e 0,88 ug.mL™' no 2°. grupo. Picos maximos foram alcangados em datas distintas do
periodo de tratamento e ocorreram tanto no inicio como no final da medicacdo,
independentemente da dosagem empregada. No periodo de pds-tratamento, o autor registrou
residualidade zero em trés dias nos animais medicados com a menor dosagem, mas definiu
residualidade por tempo indeterminado em um dos tratamentos a 10 g.kg". Segundo o autor,
doses terapéuticas de 5g OTC.kg' de ragdo, durante 14 dias, seriam suficientes no

tratamento contra Vibrio spp.

O estresse, conseqiiéncia de mudangas ambientais, pode reduzir significativamente o
consumo de racdo medicada e ou afetar a absor¢do da droga pelos animais testados,

resultando em niveis baixos de retengdo nas condi¢des de experimento.

Bjorklund et al. (1991) analisaram a residualidade do acido oxalico e da
oxitetraciclina em peixes e sedimentos de cinco fazendas produtoras localizadas no Mar
Baltico, costa sudoeste da Finlandia. Trutas arco-iris, Oncorhynchus mykiss, foram
cultivadas em gaiolas flutuantes em ambiente de dgua salobra com salinidade de 0,6% e
temperatura variando de 15-18°C. Nas gaiolas, os peixes foram medicados durante dez dias
com doses terapéuticas, que variaram entre 85 ¢ 110 mg.kg" de peso corporal dia, segundo o
manejo de cada produtor. O composto acido oxalico, segundo os pesquisadores, foi melhor
absorvido pelos organismos tratados, contudo, excretado mais rapidamente em comparagao
a oxitetraciclina, refletindo em um poder residual mais acentuado do ultimo farmaco. A
concentragdo maxima de acido oxalico detectada por cromatografia liquida no tecido

muscular dos peixes variou de 1,2 a 2,9 pg.g”', superiores, portanto, aos registrados para
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a oxitetraciclina, entre 0,8 e 1,0 pg.g”. Em uma das fazendas estudadas, a eliminagdo total

da oxitetraciclina ocorreu no intervalo de 25-30 dias com uma meia-vida de 5,6 dias.

Submetendo ao mesmo sistema de tratamento anteriormente referido, Malvisi et al.
(1996) estudaram a distribui¢ao tecidual e deplecdo residual da oxitetraciclina na dourada,
Sparus aurata, e no robalo europeu, Dicentrarchus labrax, espécies bastante cultivadas na
costa oeste europé¢ia. Os individuos foram mantidos em gaiolas flutuantes situadas na
Laguna de Grado, na Italia, em 4guas com salinidade a 35%o e temperatura variando entre
19 e 28°C. Apos uma semana de aclimatacdo e dois dias de inani¢do, os animais foram
medicados oralmente com ragao contendo 7,5 g de oxitetraciclina por kilograma de alimento
na razdo de 1,0% da biomassa, durante 14 dias. Empregando cromatografia liquida em suas
analises, os autores observaram maior acimulo do composto na pele (7,70+6,71 pg.g” ) e
figado (14,65 ug.g") no 6°. dia de tratamento. As vértebras incorporaram até seis vezes mais
do que o musculo, que apresentou a menor residualidade, havendo tragos persistentes do
composto no 40°. dia no pos-tratamento, ao nivel de 1,73+0,92 pg.g™'. As concentragdes de
oxitetraciclina no musculo foram menores do que nos outros tecidos durante o periodo da

investigagdo, reduzindo para 0,1 pg.g™', 20 dias depois do tratamento.

Estudos comparativos da contaminacdo ¢ descontaminagdo da ostra japonesa
Crassostrea gigas ¢ do mexilhao Mytilus edulis, em ambiente salino com oxitetraciclina e
acido oxalico foram desenvolvidos por Pouliquen et al. (1996). Apds dez dias de exposi¢ao
em 4gua salina, apresentando 0,15 e 1,50 mg OTC.L", os niveis de oxitetraciclina e acido
oxalico no tecido desses bivalves foram respectivamente 0,09 a 0,16 ¢ 0,70 a 1,40 mg.kg'l.
As ostras testadas foram estocadas e mantidas em ambiente de laboratorio. Os parametros
fisico-quimicos monitorados foram temperatura (12,0£0,5°C), pH (8,0%0,2), salinidade
(33,0+0,5%0) e oxigénio dissolvido conservado acima dos indices de saturagdo. Semelhante
aos resultados obtidos por Bjorklund et al. (1991), ao analisar a residualidade em trutas, os
autores verificaram decréscimo mais lento da concentracdo de oxitetraciclina no tecido dos
moluscos, durante o periodo de pos-tratamento, quando comparado ao acido oxalico, sendo

detectado tragos de oxitetraciclina pelo menos até o sétimo dia de descontaminagao.

Capone ef al. (1996) encontraram residuos de oxitetraciclina, em média 0,1 pg.g” em
ostras da espécie Crassostrea gigas e caranguejos Cancer magister coletados proximos as

fazendas produtoras de salmio cultivados em gaiolas. No estudo, metade dos caranguejos
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vermelhos Cancer productus capturados abaixo das gaiolas, durante os 12 dias de

tratamento com oxitetraciclina continham concentra¢des no tecido de 0,8 a 3,8 ug.g™.

Ao submeter camardes azuis do Pacifico, Litopenaeus stylirostris (Stimpson, 1874),
a tratamento com oxitetraciclina, na dosagem 1,5 g OTC.kg™' de ragdo, em tanques de 1.500
litros, Mohney et al. (1997) registraram acumulagdo de 3,3 pg.g”' do farmaco no tecido
abdominal dos animais em 4 dias de medicagdo. Da mesma forma que Corlis (1979), os
autores aplicaram o método de difusdo microbioldgica em placas. Durante o periodo de 4 a
14 dias de tratamento, os niveis acumulados no tecido mantiveram-se entre 3,3 e 5.2 pug.g',
ou seja, valores superiores aqueles considerados como Concentracgao Inibitoria Minima-CIM
de 2,0 pg.mL" para 13 espécies de bactérias sensiveis ao farmaco, isoladas de camardes
enfermos. A partir do quinto dia ap6s cessado o tratamento, foram observadas concentragdes
médias de 0,4 pg.g” no tecido animal, constituindo-se valores abaixo do limite de detecgio

estimado para a metodologia empregada.

Aplicando a cromatografia liquida, Bermudez-Almada et al. (1999) estimaram o
periodo de depuracdo do antibidtico oxitetraciclina no camardo da espécie L. vannamei,
mantidos em aquarios. Durante a investigagdo, a temperatura ambiente variou entre 18°C e
24°C ¢ a iluminagdo fluorescente pelo periodo de 12 h. Trés dietas medicadas contendo 0,1,
0,25 ¢ 0,5 g OTC kg™ de ragdo foram testadas e oferecidas por 21 dias. Uma dieta livre de
oxitetraciclina funcionou como controle. No sétimo dia de depuracdo, periodo de eliminagdo
da droga, foram registradas concentracdes de 0,05, 0,19 e 0,28 ug.g'1 no tecido abdominal.
Semelhante a outros estudos, observou-se acentuado desvio-padrdo nas concentragdes das
amostras durante a fase de tratamento. A recuperacao (“recovery’”) e o limite de detecgao

estimados para o método foram 95-110% e 0,05 pg.g™', respectivamente.

Ensaios desenvolvidos por Onkong et al. (2000) permitiram analisar os niveis de
absorc¢do e depuracdo da oxitetraciclina no tecido abdominal, hepatopancreas e carapaga da
espécie Penaeus monodon (Fabricius, 1798), vulgarmente conhecido por tigre negro
asiatico, submetidos a tratamento em uma concentragio de 5 g.kg”, por 7 dias. Os autores
relataram que a concentragdo no hepatopancreas, medida em HPLC, decresceu de
aproximadamente 19,0 a 2,0 pg.g” dentro de 7 dias do periodo de eliminagdo. Finalizados
os ensaios, camaroes cultivados em tanques de cimento € em pequenos viveiros (densidade
média entre 30-35 camardes.m™), apresentaram tecidos abdominais livres de residuos

detectaveis entre 17 e 14 dias, respectivamente.
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Camardes de agua doce Macrobrachium rosenbergii, vulgarmente conhecido como
gigante da Malasia, foram testados por Brillantes et al. (2001). Os pesquisadores
investigaram a distribui¢do da oxitetraciclina no abdomen e cefalotérax de machos e fémeas
da espécie, apos tratamento com ragdo medicada a 2,5 e 5,0 g.kg" de ragdo por 7 dias. As
analises foram realizadas aplicando a técnica de cromatografia liquida, extracdo em fase
sélida e detecgdo por fluorescéncia, sendo as amostras mantidas congeladas a —20°C até a
analise. Individuos em lotes de tratamento a 5 ppt apresentaram uma maior residualidade no
cefalotorax e abdomen do que os individuos no lote submetido a 2,5 ppt. Niveis do
antibiotico no cefalotorax em ambos os sexos foram significativamente superiores aos do
abdomen (P < 0,05), atingindo picos maximos em todos os grupos de individuos entre 4 — 6
dias de medicacdo. Cessado o tratamento, treze e dez dias foram suficientes para reduzir a
oxitetraciclina aos niveis de seguranca no cefalotérax e musculo, respectivamente, em
ambos os sexos, indiferentemente, ndo ocorrendo diferenca significativa (P < 0,05) no
mesmo tecido entre machos e fémeas. Uma vez que variagdes na temperatura da agua,
dosagem do farmaco, duracdo da terapia e outras condi¢cdes ambientais podem interferir na
incorporacdo e eliminagdo da droga, os autores recomendaram um periodo de 21 dias de

supressao, necessarios para eliminagdo do antibidtico.

Inclusdo de oxitetraciclina em dietas artificiais em doses 0,81, 4,47 e 9,52 ppt
geraram acumula¢cdes maximas de 3,1 , 12,2 e 16,6 ppm, respectivamente, no tecido
muscular do camario cinza, L. vannamei, no 5°. dia de medicagdo (Montoya & Reyes,
2002); os dias restantes de tratamento (9 dias) serviram apenas para a manutencdao da
concentracdo do farmaco no tecido animal. A dieta formulada CENAIM-40, aplicada no
tratamento, ndo reduziu significativamente (P < 0,05) a palatabilidade nos niveis de
dosagens testadas, contudo, observou-se sensivel relacdo inversa entre o consumo € a
dosagem de oxitetraciclina no alimento. Os camardes foram testados em tanques de fibra de
vidro com 37 animais.m™ com 200% de renovagdo da 4gua, diariamente. Ao longo do
periodo de administracdo da droga (14 dias), as concentragdes médias mensuradas no tecido
foram 2,6, 9,1 e 14,1 ppm nos trés niveis de tratamento. Desta forma, os investigadores
observaram ndo haver aumento dos niveis de oxitetraciclina no musculo dos camardes
testados na mesma magnitude de acréscimo do farmaco na dieta medicada (dosagem). Ou
seja, em todos os tratamentos pdde ser observado que o comportamento acumulativo da
oxitetraciclina, no musculo de L. vannamei, ndo foi doso-dependente. Da mesma forma, a

velocidade como o antibidtico foi eliminado pelos animais, ndo teve relagdo com os niveis
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de oxitetraciclina acumulados durante o tratamento. Segundo os autores, a espécie L.
vannamei, comparada a outros peneideos ja estudados, parece reduzir a capacidade de
acumular oxitetraciclina no tecido a medida que se incrementa a dose terapéutica. Durante a
fase de pos-tratamento, as concentragdes minimas observadas foram: 0,07 ppm em 7 dias de
eliminagdo (dosagem 0,81 ppt), 0,13 ppm em 10 dias (dosagem 4,47 ppt) ¢ 0,17 ppm em 10
dias (dosagem 9,52 ppt).

No mesmo estudo, Montoya & Reyes (2002) investigaram ainda as perdas ocorridas
durante a fabricacdo da racdo artificial, ocorridas principalmente no processo de secagem, e
a intensidade da lixiviagdo no meio aquatico. A taxa de lixiviagdo demonstrou ser mais
acentuada nas primeiras duas horas de imersao da ragdo medicada lancada em agua salina,
alcancando perdas médias de 27% do farmaco e 38% de perda em 6 horas. Segundo o autor,
a salinidade influencia acentuadamente a lixiviagdo da oxitetraciclina, devido a sua
afinidade com os fons Ca™ e Mg"" disponiveis no meio, elementos que desempenham papel
importante no processo. Bjorklund ef al. (1991) também referem-se a combinagao com os
ions Fe™". Outros componentes abioticos existentes no ambiente aquatico ou sedimento dos
viveiros, provavelmente interagem paralelamente. A velocidade de lixiviagdo do farmaco
em agua doce, comparada a agua com teores salinos mais elevados, foi expressivamente

inferior.

Pesquisas sugerem o emprego de antibidticos utilizando alimentos vivos como
veiculo (bioencapsulacdo), uma vez que ndo sdo plenamente conhecidas as porgdes
incorporadas pelos camardes alimentados com ragdes medicadas. Quando langada na agua,
apenas uma por¢ao torna-se biodisponivel, sendo a maior parte ligada aos sais de calcio e
magnésio livres no meio aquatico (Cuenca et al., 2002). Estes autores testaram doses
terapéuticas em poés-larvas de L. vannamei incorporadas sob trés formas: (1) animais
alimentados com nauplios de Artemia franciscana enriquecida com oxitetraciclina a 19
mg.kg' de racio (com adicdo de enriquecimento com emulsdo lipidica comercial para
Artemia; (2) sem adicdo de enriquecimento e (3) antibidtico aplicado diretamente na adgua
do mar (banho convencional a 20 ppm OTC). A maior incorporagdo de farmaco no tecido
das pos-larvas foi registrada no tratamento com banho convencional. Finalizado o
tratamento em 7 dias, as determinagdes do antibiotico foram as seguintes: sem
enriquecimento 5,77+0,6 pg, com enriquecimento 18,98+2.8 pg e banho 26,3£8,1 pg por

grama de extrato de camardo. A adigao da emulsdo enriquecida acentuou a incorporagao.



NOGUEIRA-LIMA, A. C., Residualidade da oxitetraciclina no tecido do camardo marinho... 16

Gillies et al. (1991) definem farmacocinética o estudo do desenvolvimento temporal
da absorc¢do, distribuicdo, metabolizagdo e excrecdo de drogas, bem como da resposta
farmacoldgica correspondente. A extensdo conceitual e a complexidade de sistemas
envolvidos no processo provavelmente justificam a caréncia de investigacdes andlogas em
camaroes peneideos. Reed et al. (2004), porém, iniciaram os primeiros estudos envolvendo a
farmacocinética do composto oxitetraciclina em peneideos, desenvolvendo ensaios
empregando a hemolinfa do camardo branco Lifopenaeus setiferus. Os autores tinham como
objetivo otimizar a dosagem e possibilitar o controle mais efetivo das enfermidades, ao
mesmo tempo em que se minimizariam os residuos ambientais. Para conduzir o projeto,
foram desenvolvidas técnicas de baixa e alta dosagem intravascular aplicando métodos de
amostragem com sobrevivéncia. Com isto, o estudo demonstrou que doses mais elevadas da
oxitetraciclina ndo alteraram significativamente os parametros farmacocinéticos analisados,
indicando que a distribui¢do do composto no camardo ¢ linear ¢ ndo doso-dependente. Os
niveis de oxitetraciclina na hemolinfa e tecido foram analisados por cromatografia liquida e
adequado ao modelo farmacocinético apropriado para caracterizar a distribuicdo do

antibiotico no camarao.

Em substituicdo aos antibidticos, Boyd & Laurence (1999) defendem a adicdo de
in6culos vivos de bactérias selecionadas (probidticos) na aqiiicultura. Entre os beneficios em
potencial, incluem: intensificagdo da decomposi¢do da matéria organica, reducdo da
concentragdo de compostos nitrogenados e fosforo, melhor crescimento algal, maior
disponibilidade de oxigénio dissolvido, redugdo de algas azuis e verdes, controle de amdnia,
nitrito e sulfeto de hidrogénio; menor incidéncia de enfermidades e maior sobrevivéncia;
maior producdo na aqiiicultura. O principio baseia-se na exclusdo competitiva e envolve o
uso de bactérias vivas ou leveduras na dieta ou na dgua de cultivo, para assegurar que o trato
digestério da espécie cultivada seja inicialmente colonizado com microorganismos
benéficos, que melhoram a digestao (GESAMP, 1997). Apesar dos mecanismos de agao de
probidticos serem pouco conhecidos, seu complemento na aqiiicultura, aparentemente nao
resulta em danos aos animais cultivados, ou ao meio ambiente, pois ndo sdo conhecidos

riscos a seguranga dos alimentos em conseqiiéncia de sua aplicagao.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Desenho Experimental

3.1.1. Local dos Estudos

A primeira etapa de testes ocorreu sob condigdes controladas em laboratorio no
Instituto de Ciéncias do Mar da Universidade Federal do Ceard. Em uma segunda etapa,
experimento semelhante foi conduzido em uma fazenda de engorda de camardao marinho em

zona estuarina situada no Municipio de Beberibe, Estado do Ceara.

3.1.2. Modos Operacionais

Camardes juvenis da espécie Litopenaeus vannamei (Boone, 1931) foram mantidos
durante o periodo experimental em 6 tanques de fibra de vidro de 500 litros, numa densidade
de 52,16 camardes.m’, sendo cada tanque povoado com individuos com aparéncia saudavel,
apresentando peso médio de 5,08 gramas (SD +0,633). Duas séries de trés tanques foram
empregadas: T;, T, e T3 com animais alimentados com ra¢do contendo oxitetraciclina-base
(bateria-tratamento) e C;, C, e C;, com animais submetidos ao mesmo tipo de ragdo, mas
com auséncia do farmaco (bateria-controle).

Baseado no manejo de dguas em sistema fechado referido por Spotte (1979), com
adaptagdes, em cada série de tanques, bombas centrifugas conectadas a tubos PVC
promoviam a recirculagio da agua de forma sistematica, numa vazio de 600 litros.h™,
Filtros bioldgicos externos compostos por camadas de cascalho de ostras, brita ¢ areia
retinham o material em suspensdo e promoviam a manutencdo da qualidade da agua
utilizada em ambos os sistemas, em niveis compativeis com a espécie, durante o ciclo de
investigagdo. Sistema de aeracdo por compressor, acoplado as baterias-tratamento e
controle, permitiu a manutengdo do oxigénio dissolvido em niveis aceitaveis (Figura 1).

Para o estudo em campo, gaiolas construidas em tela nylon 1.000 um, com area de
fundo 1,1 m'z, foram instaladas em um viveiro de camardo situado em zona estuarina,
fixadas em contato com o solo. As gaiolas foram povoadas com individuos apresentando
peso médio 5,18 gramas (SD +0,70), numa densidade de 50 camarf)es.mz, que receberam

tratamento antibidtico (gaiolas Gj, G, e Gj3), semelhante aquele submetido aos individuos
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testados em regime de laboratorio (Figura 2). Animais da gaiola-controle (Geontrole)
receberam apenas racao nao medicada.

Dados das variaveis fisico-quimicas: temperatura (°C), salinidade (°/o,), oxigénio
dissolvido (mg.L™"), pH e luminosidade (Lux) foram observados diariamente no sistema
implantado em laboratério ¢ no viveiro. A luminosidade em campo foi registrada
semanalmente. Empregando o oximetro digital Bernauer YSI 55/12 FT, pode-se mensurar o
oxigénio dissolvido e a temperatura na meia coluna d’dgua dos tanques e gaiolas no viveiro.
Pequenos frascos de vidro protocolados foram utilizados na coleta e medi¢do do pH,
empregando o equipamento MA-PA 2009 Marconi. Refratdmetro modelo SR1 (20 x 4 cm)
foi utilizado na medicao da salinidade. A Luminosidade incidente sobre a superficie d’agua
em ambos ambientes experimentais, campo e laboratorio, foi observada empregando o
luximetro digital modelo MLM-1332 Minipa (variagdo 200-200.000 Lux).

Aménia (mg.L") e nitrito (mg.L") foram monitorados com freqiiéncia semanal nos

tanques de testes, filtros biolodgicos e viveiros. A medicdo da amodnia soluvel (NH3) foi

realizada através do método Nesslerizacdo Direta e o nitrito (NO7) por Sulfanilamida —

NED.

Figura 1. Sistema de tanques Figura 2. Gaiolas empregadas no
empregados no tratamento antibidtico tratamento  antibidtico dos camardes
dos camardes estocados em laboratdrio. investigados em viveiro.

Durante a fase de investigagdo, foram registradas as mortalidades por tanque e gaiola

e anotadas as ocorréncias de ecdises.



NOGUEIRA-LIMA, A. C., Residualidade da oxitetraciclina no tecido do camardo marinho... 19

3.2, Regime de Tratamento

Antecedendo ao tratamento, camardes estocados nos tanques e gaiolas passaram por
um periodo de aclimatacdo de 10 dias, quando foram alimentados somente com racdo nao
medicada. A racdo Camaronina-35 da Agribrands Purina do Brasil Ltda (Tabela 1) foi
oferecida na razao de 5% da biomassa inicial, dividida em trés refeigoes/dia, nos horarios
08:00 horas, 12:00 horas e 17:00 horas, diariamente. Finalizado o periodo de aclimatacao,
todavia obedecendo ao mesmo regime de alimentacdo, os animais estocados na bateria de
tanques-tratamento (T;, T, e Ts) e gaiolas-tratamento (G;, G, e G3) passaram a receber
exclusivamente racdo medicada com o composto oxitetraciclina-base Reiza-Kern (pureza
96,53%) na dosagem de 4 ppt por 14 dias, dosagem e tempo padrdes adotados no tratamento
de NHP (Hepatopancreatite Necrosante) em peneideos no Brasil. A incorporacdo do
farmaco a racdo teve como base a metodologia descrita por Brock & Main (1994).
Utilizando um conta-gotas, pequena quantidade de 6leo de peixe levemente aquecido (37-
38°C) era misturado suavemente com 62,0 mg de oxitetraciclina em um becker 50 mL.; em
seguida, 15 g de ragdo eram langadas sobre o 6leo e misturadas até homogeneizagdo, sendo
entdo mantidas em repouso por 5 minutos até a oferta. Camardes estocados nos tanques-
controle (Teontrole) € gaiola-controle (Geontrole) receberam somente ragao nao medicada, sendo
apenas banhada em 6leo de peixe, durante o ciclo de investigagdes.

Decorridos 30 minutos apds a distribuicdo da ragdo, as por¢des ndo consumidas eram
coletadas e em seguida pesadas. Testes de intumescimento foram realizados para conhecer a
porcao seca da ragdo ndo consumida. Para isto, doze amostras de ra¢dao pesando 1,0 g cada,
banhadas em o6leo, foram imersas na 4dgua do sistema em tanque e viveiro; apds trinta
minutos, a ragdo foi novamente pesada e quantificada a umidade acrescida, que foi 31,11%
(laboratoério) e 36,31% (viveiro). Para se obter a sobra seca, multiplicou-se a ra¢dao nao
consumida por 68,89% (laboratorio) e 63,69% (viveiro) que, pela diferenca da ragdo
distribuida, permitiu quantificar a por¢do consumida pelos camardes. Multiplicando-se a
porcao consumida pelo fator 0,004, obtinha-se a quantidade do antibidtico assimilado. O
fator mencionado origina-se da dosagem de tratamento aplicada (4g OTC kg™ de ragdo). Em
1.000g racao hd 4g de OTC, entdo, cada 1 g de ragdo cont¢tm 0,004 g de OTC.
Multiplicando-se a racdo consumida pelo fator mencionado (0,004), obtém-se, por

conseguinte, a quantidade de oxitetraciclina assimilada.
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Tabela I. Niveis de garantia da ragdo Camaronina-35 (Agribrands Purina do Brasil
Ltda), administrada no tratamento antibiotico.

Composicao Niveis de Garantia ( % )
Umidade 13,0 *

Proteina Bruta 35,0 **

Extrato Etério 8,0 **

Fibra 6,0 *

Cinzas 13,0 *

Calcio 3,0 %

Fosforo 0,7 **

. . Niveis de Garantia (mg )
Elementos Minerais

Magnésio 0,40
Manganés 10,00
Cobre 50,00
Zinco 100,00
lodo 0,30
Selénio 0,15

* Nivels maximos
** Niveis minimos
Fonte: Purina

3.3. Freqiiéncia e Técnica de Amostragem

Datas de amostragens, a partir do primeiro dia de tratamento foram arbitradas
acompanhando o seguinte cronograma: D, (inicio do tratamento), D3, Ds, D7, D1 € D4 (final
do tratamento). A fim de se estimar o tempo de residéncia do farmaco no tecido animal,
cessado o tratamento, novo ciclo de amostragens em intervalos semelhantes prosseguiu até
atingir os niveis minimos de deteccdo e quantificagdo estimados para a metodologia. Trés
camardes coletados aleatoriamente compunham uma Unica amostra representativa por
tanque, totalizando 18 individuos coletados em cada data amostral (6 tanques X 3 individuos
amostrados por tanque). Objetivando minimizar possivel interferéncia provocada por
metabolizacdo, dilui¢do e ou dissipagao do antibidtico no tecido animal, apds a coleta, os

camardes amostrados eram imediatamente sacrificados em imersdo de dgua e gelo salinos
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por 15 minutos, utilizando &gua coletada do proprio sistema. Em seguida, apos
acondicionamento em sacos polietileno escuros para impedir a incidéncia de luz, o material
coletado era devidamente protocolado e mantido congelado a —20°C, evitando a deterioragdo

da oxitetraciclina.

34. Analise das Amostras

3.4.1. Reagentes e Solug¢oes

Os solventes e demais compostos empregados na extracdo e composicdo da fase
movel foram de grau analitico para cromatografia liquida de alta eficiéncia-CLAE,
adquiridos da Acroos. A agua utilizada na composi¢ao das solu¢des e demais procedimentos
foi deionizada (tipo Milli-Q). Cloridrato de oxitetraciclina, pureza Acroos 99,9%, foi

utilizada na combinacdo das solu¢des-padrao e construcao da curva de calibragdo.

3.4.2. Preparaciao das Amostras e Técnica de Extracao

Até 12 horas apds a coleta eram realizados os procedimentos de extracdo e andlise
em laboratorio no Centro de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de
Fortaleza/UNIFOR. Para a extragdo, foi adotada a metodologia descrita por Reed et al.

(2004), com ajustes aos equipamentos e materiais disponiveis.

Inicialmente, as amostras eram descongeladas naturalmente. Partes do tecido
abdominal dos animais coletados em cada um dos tanques eram misturadas e entdo
maceradas. Utilizando um homogeneizador “potter” B. Braun Melsungen 30CC com pistilo,
1 g do macerado era levemente homogeneizado durante 3 minutos em 10 mL de solucdo-
tampao (0,05% EDTA-Mcllvaine a 30% MeOH) e mantido sob refrigeracdo. A solugdo-
tampao foi ajustada para pH 4 ¢ estocada sob refrigeracdo. Finalizada a homogeneizacao,
todo o material era transferido para tubos de centrifuga 15mL. Para promover a precipitagao
das proteinas contidas no tecido foram adicionadas 20 gotas de 4cido tricloroacético (1:1) ao

extrato e agitado intensamente. A precipitagdo e aglutinacdo das proteinas ocorriam apos a
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imersdao do homogeneizado em banho de agua fria e gelo por 15 minutos. Finalmente, o

homogeneizado era centrifugado a 11.000 rpm por 15 minutos a 4°C.

Utilizando seringas Hamilton-3mL com filtros 0,2 um a base de acetato de celulose,
foram injetados 100 puL. do sobrenadante no equipamento de cromatografia. Todas as
injecdes foram realizadas em triplicata. A temperatura ambiente variou entre 20-25°C,
durante os procedimentos de extragdo e analise, sendo também evitada a incidéncia de luz

natural e artificial sobre as amostras.

3.4.3. Condicoes Analiticas

As andlises foram realizadas empregando um aparelho de cromatografia liquida modelo
Gilson 321 provido de um detector ultravioleta UV/VIS-152 “Detector Gilson” com leitura a
365 nm, ativado pelo programa Unipoint 3.0 Software. Pré-colunas Hichrom-5 C;5.10C
acopladas a colunas Hichrom-5 C,3 fase reversa (25 cm x 4,6 mm id; “end capped”)
compunham a fase estacionaria. As amostras injetadas eram eluidas na seguinte fase moével:
acido oxalico 0,01M / acetonitrila / metanol / tetrahidrofurano (24:6:3:2), com fluxo 1,0

mL.min™".

O conhecimento do tempo de retencdo, revelado pela solucao-padrao injetada,

permitiu a identificagdo do pico da oxitetraciclina contida nas amostras.

3.4.4. Validacao Estatistica

3.4.4.1. Recuperacio

A recuperagao permite avaliar a eficiéncia da metodologia de extragcdo do antibiotico
oxitetraciclina no tecido animal, empregada nas andlises. A eficiéncia ¢ dependente de
varios elementos que, em conjunto, sensibilizam os resultados. A calibra¢do do equipamento
cromatografico e composi¢ao da coluna utilizada, pureza dos reagentes, homogeneizagao
manual, at¢ mesmo padronizagao e habilidade do técnico, sdo alguns dos fatores que podem

interferir na eficiéncia de extracgao.
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Para determinacdo da recuperagdo 1,0 g de tecido muscular de camardo livre de
oxitetraciclina foi macerado em 0,5 mL de solugdo-padrao a 10 ppm de OTC, empregando-
se um homogeneizador “potter” 30CC com pistilo. Posteriormente, 9 mL de solugdo-tampao
0,05% EDTA-Mcllvaine a 30% MeOH foi adicionado e homogeneizado durante 3 minutos-
mesmo tempo dispensado a fase de extracdo das amostras coletadas. Finalizada a
homogeneizacao, todo o material foi transferido para tubos de centrifuga com 15mL de
volume. 20 gotas de 4cido tricloroacético (1:1) foram adicionadas a cada tubo e agitados
intensamente. Antes da centrifugagdo a 11.000 rpm a 4°C por 15 minutos, os tubos
repousaram em banho de gelo por 15 minutos.

Empregando seringas Hamilton-3mL com filtros 0,2 um a base de acetato de
celulose, foram injetados em triplicata no equipamento de cromatografia: 100 pL do
sobrenadante extraido; 100 pL de solugdo-padrao a 10 ppm de OTC preparado de forma
semelhante a recuperacdo, contudo sem adi¢do de tecido; 100 uL de agua Milli-Q a 0,0 ppm
(branco). Tabulados os resultados, pdde-se determinar o indice de recuperagdo da
oxitetraciclina contida no tecido animal, padronizado conforme a técnica de extracdo

empregada.

3.4.4.2. Curva de calibracao

O desenvolvimento da curva de calibracdo permite mensurar a correlagio existente
entre, a area do pico formada no equipamento cromatografico e a concentragdo de
oxitetraciclina em solugdes previamente preparadas. Para isto, 10 mg de oxitetraciclina-HCI
padrao Merck (pureza 99,9%) foi adicionada em 100 mL de dgua bidestilada Milli-Q,
formando uma solugdo-estoque com concentragao 100 ppm. Com o proposito de minimizar
erros de manipulagdo e variagdes, mesmo pequenas, provocadas por diferengas no volume
de vidrarias utilizadas, a solu¢do-estoque foi conservada refrigerada por todo o periodo de
analise e empregada na formulacdo das solucdes-padrdo da curva de calibragdo. Seis
concentragdes foram pré-estabelecidas para a construgdo da curva: 0,0 ppm (branco), 10,0
ppm, 2,5 ppm, 0,625 ppm, 0,156 ppm e 0,039 ppm. Cada concentragao foi produzida em
seis repeti¢des, sendo injetadas em triplicata e obtida a curva de calibragdo apresentada na

Figura 3.
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Figura 3. Curva de calibrag¢do das solugdes-padrao injetadas no
equipamento de cromatografia liquida (volume injetado 100uL).

. ~ . 2 .y . ~ ,
Verificada a correlagdo linear (= 1,0) entre as variaveis “concentracdo” e “area do

pico”, foi aplicada a andlise de variancia dos dados (ANOVA) a fim de se determinar a

funcdo da reta representativa da correlagdo, bem como estimar os limites de deteccdo e

quantificacdo da metodologia adotada, expressos na unidade de pg.g™.

Y =0,0093 + 6,55.107 . X,

LD =0,0573
LO=0,1552

Onde: "Y" ¢ a concentragdo do composto em fungdo da area do pico “X” gerada no
equipamento de cromatografia. LD e LQ sdo os limites de deteccdo e quantificagdo
estimados, respectivamente.

Desta forma, a medida que se procediam as analises, a area de pico gerada no
equipamento era langada na funcdo e determinada a concentracdo do fairmaco observada na
amostra. Ao ajustar esta concentracdo multiplicando-se pelo indice de recuperacao referido

no item 3.4.4.1, obtinha-se a concentracdo real de oxitetraciclina no tecido abdominal do

camarao analisado.
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Entdo, temos a equagao:

[Real] = |Extragdo] x ( 100/Recuperacio )

onde, [Real] é a concentragdo de oxitetraciclina na amostra analisada e [Extracdo], a

concentragdo lida no equipamento de cromatografia liquida.



NOGUEIRA-LIMA, A. C., Residualidade da oxitetraciclina no tecido do camardo marinho... 26

4. RESULTADOS

A sobrevivéncia dos animais em ambos os ambientes experimentais - em laboratorio
utilizando tanques de fibra e campo, empregando gaiolas no viveiro - foi bastante
significativa, variando de 94 a 98% e de 91 a 100%, respectivamente. Durante o estudo nao
foram observadas alteragdes quanto a mobilidade dos camardes, mantendo-se aparentemente
sauddveis, sem sintomas de enfermidades ou reducdo do consumo alimentar, quando
comparados aos controles. Os parametros bioldgicos observados durante a investigagdo sao

apresentados na Tabela II.

Tabela I1. Parametros zootécnicos dos estudos realizados em laboratorio e em campo com o

camarao L. vannamei, registrados durante um periodo de tratamento de 14 dias.

Parimetro Laboratério Campo
T, T, Ts  Ccontrae*| Gi G, Gs | G controe

No. inicial de camardes 52 53 52 51,67 55 55 55 55
Peso médio inicial (g) 5,23 500 4,89 5,07 5,58 4,78 5,80 5,65
Densidade inicial (camardes.m™)[ 52 53 52 51,67 50 50 50 50
Biomassa inicial (g) 271,96 265,00 254,28 261,97 |306,90 262,90 319,00 310,75
Consumo de ragao (g) 77,57 64,95 68,35 71,24 73,62 47,22 52,88 4425
Consumo de OTC (mg) 0,31028 0,25980 0,27340 - 0,29448 0,18888 0,21152 -
Sobrevivéncia (%) 98,0 96,0 96,0 94,0 100,0 950 91,0 93,0
Ocorréncia de ecdises (No.) 13 20 16 5,67 5 2 6 0
Peso médio final (g) 6,00 5,75 5,84 6,00 6,84 6,73 6,96 6,71

* Valores médios dos tanques-controle: C4, C, e Cs.
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4.1. Analises

A curva de calibragdo apresentou alto grau de linearidade (+°=1,0), demonstrando
elevada correlacdo entre a concentragdo das solucdes injetadas no aparelho cromatografico e
a area de pico formada. Desta forma, a area do pico tem relacdo direta com a concentragao

do composto analisado.

Os limites de detecg@o e quantificagdo estimados para a metodologia adotada foram
0,0573 e 0,1552 pg.g’, respectivamente, quando injetados 100 pL de solugdo no

equipamento de cromatografia liquida.

Apos andlise dos resultados, o indice de recuperagdo da oxitetraciclina na amostra,

estabelecido para a técnica de extragdo empregada, foi 81,68% (SD=+1,54).

O tempo de reten¢ao de 4,5 minutos, revelado pela solucdo-padrao injetada, permitiu
identificar o pico formado pela oxitetraciclina contida na amostra. A Figura 4 representa os

picos da oxitetraciclina.

(a) (b)

OTC

Absorvancia (m.Volt.s™)

I T
0 2 4 60 2 4 6

Tempo de retencdo (minutos)

Figura 4. Cromatograma tipico mostrando os picos da OTC (volume injetado 100uL;
tempo de retencdo 4,5 minutos): (a) injecdes das solu¢des-padrao empregadas na
construgdo da curva de calibracdo; (b) injecao de solugdo de extracdo de tecido

muscular de L. vannamei.
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4.2. Parametros Fisico-Quimicos

Os parametros fisico-quimicos, monitorados durante as investigagdes em laboratdrio
e campo, apresentaram valores dentro dos padrdes aceitaveis pela espécie estudada (Tabela
III). A temperatura média registrada nos tanques foi 26,8+0,31°C, préxima aquela observada
em campo, de 26,5+0,52°C durante a manha (04:30h) e 29,9+0,26°C a tarde (15:00h). Na
bateria de tanques-tratamento e controle, a salinidade média observada foi 34,4 e 33,9%0
respectivamente. Por outro lado, a estagdo quente no periodo da investigagdo, promoveu
concentragdes salinas mais elevadas no viveiro, onde estavam instaladas as gaiolas, quando

a salinidade média atingiu 43%o0; portanto, bem superior aquela registrada em laboratorio.

Os niveis de oxigénio dissolvido mantiveram-se relativamente estaveis, com médias
de 5,90+0,38mg.L" nos tanques-tratamento e 5,95+0,43 mgL"' na bateria de tanques-
controle, alcangando os limites minimos de 5,21 e 5,07 mgL™”, respectivamente. No
ambiente do viveiro, entretanto, ocorreu uma nitida variagdo diaria nos niveis de oxigénio

dissolvido, que foram em média, 3,1+0,44 rng.L'1 pela manha e 10,242,11 rng.L'1 a tarde.

Nos tanques-tratamento e controle, o pH médio foi 7,75+0,07 e 7,72+0,07, quando os
valores maximos ¢ minimos foram 7,57 até¢ 7,89 e 7,57 até 7,86, respectivamente. Em

campo, por sua vez, o pH foi mais alto, alcangando 8,3.

Quanto aos indices de compostos nitrogenados, amoénia livre e ionizada, observaram-
se concentragdes inferiores na bateria de tanques em laboratério em comparagdo a registrada
no viveiro, verificando-se niveis médios de 0,0233+0,0131 e 0,7147+0,3409 mg.L'1 na
bateria-tratamento, 0,0273+0,0116 e 0,7910+0,3585 mg.L'1 na bateria-controle ¢
0,2564+0,3170 e 2,1478+0,3179 mg.L'1 no viveiro, respectivamente. Quanto as
concentragdes de nitrito, ocorreu comportamento inverso, sendo inferiores no viveiro,
0,0022+0,0008 mg.L", comparado ao resultado médio registrado nos tanques tratamento

(0,0197+0,0055 mg.L™") e controle (0,0202+0,0060 mg.L ™).

A intensidade de luz natural e fluorescente incidentes sobre a superficie da 4gua em
ambos os ambientes experimentais — em laboratério com a utilizagdo de tanques e campo
empregando gaiolas - apresentaram valores bastante diferentes. Coletados em quatro pontos
distintos do viveiro, registraram-se 113.640+40.961 Lux, em média; comparados a 326+31,9

Lux no tratamento em laboratorio. No entanto, em laboratério a dgua apresentou elevada
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transparéncia durante a investigagdo, ao contrario daquela observada no viveiro, que atingiu

a média de 24,3 cm empregando o Disco de Sechii.

Tabela III. Parametros fisico-quimicos da dgua, monitorados durante a investigacdo em laboratorio

e sob condi¢des seminaturais em viveiro de cultivo.

. Tratamento tanque Controle tanque Viveiro
Parametro
Média = DP m/M Média = DP m/M Média = DP m/M *
= * -
Temperatura (OC) 26,8+0,31 26,0-32,0 26,8+0,32 26,0-27,3 26,5+0,52 26,0-27,0

29,9+0,26 ** 29,0-30,0

Luminosidade | 554,319 27003740 | 3078344 24703840 | 113640440061 7030

(Lux) 138.700
Salinidade (o/o0) | 34.4+0,4 34,0-35,0 33,9+0,3 33,3-34,3 43,5 43,0-44,0
Oxigénio 3104044 *  2.20-3,70

Dissolvido 5,90+0,38 5,21-6,63 5,95+0,43 5,07-6,91
(mg.L") 10,2042,11 **  3,50-12,40
pH 7,75+0,07 7,57-7,89 7,72+0,07 7,57-7,86 8,30+0,14 8,20-8,40

Nitrito (mg.L'l) 0,0197+0,0055 0,0144-0,0270 | 0,0202+0,0060 0,0140-0,0300 | 0,0022+0,0008 0,0010-0,0030

Amonia livre
(mg.L")
Amonia

jonizada(mg.L™")

0,0233+0,0131 0,0020-0,0330 | 0,0273+0,0116 0,0050-0,0370 | 0,2564+0,3170 0,2065-0,2800

0,7147+0,3409 0,0370-0,9690 | 0,7910+0,3585 0,1250-1,1330 | 2,1478+0,3179 1,7760-2,5950

m /M — valores minimos € maximos observados
(*) — observag@o as 04:30 horas

(**) — observacao as 15:00 horas

4.3. Residualidade

4.3.1. Tratamento sob Condi¢coes de Laboratoério

No primeiro dia de tratamento, quando decorridos apenas doze horas de medicagao,
os animais haviam consumido ra¢do contendo 0,02652 mg (T;), 0,02464 mg (T,) e 0,0248
mg (T3;) de oxitetraciclina administrada. Ap6s duas horas, quando realizadas as coletas
iniciais, as amostras de tecido abdominal examinadas haviam acumulado 3,059 pg.g”,
3,382 pg.g’ e 5,089 ug OTC.g" de tecido, nos tanques T, T, e T3, respectivamente. A

acumulacdo do composto no musculo progrediu de forma acentuada até atingir as
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concentracdes maximas de 20,38 pg.g” em T, no sétimo dia, 18,81 pg.g” em T, no terceiro

dia e 14,44 pg.g”' no tanque T3, no sétimo dia de tratamento (Figura 5).

Calculando-se a média das concentragdes dos trés tratamentos, verifica-se o pico
maximo no sétimo dia, quando os niveis de oxitetraciclina nos tecidos analisados

alcangaram 17,21 pg.g” (Figura 6).

Verifica-se na Figura 5 que os desvios entre os tratamentos foram maiores em
concentragdes mais elevadas do fairmaco no tecido animal, comportando-se inversamente,
nas menores concentracdes. Mesmo submetidos as mesmas condi¢des de tratamento, ou
seja, densidade de estocagem, condi¢des de estresse e alimentacdo, vé-se certa uniformidade
na concentragao da oxitetraciclina nos animais estocados em T3, cuja relagdo comportou-se

de forma menos homogénea com os individuos povoados nos demais tanques.

Mesmo consumindo oxitetraciclina adicionada a ragdo, conforme se verifica na
Figura 6, houve declinio da concentragdo no tecido em torno do 7°. até o 14°. dia, final do
tratamento com o antibidtico. Excecdo ocorreu com os camardes estocados em T;, que
apresentaram um pico de 15,36 pg.g” no ultimo dia de medicagdo, valor distante das
9,95 pg.g”' observadas em T, ¢ 9,65 pg.g”' em Ts. Concluido o tratamento em 14 dias, a
concentragdo média do farmaco observada nos animais acondicionados na bateria

tratamento foi 11,66 pg.g™.

Vinte e quatro horas de pos-tratamento foram suficientes para as concentragdes
reduzirem bruscamente, atingindo 9,47 pg.g”' (T)), 4,74 pg.g”" (T2) e 3,69 pg.g” (T3). Os
niveis de 3,77 pg.g” (T1), 3,76 pg.g” (T2) e 4,16 pug.g” (T3), foram observados 48 horas
ap6s a ultima medicagdo. No poés-tratamento, apods decorridas 96 horas (4 dias), a

concentracao de oxitetraciclina decresceu muito lentamente.

Passados dezessete dias de desassimilagdo e eliminagdo do farmaco, conseqiiéncia da
atividade metabolica dos animais medicados, foram observados indices de residualidade nas

concentracdes de 0,148 pg.g™' (T)), 0,142 pg.g™ (T,) € 0,198 pug.g™” (Ts).

A totalidade do antibidtico consumido diariamente pelos camardes povoados na

bateria de tanques-tratamento esta representada na Figura 7.

O desenvolvimento do modelo matematico representativo da relagdo “concentra¢ao”
vs. “tempo”, nos dois ambientes experimentais, permitiu estimar o tempo de residéncia-Tr

da oxitetraciclina, até o nivel considerado como “branco” (0,015 pg.g”), encontrado nas
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amostras-controle em razao de “ruido”, proprio do equipamento cromatografico. Ao langar o

valor mencionado no modelo matematico, obteve-se o Tr estimado para a oxitetraciclina em

laboratorio por 25 dias.

Concentracao (pg.g'l)

Concentracio (ug.g'l)

20,0 + =
16,0 + !
1 —o— Controle
I —a-T1
12,0 + -T2
1 ~4-T3
8,0 1/
)i LD=0,057310224
40 4 LQ=0,155234632
0,0 4
1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 3l
Tempo (dias)
Figura 5. Concentracdo do antibiotico oxitetraciclina detectada no tecido
abdominal de L. vannamei, durante ¢ apos tratamento com o farmaco na
-1 ~ . ~ .
dosagem de 4g.kg " de ragdo, durante 14 dias, empregando racdo medicada em
camardes estocados em tanques.
20,0
4 XK
160+  x / pY
1 7\ \
] \‘// \
120+ |/
1/
] f’f’ —o— Controle
8,0 i /’/ —%— Tratamento
1
4,0 1(
0,0

Tempo (dias)

Figura 6. Concentracdo média do antibidtico oxitetraciclina detectada no
tecido abdominal de L. vannamei, durante e apos tratamento com o farmaco
na dosagem de 4g.kg'1 de ragdo , por 14 dias, empregando ragdo medicada
em camaroes estocados em tanques.
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4.3.2. Tratamento sob Condi¢oes Naturais

Camardes que receberam tratamento em condi¢des naturais de viveiro, sujeitos as
variagdes ambientais, manifestaram comportamento e niveis antibioticos diferenciados

daqueles observados em laboratério.

Pela diferenga da racdo oferecida daquela ndo consumida, pode-se quantificar o
consumo acumulado didrio de antibidtico, que demonstrou ser 17,61% inferior no
tratamento em gaiolas instaladas no viveiro, em relagdo ao consumo acumulado no
tratamento em tanques. A Figura 7 representa o consumo acumulado diario de
oxitetraciclina pelos camardes estocados em ambos os ambientes experimentais, bem como

a diferenca, em valores absolutos, entre eles.

Passadas doze horas apods a primeira medicagdo, animais estocados nas gaiolas Gj,
G; e G; apresentaram 2,057 pg.g”, 0,239 pg.g” e 1,631 pg.g” de concentragio de OTC no
tecido, respectivamente. Problemas com o arragoamento ocorrido com os individuos da
gaiola G, identificado apenas no 11°. dia de tratamento, provocaram alteragdes, durante este
periodo, na concentra¢do do farmaco no tecido desses animais. Camardes investigados nas
gaiolas G; e Gj;, segundo a Figura 8, apresentaram comportamento decrescente na
concentragdo, mesmo com a manutencdo da medicagdo, nos primeiros trés dias de

tratamento, surgindo entdo novo pico de crescimento.

Até o décimo segundo dia verifica-se o acumulo gradativo da oxitetraciclina no
tecido abdominal, apesar da ocorréncia de picos de acumulacdo (Figura 9). As
concentragdes maximas foram registradas no 12°. dia de tratamento, quando se observaram
niveis de até 3,54 pug.g”, 2,576 pg.g” e 5,221 pg.g” em animais tratados nas gaiolas Gi, G,

e Gs, respectivamente, sendo a média 3,779 pug.g ™.

Finalizado o tratamento, os niveis antibidticos no tecido foram inferiores aqueles
registrados em camardes com apenas trés dias de medicacdo. Quarenta e oito horas de pos-
tratamento foram suficientes para a concentragio média decrescer de 2,142 pg.g” para 0,434
ug de oxitetraciclina por grama de tecido animal. No primeiro e segundo dias, os indices de
residualidade reduziram 53,87% e 79,73%, respectivamente; por sua vez, em laboratério, a

concentragdo reduziu 48,86% (1°. dia) € 66,57% (2°. dia) (Figura 10).
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Nesta fase, ao alcancarem valores médios de 0,5 pg.g”', observa-se um declinio
gradual e lento da concentracdo no tecido. Comportamento semelhante ocorreu com

exemplares investigados, sob condi¢des de laboratorio.

Aplicando o modelo matematico representativo da relacdo “concentragdo” vs.
“tempo” em campo, estimou--se o Tr em 23 dias, ou seja, quando a concentragdo das
amostras de camardes medicados atingiu quantidades semelhantes aquele do controle, de

0,031 pg.g”' (branco), em razio de “ruido”, proprio do equipamento cromatografico.

0,90000

0,80000 Consumo OTC tanques
—&— Consumo OTC gaiolas
0,70000 —&— Diferenga

0,60000 -
0,50000 -
0,40000 -
0,30000 -

0,20000 -

Consumo de OTC (mg)

0,10000 -

0,00000 -

Dias de tratamento

Figura 7. Consumo acumulado diario de oxitetraciclina por camardes L.
vannamei estocados sob condigdes de laboratorio e viveiro, recebendo

dosagem de 4g OTC.kg'1 ragdo, durante um periodo de 14 dias.
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Figura 8. Concentrac@o do antibidtico oxitetraciclina no tecido abdominal de
L. vannamei, durante e apos tratamento com o farmaco na dosagem de
4g.kg'1 de racdo, durante 14 dias, empregando ragdo medicada em camardes
estocados sob condi¢bes de viveiro.
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Figura 9. Concentragdo média da oxitetraciclina no tecido abdominal de L.
vannamei , durante e apos tratamento com o farmaco na dosagem de 4g.kg’1
de racdo, durante 14 dias, empregando racdo medicada em camardes
estocados sob condigdes de viveiro.
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Figura 10. Velocidade de eliminagdo da oxitetraciclina no periodo de pos-

tratamento, em termos percentuais, por camardes L. vannamei medicados
nos ambientes experimentais de campo e laboratério.
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5. DISCUSSAO

A sobrevivéncia em ambos os ambientes experimentais foi satisfatoria. As mortes
registradas resultaram principalmente do escape dos animais dos tanques ou gaiolas durante
0 manejo, ou a noite. O comportamento vigoroso ¢ saudavel dos camardes durante o
manuseio, bem como o crescimento em peso (Tabela II), indicaram que a dieta ofertada

atendeu a manuten¢ao das atividades normais.

A adicdo do antibidtico a ra¢ao parece nao ter influenciado a palatabilidade. Mohney
et al. (1997) registraram uma sensivel reducao no consumo de dieta medicada (P=0,007) por
camardes Litopenaeus stylirostris, quando comparados a individuos alimentados somente

com racao livre de antibiético.

Uma vez que, métodos de andlise microbiologica detectam exclusivamente
antibidticos biologicamente disponiveis (GESAMP, 1997), ou seja, biologicamente ativos, a
técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia — CLAE, empregada neste estudo,
possibilitou, também, a obtencdo de resultados quantitativos dos niveis de oxitetraciclina
biologicamente indisponiveis. As condi¢des analiticas foram satisfatorias, apresentando
niveis de recupera¢do e limite de deteccdo proximo ao de outros autores, empregando
técnica semelhante. Bjorklund (1991) refere-se a recuperacdo de 87,6+3,0% e limite de

deteccdo 0,05 pg.g” em analise cromatografica para oxitetraciclina em tecido animal.

Nas condig¢des em estudo, residuos de oxitetraciclina foram observados em todos os
tratamentos doze horas ap6s a introdug¢ao da medicagdo, quando realizada a primeira analise.
Provavelmente, niveis mais baixos seriam registrados em menos horas, uma vez que a
velocidade de assimilagdo e distribuicdo do farmaco, resultante do metabolismo animal,
demonstrou ser elevada. Corliss (1979) somente detectou residuos de oxitetraciclina em
tecido de Penaeus setiferus, atualmente classificado como Litopenaeus setiferus, 48 horas
apos o consumo de oxitetraciclina na dosagem de 1g OTC.kg' e, em 24 horas, apds o
consumo na dosagem de 5-10g OTC.kg"'. Empregando metodologia semelhante, Brillantes
et al. (2001), detectaram 6,28 pg OTC.g" no tecido abdominal em machos e fémeas de
camardo da Malasia, Macrobrachium rosenbergii, 14 horas apos o tratamento com ragao
medicada a 2,5 g.kg”. Por outro lado, através da técnica de administra¢io intravascular
Ginica, Reed er al. (2004) injetaram 11,1 pg OTC.g" de tecido em camario da espécie L.

setiferus e verificaram que a hemolinfa imediatamente atingiu 15 pg.ml”, reduzindo a
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1 pg.ml”, 40 horas apos a injecdo. Segundo os autores, 0 comportamento & tipico de drogas

que apresentam rapida fase de distribuicdo, acompanhada de vagarosa fase de eliminagao.

Durante o periodo de tratamento pdde-se observar evidentes discrepancias nas
concentragdes mais elevadas (Figuras 5 e 8), contudo, obedecendo as mesmas tendéncias
crescente/decrescente no tempo, de modo sistematico. Este comportamento foi detectado em
ambas as formas de investigagdo, campo e laboratério, embora nao tenha ocorrido
coincidéncias de pico entre elas. De um modo geral, varios elementos podem contribuir para
essas variagodes. A atividade fisiologica provavelmente responde diferentemente, conforme a
concentragdo do antibidtico no tecido, alterando de alguma maneira a atividade metabolica
animal. Deste modo, haveria momentos em que o antibidtico consumido seria
principalmente acumulado no organismo e atingido o limite funcional, predominaria a
expulsdo do fadrmaco, promovida por mecanismos de excre¢do. Malvisi et al. (1996),
entretanto, supdem que o elevado desvio-padrdo na concentragdo de oxitetraciclina por eles
observado na dourada européia, Sparus aurata, durante o periodo de tratamento, deveu-se a
consideravel variacdo ndo-sistémica no consumo da racdo medicada, bem como pela
competicao acentuada por alimento medicado entre os animais analisados. Isto corrobora o
pensamento de Brillantes ef al (2001), ao investigar a residualidade do antibiotico em M.
rosenbergii. Certamente, provaveis mudancas no consumo de ragdo medicada afetam,
sobremaneira, os niveis de acumulacdo do antibidtico no tecido. Contudo, este fenomeno
ndo foi observado entre os camardes empregados no presente trabalho, pois a densidade de
estocagem satisfatoria, tamanho homogéneo dos camardes empregados, bem como a oferta
de alimento medicado em abundancia, reduziram esse fator. Uma vez que diferengas no
tamanho, idade e condicdo fisiologica de cada camardo podem produzir grandes variagdes
na concentragdo do firmaco na hemolinfa em L. setiferus (Reed et al., 2004), o desenho
experimental e a técnica de amostragem adotados em campo e laboratério neste estudo,

permitiram minimizar significativamente tais variagoes.

Ao examinar os valores expressos nas Figuras 6 e 9, percebe-se nitida diferenca de
concentragdo no tecido animal entre ambos os modelos. Em campo, a concentracdo média
durante o tratamento, 1,87 pg.g”, foi bem inferior aquela registrada em laboratério de
11,98 pg.g”, ou seja, 6,4 vezes maior. Apesar do tratamento e da técnica de amostragem
semelhantes, em laboratorio adotou-se o sistema de circulagdo fechada, onde toda a
oxitetraciclina lixiviada manteve-se no mesmo meio onde se encontravam os camaroes.

Enquanto em campo, as gaiolas instaladas no viveiro com area 7,5 hectares e coluna d’agua
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em média 1,2 m, ocorria maior diluicio do antibidtico lixiviado da ragdo medicada,
conseqiientemente nao assimilada por outras vias; além de outros fatores como renovacao de

agua e interacdes ambientais, que sdo bem mais intensas em condi¢des seminaturais.

Sao pouco conhecidas e insuficientes as informag¢des que comprovam a absor¢ao de
antibioticos por outras vias, sendo a oral, por camardes peneideos. Porém, individuos
estocados em um tanque, por onde circulava a mesma agua da bateria de tanques-tratamento
e alimentados somente com a ragdo controle (sem antibidtico), apresentaram valores
residuais de oxitetraciclina (de 0,12 a 0,51 pg.g'). Bebak-Williams er al. (2002), ao
distribuirem dieta medicada para peixes em um sistema com recirculacdo de agua doce,

detectaram residuos de oxitetraciclina no tecido dos animais, na agua e sedimentos do filtro.

Bjorkland et al. (1991), Kerry et al. (1995), Campbell ef al. (2001) e Tendéncia &
De La Pena (2001) sugerem que os antibidticos detectados em organismos da populacao
nativa e sedimentos, proximos a unidades de cultivo, originam-se principalmente: da racao
medicada ndo consumida; do antibidtico lixiviado no meio aquatico antes do consumo pelos
organismos tratados; dos excrementos e metabdlitos naturais dos organismos cultivados e
medicados. Na interfase entre cultivos, estes residuos seriam transportados aos ambientes
naturais. Portanto, pode-se sugerir que os altos niveis de antibidtico encontrado nos
camardes estocados em laboratorio, diferentemente daqueles povoados no viveiro, deve-se
ao acumulo do farmaco diluido no meio aquatico e sua absor¢do através de outros processos,
que ndo a via oral, como por exemplo, através das branquias, onde a &4gua circula
constantemente. Na Noruega, onde a oxitetraciclina ¢ aplicada na forma de ragdo em peletes
medicados, estatisticas tém demonstrado que somente 20-30% do antibidtico oferecido ¢
realmente absorvido pelos peixes, enquanto o resto, 70-80%, alcanga os ambientes naturais

(Samuelsen, 1989).

Outro fator a ser analisado ¢ a quantidade de antibidtico consumido diariamente
pelos camardes investigados (Figura 7). Observa-se a diferenca da racdo medicada
consumida no sistema montado em laboratorio, que foi 17,61% superior ao consumo em
campo. Explicavel pela disponibilidade de alimento natural no viveiro, além da ragdo
medicada ofertada; ao passo que, no laboratorio, o alimento disponivel era unicamente a
racdo medicada, resultando em maior consumo. Uma vez que o aumento no consumo reflete

na concentragdo residual no tecido animal (Bermudez-Almada, 1999; Montoya &



NOGUEIRA-LIMA, A. C., Residualidade da oxitetraciclina no tecido do camardo marinho... 39

Reyes, 2002), mas provavelmente de forma ndo proporcional, isto justificaria o elevado

nivel antibidtico nos camardes tratados em condi¢des controladas laboratoriais.

Segundo Reed et al. (2004), fatores ambientais podem afetar a fisiologia e a
eliminagdo da droga. Niveis relativamente estdveis dos fatores fisico-quimicos tais como
temperatura, salinidade, oxigénio dissolvido, amoénia e nitrito e pH, observados durante a

atual pesquisa, reduziram provaveis causas de estresse.

A degradacdo de oxitetraciclina em dgua marinha ¢ influenciada pela intensidade da
luz e temperatura (Samuelsen, 1989). Apesar de muito superior aquela observada em
laboratoério, a incidéncia de luz em campo (Tabela III) provavelmente ndo contribuiu para a
degradacdo, pois a transparéncia reduzida da agua em conseqliéncia da produtividade

primdria do viveiro - em média 24,3 cm (Disco de Sechii), minimizou seus efeitos.

Em viveiro, onde a atividade fitoplanctonica exerce funcdo primordial na produgao
de oxigénio e gas carbonico, observou-se uma nitida varia¢do didria nos niveis de oxigénio
dissolvido. Outros fatores abidticos possivelmente influenciaram, direta ou indiretamente,
para a reducdo ou estabilidade do composto. Por isto, ¢ relevante ressaltar a importancia da
interagdo de fatores, existentes no ambiente de viveiro, mas ausentes no modelo em

laboratorio.

Os baixos niveis da concentragdao antibidtica registrada em campo, além dos fatores
j& mencionados, podem ainda estar associados a salinidade da dgua do viveiro que foi 26,5%
superior aquela observada em laboratério (Tabela III). Montoya & Reyes (2002) realizaram
testes para avaliar a porcentagem de oxitetraciclina lixiviada em dietas medicadas nas
dosagens 1,0, 5,0 e 10,0 g.kg”', empregando dois tipos de 4gua: doce e salgada. Os autores
concluiram que a lixiviagdo nestas dietas foi influenciada significativamente pela salinidade,
sendo que, as perdas médias foram: 6,5% e 12,5% em é4gua doce e 13,5% e 28% em agua
salina, nos primeiros 30 minutos ¢ 2 horas de exposi¢ao, respectivamente. Lunestad &
Goksoyr (1990) demonstraram que concentragdes de Mg e Ca’ em 4gua salina reduzem
de forma marcante a atividade da oxitetraciclina neste meio. Por outro lado, o sedimento
exerce efeito inibitdrio mais intenso nas oscilagdes do antibidtico do que as concentragdes
de cations divalentes presentes em agua salina (Smith, 1996). Vale salientar que, embora a
persisténcia de oxitetraciclina em aguas salinas seja mitigada pela formagdo de novos

complexos, a droga também ¢ administrada em cultivos de 4gua doce, onde uma maior



NOGUEIRA-LIMA, A. C., Residualidade da oxitetraciclina no tecido do camardo marinho... 40

fracdo do composto deve existir na forma livre, podendo surtir efeitos adversos sobre a

atividade antimicrobiana do ambiente (Capone ef al., 1996).

Até o terceiro dia de tratamento (Figura 6), percebe-se a tendéncia de aumento na
concentragdo do antibidtico nos animais investigados em laboratorio, observando-se o
oposto em campo (Figura 9). Em ambos, porém, ocorreu uma tendéncia crescente até atingir
o pico residual. O comportamento das concentragdes observadas corresponde ao modelo
descrito por Gillies et.al. (1991), no qual a curva de concentracdo da droga vs. tempo
apresenta uma fase ascendente, resultante principalmente de sua absor¢do, e uma fase

posterior, descendente, revelando principalmente a eliminagao.

A concentracdo maxima de 3,78 pg.g’, registrada em campo no dia 12°. de
tratamento, demonstrou ser bastante inferior aquela detectada no 7°. dia em laboratdrio
(17,21 pg g™). Estas concentragdes de oxitetraciclina sdo as maiores ja observadas em tecido
abdominal de peneideos. Os valores sdo superiores aos registrados por Montoya & Reyes
(2002), de 12,20 pg.g”, utilizando a espécie L. vannamei medicada com dosagem 4,47 g
OTC.kg" de ragdo, por 14 dias em tanques. Brillantes et al. (2001) registraram 19,93 pg.g”
no cefalotorax e 10,91 pg.g’ no tecido muscular de machos de M. rosenbergii quando
medicados com 5,0g OTC.k™ de ragdo, apds 7 dias de medicagdo. Corliss (1979) detectou
4,25 ng ¢ em juvenis de L. setiferus apds tratamento com rag¢io contendo 5,0 g OTC.kg.™
de ragdo, no 7°. dia de medicagdo, empregando o método de difusdo microbioldgica nas suas
analises, enquanto que Mohney et al. (1997), aplicando a mesma metodologia de analise,
observaram picos entre 4,85-5,67 pg.g” em L. stylirostris medicados a 1,5 g OTC.kg" de

racao.

Torna-se extremamente dificil comparar os resultados observados com estudos
realizados por outros autores, uma vez que uma combinagdo de fatores pode interferir nos
resultados. A forma de preparacdo do alimento, assim como a qualidade da 4gua empregada
nos ensaios pode alterar a disponibilidade da oxitetraciclina (Brillantes et al., 2001), além
disso, a técnica de cromatografia liquida, que ¢ reconhecidamente mais exata, apresenta
melhores limites de detecgdo (Ueno et al., 1999; Moretti et al, 1994). Novos métodos de
determinagdo tém sido adotados a cada ano e diferengas de metodologias entre laboratérios
podem dificultar verdadeiras comparagdes de resultados (Schnick, 2001). Vale ressaltar que,
principalmente os modelos de tratamento e as doses terapéuticas associadas a via de

administracdo utilizadas promoverdo estas discrepancias. Porém, os modelos empregados,
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desde que satisfeitos os preceitos fundamentais e caracterizadas as condi¢des da pesquisa,

produzirao dados significativamente importantes.

Os picos maximos médios de 11,66 pg g™ (variagdo de 9,65 — 15,36 pg g™) atingido
em laboratério no 7°. dia e de 2,14 pg g (variagdo de 1,06 — 2,93 pg g™') verificado no 12°.
dia em campo, refletem os padrdes de concentragdo diferenciados conforme as condigdes

ambientais onde se realiza a investigacao.

Em campo, o valor maximo da curva de concentracdo ocorreu proéximo do final do
tratamento antibiotico. Ou seja, individuos povoados em viveiro, cuja acumulacdo da
oxitetraciclina demonstrou ser mais reduzida, apresentaram uma fase de distribuicdo do
composto no tecido bem mais extensa do que a fase de eliminagdo, que foi relativamente
curta. Comportamento inverso ocorreu com os individuos investigados em laboratorio, com
altas concentragdes no tecido, quando apresentaram uma fase de distribui¢do curta e uma
longa fase de eliminagdo. O evento provavelmente estd relacionado aos niveis de
tolerabilidade desses crustaceos ao composto examinado, motivando-o a ativagdo de
mecanismos de eliminagdo. Segundo Gillies ef al. (1991), de um modo geral, fases de
eliminagdo sdo mais lentas e caracteriza-se pela homogeneidade cinética entre os niveis da
droga em todos os liquidos e tecidos dos organismos. Isto sugere que, para a obtengdo da
homogeneidade cinética, parte da energia destinada ao crescimento, ou realizagdo das
fungdes vitais, seja despendida para a eliminagdo do composto. Ou ainda, podem ser
ativados mecanismos redutores de absor¢do, promovendo a eliminagdo direta do composto

através do sistema digestorio, logo que a dieta medicada seja consumida.

O desvio das concentracdes, observado na Figura 5, possibilita avaliar a discrepancia
no momento da distribui¢do (acimulo nos tecidos) durante o tratamento, bem como o

comportamento mais homogéneo no pos-tratamento, fase exclusiva de expulsdo da droga.

Empregando métodos de analise microbioldgica e quimica, Bermiidez-Almada et al.
(1999) registraram pico méaximo de 1,82 pug g em P. vannamei adultos, trés semanas apos o
inicio da medicag¢io quando administrado 500 mg OTC kg™, Por sua vez, Montoya & Reyes
(2002) referem que as maiores concentracdes alcancadas para a mesma espécie ocorreu
aproximadamente no sétimo dia, quando medicados em média com 4,47 g OTC.kg".
Segundo os autores, os dias de tratamento restantes serviram para manter a concentracdo do
antibidtico no organismo. Ao administrar oxitetraciclina oralmente em enguias japonesas,

Anguilla japonica, em dose tnica (50 mg.kg" de peso corporal), utilizando um cateter, Ueno
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et al. (2003) obtiveram a concentracdo méaxima (0,77 pg.mL™") no sangue no 1°. dia e apés
20 dias foram detectados valores inferiores a 0,1 pg.mL’'. Quando administrada
intravascularmente, a concentragdo alcangou 380 pg.mL™ imediatamente apos a aplicagdo,

decrescendo gradualmente para 4,5 pg.mL™ em dezessete dias.

No tltimo dia de tratamento do presente estudo, os niveis antibidticos de 11,66pg.g™
nos camardes em laboratorio foram inferiores aqueles registrados no tecido de individuos no
terceiro dia de medicagdo. E provavel que o comportamento esteja associado & intolerancia
desses organismos as altas concentragdes do antibidtico no tecido, no qual o processo de

eliminacdo deve tornar-se preponderante para manutencao das fungdes vitais.

Finalizado o tratamento, as concentragdes no tecido muscular reduziram muito
rapidamente nos dois ambientes experimentais; no entanto, de forma mais acentuada em
campo até o 3°. a 4°. dias. Decorrido este prazo, a velocidade de eliminagdo da
oxitetraciclina em individuos sob condi¢des de laboratorio pareceu ser mais acentuada
(Figura 10). Segundo Montoya & Reyes (2002), o comportamento acumulativo da
oxitetraciclina em camardes da espécie examinada ndao ¢ dependente da dosagem
administrada; da mesma forma, a velocidade de elimina¢do nio tem relagdo com os niveis

de oxitetraciclina acumulada durante o tratamento.

Atingidos os niveis inferiores a 0,84 pg.g’' no 4°. dia de pos-tratamento em
laboratorio e 0,43 pg.g” no 2°. dia em campo, a residualidade da oxitetraciclina no tecido

animal decresceu de forma lenta.

Chanratchakool et al. (1991), referem-se a dose terapéutica, recomendando entre
3-5 g OTC adicionado em 1 kg de ragdo para combater Vibrio no camardo P. monodon,
comumente conhecido como tigre asiatico. Bermudez et al.(2002), por sua vez, recomendam
empregar, geralmente, pelo menos quatro vezes a concentragdo inibitéria minima para
atingir doses terapéuticas em P. vannamei. Os niveis de oxitetraciclina no tecido abdominal,
observados neste estudo durante o estdgio de tratamento, mantiveram-se entre os limites da
concentra¢do inibitoria minima — CIM citados por Takahashi et al. (1985), que recomendam

entre 0,10 a 12,5 pug.g™' contra Vibrio sp.

Roque ef al. (2001) citam que a administracdo freqiiente de oxitetraciclina
provavelmente ¢ responsavel pela resisténcia de 43% dos vibrios isolados de camardes no
Meéxico. No Brasil, Portaria Ministerial no. 193 proibe a administracdo de oxitetraciclina

sistémica na alimentagdo animal (EMBRAPA, 2004). O “Code of Federal Regulations” dos
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Estados Unidos (21 CFR 556.500) aprova o uso de oxitetraciclina em salmonideos, bagres e
lagosta nas condigdes expostas pelo regulamento e estabelece o limite de tolerancia de
2,0 ppm em alimentos frescos (FDA, 1998). Com excecdo do regime de complacéncia, o
regulamento americano ndo aprova o uso antibidtico no tratamento de vibrioses em
peneideos. Por outro lado, a “EMEA — European Agency for the Evaluation of Medicinal
Products”, responsavel pelas regulamentacdes na Comunidade Econdmica Européia - CEE,
estabelece o limite maximo de residualidade — LMR de 0,1 pg.g” no musculo e leite em

todas as espécies produtoras de alimento (EMEA, 1990), inclusive produtos da aqiiicultura.

Em razdo do surgimento freqiiente de enfermidades em camardes na aqiiicultura e
manifestagdes de resisténcia bacteriana, a administracdo de antibidticos por meio de ragdes
formuladas precisa ser mais investigada. Propdsitos para formula¢do de doses terapéuticas

Otimas minimizariam possiveis impactos sobre os ambientes naturais e a satide humana.
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6. CONCLUSOES

O limite de tolerdncia imposta pela Comunidade Européia, observado no 17°. dia de
eliminagdo (laboratorio) e no 16°. dia (campo) na presente investigagdo, parece ser
plenamente praticdvel nas unidades de cultivo. Devido a interacdo de fatores naturais,
bioticos e abioticos, assim como das formas de manejo dessas substancias sobre a
acumulacdo e a residualidade da oxitetraciclina, por seguranca, recomenda-se prolongar, por

um periodo maior, o tempo de despesca de animais submetidos a medicacao.

O desenvolvimento de modelo matematico apropriado permitiu equacionar a relagdo
“concentragdo” vs. “tempo”, possibilitando estimar valores além dos limites de detec¢do e
quantifica¢do. Extrapolando os dados, pode-se determinar o tempo de residéncia-Tr da
oxitetraciclina em campo (23 dias) e laboratorio (25 dias). Entretanto, provavelmente
periodos distintos seriam necessarios para delimitar a residualidade no hepatopancreas e
hemolinfa, onde a oxitetraciclina parece ser mais estavel devido a natureza e funcionalidade

destes tecidos.

A padroniza¢ao da técnica de detec¢ao e quantificagdo de antibidticos em produtos da
aqiiicultura ¢ de suma importancia. Em razao de sua sensibilidade, a CLAE demonstrou ser
bastante eficiente, apresentando niveis infimos de detec¢do da oxitetraciclina no tecido dos

camardes analisados.

A metodologia obtida nas condi¢des disponiveis mostrou-se adequada para andlise residual

de oxitetraciclina em tecido de camardes da espécie L. vannamei.

O assunto em estudo sugere novas pesquisas para investigar o comportamento destes
compostos em animais cultivados destinados ao consumo humano, assim como sua
residualidade na agua e sedimento das unidades de cultivo, submetendo-os as adversidades

ambientais e interferéncia de fatores fisico-quimicos.
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