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RESUMO
Objetivo: O objetivo geral deste trabalho foi avaliar o perfil farmacocinético
para os compostos enrofloxacino (ENRO) e seu principal metabdlito,
ciprofloxacino (CIPRO), e cloranfenicol (CAP) em frangos de corte visando
subsidiar a tomada de acgbes para controle de residuos de medicamentos
veterinarios em produtos de origem animal e a produgdo de materiais de
referéncia para fins de controle de qualidade analitica. Métodos: Frangos
machos da linhagem Cobb-Vantress foram utilizados nos experimentos para
determinacdo da farmacocinética plasmatica e niveis teciduais para os
compostos ENRO/CIPRO (10 mg/kg), CAP (100 mg/kg) apds administracdo em
dose unica oral e administragdo continua através da agua de consumo
simulando as condi¢des reais de producdo. As concentragbes plasmaticas e
teciduais foram determinadas utilizando a técnica de cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas em tandem (LC-MS/MS) através de
métodos desenvolvidos e validados in house. Analise farmacocinética nao-
compartimental e modelagem compartimental dos dados foram realizadas
utilizando o software WinNonlin e NONMEM v.6, respectivamente. Para
determinacao das concentragbes teciduais os animais foram sacrificados em
tempos pré-definidos e amostras de plasma, musculo e figado coletadas para
os compostos ENRO/CIPRO e plasma e musculo para CAP. Resultados e
Discussao: Trés métodos multirresiduos para determinacdo de medicamentos
veterinarios incluindo diferentes compostos pertencentes as classes quimicas
ou terapéuticas previstas nesse projeto foram desenvolvidos utilizando LC-
MS/MS com limites de quantificacédo (LOQ) em acordo com os propositos de
aplicacao das metodologias. Além disso, métodos especificos para a analise
dos compostos individuais nas amostras de plasma foram desenvolvidos para a
determinacgao dos perfis farmacocinéticos em plasma. Conclusées: com base
nos dados gerados foi possivel implementar novas metodologias para o
controle de residuos de medicamentos veterinarios relevantes na producgéo de
aves de corte, bem como o estudo dos perfis farmacocinéticos e deplecéo
tecidual permitiram o delineamento correto das etapas de planejamento e
predicdo de valores encontrados em amostras experimentais. De forma
complementar, os dados gerados permitirdo a producdo de amostras

naturalmente contaminadas contendo os farmacos em questdo para a



producao de materiais de referéncia com o objetivo de serem utilizados para

controle de qualidade analitico.

Palavras-chave: antimicrobianos; fluorquinolonas; coccidiostaticos;

farmacocinética; residuos; enrofloxacino; ciprofloxacino; cloranfenicol.



ABSTRACT
Methods Development for Determination of Fluoroquinolones,
Amphenicols and Coccidiostats Vet Drugs Residues and Evaluation of
Pharmacokinetic Profiles of Enrofloxacin, Ciprofloxacin and
Chloramphenicol in Broiler Chickens.
Objective: The aim of this study was to evaluate the pharmacokinetic profile for
compounds enrofloxacin (ENRO) and its major metabolite, ciprofloxacin
(CIPRO), and chloramphenicol (CAP) in broilers in order to support the actions
taken to vet drugs residues control in animal products and production of
reference materials for purposes of analytical quality control. Methods: Cobb-
Vantress male broilers were used in experiments to determine the plasma
pharmacokinetics and tissue levels to ENRO / CIPRO (10 mg / kg) and CAP
(100 mg / kg) after single oral dose administration and continuous
administration compounds through drinking water simulating the production
conditions. Plasma and tissue concentrations were determined using liquid
chromatography coupled to tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) using in-
house developed and validated methods. The non-compartmental and
compartmental pharmacokinetic data modeling was performed using WinNonlin
software and NONMEM v.6, respectively. For determination of tissue
concentrations, animals were sacrificed at predefined times and plasma, muscle
and liver samples collected for ENRO/ CIPRO and plasma and muscle samples
to CAP. Results and Discussion: Three mutiresidue methods for
determination of veterinary drugs including compounds belonging to same
chemical and therapeutic classes in this project were developed using LC-
MS/MS with limits of quantification (LOQ) in accordance with the purposes of
application of methodologies. Furthermore, specific for analyzing individual
compounds in the plasma samples methods have been developed for
determination of plasma pharmacokinetic profiles. Conclusions: Based on the
data generated was possible to implement new methodologies for control of
veterinary drug residues relevant in broiler production, as well as the study of
pharmacokinetic profiles and tissue depletion allowed the correct delineation of
planning and predicting values found in experimental samples. As a

complement, the data generated will enable the production incurred samples



containing the drugs for production of reference materials for analytical quality

control purposes.

Keywords: antimicrobials; fluoroquinolones; coccidiostats; pharmacokinetics;

residues; enrofloxacin; ciprofloxacin; chloramphenicol.
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1. INTRODUGAO







A producdo de frangos € uma atividade relevante no ambito do
agronegocio brasileiro. Atualmente o Brasil é o 3° produtor mundial de carne de
frango atras de China e EUA, respectivamente, e lider em exportagbes. A
regido sul responde por cerca de 60% da produgédo nacional e neste contexto
cabe ressaltar que em torno de 70% da producgédo € destinada ao mercado
interno (1).

A produgdo intensificada e a reconhecida performance se devem a
fatores tecnoldégicos como melhoramento genético, pesquisa aplicada e
ferramentas de manejo visando garantir as condi¢gbes sanitarias adequadas.
Dentro destes aspectos a utilizagdo de medicamentos veterinarios, em especial
antimicrobianos com finalidade profilatica ou terapéutica tem um importante
papel neste modelo produtivo. Com o objetivo de garantir condicbes de
seguranca aos consumidores diferentes regulamentac¢des sao aplicadas pelos
diferentes organismos envolvidos ao redor do mundo para a gestao de risco e
controle adequado dos niveis de residuos em alimentos. No intuito de controlar
de forma adequada e mitigar riscos aos consumidores o Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) através do Plano Nacional de
Controle de Residuos e Contaminantes (PNCRC) mantem um programa de
monitoramento  contemplando diferentes classes de compostos e
contaminantes em diferentes matrizes visando obter informag¢des que suportem
a tomada de decisbes. Os niveis de acéo regulatéria estabelecidos pelo Brasil
estdo alinhados com as principais Normativas disponiveis mundialmente (2, 3).

Para esta finalidade, o conhecimento adequado acerca das
caracteristicas farmacocinéticas de substancias utilizadas na producéo de
alimentos é fundamental para o planejamento dos controles e delinear o
monitoramento dindmico focando em compostos relevantes ou nas matrizes
que possam representar o perfil de utilizagdo de forma mais adequada e
representativa. Com base nisso, a utilizacdo de planejamento e
desenvolvimento de ferramentas de controle sdo fundamentais para reducgéo
de custos operacionais. Obter informacdes a respeito do perfil farmacocinético
de compostos utilizados na produgdo animal é extremamente relevante na
busca e desenvolvimento de metodologias capazes de atender aos propdsitos

de controle n&o s6 sob aspectos regulatdérios como também, epidemiologicos.
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Especificamente na producdo de aves de corte as classes de
medicamentos de maior impacto e uso sdo os antimicrobianos e os
anticoccidianos. As recentes definicbes de importantes gestores de risco ao
redor do mundo (USDA, SANCO, etc) na direcdo da proibicdo ampla da
utilizacdo de antimicrobianos em animais de producdo como promotores de
crescimento em um primeiro momento tem sido um alerta para uma alterag&o
significativa nas politicas de controle. Os relatos de aumento das notificagbes
de resisténcia relacionadas a farmacos utilizados na produgdo animal tem
servido de base técnica para a alteracdo de procedimentos visando questdes
de saude publica e preservar a aplicabilidade desta classe essencial de
farmacos (4, 5).

Para um controle efetivo sobre a seguranca dos produtos oferecidos
aos consumidores, uma acéo integrada dentro dos sistemas produtivos é
necessaria. Aliar controle ao acesso, ofertar capacitagéo técnica para a correta
utilizacado de antimicrobianos e outras classes de medicamentos veterinarios na
producao animal com suporte laboratorial e metodologias analiticas adequadas
€ imprescindivel para atingir os objetivos pretendidos. Uma das alternativas
tem sido o aumento dos autocontroles direto nas plataformas de industrias para
verificagdo de conformidade sendo uma saida razoavel para o atendimento das
amostras das quais a escala de produc¢ao nacional necessita.

No Brasil, recentemente, tem se formado uma rede de laboratoérios
focados no controle de residuos e contaminantes em alimentos fazendo parte
desta rede laboratérios oficiais, credenciados incluindo privados e publicos e
universidades. Esse foco direcionado a area de seguranca dos alimentos tem
sido um importante fator no incremento nas garantias dos produtos ofertados
ao consumidor. Embora, hajam ainda muitos desafios para que se possa
assegurar em todos os niveis de controle o atendimento de requisitos minimos
de seguranga sob a luz dos diferentes fatores que a compdem, avancos
significativos ja foram realizados.

O alinhamento com politicas internacionais tanto nas questdes
referentes aos controles diretos como a harmonizagdo com legisla¢des
externas para a validacdo de métodos e verificagdo de conformidade tem
resultado em um ganho técnico inestimavel. A introducdo de ferramentas e

abordagens técnicas de vanguarda tem permitido que as politicas
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implementadas dentro Pais sejam reconhecidas e atinjam o status de
equivaléncia com os principais paises ou blocos econdémicos ao redor do
mundo (6).

Como forma de padronizagao e busca por equivaléncia dos sistemas de
controle atualmente a Norma de referéncia para laboratérios de ensaios é
ISO/IEC 17025. Entre os principais requisitos esta a aplicacdo de materiais de
referéncia certificados para a as etapas de desenvolvimento, validagdo e
implementacdo de métodos de ensaio. Durante as etapas de implementacgéo os
laboratorios tem tido as mesmas dificuldades no desenvolvimento de novos
métodos no que tange a obtencdo de materiais de referéncia certificados
(MRCs). Tanto MRCs das areas de quimica quanto aqueles produzidos em
matrizes bioldgicas complexas, atualmente, tem a grande maioria dos
provedores localizada no exterior e o fornecimento ainda é bastante restrito
sendo ainda a diversidade desses. Para paises nao produtores em grande
escala ou ainda com poucos centros direcionando esforgos para este ramo de
atividades, como é o caso do Brasil, as limitacbes tem como causa desde o
custo até legislacbes sanitaria e alfandegaria obsoletas passando por
condigbes logisticas que permitam a internalizacdo destes materiais em
condigdes adequadas a manutencgéo de suas caracteristicas.

Assim, a criacdo de centros de producdo de MRCs no Pais sao
fundamentais para a evolugéo rapida das ferramentas de controle. A producgao
de materiais de referéncia no Brasil reflete esforgos que estdo sendo realizados
no fomento visando ofertar insumos representativos das matrizes de interesse
para fins de validacdo e desenvolvimento de metodologias, comparagdes
interlaboratoriais e controles oficiais a laboratérios prestadores de servigos
publicos e privados nas mais diferentes areas de podendo esses atuar
regionalmente ja que ha grande caréncia destes insumos nos diferentes paises

latino-americanos.
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2. OBJETIVOS







2.1 Objetivo geral

e Avaliar o perfil farmacocinético de alguns antimicrobianos utilizados na

producao de frangos de corte.

2.2 Objetivos especificos

e Desenvolver e validar métodos analiticos por cromatografia liquida acoplada
a espectroscopia de massa em tandem para a quantificacdo de monensina,
cloranfenicol, enrofloxacino e ciprofloxacino em plasma e homogeneizado

de tecidos de frangos;

e Avaliar a farmacocinética plasmatica e a distribuicao tecidual em frangos de
corte dos antimicrobianos enrofloxacino, ciprofloxacino e cloranfenicol apés
a administracdo de dose unica, no alimento ou na agua, seguindo padrao

de utilizagcdo empregado na rotina da producao de aves de corte.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA







3.1. Analise de risco para controle de residuos de medicamentos

veterinarios em alimentos

O controle de residuos de medicamentos veterinarios nos anos recentes
tem se demonstrado grande relevancia e utilizado como critério técnico para a
manutencdo de relagbes comerciais entre os diferentes paises. Diferentes
fatores s&o considerados para avaliar a seguranca da utilizagcdo de
medicamentos veterinarios em animais de producdo sendo preponderante os
aspectos toxicologicos. Para definicdo de critérios e politicas para a correta
andlise de risco e ampla implementacédo de ferramentas para as diferentes
etapas que a compreendem, incluindo a gestao de risco, diferentes organismos
internacionais atuam para publicar e harmonizar legislagcbes visando assegurar
a seguranca dos consumidores, meio ambiente e equivaléncia no ambito do
comeércio internacional.

Dentre as principais entidades envolvidas encontram-se os érgaos ligados
a comunidade europeia (EMA), Estados Unidos (FDA) e o Codex Alimentarius.
O Codex Alimentarius € um férum internacional de normatizacdo do comércio
de alimentos estabelecido pela Organizacdo das Nagdes Unidas (ONU), por
ato da Organizagcéo para a Agricultura e Alimentacédo (FAO) e Organizagao
Mundial de Saude (OMS). Criado em 1963, o férum tem a finalidade de
proteger a saude dos consumidores e assegurar praticas equitativas no
comércio regional e internacional de alimentos (7).

As normas Codex abrangem os principais alimentos, sejam estes
processados, semiprocessados ou crus. Também tratam de substancias e
produtos usados na elaboragcédo de alimentos. Suas diretrizes referem-se aos
aspectos de higiene e propriedades nutricionais dos alimentos, abrangendo
codigo de pratica e normas para aditivos alimentares, pesticidas, residuos de
medicamentos  veterinarios, substancias contaminantes, rotulagem,
classificacado, métodos de amostragem e analise de riscos.

O Comité do Codex Alimentarius do Brasil (CCAB) tem como principal
atividade a participacédo e a defesa dos interesses nacionais nos comités
internacionais do Codex Alimentarius. Tem ainda, a responsabilidade de
observar as normas Codex como referéncia para a elaboragéo e atualizagao da

legislacao e regulamentacgéo nacional de alimentos.
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O comité brasileiro € composto por entidades privadas e 6rgaos publicos
tais como os institutos nacionais de Metrologia, Normalizacdo e Qualidade
Industrial (Inmetro) e Defesa do Consumidor (IDEC); os ministérios das
Relagdes Exteriores (MRE), Saude (MS), Fazenda (MF), Ciéncia e Tecnologia
(MCT), Justica (MJ/DPC) e Desenvolvimento, Industria e Comércio
(MDIC/SECEX); as associagdes brasileiras da Industria e Alimentagéo (ABIA) e
de Normas Técnicas (ABNT); e das confederagbes nacionais da Industria
(CNI), Agricultura (CNA) e Comércio (CNC).

3.2 Controle sanitario na produgdo de aves de corte

A producéo de aves de corte apresenta elevado grau de desempenho e
produtividade decorrente de investimento significativo em pesquisa (8). Dentre
os fatores envolvidos estdo condicbes de melhoramento genético das espécies
seguidas de melhoria nas condigbes de manejo. Atualmente, em granjas
comerciais é padr&o cerca de 20.000 animais em um galp&o de 1.200 m? o que
demonstra a necessidade de controle das condigbes sanitarias de forma
bastante rigida. Neste processo de aumento da produtividade seguida da
reducdo de custos a introducdo dos medicamentos veterindrios como
ferramenta de manejo foi imprescindivel (8). Segundo relatério anual da Unido
Brasileira de Avicultura (ABEF), 69,8% da produgdo nacional de carne de
frango & destinada ao mercado interno sendo o restante destinado a
exportacdo. E possivel verificar a importancia do controle adequado sobre a
producéo referente ao impacto direto sobre a populagéo (1).

Recentemente, a preocupacdo expressa pelos diferentes gestores de
risco ao redor do mundo tem indicado a tendéncia de racionalizacdo do uso
deste tipo de farmaco, como também, sinalizado com a proibicdo dos mesmos
em animais de producdo. Embora n&o seja objeto de consenso, ha o
entendimento de que a racionalizacdo e a restricdo de uso e acesso aos
antimicrobianos sédo passos fundamentais para o controle adequado dos niveis
de residuos e casos de existéncia bacteriana (9).

Ao menos nos ultimos 15 anos tem aumentado significativamente o

numero de publicagdes correlacionando o aumento de casos de cepas
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resistentes identificadas em pacientes e a utilizagdo de antimicrobianos em
animais de producgao, tendo o alimento como vetor para esta transmissdo. A
situagdo é bastante preocupante uma vez que casos de resisténcia incluem
antimicrobianos tratados como de reserva na terapéutica humana, onde se
pode citar o exemplo da vancomicina (10-12). Trabalhos tém demonstrado o
impacto e as alternativas em paises ou blocos econdmicos onde a proibigao de
uso foi adotada e as perspectivas (4, 5, 9). O principal problema decorre do
modelo de producéo intensificada sendo que a supressao do uso profilatico tem
ocasionado um aumento significativo do uso para tratamento.

Na producao de aves de corte 0 modelo predominante adotado no Brasil
envolve o sistema integrado de producéo (8). Neste sistema, ha entre o
produtor e a empresa integradora uma parceria, sendo a ultima responsavel
pelo fornecimento dos animais, insumos e assisténcia técnica e o produtor
participa com a estrutura fisica e méo de obra. Nesta situacéo é possivel obter
um nivel adequado de rastreabilidade e controle sobre a produg¢ado incluindo
lista de farmacos autorizados, a utilizacdo nos lotes e os respectivos periodos
de caréncia adotados. No entanto, embora seja possivel verificar um nivel
minimo de rastreabilidade, é possivel identificar falhas quando avaliadas as
ocorréncias de amostras violadas ou seja, amostras com niveis acima do
permitido pela legislagdo ou ainda amostras positivas para compostos nao
permitidos, em analise de monitoramento (13). Desta forma, a introducéo de
controles nos diferentes pontos da cadeia produtiva € fundamental para evitar
que um produto fora de conformidade seja disponibilizado ao consumidor
independente de qual etapa do controle tenha falhado.

Devido a grande densidade de animais por m? a probabilidade de
disseminagao de qualquer patégeno é elevada e acelerada com impactos
significativos sobre produtividade, mortalidade e custos de producado. Levando
em consideracao esta afirmacéo é possivel perceber que o uso ndo permitido
pode ser realizado visando contornar uma situacéo de crise. Relatério recente
do Wageningen UR Livestock Research visando obter um panorama referente
a producado de aves e suinos no Brasil focando nas questdes ligadas as
exportagcdes destas commodities para a Holanda apontou os seguintes
achados (14):
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a. Nao existem informacdes disponiveis ou confiaveis sobre a utilizacdo

de antibidticos na produgéo brasileira de aves e suinos

b. Antibidticos com a finalidade de uso como promotores de crescimento

ainda sdo comuns no Brasil.

c. Baseado nas estimativas, o uso de antibiéticos com finalidade
terapéutica na produgcéo de aves de corte no Brasil é, em média,
menor que aquele registrado na Holanda. Para a produgao de suinos

nao existem dados estimativos

Assim, algumas questbes relevantes sao apontadas. A auséncia de
controle rigido pelas autoridades competentes nos diferentes niveis € um
problema grave visando enfrentar de forma adequada os riscos decorrentes da
utilizacdo de antibidticos. E imprescindivel a adogdo de politica similar a
aquisicao de antibiéticos de uso humano na area veterinaria.

Ainda sao utilizados farmacos com a finalidade de promotores de
crescimento principalmente aqueles que apresentam baixa absor¢ao no trato
gastrintestinal, como é o caso da bacitracina. A ultima constatacédo é a que ja
havia sido levantada por alguns pesquisadores onde a retirada de farmacos
utiizados de forma profilatica acarreta no incremento do uso para de
tratamento. A propor¢cdo em quantidades absolutas entre os dois usos nao foi

estabelecida.

3.3 Farmacos utilizados na produgao de frangos de corte

Conforme avaliagao de relatérios sanitarios disponibilizados pelo Servico
de Inspecédo Federal (SIF) do MAPA dentro de alguns estabelecimentos é
possivel verificar quais sdo as patologias de maior incidéncia, esquemas
terapéuticos e compostos utilizados. Dentre as principais patologias estdo as
respiratorias e as do trato gastrintestinal (TGI). Segundo levantamentos
equivalentes realizados por diferentes organismos de controle o perfil de
utiizacdo de antimicrobianos ¢é bastante similar nas diferentes regides
produtoras de aves ao redor do mundo (9).

Conforme citado anteriormente, a utilizagdo de farmacos na producgéo de
aves é uma pratica comum dentro deste sistema produtivo. Destes farmacos

utilizados se pode citar uma lista extensa que contempla compostos
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importantes utilizados na terapéutica humana como fluorquinolonas e
tretraciclinas. Observando os compostos autorizados fornecidos por empresas
do setor é possivel verificar a diversidades de substancias e também as
patologias clinicas mais relatadas nos relatérios sanitarios.

Dentre os compostos mais relevantes na producado de frangos de corte
estdo os anticoccidianos e antimicrobianos para tratamento de doencgas do TGl
e respiratoério. A utilizacdo de compostos como enrofloxacino tem demonstrado
um grande impacto devido a sua efetividade no tratamento bem como o
reduzido custo. Esta situacdo tem se mostrado alvo de grande preocupacéo
quando cruzados dados de resisténcia. Os Estados Unidos através do FDA e o
Canada através da agéncia Health Canada suspenderam a aprovacéo e a
utilizacao de enrofloxacino em aves de corte (15).

A restricdo desta politica apenas para a producgao de frangos de corte tem
como base a forma de administracéo destes compostos na producao de aves é
extensa a todo o lote devido a inviabilidade de tratamento individualizado.

A expansdo da demanda por proteina de origem animal por paises como
China e India tem criado uma pressdo constante para a manutencdo e
expansédo dos niveis de produg¢do. Assim, ha um empasse em relagcdo a
harmonizacao dos protocolos frente ao mercado internacional e utilizagdo de

medicamentos veterinarios.

3.3.1 Fluorquinolonas

As fluorquinolonas sdo uma importante classe de antimicrobianos de
grande relevancia na produgdo. Atualmente pelo menos 7 compostos desta
classe possuem registro no Brasil para diferentes espécies. Especificamente na
producédo de aves, enrofloxacino é o composto com maior importancia. A
indicagdo de uso deste composto para pelo menos sete condi¢des clinicas,
incluindo doencas respiratérias e do trato gastrintestinal (16).

Recentemente, devido a casos de resisténcia bacteriana o uso desta
classe de compostos tem sido repensado devido as implicagbes sobre o
impacto nos casos de resisténcia identificados em humanos. Desta forma,
agencias de gestao de risco dos EUA e Canada tem se posicionado contra a
utilizacdo destes compostos. A agéncia FDA em 2005 divulgou relatério e

parecer proibindo a utilizagao de enrofloxacino na producao de aves dentro dos
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EUA (15). Outros compostos da classe como o sarafloxacino também
receberam parecer negativo. O principal dado epidemiolégico que suporta esta
decisdo esta nos casos crescentes de resisténcia de cepas de Campylobacter
as fluoroquinolonas em especial ao ciprofloxacino (17, 18). Segundo esses
dados as infecgdes por Campylobacter resistentes ao ciprofloxacino estéo
entre as mais comuns tendo a diarreia e vOmito como os principais sintomas.
Embora em raras situagbes possa ter o 6bito como desfecho, pode ser critico

em pacientes em situacao susceptivel.

3.3.2 Cloranfenicol

Os anfenicéis apresentam riscos de desenvolvimento de problemas
sanguineos. No entanto, devido as caracteristicas estruturais dos compostos
pertencentes a esta classe o cloranfenicol € o uUnico composto banido,
atualmente, praticamente, em todo o mundo (19). Quando da sua utilizagao
esse composto era administrado através da agua em concentragdes entre 50-
100 mg/kg de peso (20).

Buscando informacdes referentes a notificagées de presencga de residuos
de cloranfenicol em produtos de origem animal é possivel identificar na
plataforma de notificagbes RASFF da Uni&do Europeia (Rapid Alert System for
Food and Feed) cerca de 21 notificagées a partir de 2005 para pescado. Para
amostras de carne de aves foi possivel identificar 13 amostras com presenca
de cloranfenicol sendo significativa a presenca em produtos oriundos da propria
EU. E possivel avaliar que paises onde o controle é mais efetivo nimeros
inferiores de notificagdes sao evidenciados enquanto a grande maioria continua
sendo identificada a partir de paises fora do bloco econémico. No Brasil a
ultima notificacao para presenca de cloranfenicol ocorreu em 2011 em amostra
de pescado, publicada na IN MAPA n° 07/2012.

Cabe salientar que dentro dos niveis hierarquicos de controle e defesa
sanitaria é possivel identificar falhas de monitoramento e/ou notificagédo da
presenca deste tipo de contaminantes em niveis submetidos a menor rigor e/ou
controle. Outra abordagem consiste no fato da ocorréncia de uso refletir a
efetividade da utilizagdo do composto. Estes fatores sdo fundamentais para se

buscar um sistema integrado de monitoramento, mitigando que produtos
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contendo residuos de compostos proibidos sejam oferecidos aos

consumidores.

3.3.3 Coccidiostaticos

Conforme ja citado, as condigbes de produ¢do em grande escala tornam
a atividade avicola susceptivel a coccidiose, doencga causada pelo protozoario
do género Eimeria, que se encontra entre as principais na produgéo de aves
tendo impacto significativo na producdo em termos de custos para sua
prevencgao e controle (21).

A utilizagao de coccidiostaticos € uma questao ainda passivel de debate.
Durante a proibicdo da utilizagdo de aditivos e promotores de crescimento por
parte da Unido Européia houve o correto entendimento de que alterar a
regulamentagdo referente aos coccidiostaticos seria uma etapa crucial e
requereria planejamento adequado. Esta poderia inclusive, se equivocos no
planejamento ocorressem, inviabilizar a industria avicola com severos impactos
econdmicos. Diferentes compostos apresentam autorizacdo para uso na
producdo de frangos de corte. Dentre os principais podemos citar os
compostos classificados como ionoéforos, classe a qual pertence a monensina.

Atualmente, apesar da introducéo de vacinas efetivas contra as principais
cepas do agente causador da coccidiose, é possivel identificar através dos
dados de monitoramento o uso ainda bastante amplo de compostos desta
classe. Entre os principais compostos se pode identificar a nicarbazina.
Recentemente tem ocorrido uma grande preocupacéo por parte de agentes da
EU como o controle e presenca de residuos de clopidol em carne de frango,

sendo registradas 34 notificagbes de violagdes apenas 2013 (22).

3.4 Metodologias analiticas para controle de residuos de medicamentos

veterinarios

O controle de residuos de medicamentos veterinarios tem seguido de
forma bastante clara os avancgos obtidos no ambito das tecnologias disponiveis.
Desta forma, muitas das abordagens atualmente empregadas somente foram
possiveis a partir da introducdo de ferramentas analiticas de alto poder

discriminatorio e sensibilidade. Atualmente o controle de residuos tem como
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sua principal ferramenta analitica sistemas que empreguem detecgdo por
espectrOmetria de massas na hifenizagdo com cromatdgrafos liquidos e
gasosos (23).

A utilizacdo de sistemas com detectores classicos tem reduzido
drasticamente, principalmente devido a requisitos de sensibilidade,
necessidade de confirmacgéo de resultados positivos, métodos multirresiduos e
ganho de produtividade (24). Visando a inser¢ao nas atividades de controle e
implementacdo de novas metodologias em laboratérios de rotina, salienta-se
que o delineamento dessas deve ser pautado pela avaliacédo das questdes de
cunho pratico como capacidade de processamento de amostras permitindo
atender de forma plena os propésitos com custo razoavel de mercado.

A introdugéo de metodologias multirresiduos é uma realidade e acima de
tudo uma necessidade visando redugdo de custos operacionais como
incremento da capacidade de obter informagdes a partir de programas de
monitoramento. A analise de compostos com caracteristicas distintas em
métodos multirresiduos exige caracteristicas especificas dos sistemas
analiticos sendo necessarias velocidades de aquisicdo dos dados adequadas
bem como possibilidade de analise simultdnea em ambos os modos de
ionizacao (positivo/negativo).

Atualmente, o direcionamento para métodos untarget utilizando
basicamente sistemas de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
massas com deteccdo por tempo voo (LC-qTOF) sdo uma das principais
tendéncias devido a possibilidade de busca n&o direcionada de compostos e
maior resolucdo de massa. No entanto, ainda apresentam dificuldades para
compostos ndo permitidos com niveis de agao regulatéria baixos, devido a

menor sensibilidade dos sistemas (25).

3.5 Materiais de referéncia

A busca pela harmonizagdo com regulamentagdes internacionalmente
aceitas gera a necessidade de utilizagdo de ferramentas de controle de
qualidade que apresentem rastreabilidade analitica adequada. Atualmente a
producdo de materiais de referéncia é bastante avangada em paises da

Europa, EUA e Canada. Esses avangos obtidos s&o decorrentes de pesados
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investimentos em estrutura para produgédo além do entendimento por parte de
institutos privados da importancia e rentabilidade na oferta destes materiais
(26).

No Brasil, iniciativas recentes com a mesma finalidade tem buscado
fomentar que instituicdes publicas e privadas atuem na produgcéo de materiais
de referencia que possam ser utilizados para controle de qualidade e
desenvolvimento de metodologias. Pode ser citado o INMETRO como um dos
principais produtores de materiais de referencia certificados no Brasil, o que
estd em acordo com as suas atribui¢cdes de érgao metroldgico oficial.

No entanto, a disponibilidade de materiais por parte destes organismos
ainda se refere em grande parte a ensaios focados em atividades industriais ou
ciéncia dos materiais e combustiveis. Ensaios voltados para as areas de
diagnéstico e sanidade animal ainda sdo bastante restritos ou funcionando
apenas como comparagdes interlaboratoriais.

Dentro das politicas da Coordenacado Geral de Apoio Laboratorial do
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, ha o entendimento de que
a rede laboratorial compreendida por laboratérios da REDE LANAGRO e
laboratérios credenciados deve possuir politicas sistematicas de controle de
qualidade (27). Especificamente na REDE LANAGRO de laboratérios, definicao
estratégica recente dimensionou os laboratorios para a busca pela acreditacéo
a normas internacionais especificas para as areas de producéo de materiais de
referéncia e organizacédo de ensaios de proficiéncia, ISO GUIA SERIE 30 e
ISO/IEC 17043, respectivamente (28).

Seguindo a tendéncia de harmonizagdo a protocolos internacionais o
planejamento envolve que determinadas unidades trabalhem com a producao
de materiais enquanto outras direcionem esforgcos para a organizagéo de
rodadas de ensaios de proficiéncia a partir dos materiais produzidos. Assim,
estdo em curso a acreditagdo a norma ISO Guia série 30 (especifica para a
producdo de materiais de referéncia) e a ISO/IEC 17043 (especifica para
organizadores de ensaios de proficiéncia).

Dentro destas perspectivas e importancia, cabe ressaltar que
investimentos em aquisicdo de equipamentos especificos visando qualificar os
processos para a producado de amostras sdo necessarios. A introducéo de

ferramentas de farmacotécnica permitem que as amostras produzidas possam
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ser preparadas de forma adequada para assegurar a estabilidade e
homogeneidade das mesmas.

Entendendo a extensdo do Brasil e tendo a perspectiva de atuar como
referéncia dentro da América Latina, fator pretendido estrategicamente pelo
MAPA, a producdo de amostras que possam ser transportadas e
acondicionadas por longos periodos é fundamental. Entre as formas mais
praticas para remessa de materiais foi identificado que a liofilizacdo das
amostras permite a estocagem por periodos e o transporte a temperatura
ambiente, o que propicia reducdo de custos e facilidade ao processo de
distribuic&o.

Além disso, como a perspectiva dos materiais de referéncia é a utilizagao
para rodadas de ensaios de proficiéncia, a liofilizacdo é interessante para
atender aos problemas logisticos encontrados na distribuicdo de amostras in
natura, reduzindo o descarte das mesmas quando do envio para locais
descentralizados ou de menor capacidade de transporte. A liofilizagdo de
amostras naturalmente contaminadas permite a reprodutibilidade das
condigdes de rotina assegurando que o0s objetivos principais de amostras
utilizadas como controle de qualidade ou em comparagdes interlaboratoriais
sejam obtidos. A aquisicdo de sistemas que permitam a obtencdo de moagem
adequada e a caracterizacdo de uma granulometria regular sdo fundamentais
para a padronizagao dos processos.

A parte experimental deste trabalho, incluindo breve revisédo de cada
tema, materiais e métodos, resultados e discussdo, foi dividida em cinco
capitulos, sendo cada um correspondente a um artigo cientifico. Os artigos

encontram-se na sequencia do texto conforme a seguir:

e Capitulo 1
High throughput method to quantify nine fluoroquinolones in muscle of different
animal species by LC-MS/MS without SPE steps

Fabiano Barreto, Cristina Ribeiro, Rodrigo Barcellos Hoff, Teresa Dalla Costa

e Capitulo 2
A simple and high throughput method for confirmation and quantification of

coccidiostats in poultry muscle and whole egg
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Fabiano Barreto, Cristina Ribeiro, Rodrigo Barcellos Hoff, Teresa Dalla Costa

e Capitulo 3

Determination of chloramphenicol, thiamphenicol, florfenicol and florfenicol
amine in poultry, swine, bovine and fish by liquid chromatography— electrospray
ionization-tandem mass spectrometry

Fabiano Barreto, Cristina Ribeiro, Rodrigo Barcellos Hoff, Teresa Dalla Costa

e Capitulo 4
Pharmacokinetics and tissue residue depletion of chloramphenicol succinate
after single and continued administration in broiler chickens

Fabiano Barreto, Felipe Kellermann Hurtado, Felipe Saboia, Teresa Dalla Costa

e Capitulo 5
Population Pharmacokinetics of Enrofloxacin and its Metabolite Ciprofloxacin in
Broiler Chickens after Single Dose and Continuous Administration through
Drinking Water

Fabiano Barreto, Felipe Kellermann Hurtado, Felipe Saboia, Teresa Dalla Costa
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High throughput method to quantify nine fluoroquinolones in muscle of
different animal species by LC-MS/MS without SPE steps
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Abstract

This work describes a quantitative and confirmatory method to determination of
nine fluoroquinolones (Nalidixic acid, oxolinic acid, flumequine, norfloxacin,
enrofloxacino, difloxacin, danofloxacin, sarafloxacin and ciprofloxacin) in
poultry, bovine, swine and fish muscle based-on LC-MS/MS with simple solvent
extraction and clean-up procedure. The extraction procedure consists in
extraction with acetonitrile 1% formic acid followed low temperature clean-up.
No solid phase extraction (SPE) step was applied. The recoveries ranged
between 79% and 115%. The analytes concentration range was 0-200 pg.kg™.
The LOD and LOQ were 5 and 10 ug.kg', respectively. The clean-up
procedures applied low temperature and centrifugation steps to obtain a purified
extract. This high throughput method showed reliable for identification and
confirmation of nine relevant compounds in animal production. Method showed
good precision and reproducibility according of acceptance criteria. Validation

procedure was in according with Directive 2002/657/EC.

Keywords: LC-MS/MS, fluorquinolones, quinolones, poultry, fish, residues
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CAPITULO 2

A simple and high throughput method for confirmation and quantification

of coccidiostats in poultry muscle and whole egg







A simple and high throughput method for confirmation and quantification
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Abstract

A simple, sensitive and robust quantitative and confirmatory multi-residue
method was developed for monitoring coccidiostats used in poultry production
in muscle and whole eggs using liquid chromatography-tandem mass
spectrometry (LC/MS-MS). The compounds assayed in a single run were
lasalocid A, maduramycin, monensin, narasin, salinomycin, semduramycin,
decoquinate, robenidine, diclazuril, tolgtrazuril, trimethoprim, clopidol,
amprolium, diaveridine and nicarbazin (marker residue dinitrocarbanilide -
DNC). A low cost extraction and clean up procedure were tested without SPE
purification steps. For sample clean up from matrixes acetonitrile extraction
followed by low temperature showed reliable results. Drugs separation was
conducted using a Poroshell 120 EC-C18 column and water (A) and acetonitrile
(B), both containing 0.025% formic acid and 1 mM of ammonium acetate as
mobile phase in an elution gradient program. The total chromatographic run
time was 16 min, compounds were ionized in negative and positive mode and
monitored simultaneously. The method was validated in according with
Commission Decision 2002/657/EC and is under routine use for control of

coccidiostats residues in the Brazilian National Residue Control Plan (NRCP).

Keywords: LC-MS/MS, coccidiostats, poultry, egg, residues
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CAPITULO 3

Determination of chloramphenicol, thiamphenicol, florfenicol and
florfenicol amine in poultry, swine, bovine and fish by liquid

chromatography— electrospray ionization-tandem mass spectrometry
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Abstract

A simple, rapid and sensitive confirmatory and quantitative method by
liquid chromatography—electrospray ionization-tandem mass spectrometry (LC—
ESI-MS/MS) for determination of chloramphenicol, thiamphenicol, florfenicol
and its metabolite, florfenicol amine, in poultry, swine, bovine and fish muscle
was developed. Sample clean up was obtained with basic ethyl acetate
extraction and concentration by dryness. Hexane was used to fat removal. The
chromatographic separation was carried-out in XTerra C18 column with a
gradient elution using water and acetonitrile both with 2 mM of ammonium
acetate at flow rate of 0.3 mL.min"". The triple-quadrupole spectrometer with
electrospray ionization was operated in a positive and negative polarity using
the Multiple Reaction Monitoring (MRM) for each compound reaching the
requirements of four identification points. Chloramphenicol-D5 (CAP-d5) was
used as internal standard. The method validation was performed according to
the criteria of Commission Decision 2002/657/EC.

Keywords: LC-MS/MS, amphenicols, residues, method validation, scope

extension
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CAPITULO 4

Pharmacokinetics and tissue residue depletion of chloramphenicol

succinate after single and continued administration in broiler chickens
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Abstract

Chloramphenicol (CAP) is a broad spectrum antimicrobial forbidden for food-
producing animals. Due to its effectiveness and toxicity profile, CAP remains
under control for monitoring unauthorized use. In the present study CAP
pharmacokinetic profile was determined in broiler chickens after single oral
dose (100 mg/kg body weight) and after a continued administration by water
(500 mg/L) simulating non-permitted use on production. Both plasma and
muscle samples were analyzed using liquid chromatography coupled to tandem
mass spectrometry validated method. CAP pharmacokinetic parameters were
determined by non-compartmental analysis (NCA) and population
pharmacokinetic modeling. Chloramphenicol was absorbed rapidly after single
oral dosing (tmax = 2.2 £ 1.4 h) and eliminated with a mean half-life (t1,2) of 8.5 +
44 h. A sustained concentration profile in plasma was observed with
concentration remaining at high levels between 0.5-4 h after dosing. Plasma
profiles were characteristic of a two-compartment open model. Internal model
validation carried out by bootstrap analysis demonstrated the model stability
and precision of estimated PK parameters. The final model applied was
possible to fit the experimental data with simulated data for plasma
concentration. A robust PK model for CAP in broiler chickens was
demonstrated which predict adequately plasmatic concentrations. After 5 days
of continued CAP administration followed by 4 days withdrawn time, it was
possible to detect residues of CAP in muscle (5.95 £ 2.02 ug/kg) above the
analytical method Limit of Quantification (0.2 pg/kg).

Keywords: LC-MS/MS, CAP, pharmacokinetics
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CAPITULO 5

Population Pharmacokinetics of Enrofloxacin and its Metabolite Ciprofloxacin in
Broiler Chickens after Single Dose and Continuous Administration through

Drinking Water
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ABSTRACT

Enrofloxacin (ENRO) is a broad-spectrum fluoroquinolone antibiotic widely employed in
poultry, fish, and cattle production to minimize bacterial outbreak caused by
Enterobacteriaceae and other bacterial strains. Specifically in broiler poultry, ENRO
residual levels are strictly monitored by regulatory agencies, which have established a
maximum residue level (MRL) of 100 ug/kg of meat for human consumption expressed
as sum of ENRO and its major desethyl active metabolite, ciprofloxacin (CIPRO),
concentrations. The knowledge of ENRO and CIPRO pharmacokinetics in broiler poultry
is important not only to determine the withdrawal period before animals slaughter but
also to allow the preparation of incurred samples for proficiency testing programs. In this
context, the pharmacokinetics of ENRO and its metabolite was determined in broiler
chicken after single oral dose of 10 mg/kg or after adding 50 mg/L of ENRO in the
animal’s drinking water for 5 days (equivalent to 10 mg/kg/d). Blood samples were
withdrawn up to 48 h post dosing and ENRO and CIPRO concentrations were analyzed
by a validated LC-MS/MS method. Pharmacokinetic profiles of ENRO and CIPRO were
simultaneously model fitted using the nonlinear mixed effects modeling approach. The
integrated PK model that consists of three-linked compartments with first-order
absorption, elimination from the central compartment and saturable formation of CIPRO
from its parent drug adequately described the profiles of ENRO and CIPRO in broiler
chickens after single oral dosing and continuous administration via the drinking water.
The following parameters were estimated (10 mg/kg single p.o. dose): CL/F (0.637
L/h/kg), V1/FEnro) (6.67 L/Kg), ka (1.92 1/h), V1(cipro) (0.414 L/kg), CLm (0.907 L/h/kg),
km (2.52 mg/L), and Vmax (0.241 pg/h). A robust PK model for ENRO and CIPRO in
broiler chickens was demonstrated allowing to concentration prediction both in plasma

and tissue.

Keywords: Enrofloxacin; Broiler chicken; Pharmacokinetics; Ciprofloxacin; Antibiotic

residue; Nonlinear mixed effects modeling.
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4. Discussao Geral e Perspectivas







O controle de residuos de medicamentos veterinarios é uma etapa
importante na garantia de produtos seguros aos consumidores. Para atingir
este objetivo a disponibilizacdo de metodologias sensiveis e a aplicacao de
estudos de farmacocinética para identificagdo dos perfis de residuos e
identificagdo de novos marcadores sao fundamentais. Além disso, a introdugéo
de ferramentas de modelagem populacional visando a predigdo de resultados
nao conformes e, posteriormente, a produgdo de materiais de referéncia
aparecem como um campo promissor, ja que atualmente pouco é aplicado na
area de controle de residuos de medicamentos veterinarios. De forma
complementar, o uso de ferramentas de modelagem € imprescindivel para que
seja possivel trabalhar de forma dindmica os dados encontrados a partir de
resultados de monitoramento.

No presente trabalho inicialmente foram definidas as metodologias
analiticas para a determinacdo dos residuos de medicamentos veterinarios
relevantes na produgado de aves de corte. A busca de metodologias rapidas e
sensiveis permitiu o desenvolvimento e validacdao de métodos em acordo com
0s guias vigentes implementados. Cabe salientar que além dos analitos objeto
de estudos farmacocinéticos as metodologias foram desenvolvidas para
atender propésitos de monitoramento e assim compreendem um numero
significativo de compostos para os trés grupos trabalhados. Assim, os
resultados gerados referentes ao desenvolvimento de metodologia para
determinacdo de residuos de compostos pertencentes a classe das
fliorquinolonas, coccidiostaticos e anfenicdis em diferentes tecidos em
diferentes tecidos geraram trés capitulos desse trabalho (Capitulos 1 a 3).
Todos os métodos foram validados em acordo com a Diretiva 2002/657/EC.

Para fluoroquinolonas, um método multirresiduos foi desenvolvido por LC-
MS/MS para quantificagdo de nove farmacos (enrofloxacino, ciprofloxacino,
norfloxacino sarafloxacino, danofloxacino, difloxacino, acido nalidixico, acido
oxolinico e flumequina) em amostra de musculo. A preparagédo das amostras foi
feita por extracdo com solvente organico seguido de clean-up a baixa
temperatura. O escopo do método inicialmente desenvolvido para musculo de
aves foi ampliado para as espécies bovino e suino. Os limites de quantificagcéo

obtidos bem como os critérios de desempenho mostraram-se adequados para
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a quantificacdo desses compostos tendo como base os limites regulatérios
estabelecidos pelo Ministério da Agricultura (MAPA).

De forma similar, uma metodologia multirresiduos para a determinagao de
anfenicois foi desenvolvida e validada para os compostos cloranfenicol,
tianfenicol, florfenicol e florfenicol amina. O procedimento de extracdo com
acetato de etila com 2% de hidroxido de ambnio se mostrou eficiente sendo
possivel atingir os limites de quantificagdo adequados as aplicagdes
pretendidas, atendendo aos critérios para compostos proibidos (cloranfenicol) e
permitidos (demais compostos).

O método desenvolvido e validado para a determinagéo multirresiduos de
compostos anticoccidianos permitiu a quantificacao de 15 compostos (lasalocid
A, maduramicina, monensina, narasina, salinomicina, semduramicina,
decoquinato, robenidina, diclazuril, toltrazuril, trimethoprim, clopidol, amprolium,
diaveridina e dinitrocarbanilida). Devido as condi¢cdes de utilizagdo desses
compostos, o método foi inicialmente validade para a matriz musculo de aves e
posteriormente teve o escopo ampliado para ovos. Com uma abordagem
rapida utilizado extragdo com acetonitrila seguida de clean-up a baixa
temperatura foi possivel analisar em apenas uma corrida cromatografica
compostos com caracteristicas fisico-quimica distintas. Além disso, devido ao
equipamento utilizado nestes experimentos, foi possivel analisar
simultaneamente compostos tanto no modo positivo quanto negativo sem
perda de sensibilidade ou desempenho.

A avaliacado farmacocinética do enrofloxacino e seu principal metabdlito,
ciprofloxacino, foi realizada utilizando-se dose (10 mg/kg) aplicada nas
condi¢gdes usuais de producédo (Capitulo 5). Os dados obtidos para o enro e
ciprofloxacino em plasma foram modelados adequadamente com modelo de 2
compartimentos e formacdo de metabdlito saturavel. O farmaco foi
administrado tanto pela via oral em dose unica (gavagem) como através da
agua de beber. A modelagem permitiu determinar que a administragdo em
dose unica oral é adequada para gerar parametros farmacocinéticos que
descrevem a disposi¢do do farmaco mesmo quando ingerido continuamente na
agua de beber.

A avaliacao farmacocinética do cloranfenicol (Capitulo 4), farmaco banido

da producao de frango de corte, também foi realizada nas condi¢des de uso do
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farmaco (100 mg/kg/dia) e apds dose unica oral por gavagem. Do mesmo
modo, modelo de dois compartimentos foi adequado para descrever o perfil
plasmatico. Na avaliagdo das amostras de musculo foi possivel determinar que
a modelagem plasmatica do cloranfenicol foi capaz de prever os perfis
teciduais, permitindo a previsdo das concentragcdes residuais a partir de
amostras de sangue.

Em conclusdo, o trabalho permitiu vislumbrar a aplicabilidade da
modelagem farmacocinética populacional para avaliagdo de antimicrobianos
utilizados no manejo de frangos para consumo humano e a possibilidade da
utilizagédo dos modelos desenvolvidos para ampliar as inferéncias e dar suporte
a tomada de decisbées em vigilancia sanitaria. Aléem disso, as metodologias
multirresiduos sao ferramentas imprescindiveis para o correto controle de
residuos de medicamentos veterinarios em alimentos. Com os resultados
obtidos nesse trabalho fica a clara a relevancia da modelagem farmacocinética
populacional para o monitoramento de residuos de antimicrobianos em
alimentos de origem animal. A modelagem populacional podera ser aplicada
em estudos futuros permitindo, inclusive, a redugdo dos experimentos em
animais a partir da geragédo de informacgdes relevantes se utilizado os dados

histéricos das amostras de monitoramento.
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5. Conclusoes







Metodologia multirresiduos sensivel capaz de quantificar com preciséo e
exatidao nove fluoroquinolonas através de um procedimento simplificado
de preparacdo de amostras aplicavel a diferentes tecidos animais
(musculo de aves, bovino e suinos) foi desenvolvida e validada de
acordo com os limites estabelecidos pelo MAPA;

Metodologia multirresiduos com grande capacidade de processamento
de amostras permitindo analisar quinze coccidiostaticos com
caracteristicas fisico-quimicas significantemente distintas e atendendo
aos diferentes limites regulatérios estabelecidos pelo MAPA foi
desenlvolvida e validada para as matrizes musculo de frango e ovos;
Metodologia que permite analisar em niveis sub-partes por bilhdo do
farmaco cloranfenicol, proibido na produgdo animal, e os compostos
permitidos, incluindo o principal metabdlito do florfenicol, florfenicol
amina foi desenvolvido e validado. O método tem execucéo rapida e de
baixo consumo, permitindo o processamento de numero significativo de
amostras;

O perfil farmacocinético plasmatico e muscular do cloranfenicol foi
avaliado em frangos utilizando o mesmo modo de administragdo
utiizado na producéo. Os perfis plasmaticos foram adequadamente
modelados com modelo de dois compartimentos utilizando abordagem
populacional. O modelo permitiu a previsdo das concentragdes
musculares a partir dos parametros plasmaticos evidenciando seu
potencial para utilizagdo em vigilancia sanitaria;

Os perfis farmacocinéticos plasmaticos do enrofloxacino e seu principal
metabalito, ciprofloxacino, foram avaliados em condi¢cées de rotina de
manejo de frangos de corte. O modelo de dois compartimentos com
formacao de metabdlito saturavel adequadamente descreveu os dados
experimentais dos dois compostos simultaneamente, através da

utilizacado de abordagem farmacocinética populacional.
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