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RESUMO
AVALIACAO HEMODINAMICA DE EQUINOS COM OCLUSAO JUGULAR POR
TROMBOSE INDUZIDA SUBMETIDOS A EXERCICIO FiSICO E TESTE DA TERAPIA
COM ESTREPTOQUINASE

A tromboflebite jugular é frequentemente encontrada em equinos causando
comprometimento circulatério grave nas regides cervical e cefélica. Até o presente
momento, ndo ha relatos que avaliem as alteracdbes hemodindmicas em equinos
causadas pela obstrucdo venosa jugular por trombo durante o exercicio. Da mesma
forma, ndo ha relatos da eficacia da terapia trombolitica regional com estreptoquinase
no tratamento desta alteracdo vascular em equinos. Os objetivos deste trabalho foram:
avaliacdo da técnica cirargica de canulacdo da artéria facial e manutengéo prolongada
do cateter com solucdo de heparina e acido ascoérbico, visando realizar de forma
seriada colheita de amostras sanguineas e avaliacdo invasiva de pressdo arterial,
durante o exercicio em esteira rolante; estabelecimento de um modelo de inducdo de
tromboflebite da veia jugular de equinos utilizando solucdo de dois agentes
esclerosantes associados: oleato de etanolamina 5% e glicose 50%; avaliacdo da
terapia trombolitica regional com estreptoquinase como tratamento da tromboflebite
jugular induzida experimentalmente em equinos; avaliacdo hemodinamica de equinos
submetidos a oclusdo unilateral da veia jugular por tromboflebite induzida. Vinte
equinos adultos foram utilizados para conclusdo dos protocolos. O procedimento de
cateterizacdo da artéria facial e manutencdo do cateter com solugdo de heparina e
acido ascoérbico, manteve a via arterial viavel por 25 dias. O protocolo de indu¢do nao
cirdrgica de tromboflebite jugular experimental foi eficaz em reproduzir a lesédo de forma
padronizada. Foram observadas alteracbes hemodinamicas significativas nos equinos
apresentando ocluséo jugular por trombose induzida, durante o exercicio de esforgo
progressivo em esteira rolante. A terapia trombolitica com estreptoquinase demonstrou
gue a farmaco apresenta acéo fibrinolitica nos trombos dos equinos, porém nao foi
capaz de recanalizar permanentemente 0s vasos acometidos.
Palavras-chave: artéria facial, equino; estreptoquinase; exercicio; hemodinamica;

tromboflebite jugular
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SUMMARY

HEMODYNAMIC CHANGES IN HORSES PRESENTING JUGULAR OCCLUSION
THROUGH INDUCED THROMBOSIS SUBMITTED TO EXERCISE AND
STREPTOKINASE THERAPY TEST

Thrombophlebitis of the jugular vein is commonly observed in horses leading to
head and neck circulatory impairment. To date, there are no reports evaluating
hemodynamic changes in horses presenting thrombus obstruction during the exercise.
In addition, there are no studies about the use of streptokinase in thrombolytic therapy
for treatment of jugular vein thrombophlebitis in horses. The purposes of this study were:
to evaluate the technique for facial artery catheter implantation and long-term
maintenance using heparin and ascorbic acid as a filling solution, to perform serial blood
sampling and invasive arterial pressure measurement during the exercise on treadmill;
establishment of an equine jugular vein thrombophlebitis induction model using a
solution of two sclerosing agents in association: ethanolamine oleate 5% and glucose
50%; hemodynamic evalution in horses presenting unilateral occlusion of the jugular
vein through experimental inducted thrombophlebitis; evaluation of regional thrombolytic
therapy using streptokinase as a treatment for jugular vein inducted thrombophlebitis in
horses. Twenty adult horses were assessed to conclude all the protocols. Procedures
for facial artery catheterization and maintenance using heparin and ascorbic acid as a
filling solution kept the arterial line open for 25 days. The nonsurgical protocol to induce
experimental jugular thrombophlebitis was efficient in reproduce a standardized lesion.
Significative hemodynamic changes were observed in the horses presenting jugular
occlusion through induced thrombosis during the exercise on treadmill. Streptokinase
thrombolytic therapy test showed that the drug exerts fibrinolytic action on horses’

thrombus, however it was not capable to permanently recanalize injuried vessels.

Keywords: exercise; facial artery; horse; hemodynamics; streptokinase; jugular

thrombophlebitis



CAPITULO 1 — CONSIDERACOES GERAIS

A tromboflebite jugular € uma complicacdo iatrogénica frequentemente
observada em equinos, particularmente nos animais submetidos a terapia intensiva. A
terapia trombolitica com o uso de diferentes farmacos é amplamente empregada na
medicina para o tratamento de trombose aguda. Até o presente momento, ndo ha
relatos do uso de agentes tromboliticos no tratamento de trombose em equinos. O
objetivo desta revisdo € ressaltar os conceitos do sistema fibrinolitico e da tromboflebite
jugular em equinos e, ainda, destacar algumas evidéncias de que a estreptoquinase
pode ser usada como tratamento de tal enfermidade.

Em 1958, ASTRUP propds o conceito do equilibrio dindmico entre os sistemas
de coagulacéo e fibrinolitico. Em delicada harmonia, o sistema fibrinolitico degrada a
fibrina que é continuamente depositada no sistema cardiovascular como resultado da
restrita ativacdo fisiologica do sistema de coagulagdo. Sabe-se que, os sistemas de
coagulacéo e fibrinolitico interagem por meio de mecanismos de feedback que nédo séo
completamente compreendidos (KASHYAP & QUINONES-BALDRICH, 2000).

A fibrindlise é regulada de modo que trombos indesejaveis de fibrina sejam
removidos da circulagdo normal, enquanto a fibrina persiste em feridas para prevenir a
perda de sangue mantendo a hemostasia (MAJERUS et al.,, 1990; BANERJEE et al.,
2004).

A principal enzima do sistema fibrinolitico € uma glicoproteina produzida no
figado, o plasminogénio (KASHYAP & QUINONES-BALDRICH, 2000). O plasminogénio
livre € encontrado na forma inativa e pode ser convertido na forma ativa, a plasmina,
por duas diferentes proteases seéricas, sendo estas o ativador de plasminogénio tecidual
(AP-t), liberado pelas células endoteliais em resposta a estase ou lesdo na parede
vascular e o ativador de plasminogénio urinario ou tipo uroquinase (AP-u). A via
mediada pelo AP-t é primariamente envolvida na homeostase da fibrina e, a via
mediada pelo AP-u esta relacionada a migracao celular e ao remodelamento tecidual
(COLLEN, 1999).



A ativacdo do plasminogénio ocorre pela clivagem de uma ligagdo arginina-
valina, que produz mudancas conformacionais formando a enzima ativa plasmina,
levando a aumento na sua afinidade tanto pelos substratos de degradacdo como pelos
ativadores (KASHYAP & QUINONES-BALDRICH, 2000).

A plasmina é uma protease inespecifica, sendo capaz de hidrolisar, além da
fibrina, varias proteinas plasmaticas, incluindo o fibrinogénio e os fatores de coagulagéo
(MAJERUS, et al., 1990; KASHYAP & QUINONES-BALDRICH, 2000; KUNAMNENI et
al., 2007). A plasmina ainda ativa metaloproteinases que, em resposta, degrada a
matriz extracelular (COLLEN, 1999).

A atividade fibrinolitica € modulada por inibidores tanto dos ativadores de
plasminogénio, como inibidores da agéo proteolitica da plasmina. O inibidor que age
nos ativadores de plasminogénio € chamado inibidor-1 de ativador de plasminogénio (I-
1AP). O I-1AP € um inibidor de acéo rapida sobre AP-t e AP-u. Os inibidores que agem
na plasmina sdo alfay-antiplasmina e alfa;-macroglobulina (BANERJEE et al., 2004;
KUNAMNENI et al., 2007).

A alphaz-antiplasmina forma um complexo covalente com a enzima, sendo 0 seu
principal inibidor fisiolégico (KASHYAP & QUINONES-BALDRICH, 2000). As
concentracdes plasmaticas de alfay-antiplasmina s&o suficientes para inibir
aproximadamente 50% da plasmina potencial (MAJERUS et al., 1990), sendo de doze
horas a meia vida do complexo alfas-antiplasmina e plasmina (KASHYAP &
QUINONES-BALDRICH, 2000). Quando ocorre ativacdo macica de plasminogénio, o
inibidor € depletado e a presenca de plasmina livre leva ao estado litico sistémico.
Neste estado, o risco de hemorragia é maior, porém € nesta condicdo que a terapia
trombolitica se torna efetiva (MAJERUS et al., 1990).

Infelizmente, o equilibrio proposto por ASTRUP (1958), é facilmente quebrado
em estados patoldgicos, quando o sistema fibrinolitico do organismo falha em manter a
fluidez sanguinea em vasos lesionados, resultando em trombose (KASHYAP &
QUINONES-BALDRICH, 2000).

O desequilibrio que leva a formacdo do trombo pode ser resultado de multiplos

fatores, incluindo a injuria vascular ou lesdes intrinsecas a parede do vaso, o fluxo



sanguineo diminuido ou a estase venosa e a hipercoagulabilidade do sangue
(KASHYAP & QUINONES-BALDRICH, 2000). Esta classica triade, que descreve a
patogénese da formac&do do trombo, foi primeiramente delineada por VIRCHOW em
1856.

Atualmente, com base em evidéncias experimentais e clinicas, reconhece-se que
ao menos dois dos trés fatores propostos agindo em combinacdo sdo necessarios na
progressdo da trombose venosa. Em humanos, a alteracdo no fluxo sanguineo,
acarretando ou ndo a estase venosa, parece ser o componente dominante (MAMMEN,
1992). Entretanto, em equinos o fator mais importante da triade no desenvolvimento de
trombose jugular é o trauma local (LANKVELD et al., 2001).

A trombose patoldgica se inicia com a aderéncia de plaquetas a macromoléculas
da regido subendotelial do vaso sanguineo lesionado, formando o tampao hemostatico
primario. As plaguetas estimulam a ativacao local de fatores de coagulacdo presentes
no plasma, levando a formagdo de coagulo de fibrina que reforca o agregado
plaguetario. Em vasos saguineos intactos, a trombose € prevenida por mecanismos
anticoagulantes do organismo. Prostaciclina (PGI2), antitrombina, proteoglicanos de
heparan sulfato, proteina C e o inibidor de coagulagéo associados as lipoproteinas séo
exemplos de inibidores organicos de trombose (MAJERUS, et al., 1990).

A tromboflebite é definida como trombose venosa secundéaria a inflamacgéo da
parede vascular (WHITE 1l, 1990; ETTLINGER et al., 1992; KLOHNEN, 2009).

A tromboflebite em equinos acomete mais comumente a veia jugular, pois o vaso
€ o principal local utilizado no acesso a circulacdo venosa. A enfermidade é
consequéncia de venopunc¢do inadequada, cateterizacdo prolongada ou impropria, ou
injecdo de farmacos irritantes, manobras estas que levam as injurias mecéanica ou
guimica da parede venosa (CANNON et al., 1983; ETTLINGER et al.,, 1992;
KNOTTENBELT & PASCOE, 1994; RIJKENHUIZEN & VAN SWIETEN, 1998; DIVERS,
2003; MOREAU & LAVOIE, 2009).

O fluxo sanguineo é prejudicado pelo estreitamento do lumen vascular pelo
trombo, que obstrui total ou parcialmente a passagem do sangue (THOMASSIAN, 1996;
EDENS, 1999;).



A presenca de infeccdo pode complicar a lesdo. Na tromboflebite séptica,
observa-se a colonizacdo bacteriana ou, raramente fungica, na parede do vaso, no
trombo e algumas vezes nos tecidos perivasculares (EDENS, 1999).

MAIR & SMITH (2005) relataram que 8,3% de 252 cavalos submetidos a
tratamento cirdrgico de colica apresentaram tromboflebite da veia jugular.

Em relacdo a cateterizagbes, o desenvolvimento de tromboflebite é dependente
ndo apenas da composic¢ao do cateter, mas também relacionado ao diametro da canula,
a técnica de venopunc¢do, a manutencdo do cateter, ao pH da solucdo administrada, a
duracdo da infusdo e a presenca de bactérias (DICKSON et al., 1990). A origem
infecciosa destaca a importancia de técnicas assépticas na implantacdo e manutencao
de cateteres venosos.

Os farmacos mais frequentemente associados ao desenvolvimento de
tromboflebite jugular em equinos incluem éter gliceril guaiacol, tiopental, gluconato de
calcio, fenilbutazona e oxitetraciclina (THOMASSIAN, 1996; EDENS, 1999). A
fenilbutazona, amplamente utilizada no tratamento anti-inflamatoério de enfermidades do
sistema locomotor de equinos atletas, quando erroneamente infundida na regido
perivascular € comumente associada ao desenvolvimento de tromboflebite nestes
individuos (THOMASSIAN, 1996; BEARD, 2000).

Estudo bacteriolégico avaliando técnicas de desinfecgédo no local de insercéo de
cateteres jugulares em equinos, mostrou que solucdes de clorexidine e iodo séo
igualmente eficazes quando utilizadas sobre a pele apds a eliminacdo dos pelos.
Concluiu-se ainda que a realizacao de tricotomia antes da desinfec¢édo é recomendada,
porém ndo ha diferenca bacteriolégica se os pelos forem deixados longos, tosados ou
raspados. Assim, a pele pode ser desinfectada efetivamente com solucdes de
clorexidine ou iodo sem a retirada dos pelos, quando a cateterizacao intravenosa deve
ser realizada de forma rapida devido as emergéncias clinicas (GERAGHTY et al.,
2009a).

Uma etiologia atipica de tromboflebite jugular equina foi descrita por MATSUDA
et al. (2010), no qual a lesdo venosa apresentava-se como extensao direta a partir de

uma fistula oral.



O equino acometido por tromboflebite jugular asséptica geralmente né&o
apresenta sinais sistémicos, mostrando enrijecimento venoso local e cordoniforme. Na
presenca de bactérias associadas a lesédo resultando em tromboflebite séptica, os
animais apresentam picos de febre, depresséao e dificuldade em movimentar o pescoco.
A palpacéao local mostra edema, aumento de temperatura, dor e enrijecimento vascular.
Distensdo venosa espontanea proximal ao trombo é observada em caso de ocluséo
completa do fluxo sanguineo. Geralmente, 0 equino apresenta leucocitose, neutrofilia e
hiperfibrinogenemia (DYSON, 1997). Trombos sépticos podem ainda causar
pleuropneumonia hematogénica por metastase na circulagdo pulmonar (RYU et al.,
2004).

O edema vasogénico € a forma mais comum de edema cerebral, afetando mais a
substancia branca do que a cinzenta (KANDEL et al., 2000). Ele se forma em razéo do
aumento da pressao nos capilares cerebrais e, uma vez iniciado, comprime 0S vasos
diminuindo o fluxo sanguineo, causando isquemia cerebral. Por sua vez, a isquemia
causa dilatacdo arteriolar, o que eleva ainda mais a pressao capilar, aumentando o
edema. Como o0 cérebro esta alojado em uma cavidade rigida, o acumulo de fluido
excedente comprimindo 0s vasos sanguineos pode causar destruicdo do tecido nervoso
(GUYTON & HALL, 2002).

Diferente de outras espécies, 0 equino ndo apresenta a veia jugular profunda ou
interna (BARBOSA et al., 2009), sendo portanto as veias jugulares a principal via de
retorno venoso da cabeca. Assim, a oclusdo de ambas as veias jugulares representa
alta morbidade devido as consequéncias da hipertensdo venosa cefalica, causando
aumento na pressao cérebro-espinhal (COMEROTA et al., 1986).

Tromboflebite jugular bilateral em equinos aumenta a presséo hidrostatica
levando a edema de retina que resulta em hemorragia e cegueira, edema de cabeca,
incluindo lingua, faringe, laringe e regido parotidea, com potencial risco de
desenvolvimento de disfagia e dispnéia (COMEROTA et al., 1986; KNOTTENBELT &
PASCOE, 1994; RIJKENHUIZEN & SWIETEN, 1998; EDENS, 1999; MORRIS, 2000;
DIVERS, 2003; KLOHNEN, 2009; MOREAU & LAVOIE, 2009). Outras consequéncias



de pressao cerebro-espinhal aumentada incluem dores de cabeca, letargia, convulsdes,
depressao respiratéria, coma e morte (COMEROTA et al., 1986).

O diagnostico da tromboflebite jugular, séptica ou asséptica, € determinado
principalmente mediante levantamento da histéria clinica e pelo exame fisico
(THOMASSIAN, 1996; DYSON, 1997; EDENS, 1999). Exames diagndésticos
complementares incluem testes hematoldgicos, ultrassonografia, angiografia
contrastada e pesquisa bacterioldgica nas lesdes sépticas (WHITE II, 1990; DYSON,
1997; REIMER, 1998; JOFFE & GOLDHABER, 2002).

A avaliacdo ultrassonografica da veia e dos tecidos circunvizinhos € o melhor
meio para caracterizagdo e monitoramento da extensdo e progressao da lesao
(GARDNER et al., 1991; KLOHNEN, 2009). A veia jugular e suas valvulas podem ser
facilmente identificadas (WHITE 1lI, 1990). No caso de tromboflebite, a ultrassonografia
permite a avaliacdo da parede vascular, o comprometimento do fluxo sanguineo,
presenca, extensdo e formato do trombo, bem como as caracteristicas de recanalizacéo
e vascularizacdo compensatoérias (BARBOSA et al., 2009).

A aparéncia sonogréfica normal da veia € a de uma estrutura tubular ou circular
anecoica com identificagdo da parede hiperecdica do vaso (EDENS, 1999). Na
tromboflebite a parede vascular aparece espessada e o trombo € identificado como
estrutura hiperecoica, parcial ou totalmente oclusiva, aderida a parede do vaso. No caso
de obstrucdes parciais, o fluxo sanguineo apresenta-se anecoico, sendo observado
entre o trombo e a parede vascular oposta aquela na qual o trombo encontra-se aderido
(REEF, 1998; EDENS, 1999; DIAS, 2010). Se a oclusdo do fluxo pelo trombo for
parcial, € recomendada a distensdo da veia por presséao digital distal ao trombo para se
evitar colabamento do vaso durante a avaliagdo ultrassonografica (BARBOSA et al.,
2009).

Trombos sépticos séo visualizados como uma massa hiperecéica heterogénea
com cavita¢des, na qual areas anecoicas representam acumulo de fluido secundario a
infeccdo e necrose (GARDNER et al., 1991; EDENS, 1999). Em infeccGes anaerdbias
observa-se areas hiperecoicas, que criam sombra acustica, relacionadas as bolhas de

gas produzidas pelas bactérias (EDENS, 1999).



Se um cateter encontrar-se implantado na veia quando a trombose for
diagnosticada, este deve ser cuidadosamente removido e sua extremidade cortada para
realizacdo de cultura microbiolégica. A determinacdo do agente infeccioso e sua
sensibilidade aos antibitticos, é importante no estabelecimento do tratamento (WHITE
[I, 1990). Foi provado que enquanto um cateter venoso permanecer implantado, o
trombo néo regredira e, ainda, pode aumentar (GERAGHTY et al., 2009b).

Além disso, 0 vaso acometido deve ser preservado, evitando-se utiliza-lo para
venopuncdes. A veia jugular oposta também deve ser preservada na tentativa de se
evitar que a trombose se torne bilateral, acessando-se as veias toracica lateral, cefalica
ou safena para administracdo de farmacos e obtencdo de amostras de sangue
(GARDNER & DONAWICK, 1992).

A tromboflebite jugular pode ser tratada local ou sistemicamente. A terapia local
inclui compressas mornas e hidroterapia na area afetada trés ou quatro vezes ao dia e,
ainda, massagem com solucédo de dimetilsulfoxido (DMSQO). O ictamol topico também
pode ser utilizado na reducdo da inflamacao. Anti-inflamatérios ndo esteroidais sdo
Uteis na reducdo da inflamacdo e no controle da dor. Antibidticos sistémicos sdo
indicados no caso de lesao séptica (WHITE II, 1990; DARGATZ & DARGATZ, 1993;
DIVERS, 2003). Se a lesdo trombotica for parte de coagulopatia generalizada, terapia
com heparina a recomendada na dose de 100 unidades internacionais por quilograma
(Ul/kg), por via intravenosa trés vezes ao dia (WHITE II, 1990).

SCOTT et al. (1980) relataram dois casos de tromboflebite jugular em equinos,
tratados com sucesso, por terapia anticoagulante com warfarina. Entretanto, os autores
indicam a terapia apenas quando o estado de coagulacdo puder ser monitorado
diariamente mediante determinacfes laboratoriais do tempo de protrombina.

Quando o tratamento médico for ineficaz, técnicas cirtrgicas incluindo flebotomia,
trombectomia com cateter de Fogarty ou implantes venosos devem ser consideradas no
sentido de restabelecer o fluxo sanguineo (CANNON et al., 1983; BEN-CHEHIDA et al.,
1994; RIJKENHUIZEN & VAN SWIETEN, 1998; WIEMER et al., 2005; DORNBUSCH et
al., 2007; HUSSNI et al., 2009; RUSSELL et al., 2010).



DIAS et al. (2010) realizaram avaliagdes ultrassonogréaficas durante a fase aguda
de tromboflebite jugular experimental em equinos, observando que o0 maior
desenvolvimento do trombo ocorre no estdgio inicial da lesdo, sugerindo que as
primeiras 24 horas sé@o consideradas o principal periodo de intervencao para execugao
do tratamento.

Pleuropneumonia, endocardite bacteriana, tromboembolismo pulmonar,
septicemia e outras condicBes associadas as metastases do trombo séptico, sdo as
complicacdes que podem ocorrer secundariamente a tromboflebite jugular em equinos
(MOREAU & LAVOIE, 2009).

A recuperacdo da trombose é variavel, podendo ocorrer completa recanalizacao
da veia, organizacdo fibrotica do trombo sem recanalizacdo ou desenvolvimento de
circulagédo colateral (MOREAU & LAVOIE, 2009). HUSSNI et al. (2006), demonstraram
por meio de exames angiograficos que a circulacédo colateral em equinos submetidos a
resseccao unilateral da veia jugular se desenvolve no prazo de um ano, restabelecendo
a drenagem venosa da cabeca e pescoco.

No caso de persisténcia de obstru¢do venosa antes que a circulacao colateral se
desenvolva adequadamente, particularmente quando ha envolvimento de ambas as
veias jugulares, a disfagia e dificuldade respiratéria devidas as alteracbes no retorno
venoso da cabeca podem limitar o desempenho do cavalo no esporte e trabalho
(RIJKENHUIZEN & SWIETEN, 1998; EDENS, 1999).

MOREAU & LAVOIE (2009) sugerem que a tromboflebite jugular ndo afeta o
desempenho atlético de equinos utilizados para passeio e outras atividades, exceto
corrida, mesmo em animais apresentando oclusado bilateral. Entretanto, em cavalos de

corrida, a enfermidade € associada a decréscimo nas chances de retorno ao esporte.

DIAS et al. (2009) realizaram avaliacdo hemodinamica de equinos submetidos a
ocluséo cirurgica por ligadura da veia jugular durante exercicio progressivo em esteira
rolante. A pressdo venosa da jugular ocluida, medida proximal a ligadura, aumentou
com a intensidade do esforco, atingindo valores duas vezes maiores no grupo com

ocluséo bilateral, sugerindo que a congestédo venosa € agravada pelo exercicio.



Até o momento, os tratamentos meédicos propostos para a tromboflebite jugular
em equinos nem sempre tém sido eficazes, sendo comprovado que o restabelecimento
do fluxo sanguineo s6 ocorre mediante procedimentos cirlrgicos complexos e custosos.

Com o uso de farmacos capazes de estimular o sistema fibrinolitico, é possivel
tratar trombos intravasculares obtendo-se completa dissolucdo destes (KASHYAP &
QUINONES-BALDRICH, 2000). A estreptoquinase € um agente trombolitico que
promove fibrindlise pois forma complexo estavel com o plasminogénio enddgeno,
ganhando atividade enzimatica (RANG & DALE, 1987).

A terapia trombolitica local ou regional com estreptoquinase, tem sido utilizada
com sucesso em humanos no tratamento de trombose de veias superficiais, como a
subclavia axilar (KASHYAP & QUINONES-BALDRICH, 2000). Portanto, a
estreptoquinase teria seu uso justificavel em casos de tromboflebite jugular em equinos,
devido a semelhanca entre o processo de formacdo da trombose em equinos e
humanos e, ainda, pelo fato da jugular tratar-se de veia de localizacdo superficial e de
facil acesso.

A proposta deste trabalho se baseia no fato de que a avaliacdo quantitativa,
baseada em dados hemodinamicos, em relagdo ao comprometimento no desempenho
atlético de equinos que apresentam obstrucdo jugular por trombose, ainda nao foi
sugerida. Outrossim, a terapia trombolitica regional com estreptoquinase no tratamento
de tal enfermidade nunca foi testada.

Hipotetisando que a tromboflebite jugular comprometa a realizagéo de atividade
fisica e, que a terapia proposta para a enfermidade se apresente segura e efetiva, este
estudo servird de base para a orientacdo da realizagdo de exercicios em equinos
apresentando tromboflebite jugular e, para a difusdo do tratamento por trombdlise

utilizando-se estreptoquinase, contribuindo de forma imensuravel com a saude equina.
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1.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Avaliar a técnica cirargica de canulacdo da artéria facial e manutencéo da
paténcia prolongada do cateter com o0 uso de solucdo de heparina e acido
ascorbico, visando realizar de forma seriada a colheita de amostras sanguineas
e a mensuracao invasiva da pressado arterial, no repouso e durante o exercicio
em esteira rolante.

» Estabelecer um modelo experimental de inducdo de tromboflebite jugular
em equinos com 0 uso de dois agentes esclerosantes associados, as solugoes
de glicose a 50% e de oleato de etanolamina a 5%.

» Avaliar a eficacia da terapia trombolitica regional com estreptoquinase no
tratamento da tromboflebite jugular induzida experimentalmente em equinos.

» Avaliar a hemodinamica de equinos submetidos a oclusdo unilateral da
veia jugular por tromboflebite experimental induzida, no repouso e durante o

exercicio em esteira rolante.
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CAPITULO 2 - PADRONIZACAO DA TECNICA DE IMPLANTACAO E
MANUTENCAO PROLONGADA DE CATETER NA ARTERIA FACIAL DE EQUINOS

RESUMO

O objetivo deste ensaio foi avaliar a viabilidade da implantagdo cirdrgica de
cateter de poliuretano na artéria facial de equinos e, sua manutencao prolongada com
solucdo de heparina e acido ascorbico como preenchimento, visando realizar colheitas
sanguineas e avaliacOes de pressao arterial seriadas em repouso e durante o exercicio
em esteira rolante. Nove cavalos foram cirurgicamente implantados com cateter de
poliuretano longo (20 cm) na artéria facial. A via arterial foi mantida por meio de
irrigacdes periddicas com solucao de heparina e acido ascorbico. Amostras de sangue
arterial foram coletadas duas vezes ao dia durante 25 dias e um exercicio teste de
esforgo progressivo, incluindo colheita de amostras sanguineas seriadas e avaliacao de
presséo arterial média, foi realizado em esteira rolante no dia seguinte a implantacao do
cateter. Os procedimentos cirirgicos se desenvolveram sem complicacdes, sendo o
tempo cirargico variavel entre 15 e 40 minutos. Os cateteres foram irrigados e
preenchidos com solucdo de heparina e acido ascorbico a cada 8 horas e se
mantiveram viaveis por 25 dias, quando foram retirados. Nao observaram-se reacdes
adversas a solucao utilizada. Todos o0s animais realizaram o exercicio teste sem
complicacdes, ao longo do qual colheitas de sangue e medidas de pressao arterial
foram tomadas. O cateter de poliuretano cirurgicamente implantado na artéria facial de
equinos pode ser mantido por periodos prolongados quando preenchido com solucéo
de heparina e acido ascorbico, viabilizando o acesso arterial invasivo prolongado que
pode ser utilizado com sucesso para colheitas de sangue e medidas de pressao arterial

seriadas, mesmo durante o exercicio em esteira rolante.

Palavras-chave: artéria facial; cateter; equino; exercicio; pressao arterial
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2.1. INTRODUCAO

O acesso invasivo arterial, fornece importantes informac6es durante protocolos
experimentais realizados com equinos, destacando-se as avaliacdes fisiologicas,
ergométricas e farmacoldgicas. A via arterial pode ser utilizada para colheita sanguinea
e medidas hemodinamicas como de frequéncia cardiaca, pressao arterial e deébito
cardiaco (Q). Entretanto, a obtencdo sequencial de sangue arterial e de variaveis
hemodinamicas s6 pode ser realizada de maneira fidedigna, mediante a cateterizacao
de uma artéria, manobra esta dificultada por complicagbes envolvendo o correto
posicionamento dos cateteres e a manutencao do estado de higidez do vaso sanguineo
e do lumen do cateter durante longos periodos experimentais.

Atualmente as artérias, facial e, carétida reposicionada cirurgicamente sdo as
vias arteriais mais acessadas.

Técnicas cirargicas de preparacdo de arcos exteriorizando a artéria carotida em
grandes animais, foram estudadas objetivando colheitas sequenciais de sangue arterial
(GRAHAM et al., 1937; McCLYMONT, 1950; JHA et al., 1961; BONE et al., 1962;
LINZELL, 1963) e medidas de pressao (JHA et al., 1961; BONE et al., 1962).
Entretanto, tal técnica foi descrita como invidvel em equinos devido a quantidade
inadequada de pele livre no pescoco necessaria para a preparacdo dos arcos
(TAVERNOR, 1969).

Atualmente, o reposicionamento da artéria cardtida comum junto ao tecido
subcutaneo € comumente realizado visando o0 acesso arterial (BUTLER, 1962;
TAVERNOR, 1969; DUECK et al.,, 1982; ORSINI & ROBY, 1997). Tal técnica
apresenta-se viavel em equinos permitindo registros de presséo arterial em repouso
(TAVERNOR, 1969). Carétidas reposicionadas podem ser cateterizadas evitando-se
complicacbes como hematomas subcutdneos causados por repetidas pungdes com
agulha (TAVERNOR, 1969; DUECK et al., 1982; ORSINI & ROBY, 1997).

PRASSINOS et al. (2001), estudaram comparativamente diferentes técnicas
visando 0 acesso a artéria cardtida em pequenos ruminantes. Os autores compararam

duas técnicas de preparacao de arcos da artéria cardtida (GRAHAM et al., 1937; BONE
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et al.,, 1962) com outra de reposicionamento subcutaneo (DUECK et al., 1982),
concluindo que a melhor escolha para colheitas sequenciais de sangue arterial € via
carotidas reposicionadas junto ao tecido subcutaneo.

Alguns autores descreveram a avaliacdo indireta de presséo arterial na artéria
coccigea medial de equinos em repouso (PARRY et al., 1984, MAGDESIAN, 2004;
PICCIONE et al.,, 2009). PICCIONE et al. (2009) estudaram algumas variaveis em
equinos durante o exercicio, incluindo pressao arterial, porém todas as medidas foram
realizadas em repouso entre fases de exercicio. Considerando outros métodos, RICCO
et al. (2009) descreveram o0 uso de um sistema sem fio para obtencdo da presséo
arterial invasiva por telemetria em equinos.

De acordo com CORLEY (2003), a maneira mais precisa de se obter valores de
pressao arterial € com 0 uso de cateter implantado na artéria, 0 que requer irrigacao
com solucao fisiologica ou fisioldgica heparinizada, de maneira intermitente ou continua
com o uso de bomba de infusdo para ser mantido.

Assim, muitos autores descrevem que a via arterial tem sido obtida através do
posicionamento transcutaneo de cateter na artéria facial transversa durante protocolos
farmacoldgicos e testes ergométricos em equinos.

Qualquer complicacdo, mecanica ou trombdtica que interrompa o fluxo
sanguineo pelo cateter, leva a falha na via arterial. O processo de trombose tem sido
evitado através do preenchimento dos cateteres com solucdes anti-coagulantes, como
heparina, em diferentes concentragbes (STEPHENS, 1997). Em humanos, soluc¢des de
acido ascorbico sdo amplamente utilizadas para preencher intermitentemente cateteres
Venosos centrais na rotina hospitalar.

A manutencdo da paténcia de cateteres arteriais implantados via transcutanea
em equinos é limitada devido as dificuldades em evitar obstru¢cdo por trombos e o
correto posicionamento do cateter dentro da artéria, principalmente durante o exercicio
em esteira rolante. Em relacdo aos métodos indiretos e telemétricos de avaliacdo da
presséo arterial, estes nunca foram testados em avaliacbes ergométricas e, ainda, ndo

permitem a colheita de amostras sanguineas.
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O objetivo deste ensaio foi avaliar a viabilidade da implantacdo cirargica de
cateter de poliuretano na artéria facial de equinos e, sua manutencao prolongada com
solucdo de heparina e acido ascorbico como preenchimento, visando realizar colheitas
sanguineas e avaliagbes de pressao arterial seriadas em repouso e durante o exercicio
em esteira rolante. Em aditamento, objetivamos descrever a curva de presséao arterial
média (PAM) de equinos adultos durante um teste de esforco progressivo em esteira
rolante. Hipotetizamos que a implantagdo cirrgica do cateter arterial poderia ser
realizada sem maiores complicacdes e, que a via arterial obtida poderia ser usada

durante varias semanas.

2.2. MATERIAL E METODOS

O protocolo experimental realizado no presente estudo esta de acordo com 0s
principios éticos na experimentacdo animal adotados pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA) e foi aprovado pela Comissdo de Etica e Bem Estar
Animal (CEBEA) da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias / Unesp — Campus
de Jaboticabal (Protocolo n° 004302-06).

Foram utilizados nove equinos adultos, cinco machos e quatro fémeas, sem raca
definida (SRD), com idade média de 9+2 anos e peso médio de 297+8 kg.
Considerados higidos por meio de avaliagédo clinica, todos os animais passaram por
programas de desverminacéo®, vacinacdo® e controle de ectoparasitas® antes de iniciar
0 periodo experimental.

Os animais foram mantidos em baias individuais e receberam como alimentacao
1% do peso corporeo em alimento volumoso, constituido de feno de Tifton (Cynodon

dactylon), 1% do peso corpdéreo em ragdo concentrada, sal mineral e agua ad libitum.

! EQUALAN Pasta — Merial Satide Animal Ltda., Paulinia — SP
2 Fluvac Innovator EHV 4/1 — Fort Dodge Animal Health, lowa — USA
® Butox: P CE 25 — Intervet Brasil, Akzo Nobel Ltda. — S&o Paulo — SP
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Uma semana antes das canulagdes arteriais, os animais foram adaptados ao
exercicio em esteira rolante®. durante trés dias consecutivos. No primeiro dia, 0s
animais foram conduzidos até a manta de rolagem do equipamento para se acostumar
ao ambiente, ao piso de borracha, as barras de contencéo e a cinta de seguranca. Apés
completa acomodacdo com a esteira parada, o equipamento foi ligado a velocidade de
1,5 metro por segundo (m/s) durante 5 minutos (min), para o animal acostumar-se ao
movimento de passo e, desligado para acostumar-se a parada. Este procedimento foi
repetido 3 vezes.

No segundo dia, os animais foram conduzidos até a esteira e realizaram 5 min de
passo (1,5 m/s). A velocidade foi aumentada gradativamente até atingir 3,5 m/s, quando
ja trotavam, permanecendo assim por 3 min, seguidos de mais 3 min a 4,5 m/s e 3 min.
a 5,5 m/s. Adequados ao trote alongado, a velocidade foi aumentada gradativamente
até 7,5 m/s quando os animais ja galoparam. A esteira foi inclinada em 5% (elevacéo de
5 cm da extremidade frontal para cada metro (m) de comprimento da esteira),
aumentando o esforco para favorecer o aprendizado do galope e, assim mantida até o
animal realizar o movimento com ritmo e equilibrio. De volta a posi¢cado horizontal, foi
realizado desaquecimento compreendendo 3 min de trote (3,5 m/s) seguidos de 5 min

de passo (1,5 m/s).

No terceiro dia, a esteira foi ligada com velocidade inicial de 1,5 m/s durante 5
min, seguidos de 3 min de trote (3,5 m/s) para aquecimento. A velocidade foi
aumentada até o galope a 7,5 m/s e mantida durante 2 min, seguidos de mais 2 min a

8,5 m/s. O desaquecimento foi realizado conforme descrito anteriormente.

BN

Previamente a cateterizacdo da artéria facial, os animais foram mantidos em
jejum alimentar de 12 horas. O procedimento foi realizado com os animais em posi¢cao
guadrupedal, contidos por tronco e anestesiados segundo protocolo de
neuroleptoanalgesia descrito a seguir: tranquilizacdo com acepromazina 1% na dose

de 0,1 miligrama por quilograma de peso corporeo (mg/kg) por via intramuscular (IM);

* Esteira Rolante Galloper — Sahinco Indstria Comércio e Representagdes Ltda., Palmital — SP (Processo FAPESP
n°® 01/02207-4)
® Acepran: 1% — UNIVET S/A, Sdo Paulo — SP
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passados 20 minutos, administrou-se meperidina (cloridrato de petidina)® na dose de 2
mg/kg, IM.

Apés tricotomia e anti-sepsia rigorosas da regido ventro-lateral do ramo
horizontal da hemimandibula direita (cranio-ventral ao mudsculo masseter), o pulso da
artéria facial direita foi identificado por palpacdo, onde realizou-se anestesia local
infiltrativa com 5 mililitros (mL) de cloridrato de lidocaina 2%, sem vasoconstritor’. Apés
verificacdo da eficacia do procedimento anestésico, iniciou-se o procedimento cirdrgico
por incisdo de pele de 4 centimetros (cm), iniciada 3 cm acima do aspecto ventral do
ramo horizontal da mandibula, em sentido obliquo de rostro-dorsal a caudo-ventral,;
divulsdo com tesoura romba do tecido subcutaneo; identificacdo das estruturas
anatdbmicas relacionadas a regido; identificacdo visual da artéria facial direita e por
palpacéo de seu pulso.

Em seguida procedeu-se a disseccao da artéria de sua bainha e isolamento com
pinga hemostatica Halsted curva introduzida entre a por¢do medial da artéria e a
mandibula; aplicacéo de 2 drenos de penrose® de 4 mm de largura envolvendo a artéria
(Figura 1A) em dois pontos cranial e caudal, mantidos sob média tensdo pelo cirurgido
auxiliar, a fim de garantir apoio e evitar danos ao vaso.

Realizou-se puncdo da artéria facial com agulha 40mm x 12GA° (Figura 1B).
Observa-se que a perfuracdo ndo deve ser maior do que o didmetro do cateter de
poliuretano® de 20 cm, porém o suficiente para introduzi-lo sem lesar ou transpassar o
vaso. Antes de ser posicionado na artéria, o cateter foi preenchido com 1,2 mL de
solucdo acido ascoérbico' a 10% contendo 5000 Ul de heparina sédica? por mL e,
vedado com um adaptador PRN*.

A introdugcdo do cateter foi realizada em sentido contrario ao fluxo arterial,

obstruindo totalmente o ponto de puncdo e, contendo a hemorragia. Apdés correto

® petinan- — BioChimico IndGstria Farmacéutica Ltda., Itatiaia — RJ

" Xylestesin- 2% (sem vasoconstritor) — Cristalia Produtos Quimicos e Farmacéuticos Ltda., Itapira — SP

® Dreno de Penrose

° BD PrecisionGlide™ — Agulha Hipodérmica — Becton Dickinson Inddstrias Cirdrgicas Ltda., Curitiba — PR
19 Central Venous Catheterization Set - REF CV-04701 — Arrow International, Inc., USA

1 Asceina 500mg — Hipolabor Farmacéutica Ltda., Sabara — MG

12 Heptar Heparina Sédica—- EUROFARMA Laboratérios Ltda., Sio Paulo — SP

3 BD Luer-Lok™ — PRN Adapter — Becton Dickinson, USA
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posicionamento do cateter, sua asa de fixacao foi suturada ao tecido subcuténeo e pele
com um Gnico ponto simples utilizando-se fio de nylon monofilamento n° 1** (Figura 1C).
Durante todo o procedimento, a artéria facial e os tecidos circunvizinhos foram irrigados
com solucdo estéril de cloreto de sodio a 0,9% para prevenir ressecamento. Apés
certificacdo da hemostasia, realizou-se dermorrafia em pontos simples separados e
fixacdo da porcdo externa do cateter a pele com um ponto simples, utilizando-se fio de
nylon monofilamento n° 1.

Além do adaptador PRN, um grampo especifico foi utilizado como seguranca
para bloquear o fluxo na porcéo externa do cateter (Figura 1D). Bandagem compressiva
estéril foi aplicada no local da cirurgia visando reduzir a formacdo de seroma e a
contaminacéao.

Foram realizados curativos diarios das feridas cirtrgicas mediante limpeza com
solucdo aquosa de povidina-iodo™ e aplicacdo de pomada repelente!®. Os animais
receberam antibioticoterapia com penicilina’’ na dose de 30000 Ul/kg, associadas a
estreptomicina na dose de 25 mg/kg, a cada 48 horas, IM, iniciada imediatamente apos
0 procedimento cirdrgico. A sutura de pele foi retirada 7 dias ap0s a cirurgia, sendo que
os dois pontos de fixacdo do cateter foram mantidos.

O cateter posicionado na artéria facial foi irrigado criteriosamente de 8 em 8
horas, de acordo com o seguinte protocolo: abertura da via externa do cateter mediante
retirada do adaptador PRN; conexdo de seringa de 10 mL; liberagdo do grampo;
aspiracao do conteudo do cateter até a visibilizacdo de sangue arterial vivo; fechamento
da via externa com adaptador PRN; irrigacdo com 5 mL de solugéo estéril de cloreto de
sédio a 0,9%, seguida de 1,2 mL de solucéo de heparina e acido ascorbico; bloqueio da

via externa com grampo.

' Nylon 1 monofilamento, 45 cm — Brasmédica Ltda., Sao Paulo — SP

'3 Jodo povidine topico — Industria Farmacéutica Rioquimica Ltda., Sd0 José do Rio Preto — SP

'8 Ungiiento Plus: — Eurofarma Laboratérios Ltda., Rio de Janeiro — RJ

" Multibiético Reforcado — Industria Farmacéutica Vitalfarma Ltda., Sdo Sebasti&o do Paraiso — MG
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Figura 1. A- Drenos de Penrose envolvendo a artéria facial; B- Pungédo arterial; C- Sutura de fixagdo do cateter; D-
Aspecto ao final do procedimento. FCAV/Unesp, Jaboticabal — 2011.

Colheitas de sangue arterial e medidas de PAM em milimetros de mercurio
(mmHg) foram realizadas durante um exercicio teste (ET) de esforco progressivo
realizado 24 h apos a implantacdo do cateter na artéria facial, evitando assim
interferéncia dos agentes anestésicos utilizados no procedimento cirdrgico. Os animais
foram conduzidos até a esteira e, ja sobre a manta de rolagem, o cateter arterial foi
conectado a transdutor de pressdo'® por meio de tubo extensor de 2,4 m de
comprimento preenchido com solucao estéril de cloreto de sédio a 0,9% heparinizada
(10 Ul de heparina por mL de solucdo). O transdutor foi fixado sobre uma barra estavel
do equipamento na altura da articulacdo escapulo-umeral de cada animal,

considerando-se a relacdo da articulagcdo com a altura do atrio direito e, corrigido com a

'8 Domus — Transdutor de presséo — Medex do Brasil Produtos Hospitalares Ltda. — S&o Paulo — SP
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pressdo atmosférica. Os dados de PAM foram registrados por monitor
multiparamétrico™.

A duracdo total de cada teste foi de 80 minutos, incluindo 45 minutos de
exercicio, rigorosamente cronometrado segundo protocolo descrito na tabela 1. Apos
cinco minutos de repouso e ja registrando a PAM, iniciou-se o exercicio por fase de
aguecimento que incluiu 10 min. de passo e 5 min. de trote. O exercicio progressivo foi
iniciado com trote alongado a velocidade de 4,5 m/s e, avangou em 1 m/s a cada 3 min.
até 8,5 m/s (galope) apresentando assim 5 etapas de 3 min. cada. Finalmente, os
equinos realizaram fase de desaquecimento, que incluiu 5 min. de trote e 10 min. de
passo, seguida de fase de recuperagao de 30 min. em repouso. O ET proposto foi

considerado de intensidade moderada.

Tabela 1. Protocolo do exercicio teste em esteira rolante. FCAV/Unesp, Jaboticabal — 2011.

Fases Duracéo Velocidade Momentos de avaliagao Tempo cumulativo
REPOUSO 5 0mls MO q 5’
AQUECIMENTO o 1.7 mls M1 14'30" 15
5 3.5m/s M2 19'30” 20
3 4.5 m/s M3 22'30” 23
EXERCICIO 3 5.5 m/s M4 25'30” 26’
3 6.5 m/s M5 28'30” 29’
PROGRESSIVO
3 7.5 m/s M6 31'30” 32
3 8.5 m/s M7 34'30” 35
DESAQUECIMENTO 5 3.5mis M8 39'30” 40
10 1.7 mls M9 49'30” 50’
M11 80’ 80’

Colheitas de sangue arterial e registros de PAM foram executados em 12
momentos (MO a M11), sendo MO 30 segundos (s) antes do inicio do exercicio. Durante
0 exercicio, as amostras foram tomadas em movimento, a 30 s antes de cada mudanca
de velocidade. Na fase de recuperagédo, M10 e M11 foram efetuados respectivamente

aos 15 e 30 min. apos o término do exercicio.

¥ Digimax 5000 — Digicare Tecnologia Biomédica Ltda., Rio de Janeiro - RJ (Processo FAPESP n° 95/2763-1)
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Os cateteres foram removidos 25 dias ap0s sua implantacdo e, durante este
periodo, amostras de sangue arterial foram colhidas e a manutencdo dos cateteres foi
realizada conforme ja descrito. ApOs preparacao estéril, uma pequena incisdo de 0,5 cm
foi realizada junto ao ponto de insercdo do cateter a pele de modo a expor sua asa de
fixacdo. Os pontos foram removidos e o cateter retirado mediante tracdo seguida de 5
minutos de hemostasia compressiva sobre gaze estéril. As feridas foram tratadas com
iodo-povidine agquoso e pomada repelente, cicatrizando por segunda intencéo.

Os dados estdo demonstrados como média + erro padrdo da média (EPM).

2.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A técnica de cateterizacdo da artéria facial empregada, se demonstrou de facil e
rapida realizacdo, ndo ocorrendo complicacdes intra-operatorias. O tempo cirdrgico
variou entre 15 e 40 min, sendo esta variacdo atribuida a experiéncia adquirida pelo
cirurgido ao longo do experimento. Os cateteres apresentaram-se prontos a serem
utilizados imediatamente apds sua implantacao.

Todas as feridas cirdrgicas cicatrizaram por primeira intencdo, ndo ocorrendo
infeccBes pos-operatdrias. Os animais ndo apresentaram sinais de desconforto frente
ao cateter. Observou-se edema local, que se desenvolveu 6 horas apds a cirurgia e
desapareceu em trés dias.

Os cateteres foram irrigados conforme descrito, de 8 em 8 horas, se mantendo
viaveis por um periodo de 25 dias. Nao foram observadas reacdes adversas a solucéo
de preenchimento contendo acido ascorbico e heparina.

O ET de esforgo progressivo foi realizado sem complicacdes e todas as colheitas
de sangue arterial e registros de PAM foram executados conforme proposto. Valores de
PAM obtidos durante o ET encontram-se na figura 2. Os dados de PAM foram
apresentados no sentido de ilustrar a eficacia da utilizacdo do cateter implantado na
artéria facial para avaliacbes hemodinamicas durante o exercicio em esteira rolante.

Portanto, ndo serdo confrontadas as diferengas entre os valores obtidos.
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Figura 2. Representacdo grafica dos valores médios + EPM da PAM (mmHg), de equinos durante o repouso e no
exercicio em esteira rolante (M0-M11). FCAV/Unesp, Jaboticabal — 2011.

Colheitas de sangue arterial e mensuracoes fidedignas de pressao arterial sao
parametros importantes a serem obtidos em diferentes protocolos experimentais. A
avaliagdo n&o invasiva de pressdo arterial, oferece a vantagem de ser realizada
prontamente sem a necessidade de instrumentacao invasiva. Entretanto, a acuracia das
medidas pode ser afetada por diferentes fatores como a movimentacdo do animal, o
pulso arterial e a dimensdo do balonete do equipamento (PARRY et al., 1984;
PICCIONE et al., 2009), tornando impossivel o uso deste método nas avaliagdes de
PAM durante o exercicio. As vantagens das técnicas invasivas incluem maior acuracia e
obtenc&o de medidas batimento a batimento.

O reposicionamento cirargico da artéria carotida junto ao tecido subcutaneo ou
transposicdo da artéria carotida tem sido realizado em equinos viabilizando a puncao
arterial percutanea. Entretanto, esta técnica permite o acesso arterial apenas duas
semanas apos o procedimento cirdrgico e, ainda, as pun¢des Sao viaveis apenas
ocasionalmente pois se realizadas repetitivamente, resultam na formacéo de hematoma
no tecido periarterial. Além disso, as puncdes arteriais sdo dolorosas causando estresse
ao animal, o que pode afetar os resultados dos gases sanguineos (ORSINI & ROBY,
1997). Contrariamente ao observado em técnicas para 0 acesso a artéria carotida, a

técnica de canulacdo da artéria facial proposta neste estudo permite o acesso indolor
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no dia seguinte a implantacdo do cateter. PRASSINOS et al. (2001) observaram que
arcos realizados na artéria carétida em pequenos ruminantes permitem a cateterizacao
de 10 a 20 vezes dentro de um periodo de 3 a 5 meses e a transposi¢cdo da artéria
cardtida em equinos permite o acesso de 10 a 20 vezes dentro de um periodo de até 12
meses. No presente estudo, a via obtida na artéria facial de equinos foi usada por um
periodo mais curto, entretanto o numero de acessos foi ilimitado.

Por meio da cateterizacdo da artéria carétida transposta, TAVERNOR (1969)
obteve registros continuos de pressado arterial em equinos conscientes e, EVANS &
ROSE (1988) colheram sangue arterial de equinos da raca Puro Sangue Inglés durante
o exercicio em esteira. Ainda, HORNICKE et al. (1977) realizaram medidas de pressdo
arterial no repouso e no galope (9,13+1,5 m/s). MAGDESIAN (2004) demonstrou a
viabilidade da cateterizacdo da artéria facial transversa no equino em posi¢cao
guadrupedal para a monitoracdo da presséo arterial e, MARQUES & MASSONE (1988)
realizaram colheita de sangue arterial via cateter implantado cirurgicamente na artéria
facial. Infelizmente, nenhum destes autores descrevem seus métodos para irrigar o
cateter implantado na artéria entre as avaliagdes e, ainda, ndo indicam o periodo de
manutencdo da via arterial obtida. No presente ensaio, a solucdo associando acido
ascorbico e heparina utilizada na irrigacdo de cateteres implantados na artéria facial,
provou ser efetiva na manutencao da paténcia da via arterial por 25 dias. Além disso, o0
acido ascorbico tem custo baixo e ndo apresenta efeitos colaterais na quantidade usada
para preenchimento das canulas.

DUECK et al. (1982) observaram gque durante a avaliacdo da pressao arterial de
cdes e ovinos em repouso, a formacdo de trombo no interior da canula implantada em
artérias carétidas transpostas foi evitada pela infusdo continua e sob pressdo de
solucédo estéril de cloreto de sédio a 0,9% heparinizada (10 Ul/mL). Para a realizacao
seriada de medidas de pressao arterial e colheitas de sangue é fundamental a irrigagédo
do cateter antes de cada medida ou colheita, permitindo a obtencdo de dados
confiaveis. Observacfes realizadas na rotina experimental da instituicAo onde foi
desenvolvida esta pesquisa, indicam que durante avaliacbes de pressdo arterial e

colheitas de sangue de cardtidas transpostas em equinos, alguns animais "desmaiam”
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no momento da irrigacdo do cateter implantado na artéria, mesmo quando o
procedimento é realizado lentamente. E possivel que este acidente seja devido a
resposta de barorreceptores presentes no seio carotideo. O aumento local da presséo
no momento da irrigagéo ativa o barorreflexo, reduzindo a presséo arterial no sentido de
evitar lesdo cerebral (HEYMANS & NEIL, 1958) e, o animal cai. Esta séria complicacao
ndo foi observada ao se irrigar os cateteres implantados na artéria facial de equinos
segundo protocolo descrito neste estudo, evitando-se riscos para 0s equinos e para a
equipe.

N&o foram observadas complicacdes na remocao dos cateteres e cinco minutos
de compressao sobre a arteriotomia foram suficientes para conter a hemorragia, néo
havendo necessidade de realizacdo de arteriorrafia como descrito por DUECK et al.
(1982) para canulacdes da artéria cardétida.

A técnica descrita no presente estudo superou as limitacbes oferecidas por
outras tecnicas, permitindo grande numero de avaliagbes experimentais durante
periodo jamais proposto anteriormente. Além disso, ndo ha risco de deslocamento do
cateter para fora do limen arterial durante avaliagbes no exercicio em esteira, mesmo
no galope a altas velocidades. O procedimento cirargico pode ser realizado apenas com
tranquilizacdo dos animais, evitando-se 0s riscos da anestesia geral e reduzindo os
custos. Embora o periodo de 25 dias de avaliagcdo possa ser considerado limitado, tal
periodo de manutencdo da paténcia de cateteres arterias nunca foi proposto para
equinos. Desvantagens do procedimento incluem o carater invasivo do meétodo,
inviabilizando-o para o uso na rotina hospitalar e, a necessidade de irrigacédo do cateter
a cada 8 horas, com o risco de entupimento da via arterial caso o procedimento néo
seja realizado rigorosamente.

N&o ha relatos sobre a implantacdo cirtrgica de cateter de poliuretano longo na
artéria facial de equinos e manutencéo da paténcia das canulas com o uso de solugéo
de &cido ascoérbico e heparina como solugédo de preenchimento. A técnica utilizada se
demonstrou ser de facil realizacéo, fornecendo acesso arterial invasivo viavel para a
mensuracdo da presséao arterial e colheita de amostras sanguineas durante protocolos

experimentais com equinos, especialmente para estudos cardiovasculares dinamicos.
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CAPITULO 3 — PADRONIZACAO DA TECNICA DE INDUCAO EXPERIMENTAL DE
TROMBOFLEBITE JUGULAR EM EQUINOS

RESUMO

A trombose se desenvolve como resultado de trés fatores, descritos por Virchow,
incluindo lesédo na parede venosa, baixo fluxo sanguineo e alteragdes no processo de
coagulacdo sanguinea. A triade de Vichow é a base para o desenvolvimento de
modelos de indugdo de trombose experimental em diferentes espécies. Na medicina, a
esclerose quimica € uma técnica bastante difundida para tratamento de lesdes
vasculares, pois produz trombose, seguida de fibrose, reduzindo ou eliminando as
lesGe. O oleato de etanolamina tem sido usado como agente esclerosante em virtude
de suas excelentes propriedades trombosantes. Até o presente momento, ha apenas
um trabalho demonstrando um modelo para inducdo experimental de tromboflebite na
veia jugular de equinos. O presente estudo propde o estabelecimento de um modelo
padronizado de indugdo experimental de tromboflebite da veia jugular de equinos
associando dois fatores da triade de Virchow: lesdo endotelial pela administracdo de
dois agentes esclerosantes associados (glicose 50% e OE 5%) e oclusdo momentanea
do fluxo sanguineo por manobra manual. Foram utilizados dezoito equinos adultos
avaliados previamente quanto a higidez das veias jugulares antes do procedimento de
inducdo. A inducéo foi realizada por meio de injecdo de solugéo de 12 ml de OE 5% e
20 ml de glicose 50%. Todos os animais desenvolveram trombose na veia jugular em
diferentes graus, pré-determinados em uma escala de lesédo vascular, mostrando que o
modelo de inducgéo proposto foi efetivo em provocar a tromboflebite jugular em equinos.
Observa-se que o periodo de maior evolucdo do trombo se encontra nas primeiras 4
horas subsequentes ao estimulo de inducdo da tromboflebite jugular experimental,

sendo este é o principal periodo para intervencao terapéutica.

Palavras-chave: equino; etanolamina; inducéo; tromboflebite jugular
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3.1. INTRODUCAO

A trombose se desenvolve como resultado de trés fatores, descritos por
VIRCHOW (1856), incluindo lesdo da parede venosa, baixo fluxo sanguineo e
alteracbes no processo de coagulacdo sanguinea. Tais fatores, combinados ou néo,
provocam falha no organismo em manter a fluidez sanguinea, levando a formacao dos
trombos (KASHYAP & QUINONES-BALDRICH, 2000).

Na escolha de um modelo experimental, deve-se avaliar a possibilidade e
aplicabilidade do modelo em outras espécies animais, considerando se o0s resultados
obtidos em uma determinada espécie sao extrapolaveis para as outras. Devido a alta
incidéncia de enfermidades tromboembdlicas em humanos, modelos experimentais de
trombose tém sido desenvolvidos em diferentes espécies (ROLLO et al.,, 1991,
SPOKAS & WUN, 1992; SIGEL et al, 1994; HUPKENS & COOLEY, 1996;
FEUERSTEIN et al., 1999; VAN ZYL et al., 2000; LIN et al., 2001). A intencao final para
a trombose e, para qualquer enfermidade induzida experimentalmente, sempre é o
desenvolvimento de estratégias terapéuticas visando otimizar a recuperacdo de
pacientes humanos e animais.

Um fator importante a ser considerado, quando extrapola-se dados
experimentais entre espécies, € a diferenca entre as mesmas. Sabe-se que o tamanho
das hemacias e componentes do plasma diferem entre as espécies. BASKURT et al.
(1997) compararam a agregacdo de heméacias, observando que as hemacias dos
equinos apresentam maior tendéncia a se agregarem in vitro, quando comparadas as
hemécias de humanos e ratos. Portanto, métodos utilizados na inducéo de trombose
em ratos e humanos, poderiam reproduzir de forma viavel a lesdo em equinos,
considerando-se as diferentes dimensdes.

Na pratica da meédica, a esclerose quimica é amplamente difundida para
tratamento de lesdes vasculares, pois produz trombose seguida de fibrose, reduzindo
ou eliminando as lesdes (ZANETTINI et al., 2005). O oleato de etanolamina (OE) tem
sido usado como agente esclerosante devido as suas excelentes propriedades

trombosantes. A injecdo do agente em varizes, promove trombogénese como resultado
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da lesdo quimica da parede vascular (CHOI et al., 2002). O OE é classificado como
esclerosante de acdo detergente, por atuar nos lipidios da membrana celular (MIYAKE
et al., 2003).

O OE é uma combinagéo sintética de 2-hidroxietilamina com &cido oléico que
age superficialmente na membrana plasmatica. As bicamadas lipidicas da membrana
sdo compostas principalmente por fosfolipidios, que apresentam superficie muito mais
hidrofébica que o OE. Assim, quando o farmaco se aproxima da membrana plasmatica,
este facilmente se adere e penetra na bicamada lipidica, rompendo a integridade da
membrana (IWASAKI et al., 1995).

Sendo um sal de acidos graxos insaturados, o OE é um surfactante anibnico,
cujos efeitos podem ser explicados pela caracteristica geral dos surfactantes. Estes
podem solubilizar proteinas na superficie celular ou aumentar a permeabilidade da
membrana, por meio de alteracdes conformacionais das proteinas de superficie
(MASAKI et al., 1990).

O efeito farmacolégico esperado para o OE € a destruicdo das células
endoteliais, o acumulo de fibrina e de plaguetas na superficie vascular lesionada, a
oclusdo do fluxo sanguineo por trombose e a retracdo do trombo oclusivo até a
organizacao (NISHIKAWA et al., 2006). A acdo do farmaco se inicia no primeiro minuto
apos a injecao (MASAKI et al., 1990). Observa-se fibrose no epitélio vascular e resposta
inflamatéria que se estende extravascularmente (HONG et al., 2010). O componente
acido oléico € o responsével pela inducéo da reacéo inflamatéria (KIRIPOLSKY, 2010).

No sentido de esclarecer os mecanismos de formacgéo de trombo subsequente a
injecdo de OE, MASAKI et al. (1990) estudaram os efeitos farmacolégicos do OE na
coagulacdo sanguinea em humanos. A tromboelastografia, traducdo grafica do
processo fisioldgico que determina a formacéo do coagulo, ndo mostrou aceleracédo na
coagulacdo em nenhuma das concentracbes de OE testadas, sugerindo que a
formacéo do trombo € devida a lesao endotelial seguida de agregacao plaquetéaria e de
fibrina.

Em humanos, o OE é quebrado em etanolamina e &cido oléico imediatamente

apos o influxo na circulacdo sistémica, sendo metabolizados por diferentes vias.
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Aproximadamente 50% do acido olé€ico se liga as proteinas séricas 30 minutos apés a
infusdo. A eliminacao se da pelo sistema porta hepatico (CHOI et al., 2002).

Hemodlise intravascular e hemoglobindria foram observadas apés a administracédo
de OE (IWASAKI et al., 1995; CHOI et al., 2002). Entretanto, em doses terapéuticas, o
farmaco € inativado pela formacdo de micelas (estruturas globulares formadas por
agregado de moléculas surfactantes) com os fosfolipidios da membrana e, ainda, pela
ligacdo com albumina e globulinas séricas (IWASAKI et al.,, 1995; DAS & HOQUE,
2008). Toxicidades renal e hepatica podem ocorrer associadas a administracdo de OE
e, devem ser checadas (CHOI et al., 2002).

A solucado de glicose hipertbnica (50% ou 75%), introduzida como agente
esclerosante por KAUSCH em 1917, ainda € o esclerosante mais empregado por ser
eficiente, de baixo custo e praticamente isento de complicagdes graves como alergias,
reacdes sistémicas e necroses. A solucdo de glicose apresenta acdo osmotica,
causando desidratacdo das células do endotélio levando a sua destruicdo. O OE é
comumente empregado em associacado com solucdes de glicose 50% ou 75% (MIYAKE
et al., 2003).

Até o presente momento, ha apenas um trabalho descrevendo um modelo de
inducdo experimental de tromboflebite jugular em equinos (HUSSNI et al., 2009). Os
autores propde 0 acesso cirurgico ao vaso; oclusdo de um segmento venoso de cinco
centimetros com o uso de duas pincas hemostaticas por 15 min.; ligadura cirdrgica com
no cerrado por fora da pele, que permaneceu por 72 horas; esvaziamento do sangue
contido no segmento isolado, seguido de preenchimento do limen vascular com
solucdo de glicose 50%. A leséo vascular se da pela acdo osmotica da glicose sobre 0
endotélio.

O sucesso da escleroterapia com OE depende da extensdo do contato do
esclerosante com o endotélio vascular. Assim, a terapia se torna mais efetiva quanto
menor o limen vascular e quanto mais baixo for o fluxo sanguineo. Se o farmaco se
diluir em grandes espacos vasculares ou se for levado pelo fluxo, os efeitos
esclerosantes serdo minimos ou ausentes. A compressao manual do fluxo é manobra

conveniente para manter o esclerosante no segmento desejado, entretanto, a ocluséo
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incompleta pode fazer com que o farmaco extravase limitando a sua acdo (CHOI et al.,
2002). Portanto, o desafio deste estudo se encontra, além de testar a acdo do farmaco
no endotélio equino, em promover a oclusdo manual do fluxo jugular no sentido de
favorecer a agcdo do farmaco produzindo a trombose experimental sem intervencao
cirdrgica.

Assim, neste ensaio propde-se o0 estudo de um modelo padronizado de inducéo
experimental de tromboflebite jugular de equinos associando dois fatores da triade de
Virchow, a lesdo endotelial pela administracdo de dois agentes esclerosantes
associados (glicose 50% e OE 5%) e oclusdo a momentanea do fluxo sanguineo por
compressao digital. Objetiva-se ainda avaliar as primeiras horas do desenvolvimento da

trombose, buscando determinar o melhor momento de intervencao terapéutica.

3.2. MATERIAL E METODOS

O protocolo experimental realizado no presente estudo esta de acordo com 0s
principios éticos na experimentacdo animal adotados pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA) e foi aprovado pela Comiss&o de Etica e Bem Estar
Animal (CEBEA) da Faculdade de Ciéncias Agrérias e Veterinarias / Unesp — Campus
de Jaboticabal (Protocolo n° 004302-06).

Foram utilizados dezoito equinos adultos, sete machos e onze fémeas, SRD,
com idade média de 11+2 anos e peso médio de 301+7 kg. Considerados higidos de
acordo com avaliacdo clinica, todos o0s animais passaram por programas de
desverminacdo, vacinacdo e controle de ectoparasitas antes de iniciar o periodo
experimental.

Os animais foram mantidos em baias individuais e receberam como alimentacéo:
1% do peso corporeo em alimento volumoso, constituido de feno de Tifton (Cynodon

dactylon); 1% do peso corporeo em ragdo concentrada; sal mineral e agua ad libitum.
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O procedimento de inducdo da tromboflebite jugular e todas as avaliagbes
ultrassonograficas foram realizadas com o animal em posicao quadrupedal, contido por
tronco e cabresto mantido por pessoa experiente.

Anteriormente & indugdo da tromboflebite, realizou-se ultrassonografia da veia
jugular esquerda para determinar sua higidez e identificar possiveis ramos vasculares.
O segmento de inducéo (SI) foi escolhido em porcao isenta de ramos, garantindo assim
a permanéncia da solucdo no Sl durante o periodo de indugéo, tendo em vista que a
oclusédo manual do fluxo sanguineo € efetiva somente na veia jugular.

Apos tricotomia e anti-sepsia rigorosas da regido cervical ventrolateral esquerda,
0s animais foram tranquilizados com acepromazina 1% na dose de 0,1 mg/kg e
realizou-se a anestesia local infiltrativa com 0,5 mL de cloridrato de lidocaina 2%, sem
vasoconstritor, no ponto de puncéo onde foi implantado cateter de polietileno 14 GA?
na veia, através do qual a solucéo seria injetada. A puncédo para implantacdo do cateter
deve ser precisa e Unica, pois outras perfuragbes na parede vascular permitiriam o
extravazamento da solucdo de inducdo. Passados 20 minutos da tranquilizacdo, a
inducdo de tromboflebite da veia jugular esquerda foi realizada por meio de injecédo de
solucdo de 12 mL de oleato de etanolamina 5%2' e 20 mL de glicose 50%%, formando
uma espuma. No momento da injecao, realizou-se presséo digital sobre a veia, cranial e
caudalmente ao ponto de puncéo, 15 cm equidistantes, limitando o Sl, de forma a ocluir

o fluxo sanguineo, manobra esta mantida ininterruptamente por 15 minutos (Figura 3).

2 BD Insyte™ 14 GA x 1.75 IN — Becton Dickinson Indstrias Cirtrgicas Ltda., Juiz de Fora— MG
2! Ethamolin — Zest Farmacéutica Ltda., Rio de Janeiro — RJ
22 Glicose 50% — Samtec Biotecnologia Ltda., Ribeirdo Preto — SP
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Figura 3. Manobra de oclusédo digital do fluxo sanguineo da veia jugular no momento da inducao da tromboflebite. A
linha indica a extensdo do Sl e a seta indica a localizagdo de um ramo vascular, previamente identificado na
avaliacdo ultrassonografica. FCAV/Unesp, Jaboticabal — 2011.

As avaliagBes ultrassonograficas foram realizadas utilizando-se transdutor linear
de 7,5 Mhz?® nos momentos imediatamente anterior & inducéo e as 2, 4, 6, 12, 24 e 48
horas apos a inducdo. Foi realizada uma ultima avaliacao, 15 dias ap6s a inducéo,
guando os animais foram submetidos a eutanasia. As observacdes foram feitas nas
porcdes cranial ao Sl, no Sl e caudal ao Sl, onde foram avaliadas as caracteristicas do
fluxo sanguineo, da parede vascular, do trombo e dos tecidos circunvizinhos. Quando a
veia jugular ndo se apresentava dilatada espontaneamente devido ao trombo 100%
oclusivo ou, ao enrijecimento da parede vascular, oclusédo por presséo digital caudal ao
Sl foi realizada para provocar distensao e facilitar a visibilizacdo do trombo no interior

do vaso.

2% pje Medical — Scanner 200 VET (Processo FAPESP n° 98/133329-9)
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Visando quantificar as lesfes obtidas, criou-se escala graduada (0 a 7) de lesédo
vascular classificando os trombos de acordo com a avaliagdo ultrassonografica,

conforme descrito na tabela a seguir:

Tabela 2. Escala graduada de lesé@o vascular. FCAV/Unesp, Jaboticabal — 2011.

Grau de lesdo Alteracdo encontrada

Grau 0 Sem alteracao

Grau | Flebite

Grau Il Tromboflebite até 25% oclusiva

Grau Il Tromboflebite de 25% a 50% oclusiva

Grau IV Tromboflebite de 50% a 75% oclusiva

Grau V Tromboflebite de 75% a 100% oclusiva

Grau VI Tromboflebite 100% oclusiva — Observacgao dos limites do trombo
Grau VIl Tromboflebite 100% oclusiva — N&o observacéo dos limites do trombo

As avaliagBes clinicas foram realizadas simultaneamente aos exames
ultrassonograficos, observando-se o0s seguintes parametros: atitude e comportamento;
frequéncia cardiaca (FC); frequéncia respiratéria; temperatura retal; pulso; tempo de
preenchimento capilar da mucosa oral; reflexo pupilar; motilidade intestinal e
temperatura de extremidades (cascos e orelhas).

Os animais foram submetidos a eutanasia 15 dias apds a inducdo da
tromboflebite mediante tranquilizacdo com acepromazina 1% na dose de 0,1 mg/kg por
via intravenosa (IV), inducdo anestésica com tiopental s6dico?* na dose de 5 mg/kg IV
seguida de injecdo por via intratecal de cloridrato de lidocaina 2%, sem vasoconstritor,
na dose de 2,5 mg/kg.

As avaliacdes experimentais foram conduzidas segundo delineamento em blocos
casualizados, previamente determinado. Os valores atribuidos aos graus de leséo
foram transformados em raiz quadrada, obtendo-se assim valores numéricos para 0s
escores de lesdo. Posteriormente, tais valores foram submetidos a analise multivariada
de medidas repetidas (One way ANOVA) e, constatada a significancia, aplicou-se o
teste Tukey (p<0,05) para comparacdo das médias, utilizando-se o software SAS 9.0.

Os dados apresentam-se como média * erro padrao da média (EPM).

2* Thionembutal 1g - Abbott Laboratérios do Brasil Ltda., Sio Paulo — SP
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3.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1. AVALIACAO CLINICA

Nao houve diferenca significativa (p>0,05) nos seguintes parametros clinicos
mensurados: atitude e comportamento; FC; frequéncia respiratéria; temperatura retal;
pulso; tempo de preenchimento capilar na mucosa oral; reflexo pupilar; motilidade
intestinal e temperatura das extremidades (cascos e orelhas). Os animais apresentaram
ligeira hipertermia, indicando o processo inflamatoério ao qual foram submetidos relativo
a inducao da leséo, entretanto tal aumento néo foi significativo.

Todos os animais apresentaram edema superficial, acometendo o tecido
subcutaneo e a pele na regido do Sl, enrijecimento da parede da veia jugular esquerda,
e aumento da temperatura local imediatamente apés a indug¢do da trombose, indicando
inflamacao do vaso, como descrito para os casos de tromboflebite clinica (GARDNER et
al., 1991; DYSON, 1997; EDENS, 1999).

A consequéncia mais grave da tromboflebite em humanos, esta relacionada ao
desprendimento de émbolos que, ao se alojarem nos pulmdes, levam a hipertenséo
pulmonar e morte (JOFFE & GOLDHABER, 2002). Nos equinos, a tromboflebite jugular
pode ocasionar morte nos casos severos de edema cefalico subsequente a trombose
bilateral que, compromete a ventilacdo devido ao ingurgitamento da laringe e, que
provoca hipertensao enceféalica lesionando o sistema nervoso central (COMEROTA et
al.,, 1986; KNOTTENBELT & PASCOE, 1994; RIJKENHUIZEN & SWIETEN, 1998;
EDENS, 1999; MORRIS, 2000; DIVERS, 2003; KLOHNEN, 2009; MOREAU & LAVOIE,
2009). Outrossim, a tromboflebite € mais comumente observada em animais portadores
de enfermidades predisponentes, como sindrome cdlica e endotoxemia, submetidos a
terapia hospitalar intensiva quando se faz necesséario a implantacdo de cateteres na
veia jugular (WHITE II, 1990; KNOTTENBELT & PASCOE, 1994). Assim, como neste
estudo a inducdo da lesédo foi realizada em equinos higidos e unilateralmente, a veia

jugular contralateral compensou o fluxo sanguineo da cabeca e, 0s animais ndo
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apresentaram alteragfes clinicas significativas no periodo de 48 h em que foram
avaliados.

Todos o0s equinos desenvolveram tromboflebite, mas somente um equino
apresentou oclusdo total da veia jugular esquerda pelo trombo. Avaliou-se o
ingurgitamento ao longo de toda a extensao da veia jugular na realizacado de pressao
digital sobre o vaso em posicéo caudal ao trombo. Na auséncia de ocluséo total, a veia
deveria ingurgitar cranialmente ao S| na manobra de oclusado distal, porém, em alguns
animais, a presenca de inflamacdo com enrijecimento da parede vascular, impediu a
distensdo da mesma. O enrijecimento da parede vascular se deu em momentos
diferentes para cada animal. O equino com oclusdo total do fluxo pelo trombo
apresentou ingurgitamento espontaneo cranial ao Sl e, ndo devido a manobra de
oclusdo. Na presenca de trombo oclusivo 100%, observou-se ligeiro edema ventral a
mandibula do lado esquerdo e mucosa oral levemente congesta no periodo de 24 horas

apos a inducéo, sinais estes que permaneceram até o término das avaliagcoes.

As figuras 4 e 5 destacam o0 aspecto macroscoépico da regido cervical apos a

inducéo da tromboflebite.

Figura 4. Aspecto macroscépico da regido cervical 12 h apés a indugdo da tromboflebite. Trombo grau lll. Veia
jugular ingurgitada (A) a oclusdo caudal por pressao digital (B) até limite caudal do trombo - linha tracejada (C);
trombo se estende até linha continua (D); cateter para avaliacdo da pressao venosa regional (E) e cateter utilizado
para induzir a leséo (F). FCAV/Unesp, Jaboticabal — 2011.
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Figura 5. Aspecto macroscépico da regido cervical 48 h apés a indugdo da tromboflebite. Trombo grau VI. Linhas
continuas (A) indicam limites da regido 100% oclusiva do trombo; linhas tracejadas (B) indicam limites cranial e
caudal do trombo. FCAV/Unesp, Jaboticabal — 2011.

3.3.2. AVALIACAO ULTRASSONOGRAFICA

Segundo GARDNER et al. (1991) e KLOHNEN, (2009), nos casos de
tromboflebite, a avaliacao ultrassonogréfica da veia jugular e dos tecidos circunvizinhos
€ 0 melhor meio para a caracterizagcdo e o monitoramento da extensao e progressao da
lesdo. O exame ultrassonografico realizado no presente estudo foi eficaz em evidenciar
a presenca e caracteristicas da tromboflebite induzida.

Nos casos de tromboflebite com oclusédo parcial pelo trombo, a manobra de
oclusdo do fluxo sanguineo por pressao digital € recomendada durante as avaliacdes
ultrassonograficas para se evitar o colabamento do vaso durante o exame (BARBOSA
et al., 2009). No presente estudo, tal manobra foi realizada e facilitou as observacoes.
Nas primeiras avaliacdes, realizou-se a técnica de compressdo da veia jugular pelo
transdutor descrita por HUSSNI et al., (2009) para equinos como facilitadora do exame.
Entretanto, a manobra néo facilitou a visibilizagdo dos trombos no interior da veia, pois

entende-se que a captacdo da melhor imagem do limen vascular, € no segmento
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vascular distendido e, ndo sobre o ponto de oclusdo. Assim, mostrando-se inefetiva, tal
manobra deixou de ser realizada.

A ultrassonografia foi eficaz na determinacdo da higidez da veia jugular esquerda
na avaliacdo prévia a inducdo da tromboflebite, indicando a melhor localizagcéo para o
Sl. Imediatamente antes da inducado, todos os animais apresentavam a veia jugular
esquerda sem lesdes macroscopicas, colabada e distensivel ao garrote caudal. As
figuras 6 e 7 mostram o aspecto sonografico normal da veia jugular que aparece
colabada e, o aspecto dilatado a oclusdo caudal. A avaliacdo foi realizada

imediatamente antes da inducédo da tromboflebite.

Figura 6. A — Imagem ultrassonografica em seccao longitudinal da veia jugular (J) colabada e artéria carétida externa
(C), imediatamente antes da indugdo da tromboflebite; B — Imagem ultrassonografica em secgdo longitudinal da veia
jugular distendida a oclusédo caudal do fluxo sanguineo e artéria car6tida, imediatamente antes da inducdo da
tromboflebite. FCAV/Unesp, Jaboticabal — 2011.
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Figura 7. A — Imagem ultrassonogréafica em seccéo transversal da veia jugular colabada (J) e artéria carétida externa
(C), imediatamente antes da indugéo da tromboflebite; B — Imagem ultrassonogréafica em seccéo transversal da veia
jugular (J) distendida a oclusdo caudal do fluxo sanguineo e artéria carétida (C), imediatamente antes da inducdo da
tromboflebite. FCAV/Unesp, Jaboticabal — 2011.

Duas horas ap6s a inducdo, 16 animais apresentaram formacao de trombo em
diferentes graus, segundo escala de lesédo vascular ja descrita, identificados pelo exame
ultrassonografico como massa ecogénica aderida a parede venosa, na maioria das
vezes na porcdo medial. Quatro horas apoés, todas as veias jugulares submetidas a
inducdo apresentavam trombo e, em dois animais o grau de lesdo aumentou em
relacdo a avaliacdo anterior. Passadas seis horas da inducao, trés animais aumentaram
0 grau de lesdo em relacdo a avaliacdo anterior. Doze horas apos a inducéo, trés
animais aumentaram e um diminuiu o grau de lesdo em relacdo a avaliacdo anterior.
Vinte e quatro horas apés a inducéo, todos os animais apresentavam enrijecimento da
parede venosa e presenca de edema perivascular; trés animais apresentaram aumento
do grau de lesdo vascular, sendo um animal apresentando tromboflebite 100% oclusiva
(Grau VI), observando-se dilatacdo espontanea do vaso no segmento proximal ao
trombo. Passadas quarenta e oito horas, dois animais apresentaram aumento do grau

de lesdo vascular e, os demais, permaneceram estabilizados.
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Os valores médios e o EPM dos escores de lesdo vascular e as respectivas
diferencas estdo representados na tabela 3 e na figura 8, onde se observa que o
periodo de maior evolugdo do trombo encontra-se nas primeiras 4 horas subsequentes
ao estimulo de inducdo da tromboflebite experimental, mostrando que a lesdo se
desenvolve rapidamente, considerando-se este, o principal periodo para intervencao

terapéutica.

Tabela 3. Valores médios + EPM dos escores de lesdo vascular ao longo do tempo em horas (h). FCAV/Unesp,
Jaboticabal — 2011.

TEMPO (h)

0 2 4 6 12 24 48

1,000 1,75 1,88™  1,94° 1,96° 2,01° 2,05°

ESCORES

+0,05 +005 002 +002 002 +0,02 0,03

Letras mindsculas representam diferencas entre os tempos de observagédo (p<0,05).

Figura 8. Valores médios + EPM dos escores de lesdo vascular ao longo do tempo em horas (h). FCAV/Unesp,
Jaboticabal — 2011.

As figuras 9 a 16 mostram diferentes momentos de avaliacdo ultrassonografica,

contendo diferentes graus de tromboflebite jugular desenvolvida pelos equinos.
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Figura 9. A — Imagem ultrassonografica em seccéo longitudinal da veia jugular contendo trombo grau IV (T) e sangue
(S), 2 h ap6s a indugdo da tromboflebite; B — Imagem ultrassonografica em secgdo transversal da veia jugular
contendo trombo grau IV (T) e sangue (S), 2 h ap6s a inducdo da tromboflebite. Linhas pontilhadas indicam o
diametro do trombo. FCAV/Unesp, Jaboticabal — 2011.

Figura 10. Imagem ultrassonografica em secc¢do longitudinal da artéria carétida externa (C) e da veia jugular
contendo trombo grau Il (T), sangue (S) e cateter (CT), 2 h ap6s a indu¢do da tromboflebite. FCAV/Unesp,
Jaboticabal — 2011.
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Figura 11. A — Imagem ultrassonografica em seccdo longitudinal da veia jugular contendo trombo grau V (T) e
sangue (S), 2 h apés a indugdo da tromboflebite; B — Imagem ultrassonogréafica em secgdo transversal da artéria
carétida externa (C) e da veia jugular contendo trombo grau V (T) e sangue (S), 2 h ap6s a inducéo da tromboflebite.
Linhas pontilhadas indica o diametro da veia jugular. FCAV/Unesp, Jaboticabal — 2011.

Figura 12. A — Imagem ultrassonogréfica em seccao longitudinal da veia jugular contendo trombo grau Il (T) e
sangue (S), 4 h apds a inducdo da tromboflebite; B — Imagem ultrassonografica em sec¢do longitudinal da veia
jugular contendo trombo grau Il (T), sangue (S) e cateter (CT), 4 h apds a indugdo da tromboflebite. Linhas
pontilhadas indica o diametro da veia jugular. FCAV/Unesp, Jaboticabal — 2011.
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Figura 13. A — Imagem ultrassonogréfica em seccéo longitudinal da veia jugular contendo trombo grau V (T), sangue
(S) e cateter (CT), 6 h apds a inducdo da tromboflebite; B — Imagem ultrassonografica em seccéo transversal da veia
jugular contendo trombo grau V (T) e sangue (S), 6 h ap6s a indugéo da tromboflebite. Linhas pontilhadas indicam o
diametro da veia jugular. FCAV/Unesp, Jaboticabal — 2011.

Figura 14. A — Imagem ultrassonografica em secc¢do longitudinal da veia jugular contendo trombo grau VI (T) e
sangue (S), 12 h ap6s a inducdo da tromboflebite; B — Imagem ultrassonografica em secg¢éo longitudinal da veia
jugular contendo trombo grau VI (T), sangue (S) e cateter (CT), 12 h ap6s a indugdo da tromboflebite. FCAV/Unesp,
Jaboticabal — 2011.
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Figura 15. A — Imagem ultrassonografica em seccado longitudinal da artéria carétida externa (C) e da veia jugular
contendo trombo grau VI (T), 24 h apds a indugdo da tromboflebite; B — Imagem ultrassonogréafica em seccao
transversal da artéria carétida externa (C) e da veia jugular contendo trombo grau VI (T), 24 h ap6s a inducédo da
tromboflebite. Linhas pontilhadas indicam o didmetro da veia jugular. FCAV/Unesp, Jaboticabal — 2011.

Figura 16. A — Imagem ultrassonografica em secc¢éo transversal da veia jugular contendo trombo grau VI (T), 48 h
apo6s a inducdo da tromboflebite; B — Imagem ultrassonografica em secc¢ado longitudinal da veia jugular contendo
trombo grau VI (T), 48 h apds a indugdo da tromboflebite. Linhas pontilhadas indicam o didmetro da veia jugular.

FCAV/Unesp, Jaboticabal — 2011.
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A avaliagdo ultrassonografica permite a avaliacdo da veia jugular e dos tecidos
circunvizinhos nos casos de tromboflebite jugular em equinos, porém, como o trombo
tende a aumentar, a visibilizacdo da estrutura é limitada cranialmente pelo angulo da

mandibula e, caudalmente pela entrada do térax.

Os modelos descritos para inducdo de trombose em diferentes espécies,
costumam associar dois fatores descritos pela triade de Virchow, sendo estes a leséao
vascular a estase venosa (SPOKAS & TZE-CHEIN, 1992). HUSSNI et al. (2009)
propuseram o Unico modelo existente para indugédo da tromboflebite jugular em equinos.
Os autores propde 0 acesso cirlrgico ao vaso, seguido de oclusdo de um segmento
venoso e lesdo endotelial. Entretanto, tal técnica pode comprometer testes das
possiveis estratégias de tratamento médico, principalmente na fase aguda da trombose,
devido a inflamagéo local decorrente do procedimento cirargico.

O OE e a solucédo de glicose a 50 e 75% sao amplamente utilizados na pratica
médica como agentes esclerosantes por promover destruicdo das células endoteliais
(NISHIKAWA et al., 2006). HUSSNI et al. (2009) utilizaram a solucao de glicose a 50%
como agente de lesdo endotelial para o0 modelo de indugdo de tromboflebite jugular
proposto para equinos e oclusdo do fluxo por 72 h. O modelo realizado no presente
estudo associou a solucdo de glicose a 50% ao OE, visando amplificar a leséo
endotelial, para que o tempo de oclusao do fluxo sanguineo venoso pudesse ser menor
e realizado por pressao digital sobre o sulco jugular, evitando-se a realizacdo de
procedimento cirdrgico. O modelo se mostrou efetivo em provocar tromboflebite em
diferentes graus, provocando lesdo semelhante a ocorrida na rotina hospitalar,

contribuindo para que novas estratégias de tratamento médico possam ser testadas.
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CAPITULO 4 — TERAPIA TROMBOLITICA REGIONAL COM ESTREPTOQUINASE
NO TRATAMENTO DA TROMBOFLEBITE JUGULAR EM EQUINOS

RESUMO

A tromboflebite jugular se trata de complicacdo iatrogénica comumente
observada em equinos. Em humanos, a terapia trombolitica regional com
estreptoquinase tem sido usada com sucesso como tratamento de trombose. O objetivo
deste ensaio € testar o nunca antes testado uso da terapia trombolitica regional com
estreptoquinase (EQ) como tratamento da tromboflebite jugular induzida
experimentalmente em equinos. Dezesseis equinos adultos, divididos em dois grupos
tratados, Gl — heparina e GIl — estreptoquinase, foram submetidos a inducdo de
tromboflebite jugular experimental. A terapia trombolitica regional com EQ foi realizada
visando tratar a lesdo em sua fase aguda de evolucéo. Identificado o trombo no interior
do vaso, os animais foram submetidos a infusdo em bolus de 750000 Ul de EQ, diluidas
em 100 ml de solucéo de cloreto de sodio 0.9%. As injecdes foram realizadas de forma
guiada por visualizagdo ultrassonografica, garantindo que a solucdo fosse injetada no
interior do trombo. Foram realizadas 5 aplicacbes de 20 ml de solucdo em pontos
equidistantes ao longo do trombo. Para o Gll, imediatamente ap0s a administracdo da
EQ, iniciou-se terapia anticoagulante com heparina na dose de 100 Ul/kg, via
subcutanea a cada 12 h, por 3 dias. Os animais do Gl foram submetidos ao mesmo
protocolo com heparina. Avaliagdes ultrassonograficas foram realizadas diariamente
nos 5 dias subsequentes ao inicio de cada tratamento. O Gl ndo apresentou alteracdes
significativas quanto a alteracdo do grau de lesdo. Para o GlIl, a avaliacdo
ultrassonografica realizada imediatamente apds o tratamento, mostrou areas anecoicas
e hipoecdicas nos pontos de injecdo, sugerindo que o trombo tenha se dissolvido
nestes pontos. O mesmo aspecto foi observado até 12 h apos o tratamento. Entretanto
os trombos se reorganizaram, apresentando aspecto semelhante ao anterior ao
tratamento 24 h apos a realizacéo deste.

Palavras-chave: equino; estreptoquinase; terapia trombolitica; tromboflebite jugular
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4.1. INTRODUCAO

A tromboflebite jugular uni ou bilateral é frequentemente encontrada em equinos
destacando-se por seu elevado grau de comprometimento circulatério (KNOTTENBELT
& PASCOE, 1994; REEF, 1998; RIJKENHUIZEN & SWIETEN, 1998).

Até o momento, os tratamentos meédicos propostos para a tromboflebite jugular
em equinos ndo tém sido completamente eficazes, sendo comprovado que o
restabelecimento do fluxo sanguineo s6 ocorre por meio de procedimentos cirdrgicos
complexos e custosos, como a substituicdo da veia acometida por implantes
homélogos, autdlogos ou sintéticos (CANNON et al., 1983; BEN-CHEHIDA et al., 1994;
RIJKENHUIZEN & VAN SWIETEN, 1998; WIEMER et al.; 2005; RUSSELL et al., 2010).

Para manter a hemostasia em condi¢cdes normais, depositos excessivos de
fibrina sdo seguidos de rapida ativacao do sistema fibrinolitico, cuja € manter a fluidez
sanguinea com a dissolucdo de trombos fisioldgicos e patologicos. Infelizmente este
sistema é facilmente bloqueado em estados patoldgicos resultando em trombose, que
nada mais é do que uma forma inadequada de hemostasia quando a acdo da trombina
€ mais acentuada que a da plasmina (MORRIS, 2000).

Na pratica da medicina, a terapia trombolitica com o uso de agentes fibrinoliticos
(tromboliticos) tem revolucionado o tratamento de diversos transtornos circulatorios
como tromboembolismo pulmonar, trombose venosa profunda e infarto do miocardio
(KUNAMNENI et al., 2007).

A terapia trombolitica consiste na dissolugdo farmacolégica de coagulos
sanguineos pela infusdo de ativadores do plasminogénio. (COLLEN et al., 1999;
KUNAMNENI et al., 2007). A terapia farmacos fibrinoliticos tende a dissolver trombos
farmacologicos e depdsitos de fibrina em locais de injuria vascular, com o risco de
hemorragia como o maior efeito colateral (MAJERUS et al., 1990).

Os agentes fibrinoliticos comumente usados na terapia trombolitica sdo a EQ, a
uroquinase e o ativador de plasminogénio tissular. Estes agentes sdo conhecidos como
ativadores de plasminogénio, uma vez que sua acdo é a conversao do plasminogénio

enzimaticamente inerte em uma protease ativa, a plasmina. A plasmina dissolve



45

coagulos de fibrina e solubiliza seus produtos de degradacédo, que sdo removidos por
fagocitos (KUNAMNENI et al., 2007).

A EQ é uma proteina ndo enzimatica produzida por cepas de Streptococcus sp.
p—hemoliticos (COLLEN et al., 1999; KASHYAP & QUINONES-BALDRICH, 2000;
KUNAMNENI et al., 2007). A propriedade de lisar codgulos da EQ foi pioneiramente
descrita por Dr. William Smith Tillet em 1933 e, atribuindo o efeito do farmaco a agéo
enzimatica direta sobre a fibrina (SKIRI & BARDIA, 2007).

A atividade fibrinolitica da EQ se inicia quando esta se combina com o
plasminogénio formando um complexo ativador. Este complexo ativa entdo o
mecanismo fibrinolitico convertendo plasminogénio ndo conjugado com EQ em
plasmina. Na evolucdo do processo, 0s complexos plasminogénio-EQ séo
gradualmente convertidos em plasmina-EQ, que também estimula a ativacdo e
conversao do plasminogénio livre. Como a conversdo dos complexos EQ € lenta, a
atividade inicial do farmaco € atribuida ao complexo plasminogénio-EQ e a atividade
tardia ao complexo plasmina-EQ (KASHYAP & QUINONES-BALDRICH, 2000). Assim,
diferente da uroquinase e do ativador de plasminogénio tissular, que sdo proteases, a
EQ adquire sua propriedade ativadora de plasminogénio quando forma complexos com
o plasminogénio e a plasmina circulantes (BANERJEE et al., 2004).

O complexo plasminogénio-EQ é refratario a acdo dos inibidores de proteinase
circulante (alfay-antiplasmina), ativando indiscriminadamente o plasminogénio e
guebrando fibrina, levando o organismo ao “estado litico”, caracterizado pela deplegéo
de alfas-antiplasmina e fibrinogénio séricos, quando entdo ha o maior risco de
hemorragias (COLLEN et al., 1999).

A EQ é uma proteina estranha ao organismo e sua introdugdo na circulagéo
pode provocar reacbes anafilaticas (BANERJEE et al., 2004). Anticorpos plasmaticos
contra a estreptoquinase estdo normalmente presentes como resultado de infeccdes
prévias por Streptococcus sp. Assim, a terapia litica s6 se torna efetiva quando a
guantidade de farmaco administrado supera quantitativamente a a¢cdo dos anticorpos
(MAJERUS et al., 1990).
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A meia vida da EQ no plasma humano, uma vez depletados os anticorpos, é de
83 minutos (GRIERSON & BJORNSSON, 1987).

Sabe-se que trombos contém plasminogénio. Portanto, a ativacdo do
plasminogénio intrinseco ao trombo em plasmina resulta em fibrindlise local e, este
processo é protegido da acdo dos inibidores circulantes. Assim, a trombdlise sem
ativacao fibrinolitica sistémica é possivel (KASHYAP & QUINONES-BALDRICH, 2000).

Na tentativa de evitar as complicagbes hemorragicas da terapia trombolitica,
DOTTER et al. (1974) foram os primeiros autores a propor a infusdo local de EQ em
baixas doses no tratamento de ocluséo arteriais. Devido a pequena dose administrada e
a administracédo local, poucas complicac6es foram observadas.

Desenvolvia-se entdo a terapia trombolitica regional, que propde a administracédo
direta dos agentes fibrinoliticos mediante cateter implantado dentro do material
trombético (STEGNAR et al., 1994; KASHYAP & QUINONES-BALDRICH, 2000).

Em medicina, as indicagbes para a terapia trombolitica regional incluem
trombose subclavia axial, trombose ap6s angioplastia percutanea, oclusdo trombotica
de implantes, trombose de fistulas arterio-venosas e isquemia visceral secundaria a
trombose do vaso principal que irriga 0 6rgdo em questdo (KASHYAP & QUINONES-
BALDRICH, 2000).

Apesar da infuséo local, fibrindlise sistémica pode ser observada entre 12 e 24
horas pela degradacao de fibrinogénio, plasminogénio e dos fatores de coagulacdo V e
VIII. Se o cateter ndo estiver adequadamente posicionado dentro do trombo, 0 agente
litico pode circular, dispersando-se pela circulacdo colateral. Se isso acontecer,
gualquer efeito fibrinolitico observado no trombo é atribuido a fibrindlise sistémica
(KASHYAP & QUINONES-BALDRICH, 2000).

A dose de EQ recomendada para a terapia trombolitica em humanos é de
100000 a 15000000 unidades internacionais por quilograma de peso (Ul/kg) em bolus
ou 5000 a 8000 Ul/h durante 5 a 16 horas. A administracdo de qualquer agente
fibrinolitico € sempre seguida de terapia anticoagulante com heparina por alguns dias
para impedir a retrombose (KASHYAP & QUINONES-BALDRICH, 2000).
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Ativacdo completa de plasminogénio em plasmina no plasma purificado de
equino foi obtida com uma concentracédo de 1:10 (EQ:plasminogénio) depois de cinco
minutos de incubacgdo a 37°C. A caracterizacdo parcial do plasminogénio equino nao
revelou diferencas com o plasminogénio humano em relagéo ao peso molecular, anélise
N-terminal e a composi¢do dos aminoacidos da molécula. Entretanto, o plasminogénio
equino ndo reagiu com anticorpos contra plasminogénio humano e suas isoenzimas
demonstraram-se mais acidas (MARCUM et al., 1982).

Até o presente momento, ndo ha estudos comprovando a acao fibrinolitica da EQ
na dissolucdo de trombos em equinos. Assim, a hipétese que sublinha o uso da terapia
trombolitica regional para o tratamento da tromboflebite jugular, se deve ao fato das
conhecidas semelhancas que envolvem os processos de coagulacao e fibrindlise em
humanos e equinos e, ainda, a possibilidade de reproducéo do tratamento como
proposto em humanos devido a localizagdo superficial da veia jugular, sugerindo que o
farmaco pode ser eficaz na dissolugdo de trombos observados na rotina clinico-
hospitalar de equinos.

O objetivo deste ensaio é testar o uso da terapia trombolitica regional com
estreptoquinase como tratamento da tromboflebite jugular induzida experimentalmente

em equinos.

4.2. MATERIAL E METODOS

O protocolo experimental realizado no presente estudo estd de acordo com os
principios éticos na experimentacdo animal adotados pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA) e foi aprovado pela Comissdo de Etica e Bem Estar
Animal (CEBEA) da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias / Unesp — Campus
de Jaboticabal (Protocolo n°® 004302-06).

Foram utilizados dezesseis equinos adultos, sete machos e nove fémeas, SRD,
com idade média de 10+2 anos e peso médio de 301+7 kg. Considerados higidos de
acordo com avaliacdo clinica, todos o0s animais passaram por programas de
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desverminacdo, vacinacdo e controle de ectoparasitas antes de iniciar o periodo
experimental.

Os animais foram mantidos em baias individuais e receberam como alimentacao:
1% do peso corpéreo em alimento volumoso, constituido de feno de Tifton (Cynodon

dactylon); 1% do peso corporeo em ragado concentrada; sal mineral e agua ad libitum.

De acordo com delineamento experimental inteiramente casualizado, os animais
foram distribuidos aleatoriamente em dois grupos:
* Gl (controle) — Grupo formado por dez individuos submetidos a indugédo de
tromboflebite da veia jugular esquerda e tratados com heparina;
* Gl (EQ) — Grupo formado por seis individuos submetidos a inducdo de
tromboflebite da veia jugular esquerda e tratados com estreptoquinase® e

heparina.

A tromboflebite jugular foi induzida por meio lesdo endotelial promovida por
injecdo de 12 mL de solugcdo de oleato de etanolamina a 5% associados a 20 mL de
solucdo de glicose a 50%. No momento da injecao, realizou-se pressao digital sobre a
veia, cranial e caudalmente ao ponto de puncéo de forma a ocluir o fluxo sanguineo,
manobra esta mantida por 15 minutos e, que associada a lesdo endotelial induziu a
leséo.

Os animais foram monitorados por avaliacdes clinicas e ultrassonograficas
peridédicas. As avaliagBes clinicas foram realizadas simultaneamente aos exames
ultrassonograficos, observando-se 0s seguintes parametros: atitude e comportamento;
FC; frequéncia respiratéria; temperatura retal; pulso; tempo de preenchimento capilar na
mucosa oral; reflexo pupilar; motilidade intestinal e temperatura das extremidades
(cascos e orelhas).

As avaliacBes ultrassonogréficas foram realizadas utilizando-se transdutor linear
de 7,5 Mhz, antes e diariamente nos 5 dias subsequentes ao inicio de cada tratamento

(Gl e GllI). Os seguintes momentos foram avaliados: imediatamente antes, 24, 48 e 72

% Streptaser — ZLB Behring Ltda. Brazil, S&o Paulo — SP
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horas durante a terapia com heparina e, 24 e 48 horas apos o término desta. Para o
Gll, ainda foram realizadas avaliacfes durante a administracao guiada da EQ e, 2, 4, 6,
12 e 24 horas apds sua administracdo. Criou-se uma escala de lesdo vascular
classificando os trombos de acordo com a avaliacdo ultrassonogréfica vide tabela 2,
capitulo 3.

A ultrassonografia foi utilizada nas avaliacdes da leséo e para guiar a injecéo de
EQ no interior do trombo. Os procedimentos foram realizadas com o animal em posicao
guadrupedal, contido por tronco e cabresto mantido por pessoa experiente.

O tratamento de cada animal iniciou-se entre 48 e 72 h apos a inducdo, mesmo
nos que nao apresentavam trombo 100% oclusivo. A terapia trombolitica regional com
EQ foi realizada visando tratar a lesdo em sua fase aguda de evolucdo e, portanto o
tratamento do Gl (controle) se iniciou ho mesmo momento.

O GI recebeu terapia anticoagulante com heparina na dose de 100 Ul/kg, via
subcutanea a cada 12 h, por 3 dias.

Previamente a terapia trombolitica, os animais do Gll (EQ), receberam 550 Ul via
subcutanea na regido cervical, como teste de sensibilidade ao farmaco. N&o ocorrendo
reacbes anafildticas em 20 minutos, a administracdo de estreptoquinase foi iniciada.
Guiado pela imagem ultrassonografica, foi determinado um segmento de 10 cm de
trombo 100% oclusivo no terco médio da veia jugular, onde 5 agulhas hipodérmicas
30mm x 8GA? foram posicionadas em pontos equidistantes. Foram administradas
750000 Ul de estreptoquinase diluidas em 100 mL de solucéo de cloreto de sodio 0,9%
(concentragcdo 7500 Ul/mL), sendo 20 mL por ponto de injecdo. As injecOes foram
acompanhadas por ultrassonografia, garantindo que a solucéo fosse injetada no interior
do trombo. Para o Gll, imediatamente apds a administracdo da EQ, iniciou-se terapia
anticoagulante com heparina na dose de 100 Ul/kg, via subcutanea a cada 12 h por 3
dias. No sentido de atribuir a acéo fibrinolitica a estreptoquinase, o Gl também recebeu
terapia anticoagulante com heparina na mesma posologia usada no GlI.

Os animais foram submetidos a eutanasia 15 dias apdés a inducdo da

tromboflebite mediante tranquilizacdo com acepromazina 1% na dose de 0,1 mg/kg por

2 BD PrecisionGlide™ — Agulha Hipodérmica — Becton Dickinson Industrias Cirdrgicas Ltda., Curitiba — PR
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via intravenosa (IV), inducdo anestésica com de tiopental sddico na dose de 5 mg/kg IV
seguida de injecao por via intratecal de cloridrato de lidocaina 2%, sem vasoconstritor,
na dose de 2,5 mg/kg.

Os valores atribuidos aos graus de lesédo foram transformados em raiz quadrada,
obtendo-se assim valores numéricos para os escores de lesdo. Posteriormente, tais
valores foram submetidos a andlise multivariada de medidas repetidas (One way
ANOVA) e, constatada a significancia, aplicou-se o teste Tukey (p<0,05) para
comparacdo das meédias, utilizando-se o software SAS 9.0. Os dados apresentam-se

como média + erro padrdo da média (EPM).

4.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1. AVALIACAO CLINICA

N&o houve diferenca significativa (p>0,05) nos seguintes parametros clinicos
mensurados: atitude e comportamento; FC; frequéncia respiratéria; temperatura retal;
pulso; tempo de preenchimento capilar na mucosa oral; reflexo pupilar; motilidade

intestinal e temperatura das extremidades (cascos e orelhas).

4.3.2. AVALIACAO ULTRASSONOGRAFICA

A avaliacdo ultrassonogréfica foi realizada conforme proposto, ndo sendo
observadas diferencas (p>0,05) entre os momentos de avaliacdo de cada grupo (Gl e
Gll), bem como n&do houve diferenca significativa (p>0,05) entre os grupos, conforme

descrito na tabela 4.
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Tabela 4. Valores médios = EPM dos escores de lesdo vascular ao longo do tempo em horas (h) para os grupos Gl e
Gll. FCAV/Unesp, Jaboticabal — 2011.

TEMPO (h)

0 2 4 6 12 24 48
ﬁ 2.12 2.13 2.09 2.12 2.18 2.22 2.12
S0
ﬁ +0.10 +0.11 +0.12 +0.12 +0.12 +0.12 +0.10
ﬁ 2.21 2.26 2.26 2.21 2.26 2.37 2.21
90
ﬂ +0.13 +0.10 +0.10 +0.13 +0.10 +0.06 +0.13

Segundo a avaliagdo ultrassonografica do Gl (controle), dois animais
apresentaram aumento e um apresentou diminuicdo no grau de lesdo em relacédo a
avaliacao inicial. A partir de entdo os trombos permaneceram estaveis, sendo que um
animal aumentou o grau de leséo 24 h apos o término da terapia com heparina, tendo
diminuido em um grau na avaliacdo subsequente. Dois animais aumentaram o grau de
lesdo na ultima avaliacao, 48 h apOs o término da terapia com heparina. Porém, apos a
transformacédo dos dados, nao houve diferenca significativa (p>0,05) entre os
momentos de avaliacdo. Indica-se a terapia anticoagulante com heparina para impedir a
retrombose nos casos tratados por agentes fibrinoliticos (KASHYAP & QUINONES-
BALDRICH, 2000). N&o observou-se alteracbes significativas nos graus de leséo
durante e apés a administracdo de heparina no GIl, demonstrando que o farmaco na
dose utilizada neste estudo, apesar de sua acédo anti-coagulante, ndo impede que o

trombo se desenvolva.

O exame sonogréfico do Gl (EQ) mostrou as seguintes observacdes: um animal
aumentou o grau de leséo 6 h apos o tratamento; um animal diminuiu o grau, 24 h apos
o0 tratamento; um animal aumentou o grau, 48 h apds o tratamento; trés animais
aumentaram na ultima avaliacdo. O desenvolvimento da tromboflebite jugular frente a
administracdo da EQ se demonstrou variavel entre os animais, porém, como para o Gl,
apos a transformacdo dos dados, ndo houve diferenca significativa (p>0,05) entre os

momentos de avaliagcdo. Em contrapartida, a ultrassonografia mostrou que todos os
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animais do GIl apresentaram diminuicdo de ecogenicidade do trombo e presenca de
cavitacdes imediatamente apds a administracdo da EQ, evidenciando éareas de
hipoecdicas a anecodicas nos pontos de injecdo, sugerindo que o trombo havia se
dissolvido nestas areas. Ainda, um dos equinos apresentou recanalizagédo parcial do
segmento venoso, antes 100% oclusivo, restabelecendo o fluxo sanguineo, 2 h apés o
tratamento. Para todos os animais do grupo, a imagem observada manteve-se
inalterada até 12 h apés o tratamento. Entretanto os trombos se reorganizaram 24 h
apos a administracdo da EQ, apresentando aspecto semelhante ao TO. Atribui-se a
reorganizacdo do trombo a grande extensdo da lesdo induzida, ocorrendo nova
agregacao de fibrina e plaquetas. Apesar do grau de lesdo ndo ter diminuido
significativamente (p>0,05), a diminuicdo de ecogenicidade, a presenca de cavitacdes e
a recanalizacdo do trombo observadas, demonstram a acado fibrinolitica da EQ,
contrariamente ao relatado por DORNBUSCH et al. (2007), que reportou a ineficacia da
EQ nos equinos. As figuras 17 a 19 ilustram as imagens ultrassonograficas obtidas em

diferentes momentos apds o tratamento com EQ.

Figura 17. Gll / Animal 3. A — Imagem ultrassonografica em secgdes transversal e longitudinal da artéria carétida
externa (C) e da veia jugular contendo trombo grau VI (T), imediatamente antes da administracdo da EQ; B —
Imagem ultrassonogréfica em secgédo transversal da artéria carétida externa (C) e da veia jugular contendo trombo
grau VI (T), 2 h ap6s a administragdo da EQ. Setas indicam pontos de cavitagdo. Linhas pontilhadas indicam o
didmetro da veia jugular. FCAV/Unesp, Jaboticabal — 2011.
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Figura 18. GIlI / Animal 3. A — Imagem ultrassonografica em seccdes transversal e longitudinal da artéria carétida
externa (C) e da veia jugular contendo trombo grau VI (T), 6 h apdés a administracdo da EQ. Setas indicam
cavitacbes; B — Imagem ultrassonografica em seccdes transversal e longitudinal da artéria carétida externa (C) e da
veia jugular contendo trombo grau VI (T), 24 h a administracio da EQ. Linhas pontilhadas indicam o didametro da veia
jugular. FCAV/Unesp, Jaboticabal — 2011.

Figura 19. Gll / Animal 4. A — Imagem ultrassonogréfica em secgbes transversal e longitudinal da artéria carétida
externa (C) e da veia jugular contendo trombo grau VI (T), imediatamente antes da administracdo da EQ; B —
Imagem ultrassonogréafica em secgdes transversal e longitudinal da artéria carétida externa (C) e da veia jugular
contendo trombo grau V (T), 2 h apés a administracdo da EQ. Setas indicam recanalizagdo. Linhas pontilhadas
indicam o didmetro da veia jugular. FCAV/Unesp, Jaboticabal — 2011.
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A avaliacdo ultrassonogréafica revelou que o protocolo de tratamento para a
tromboflebite jugular induzida em equinos, utilizando a terapia trombolitica regional com
EQ, na dose de 750000 Ul administradas em bolus ativou a fibrindlise local. Entretanto
novos estudos examinando diferentes doses e administragbes sucessivas se fazem
necessarios para testar se a EQ é eficaz em dissolver completamente trombos
localizados na veia jugular de equinos, promovendo a recanalizacdo permanente, para
gue se possa estabelecer protocolos terapéuticos.
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CAPITULO 5 — AVALIACAO HEMODINAMICA DE EQUINOS SUBMETIDOS A
OCLUSAO JUGULAR POR TROMBOSE DURANTE O EXERCICIO PROGRESSIVO
EM ESTEIRA ROLANTE

RESUMO

Grande parte do conhecimento gerado em relacao as respostas fisiolégicas do
equino ao exercicio, € resultado de estudos realizados em esteira rolante. A
tromboflebite jugular € uma enfermidade comumente encontrada em equinos causando
grave comprometimento circulatério cervical e cefalico. Até o presente momento, ndo ha
relatos que avaliem quantitativamente as alteragcbes hemodinamicas de equinos
apresentando obstrucdo venosa jugular por trombo durante o exercicio. Dez equinos
adultos foram submetidos a inducdo de trombose na veia jugular e realizaram dois
testes ergométricos a saber: teste | (Controle); teste Il (Trombose unilateral) — animais
apresentando trombose induzida na veia jugular esquerda. A avaliacdo hemodinamica
conduzida durante os testes em esteira incluiu medidas de FC, PAS, PAD, PAM, PAP,
PVR da veia jugular, cranialmente ao trombo. Os valores de FC (bpm) obtidos de MO a
M11, ndo diferiram entre os testes. Os valores de PAS (mmHg) apresentaram
diferencas significativas entre as meédias de TO a T11, quando avaliado cada teste
ergométrico (I e Il). Observou-se diferenca entre os testes nos valores médios obtidos
no M6. Para os valores de PAD (mmHg), observou-se diferenca entre os testes nos
valores médios obtidos em M6 e M8. Para os valores de PAM (mmHg) observou-se
diferenca entre os testes nos valores médios obtidos em M3, M6, M7 e M8. As médias
de PAP (mmHg) diferiram nos valores médios obtidos em M3 a M8. Os valores de PVR
(mmHg) apresentaram diferencas entre as médias de TO a T11, quando avaliado cada
teste ergométrico (I e Il). Observou-se diferenca entre os testes nos valores médios
obtidos em MO a M9. O presente estudo demonstrou alteragcbes hemodinamicas
consideraveis e apresentou informacdes que podem servir de base para novos ensaios

hemodinamicos em equinos apresentando tromboflebite jugular.

Palavras-chave: equino; exercicio; hemodinamica; tromboflebite jugular
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5.1. INTRODUCAO

Grande parte do conhecimento gerado em relacdo as respostas fisiologicas do
equino ao exercicio, é resultado de estudos realizados em esteira rolante analisando
alteracbes  cardiovasculares, respiratorias, metabdlicas,  termorregulatérias,
hematologicas e hormonais durante diferentes distancias e intensidades de esforco
(ROSE & HODGSON, 1994).

Estudos hemodindamicos em equinos, enfatizando medidas de frequéncia
cardiaca e pressao arterial, tem sido realizados para avaliar a performance e identificar
disfuncbes cardiacas, porém apenas alguns autores descrevem medidas de pressao
arterial durante o exercicio (THOMAS & FREGIN, 1981; PARKS & MANOHAR, 1983;
EVANS & ROSE, 1988).

Durante o exercicio, as respostas fisioldgicas e bioquimicas ocorrem de forma
muito rapida. Nos primeiros milésimos de segundo de atividade, diferentes sistemas
organicos sdo ativados. Ha aumento da taxa de glicélise, liberacdo de adrenalina pela
medula adrenal e sdo disparados estimulos pelos nervos simpaticos, elevando a FC e o
volume sistdlico. O consequente aumento do Q intensifica o aporte de oxigénio e
nutrientes as fibras musculares (LACERDA NETO, 2004).

O sistema cardiovascular apresenta a capacidade de se adaptar as
necessidades de distribuicAo de oxigénio, que ocorrem durante diferentes
circunstancias fisiolégicas (CORLEY et al., 2003). Para que a perfusdo dos musculos
ativos durante o exercicio seja adequada, o sistema cardiovascular mantém a pressao
arterial dentro de estreitos limites. S&o ativados mecanismos neurais (estimulagéo
simpética) e enddcrinos (liberacdo de catecolaminas; ativacdo do sistema renina-
angiotensina-aldosterona e estimulacéo da liberacdo de vasopressina) para que o tono
vascular seja mantido mediante preserva¢do do volume sanguineo (GUYTON & HALL,
2002).
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No equino atleta, os mecanismos de adaptacdo do sistema cardiovascular sdo
muito bem desenvolvidos, de modo que o Q pode aumentar em até oito vezes durante o
exercicio intenso, quando comparado com os valores de repouso (EVANS, 1985).

No repouso o coracdo estd primariamente sob controle parassimpatico. Com o
inicio do exercicio ocorre aumento da estimulacdo simpatica e ha liberacdo de
catecolaminas, que modificam o0s estados cronotropico e inotropico do coragado
(DURANDO et al., 2002; BORELL et al., 2007).

A FC aumenta rapidamente de, em média 30 para 110 bpm, por inibicdo da
atividade parassimpatica. Quando o animal atinge velocidades mais altas, 0 aumento
progressivo da FC é mais lento e determinado pelo SNA simpdtico e pela presenca das
catecolaminas na circulacdo (POOLE & ERICKSON, 2004). Com o término do
exercicio, a estimulacdo simpatica e a liberacdo de catecolaminas diminuem e o SNA

parassimpatico predomina novamente modulando a FC (DURANDO et al., 2002).

A FC de equinos atletas em repouso € de 20 a 40 bpm. Durante o exercicio de
alta intensidade, a FC de cavalos de corrida da raca Puro Sangue Inglés pode atingir
até 250 bpm (DERMAN & NOAKES, 1994; ERICKSON, 1996). Elevacdes anormais da
FC em repouso e durante o exercicio sdo excelentes marcadores de fadiga, indicando a
necessidade de repouso (DERMAN & NOAKES, 1994).

O valor normal da pressao arterial sistélica (PAS) para um equino adulto em
repouso € de 130 mmHg e, da pressdo arterial diastolica (PAD) de 95 mmHg
(DETWEILER, 1996). HORNICKE et al., (1977) observaram que a PAS aumenta de
115+£15 mmHg em repouso para 20523 mmHg, a PAD aumenta de 83+10 mmHg para
116+12 mmHg e a PAM aumenta de 97+12 mmHg para 160+20 mmHg, a velocidades
variando de 7,6 a 10,6 m/s.

Durante o exercicio submaximo, a pressdo sanguinea arterial sistémica é
mantida relativamente constante por barorreceptores arteriais (DETWEILER, 1996;
ERICKSON, 1996). Entretanto, durante o exercicio intenso, ocorrem aumentos
significativos na PAM (ERICKSON, 1996; HIRAGA et al., 1999).
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7

A atividade sistolica € considerada o mais importante indicador da funcéo
cardiaca por indicar o estado inotropico do coracdo. A diastole representa o
relaxamento ventricular e pode ser afetada por algumas situacdes que podem ocorrer

durante o exercicio como hipdxia, acidose e isquemia (DURANDO et al., 2002).

O sangue venoso normalmente flui para o atrio direito, assim a pressao no atrio
direito é determinada pressao venosa central (PVC). A PVC é regulada pela capacidade
do coracdo em bombear o sangue para fora do atrio direito e pela tendéncia do sangue

de retornar dos vasos periféricos para o atrio direito (GUYTON & HALL, 2002).

Segundo LANGSETMO et al. (1999), as pressfes nos atrios esquerdo e direito
apresentam-se marcadamente elevadas durante o exercicio maximo, sendo 70 mmHg e
45 mmHg respectivamente. A elevacao da pressao no atrio direito aumenta diretamente

a pressao na artéria pulmonar (PAP) e nos capilares pulmonares.

A circulacdo pulmonar recebe todo o fluxo proveniente do ventriculo direito,
perfunde os capilares alveolares e participa da troca gasosa. A circulagdo brénquica,
um ramo da circulacdo sistémica, recebe apenas 1% do fluxo sanguineo do ventriculo
esquerdo nutrindo as vias aéreas e outras estruturas pulmonares (ROBINSON, 1991;
MANOHAR et al., 1993). Equinos em repouso apresentam valores de PAP sistdlica,
diastolica e média respectivamente de 42, 18 e 26 mmHg, ao nivel do mar (MILNE et
al., 1975).

Durante o exercicio, a cateterizac¢ao arterial pulmonar permite avaliagédo funcional
continua, que ndo pode ser obtida pelo método mais comumente usado em avaliacdes
cardiacas, a ecografia (DURANDO, 2003). Segundo LANGSETMO et al. (1999), as
pressdes nos atrios esquerdo e direito apresentam-se marcadamente elevadas durante

0 exercicio maximo, sendo 70 mmHg e 45 mmHg respectivamente.

O primeiro relato de que a PAP aumenta em equinos durante o exercicio, em
relacdo aos valores de repouso, foi de PARKS & MANOHAR (1983). Tal incremento,
gue ocorre visando otimizar o influxo de sangue para o pulmao para suprir a elevada

demanda de oxigénio durante o esforgo, € substancialmente maior em equinos do que



59

em outras espeécies (ERICKSON et al.,, 1990). MAGID et al. (2000) demonstraram
valores de PAP média de equinos em posicdo quadrupedal e repouso (27,6+1,1) e,

durante o exercicio intenso (107,7+4,5).

Estudos avaliando a pressdo da artéria pulmonar durante o exercicio foram
realizados buscando informacbes sobre a etiologia e prevencdo da hemorragia
pulmonar induzida pelo exercicio, pois a hipertenséo capilar pulmonar parece predispor
a ocorréncia da enfermidade (ERICKSON et al., 1990; MANOHAR et al., 1993; MILLS
et al. 1996; FUNKQUIST et al., 2000; MAGID et al., 2000). A avaliagcdo de presséo
arterial pulmonar durante o exercicio ainda tem revelado sinais de alteracdes
hemodindmicas em equinos apresentando insuficiéncia mitral (GEHLEN et al., 2004) e
fibrilacdo atrial (GEHLEN et al., 2006).

A tromboflebite jugular € uma enfermidade comumente encontrada em equinos
causando grave comprometimento circulatorio cervical e cefélico. Até o presente
momento, ndo ha relatos que avaliem quantitativamente as alteracées hemodinamicas

de equinos apresentando obstrucéo venosa jugular por trombo durante o exercicio.

Hipotetisando que a presenca de trombo na veia jugular pode diminuir o retorno
venoso e alterar a dinamica cardiovascular, o presente estudo foi realizado visando
avaliar algumas das alteracbes cardiovasculares que podem ocorrem durante o
exercicio progressivo realizado por equinos apresentando oclusdo por trombose

unilateral induzida.

5.2. MATERIAL E METODOS

O protocolo experimental realizado no presente estudo estd de acordo com os
principios éticos na experimentacdo animal adotados pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA) e foi aprovado pela Comissdo de Etica e Bem Estar
Animal (CEBEA) da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias / Unesp — Campus
de Jaboticabal (Protocolo n° 004302-06).
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Foram utilizados dez equinos adultos, cinco machos e cinco fémeas, SRD, com
idade média de 9+2 anos e peso médio de 308+17 kg. Considerados higidos de acordo
com avaliacdo clinica, todos os animais passaram por programas de desverminacao,
vacinacdo e controle de ectoparasitas antes de iniciar o periodo experimental.

Os animais foram mantidos em baias individuais e receberam como alimentacgao:
1% do peso corporeo em alimento volumoso, constituido de feno de Tifton (Cynodon
dactylon); 1% do peso corpdéreo em ragdo concentrada; sal mineral e agua ad libitum.

Os dez animais selecionados foram submetidos a dois testes ergométricos em
esteira rolante para avaliagdo hemodinamica, a saber:

* | (Controle) — teste ergométrico de esforco progressivo;
* |l (Trombose unilateral) — teste ergométrico de esfor¢co progressivo dos animais

apresentando tromboflebite jugular esquerda.

Oito dias antes do inicio das avaliacdes, os animais foram adaptados ao

exercicio em esteira, segundo protocolo ja descrito no capitulo 2.

A avaliacdo hemodindmica conduzida durante os testes em esteira incluiu
medidas de FC, PAS, PAD, PAM, PAP e pressao venosa regional (PVR) da jugular,
mensurada cranial ao trombo. A FC foi registrada telemetricamente por
frequencimetro?’. Para as medidas de pressdo arterial sistdlica, diastélica e média,
realizou-se a cateterizacdo da artéria facial direita, segundo protocolo descrito no
capitulo 2, procedimento este realizado 24 h antes do teste ergométrico controle,
evitando-se assim interferéncia dos agentes anestésicos utilizados para o procedimento
cirrgico. Para avaliar a PVR, implantou-se cateter 14 GA na veia jugular. No teste |,
guando ainda n&o havia oclusdo por trombo, o cateter foi implantado no tergo cranial do

vaso, em posicéo contraria ao fluxo sanguineo.

Para cateterizagdo da artéria pulmonar, implantou-se na veia jugular direita um
introdutor percutaneo venoso®® de 8,5 French (Fr). O procedimento de implantacéo foi

realizado com o animal em posicdo quadrupedal, ndo sedado, contido por tronco e

27'5810i™ Heart Rate Monitor — Polar Electro Oy — Kempele — Finland
%8 percutaneous Sheath Introducer Set — REF S1-09875-E — Arrow International, Inc., USA
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cabresto mantido por pessoa experiente. Apos tricotomia e anti-sepsia rigorosas da
regido cervical esquerda, especialmente sobre sulco da veia jugular, realizou-se
anestesia local infiltrativa, com 2 ml de cloridrato de lidocaina 2%, sem vasoconstritor,
no ponto de puncéo, localizado no terco caudal da extensao aparente do vaso.
Verificada a eficacia do procedimento anestésico, iniciou-se implantacdo
mediante puncdo com agulha de 18 GA? (Figura 20A), através da qual se introduziu
um fio guia® de aco de 45 cm (Figura 20B). Retirada a agulha, realizou-se incisdo de
pele de 1 cm, paralela ao sentido da veia jugular, sobre ponto de entrada do fio guia,
seguida de divulsdo romba do tecido subcutaneo e do musculo braquiocefélico até
identificacdo da parede da veia jugular. A identificacao foi facilitada dilatando-se o vaso
por meio de oclusdo do fluxo por pressédo digital, e posicdo caudal a puncédo. O
expansor tecidual® foi introduzido na veia jugular, passado pelo fio guia, de modo a
ampliar o orificio na parede do vaso (Figura 20C e 20D), manobra esta realizada
mantendo-se a oclusdo distal. O expansor foi entdo retirado e acoplado por dentro do
introdutor percutaneo® previamente preenchido com solucéo estéril de cloreto de sédio
a 0,9% heparinizada e vedado com um adaptador PRN, para que este pudesse ser
implantado na veia jugular (Figura 20E). Finalmente o introdutor foi implantado no
[limen vascular, o expansor removido, seguido de completa exteriorizacdo do fio guia,
restando somente o introdutor no limen da veia jugular. Realizou-se dermorrafia com
um ponto em U-horizontal, utilizando-se fio de nylon monofilamento n° 1, sendo que
este mesmo ponto foi utilizado para fixar o introdutor a pele. A fixacdo da extensao do
cateter foi realizada com um ponto simples na pele, utilizando-se fio de nylon

monofilamento n° 1 (Figura 20F).

2 Introducer Needle: 18 GA x 2-1/2”*(6.35 cm) XTW — Arrow International, Inc., USA

% Spring-Wire Guide, Marked: .035”*(.89 mm) dia. x 17-13/16""(45 cm) — Arrow International, Inc., USA
%! Obturator: 8 Fr. — Arrow International, Inc., USA

%2 Sheath: 8.5 Fr. X4°*(10 cm) Arrow-Flex® — Arrow International, Inc., USA
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Figura 20. A- Puncéo na veia jugular sobre botdo anestésico; B- Introdu¢éo do fio guia; C- Introducao do expansor
tecidual; D- Expansor tecidual; E- Implantagdo do introdutor; F- Aspecto ao final do procedimento. FCAV/Unesp,
Jaboticabal — 2011.
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Os animais foram conduzidos até a esteira e, imediatamente antes da realizacao
do teste ergométrico, ja sobre a manta de rolagem, a artéria pulmonar foi acessada
utilizando-se cateter de Swan Ganz*>.

A via proximal do cateter de Swan Ganz foi preenchida com solucao estéril de
cloreto de sédio a 0,9% heparinizada e vedada pela seringa de 3 ml utilizada para
injetar a solucdo. A via distal do cateter de Swan Ganz foi conectada a transdutor de
pressdo por meio de tubo extensor de 2,4 m de comprimento preenchido com solucdo
estéril de cloreto de sodio a 0,9% heparinizada. O transdutor foi fixado sobre uma barra
estavel da esteira na altura da articulacdo escapulo-umeral de cada cavalo,
considerando-se a relacdo da articulacdo com a altura do atrio direito e, calibrado de
acordo com a pressao atmosférica. A via elétrica do cateter foi conectada ao modulo de
Q do monitor multiparamétrico® que registrou dados de PAP.

Conectado ao monitor, iniciou-se a introdu¢ao do cateter de Swan Ganz, sob
nova preparacao estéril. Apos percorrer o trajeto da veia jugular, a localizacao exata do
cateter foi verificada pelas ondas e valores de presséo caracteristicos de cada camara
cardiaca e da artéria pulmonar. Ao se verificar a onda caracteristica do atrio direito
(Figura 21), que representa a pressdo venosa central, o balonete presente na
extremidade do cateter foi insuflado com 1,5 ml de ar de modo a auxiliar a progresséao
do mesmo orientado pelo fluxo sanguineo. Seguiu-se a implantacéo, identificando-se a
onda do ventriculo direito (Figura 22) e, finalmente da artéria pulmonar (Figura 23),

guando o balonete foi desinsuflado.

Figura 21. Aspecto da onda pressorica do atrio direito obtida por cateter de Swan Ganz — Escala em mmHg.
FCAV/Unesp, Jaboticabal — 2011.

% Thermodilution Catheter with AMC THROMBOSHIELD — REF: 131HF7 — Edwards Lifesciences LLC — USA
* Central de monitorizagdo fisioldgica DX-2010 — Dixtal Biomédica Industria e Comércio Ltda., Sdo Paulo — SP
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Figura 22. Aspecto da onda pressoérica do ventriculo direito obtida por cateter de Swan Ganz — Escala em mmHg.
FCAV/Unesp, Jaboticabal — 2011.

Figura 23. Aspecto da onda pressoérica da artéria pulmonar obtida por cateter de Swan Ganz — Escala em mmHg.
FCAV/Unesp, Jaboticabal — 2011.

A duracao total de cada teste foi de 80 minutos, incluindo fases de repouso e
exercicio, rigorosamente cronometradas segundo protocolo ja descrito no capitulo 2.

Os registros de hemodinamicos foram realizados em repouso antes do exercicio
(M0), em movimento em 9 momentos sequenciais (M1 a M9) e novamente em repouso
15 e 30 min. apo6s o término do exercicio (M10 e M11). Durante o exercicio, os valores
foram tomados 30 segundos antes de cada mudanca de velocidade.

Imediatamente ap0s o término das avaliacdes, o cateter de Swan Ganz foi
retirado com o animal ainda sobre a esteira. O introdutor permaneceu implantado na
veia jugular direita por 72 horas, sendo irrigado criteriosamente de 8 em 8 horas com
solucéo esteéril de cloreto de sodio a 0,9% heparinizada. Apés este periodo, foi retirado
por tracdo e hemostasia por compressao. Foram realizados curativos diarios das feridas
mediante limpeza com iodo-povidine aquoso e aplicacdo de pomada repelente por 7
dias.

No dia seguinte ao teste ergométrico |, os animais foram submetidos a inducéo

de tromboflebite jugular, de acordo com protocolo descrito no capitulo 3. Avaliacdes
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ultrassonograficas sequenciais foram realizadas e, quando o trombo atingiu no minimo
o grau 5 (segundo tabela 2, capitulo 3), representando entre 75% e 100% de ocluséo do
[imen vascular, os animais foram submetidos ao segundo teste ergométrico.

Para as avaliacbes do teste Il, os mesmos protocolos de implantagdo de
cateteres e exercicio foram seguidos.

As avaliacOes experimentais foram conduzidas segundo delineamento em blocos
casualizados, previamente determinado. As variaveis estudadas foram submetidas a a
analise multivariada de medidas repetidas (One way ANOVA) e, constatada a
significancia, aplicou-se o teste Tukey (p<0,05) para comparacdo das médias,
utilizando-se o software SAS 9.0. Os dados apresentam-se como média + erro padrao

da média (EPM).

5.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.3.1. INSTRUMENTACAO E TESTES ERGOMETRICOS

A técnica cirtrgica de implantagdo do introdutor para o cateter de Swan Ganz
empregada, se demonstrou de facil e rapida realizacdo, ndo ocorrendo complicacdes
intra-operatorias. A anestesia local infiltrativa realizada, mesmo na auséncia de
sedacdao, foi eficaz em permitir que o procedimento fosse realizado com seguranca. O
tempo cirtrgico variou entre 5 e 25 min., sendo esta variacdo atribuida a experiéncia
adquirida pelo cirurgido ao longo do estudo. Por permanecer no limen vascular, o
introdutor para Swan Ganz é pouco rigido, sendo impossivel sua implantacdo sem o
expansor tecidual. Assim, o ultimo sempre deve ser acoplado ao introdutor para lhe
conferir rigidez.

Os animais nao apresentaram sinais de desconforto frente ao introdutor que
permaneceu implantado por 72 horas, como previamente determinado. Os introdutores

foram retirados por tracdo e hemostasia por compressao, nao ocorrendo sinais de
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hemorragia. Demonstra-se assim que a abertura causada no vaso, apesar de maior que
a de uma simples puncdo, ndo necessita de sutura para reparar a veia jugular. As
feridas cicatrizaram por segunda intencdo em 5 a 7 dias, ndo ocorrendo infeccbes poés-
operatorias.

A implantacdo do cateter de Swan Ganz se deu sem maiores dificuldades,
mesmo tendo sido realizada sobre a manta de rolagem da esteira. A localizacdo do
cateter foi facilmente identificada pelas ondas pressoéricas obtidas, ilustradas no
presente estudo como caracteristicas para equinos SRD. Em alguns casos, apos a
verificacdo da onda de étrio direito e insuflacdo do balonete, os tracados de ventriculo e
artéria pulmonar nao foram observados com a progresséo do cateter, supondo-se que 0
filamento possa ter se enovelado dentro das camaras cardiacas. Tal complicacéo foi
facilmente contornada retirando-se o cateter e iniciando-se nova introdugao.

O comprimento do cateter € graduado de 10 em 10 cm e, como 0s animais
apresentavam dimensdes semelhantes, foi possivel verificar medidas proximas durante
a introducdo. Considerando o introdutor posicionado no terco médio da veia jugular
direita, atingiu-se o atrio direito com aproximadamente 45 cm, o ventriculo direito com
aproximadamente 55 cm e a artéria pulmonar com aproximadamente 85 cm.

Os testes ergométricos de esforco progressivo foram realizados sem
complicacdes e todos os registros hemodinamicos foram obtidos conforme proposto. O
Q néo foi avaliado, entretanto a temperatura do animal pode ser verificada ao longo do
exercicio visto que o termistor presente na extremidade do cateter de Swan Ganz
fornece tais informagdes. Considera-se de grande valia a obtencdo da temperatura
durante testes ergométricos, uma vez que na realizacdo de avaliacdo
hemogasométrica, obtém-se a temperatura do animal no momento de colheita para
calculo de variaveis como pH, PO, e PCO,. Assim, implantado com cateter de Swan
Ganz acoplado ao aparelho adequado, o exercicio ndo necessita ser interrompido para
afericdo de temperatura retal.

A inducéo de tromboflebite jugular foi realizada com sucesso, sendo que cinco
animais atingiram grau V (entre 75% e 100% de ocluséo) e cinco animais apresentaram

oclusédo completa (grau VI).
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5.3.2. FREQUENCIA CARDIACA

Os valores de FC (bpm) apresentaram diferencas entre as médias de M0 a M11,
guando avaliado cada teste ergométrico (I e Il), sendo que os maiores valores médios,
foram obtidos nos momentos de maior velocidade da esteira e intensidade do esforgo

(Figura 24). Os valores obtidos de MO a M11, néo diferiram entre os testes.

Figura
24. Variagcdo dos valores médios + EPM da FC (bpm) ao longo do tempo, de equinos no repouso e durante o
exercicio progressivo em esteira rolante (M0-M11). Testes ergométricos | (Controle) e Il (Trombose unilateral).
FCAV/Unesp, Jaboticabal — 2011.

No presente estudo, o comportamento da FC durante o exercicio em ambos os
testes, aumentando simultaneamente com a intensidade do esforco, devido a
modulacdo autondmica quanto aos efeitos cronotrépicos positivos, esta de acordo com
0 esperado (DERMAN & NOAKES, 1994; ERICKSON, 1996; DURANDO et al., 2002;
POOLE & ERICKSON, 2004). A presenca de tromboflebite jugular unilateral néo
ocasionou alteracbes hidrostaticas e cardiovasculares que alterassem a modulacao

parassimpética e simpatica da FC no repouso e durante o exercicio.
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Considerando que segundo SIROTSKY et al. (2010), a FC maxima (FCnax) para
equinos SRD é de 216,8 bpm, o teste ergométrico realizado atingiu aproximadamente a

intensidade de 75% da FCax, caracterizando o exercicio como submaximo.

5.3.3. PRESSAO ARTERIAL

Os valores de PAS (mmHg) apresentaram diferencas entre as médias de MO a
M11, quando avaliado cada teste ergomeétrico (I e |IlI). Observou-se diferenca

significativa (p<0,05) entre os testes nos valores médios obtidos no M6 (Figura 25).

Figura 25. Variagdo dos valores médios + EPM da PAS (mmHg) ao longo do tempo, de equinos no repouso e
durante o exercicio progressivo em esteira rolante (M0-M11). Testes ergométricos | (Controle) e Il (Trombose
unilateral). FCAV/Unesp, Jaboticabal — 2011.

* Indicam diferencas significativas entre os testes.
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Os valores de PAD (mmHg) apresentaram diferencas entre as meédias de MO a
M11, quando avaliado cada teste ergométrico (I e IlI). Observou-se diferenca
significativa (p<0,05) entre os testes nos valores médios obtidos em M6 e M8 (Figura
26).

Figura 26. Variagdo dos valores médios + EPM da PAD (mmHg) ao longo do tempo, de equinos durante no repouso
e durante o exercicio progressivo em esteira rolante (M0-M11). Testes ergométricos | (Controle) e Il (Trombose
unilateral). FCAV/Unesp, Jaboticabal — 2011.

* Indicam diferencas significativas entre os testes.
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Os valores de PAM (mmHg) apresentaram diferencas entre as médias de MO a
M11, quando avaliado cada teste ergométrico (I e IlI). Observou-se diferenca
significativa (p<0,05) entre os testes nos valores médios obtidos em M3, M6, M7 e M8
(Figura 27).

Figura 27. Variagdo dos valores médios + EPM da PAM (mmHg) ao longo do tempo, de equinos no repouso e
durante o exercicio progressivo em esteira rolante (M0-M11). Testes ergométricos | (Controle) e Il (Trombose
unilateral). FCAV/Unesp, Jaboticabal — 2011.

* Indicam diferencas significativas entre os testes.

No presente estudo, o comportamento e valores médios de PAS, PAD e PAM no
repouso e durante o exercicio, em ambos 0s testes, aumentando simultaneamente com
a intensidade do esforco, estdo de acordo com esperado (HORNICKE et al., 1977;
BERNE et al., 2004).

Foram observadas diferencas significativas (p<0,05) nos valores de PAS, PAD e
PAM quando comparados os testes | e Il, principalmente na maior intensidade do
esforgo. Portanto, a presenca de tromboflebite jugular unilateral ocasionou alteracdes
gue influenciaram a pressao arterial durante o exercicio. A literatura referente ao

assunto em questdo é parca, assim 0 presente estudo apresenta hipGteses na
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discussado das diferencas observadas, relacionando as alteracdes de pressao arterial a
principios de regulacéo cardiovascular e a presenca de inflamacao.

A PAM reflete um balanco entre o Q e a resisténcia periférica total (RPT), que
influenciam respectivamente, a PAS e a PAD. A regulacdo do Q e da RPT se faz por
mecanismos neurais e enddcrinos, sendo que durante o exercicio, 0 aumento do Q se
deve ao aumento da FC (BERNE et al.,, 2004). Ndo foram encontradas diferencas
significativas nos valores de FC quando comparados os testes | e Il, assim as
diferencas observadas nos valores de pressdo arterial se devam provavelmente a
alteragcbes na RPT.

As células endoteliais contribuem na regulacdo do tono vascular por meio da
liberacdo de diferentes fatores vasoativos. As citocinas presentes nos processos
inflamatorios agudos, principalmente TNF-a, IL-1p e IL-6, podem prejudicar a funcao
endotelial (VILA & SALAICES, 2005). Acredita-se que o processo inflamatdrio referente
a tromboflebite jugular induzida possa ter aumentado a RPT, desestabilizado os
mecanismos de regulacdo da pressdo arterial. Como consequéncia, observou-se
aumento significativo (p<0,05) nos valores de PAS, PAD e PAM quando comparados 0s
testes | e Il e, que as diferencas se apresentaram principalmente durante as maiores
velocidades da esteira, concluindo-se que a alteracdo nos parametros € agravada pela

intensidade do esforco.

5.3.4. PRESSAO DA ARTERIA PULMONAR

Os valores de PAP (mmHg) apresentaram diferencas entre as médias de TO a
T11, quando avaliado cada teste ergométrico (I e Il). Observou-se diferenca significativa

(p<0,05) entre os testes nos valores médios obtidos de M3 a M8 (Figura 28).
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Figura 28. Variagdo dos valores médios + EPM da PAP (mmHg) ao longo do tempo, de equinos no repouso e
durante o exercicio progressivo em esteira rolante (M0-M11). Testes ergométricos | (Controle) e Il (Trombose
unilateral). FCAV/Unesp, Jaboticabal — 2011.

* Indicam diferencas significativas entre os testes.

Os valores de PAP observados no repouso, corroboram os valores encontrados
por HACKETT et al. (2003) para Standardbreds (28+3,9) e cavalos Puro Sangue
(26+2,7), os valores encontrados por MAGID et al., (2000) para cavalos Puro Sangue
(27,6%1,1), os valores encontrados por LANGSETMO et al. (2000) para cavalos Puro
Sangue (29,8+0,7) e, corroboram ainda os valores encontrados por MUYLLE et al.
(1984) para cavalos trotadores (26,8+4,3).

Entretanto, os valores de PAP encontrados no maximo de esfor¢o realizado
(75% da FChax) por equinos SRD deste ensaio, encontram-se abaixo dos valores
descritos por HACKETT et al. (2003) para Standardbreds (59+6,8) e cavalos Puro
Sangue (57+1,4). FUNKQUIST et al. (2000), descrevem valores médios de PAP de
72+10 mmHg para Standardbreds durante o exercicio em esteira a velocidade de

6,8+0,3 m/s, diferindo dos valores encontrados no presente estudo.
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Supbe-se que 0 aumento observado nos valores de PAP durante o exercicio
guando comparados os testes | e Il, tenha ocorrido segundo o0 mesmo principio descrito
para o aumento de pressdo arterial nos equinos apresentando tromboflebite jugular

unilateral oclusiva.

5.3.5. PRESSAO VENOSA REGIONAL

Os valores de PVR (mmHg) apresentaram diferencas entre as médias de MO a
M11, quando avaliado cada teste ergométrico (I e IlI). Observou-se diferenca
significativa (p<0,05) entre os testes nos valores médios obtidos de MO a M9 (Figura
29).

Figura 29. Variagdo dos valores médios + EPM da PVR (mmHg) ao longo do tempo, de equinos no repouso e
durante o exercicio progressivo em esteira rolante (M0-M11). Testes ergométricos | (Controle) e Il (Trombose
unilateral). FCAV/Unesp, Jaboticabal — 2011.

* Indicam diferencas significativas entre os testes.

Observou-se que no teste | (controle), ndo houve variacdo dos valores de PVR

mesmo com o aumento da intensidade do esfor¢o. Entretanto, no teste I, a PVR aferida
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na veia jugular esquerda ocluida pelo trombo aumentou de MO a M9 em relagdo ao
teste I. O incremento da PVR foi atribuido ao efeito mecéanico causado pela

tromboflebite jugular oclusiva.

A comparacdo entre as médias dos testes | e Il, demonstrou que a oclusédo da
veia jugular levou a hipertensédo venosa severa, que acentuou-se simultaneamente ao
esforco realizado. A hipertenséo venosa cerebral determina alto risco de ocorréncia de
acidentes vasculares cerebrais (KANDEL et al., 2000). Ainda, o aumento da presséo
hidrostatica dos vasos encefélicos pode provocar lesdo neurolégica por isquemia
(KANDEL et al., 2000; GUYTON & HALL, 2002). A tromboflebite € comumente
observada em equinos atletas e, muitas vezes estes animais sdo submetidos a
realizacdo de atividade fisica mesmo apresentando a enfermidade, ressaltando-se o
alto risco de ocorréncia das complicagbes causadas pela congestdo venosa cefalica

nestes individuos.

A comparacédo entre as médias dos testes | e Il no repouso apos a realizacéo do
exercicio (M10 e M11), ndo apresentou diferencas. Sabe-se que o aumento de PVR
ocorre devido a oclusdo mecanica do vaso (DIAS et al., 2009). Na suspeita de que o
trombo tivesse se desprendido durante o exercicio, desobstruindo total ou parcialmente
a veia, realizou-se exame ultrassonografico logo apés o teste Il, constatando que este
fato realmente ocorreu em alguns animais. Sugere-se que 0 aumento do débito
cardiaco durante o exercicio e o carater agudo da lesdo quando os animais realizaram
o teste Il, contribuiram para que o trombo, ou parte dele, se desprendesse da parede
vascular. Sabe-se que a maior causa de morte devido a trombose em humanos ocorre
devido a émbolos que chegam aos pulmdes levando a hipertenséo pulmonar (JOFFE &
GOLDHABER, 2002). Apesar da ocorréncia de hipertensdo pulmonar em equinos nao
ser relacionada a tromboflebite jugular, ressalta-se, mais uma vez, 0s riscos da
realizacdo de atividade fisica por animais que apresentam a enfermidade na sua fase
aguda.

O presente estudo demonstrou alteragbes hemodindmicas consideraveis e
apresentou informacdes que podem servir de base para novos ensaios hemodinédmicos

em equinos apresentando tromboflebite jugular.
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Considera-se ainda que, as avaliagbes hemodinamicas completas, incluindo
pressdo arterial, débito cardiaco, resisténcia periférica e pressdo arterial pulmonar,
entre outros, apesar de amplamente pesquisadas em areas como a anestesiologia, ndo
foram amplamente exploradas nos equinos durante testes ergométricos. Ainda,
levando-se em conta as possiveis diferencas entre as racas, sugerimos a necessidade
de estudos biométricos tracando um perfil hemodindmico completo no repouso e

durante o exercicio de diferentes intensidades em esteira.
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6. CONCLUSOES

» A técnica cirdrgica de canulacdo da artéria facial e manutencdo da
paténcia prolongada do cateter com o uso de solucao de heparina e acido
ascorbico, se demonstrou ser de facil realizacdo, fornecendo acesso arterial
invasivo viavel para a mensuracdo da presséo arterial e colheita de amostras
sanguineas durante protocolos experimentais com equinos.

O modelo experimental de inducédo de tromboflebite jugular em equinos
com o uso de dois agentes esclerosantes associados, as solucdes de glicose a
50% e de oleato de etanolamina a 5%, se mostrou eficaz em promover a leséo.

« Comprovou-se a acdo fibrinolitica da estreptoquinase na trombdlise
regional para o tratamento de tromboflebite jugular induzida em equinos.

* Equinos submetidos a teste ergométrico apresentando oclusao unilateral
da veia jugular por tromboflebite experimental, apresentaram elevacao
significativa (p<0,05) nos parametros hemodinamicos mensurados, exceto a

frequéncia cardiaca.
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