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RESUMO

Os equinos sdo acometidos frequentemente por processos sépticos na por¢ao
distal dos membros. Dentre as mais variadas condutas terapéuticas, destaca-se a
perfusdo regional intravenosa de antimicrobianos (PRIVA) utilizada como opcéo para
combater a infec¢éo local. A técnica objetiva proporcionar uma concentracédo elevada
do farmaco no local acometido. O procedimento se baseia no posicionamento de um
torniquete na regido proximal ao local infectado, proporcionando a oclusédo do fluxo
sanguineo venoso e arterial, permitindo que o farmaco permaneca na regiao
acometida por no minimo 30 minutos. Dentre os antimicrobianos indicados para a
PRIVA, destaca-se o sulfato de gentamicina. Objetivou-se com este estudo avaliar e
comparar a farmacocinética da gentamicina, no plasma e liquido sinovial da
articulacéo do carpo de equinos, submetidos a PRIVA, utilizando dois modelos de
torniquetes. Foram utilizados dez equinos higidos, divididos aletoriamente em dois
grupos de cinco animais, os torniquetes foram aplicados no terco médio do radio,
sempre pelo mesmo aplicador. O grupo GTT recebeu torniquete de latex tubular,
enquanto que o grupo GTE, faixa de Esmarch. Apds o posicionamento dos
torniquetes, acessou-se a veia cefalica e administrou-se 2,2 mg/kg de sulfato de
gentamicina, adicionado a solucdo fisiolégica q.s.p. 40 mL. Previamente ao
posicionamento do torniquete, procedeu-se avaliagdo ultrassonografica color Doppler
no membro tratado para visualizacdo da veia cefalica e artéria mediana. Amostras de
liquido sinovial do carpo e sangue foram obtidas nos momentos MO, M15", M30’,
M1h, M2h, M4h, M6h, M8h, M12h, M24h e M48h para a realizacdo da analise de
concentracao de gentamicina por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), bem
como para o0s calculos dos parametros farmacocinéticos em modelo
monocompartimental. N&o foram encontradas diferencas significativas dos
parametros farmacocinéticos entre o0s grupos tratados (P>0,05). Os resultados
demonstraram que os dois modelos de torniquetes podem ser utilizados na PRIVA
em regido proximal de membro toracico em equinos, pois ambos, se aplicados
corretamente, sdo capazes de obstruir os fluxos venoso e arterial e proporcionar
concentracdes acima da concentracdo inibitéria minima (CIM) de gentamicina em
liguido sinovial para a maioria dos patdégenos encontrados nas artrites sépticas por
até 48 horas.

Palavras chave: perfuséo regional, artrite séptica, gentamicina, equinos.
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ABSTRACT

The horses are often affected by septic processes in the distal portions of the
limbs. Among the various therapeutic approaches, there is intravenous regional
perfusion of antimicrobials (IRPA) used as an option to combat local infection. The
technique aims to provide a high concentration of the drug in the affected area. The
procedure is based on placing a tourniquet proximal to the infected area in the region
of providing the venous and arterial blood flow occlusion, allowing the drug to remain
on the affected area at least 30 minutes. Among the antimicrobial agents indicated for
IRPA, highlight the gentamicin sulfate. The objective of this study was to evaluate and
compare the pharmacokinetics of gentamicin in plasma and synovial fluid of carpal
joint of horses undergoing IRPA using two models of tourniquets. Were used ten
healthy equines, randomly divided into two groups of five animals, the tourniquets
were applied in the middle third of the radius, always by the same applicator. The
tourniquet GTT group received latex tube, while the GTE group Esmarch bandage.
After positioning the tourniquets, the cephalic vein had been accessed and
administered 2.2 mg / kg gentamicin sulfate, added to 40 mL saline q.s.. Prior to
placement of the tourniquet, proceeded color Doppler ultrasonographic evaluation in
the treated limb for viewing the median artery and cephalic vein. Samples of synovial
fluid and blood carpal were obtained in the moments MO, M15 ', M30', M1h, M2h,
M4h, M6h, M8h, M12h, M24h and M48h to perform the analysis of concentration of
gentamicin by high-performance liquid chromatography (HPLC), as well as
calculations of pharmacokinetic parameters in monocompartiment model. No
significant differences in pharmacokinetic parameters were found between treatment
groups (P>0.05). The results showed that the two types of tourniquets in IRPA can be
used in a proximal region of forelimb in horses, if applied properly, both are capable of
block the arterial and venous flows and provide for concentrations above the minimum
inhibitory concentration (MIC) of gentamicin in synovial fluid for most septic arthritis

pathogens found in up to 48 hours.

Keywords: limb regional perfusion, septic arthritis, gentamicin, equine.



1. REVISAO DE LITERATURA

1.1. INTRODUCAO

As infec¢cdes na porcdo distal dos membros sdo comuns nos equinos e
representam um grande desafio para os veterinarios, principalmente quando
acometem animais atletas (RUBIO-MARTINEZ & CRUZ, 2006).

Dentre as infeccBes ortopédicas, ocorrem com frequéncia as artrites
sépticas, caracterizadas pela colonizacdo bacteriana da membrana sinovial
(MCILWRAITH, 1983). O tratamento destas infec¢des, geralmente é prolongado e
dispendioso, devendo ser iniciado rapidamente para minimizar suas
complicagcbes, como, por exemplo, a impossibilidade de retorno ao esporte ou
Obito do animal (SCHNEIDER et al., 1992).

Os principios basicos para o tratamento das artrites sépticas incluem:
atingir e manter uma elevada concentracdo do antimicrobiano nas articulacoes
acometidas pelo processo infeccioso (TROTTER, 1996); realizar a lavagem e
debridamento cirdrgico para remover as bactérias, tecidos desvitalizados e
demais debris inflamatérios (TROTER, 1996; RUBIO-MARTINEZ & CRUZ, 2006)
e controlar a inflamacg&o com farmacos sistémicos ou locais (RUBIO-MARTINEZ &
CRUZ, 2006).

O sucesso do tratamento depende de muitos fatores, incluindo a viruléncia
do agente causador, competéncia dos mecanismos de defesa do hospedeiro,
eficacia do antimicrobiano escolhido e principalmente o alcance das
concentragfes inibitérias minimas (CIM) do farmaco no local infectado. Sendo
assim a escolha correta do antimicrobiano e sua via sdo fundamentais para o
sucesso terapéutico (PARRA-SANCHEZ et al., 2006).

A perfusdo regional intravenosa de antimicrobianos € uma técnica de
administracdo local de farmacos de uso frequente na medicina de grandes
animais. O procedimento visa aumentar a concentracdo do medicamento no local

da infeccdo, contribuindo para eliminacdo do processo infeccioso, com a



vantagem de requerer baixas doses e minimizar o risco de toxicidade (BUTT et
al., 2001; ORSINI, ELCE & KRAUS, 2004; RUBIO-MARTINEZ e CRUZ, 2006).
Dentre os antimicrobianos que podem ser utilizados na perfuséo regional,
destaca-se o sulfato de gentamicina, sendo este administrado com frequéncia nos
processos sépticos da extremidade dos membros dos equinos (WERNER,
HARDY & BERTONE, 2003). Assim, € necessario conhecer os parametros
farmacocinéticos deste farmaco quando administrado pela via intravenosa
regional, visando a utilizacdo de uma terapia adequada que permita atingir

elevadas concentracdes do antimicrobiano na regido acometida.

1.2. InfeccOes ortopédicas

As infeccBes ortopédicas podem ocorrer nos 0SsSO0S € ou estruturas
sinoviais como articulagbes e bainhas tendineas. S&o caracterizadas pela
presenca, colonizacdo e proliferagdo de uma ou mais espécies de bactérias. A
colonizagdo pode ocorrer através de duas rotas diferentes: via hematdgena ou
inoculacao direta. Uma variedade de microorganismos é geralmente envolvida e a
identificacdo do agente causador € Util para determinar o tratamento e a avaliacao
do prognostico. (MOORE et al., 1992).

Dentre estas infec¢Bes, ocorre com frequéncia, a artrite séptica que pode
ser definida como uma grave infeccao das estruturas sinoviais. Esta enfermidade
€ decorrente de colonizacdo e proliferacdo bacteriana que induz resposta
inflamatoria grave que pode causar trombose vascular e necrose, resultando em
danos irreversiveis na cartilagem, fibrose capsular e aderéncias intrasinoviais.
Caso esta doenca nao seja diagnosticada ou tratada corretamente, pode levar a
perda da funcdo do membro ou morte (MCILWRAITH, 1983).

Podemos definir como sinais clinicos classicos de infecgdo articular o
aumento de temperatura, edema e a rapida progressao para impoténcia funcional

do membro afetado, muitas vezes em menos de 24 horas (BERTONE, 1996).

A etiologia das artrites sépticas pode ser iatrogénica, através da inoculacao

(injecdbes ou intervencbes cirargicas intra-articulares), lesfes traumaticas



penetrantes (inoculacdo direta) ou hematdégena, mais frequente nos potros, sendo
considerada como uma complicagdo comum de septicemia generalizada
(JANSSON, 2003). Como causas mais comuns, Schneider et al. (1992)
descrevem as feridas traumaticas (36,5%), seguidas por injecao intra-articular

(34,1%), complicacdes pds-operatodrias (19,8%) e idiopatica (9,5%).

Os organismos comumente envolvidos nas infec¢Bes ortopédicas dos
equinos sao as enterobactérias, como a Escherichia coli, estreptococos,
estafilococos e Pseudomonas spp. (MOORE et al., 1992; SCHNEIDER et al.,
1992). Especificamente nas artrites sépticas o0s patdgenos envolvidos sao
bactérias encontradas principalmente no ambiente, ocorrendo uma incidéncia
elevada de bactérias gram-negativas, tais como Escherichia coli, Salmonella,
Pseudomonas, Enterobacter, Proteus, Klebsiella e Citrobacter spp. (MEIJER,
RIJKENHUIZEN & WEEREN, 2000). As infeccbes causadas por feridas
penetrantes podem ter como causa uma enorme gama de organismos infecciosos
potenciais, incluindo Staphylococcus, Pseudomonas, membros da familia
Enterobacteriaceae, leveduras e outros fungos (JANSSON, 2003).

Moore et al. (1992) realizaram um estudo de 424 isolados bacterianos de
233 cavalos com artrite, tenossinovite ou osteite séptica e concluiram que 91%
eram microrganismos aerébios ou facultativos. As enterobactérias foram os
organismos causais mais comuns (28,8%), seguido por estreptococos (13%) e

estafilococos (11,8%).

1.2.1. Tratamento

As infeccOes ortopédicas exigem tratamento apropriado de acordo com as
diferentes localiza¢cdes anatdomicas e estruturas envolvidas. Quando as infecgbes
acometem as estruturas sinoviais e 0ssos sao de dificil tratamento, podendo

apresenta um progndostico desfavoravel (KRAMER, 2006).

A administracdo sistémica de antimicrobianos geralmente atinge a CIM em

0ssos, articulacbes ou tenddes considerados normais (LLOYD et al.,, 1990).



Porém, as principais afeccfes ortopédicas como a osteomielite e a sinovite
séptica podem produzir principalmente trombose vascular e isquemia, limitando a
entrega sistémica de antimicrobianos em concentragdes suficientemente elevadas
para combater a infeccao nestes tecidos (MCILWRAITH, 1983). Em geral, quando
estas regifes estao infectadas, ocorrem mudancas no pH local, que pode também
inativar alguns antimicrobianos, assim como alterar o fluxo sanguineo, devido
obstrucdo capilar por fibrina e detritos, prejudicando a difusdo do farmaco
localmente (FITZGERALD, 1984). Assim, o ambiente séptico diminui a entrega e
a eficacia do antimicrobiano, podendo levar ao fracasso terapéutico e resisténcia.
(FITZGERALD, 1984; IVESTER & ADAMS, 2007).

1.2.2. Perfusédo Regional Intravenosa de Antimicrobiano (PRIVA)

Frente aos desafios encontrados na administragdo sistémica para o
tratamento das infeccbes ortopédicas, métodos de administracdo local de
antimicrobianos tém sido amplamente estudados e desenvolvidos, incluindo a via
intra-articular, implantes impregnados e a perfusédo regional de antimicrobianos
em membros de equinos. (WHITEHAIR et al., 1992a).

A perfusao regional (PR) foi descrita pela primeira vez em 1908, como um
método para promover a anestesia regional para determinados procedimentos
cirargicos. Posteriormente foi utilizada para a administragdo de substancias, tais
como agentes antimicrobianos e citostaticos para humanos e animais
(FINSTERBUSCH, ARGAMAN & SACKS, 1970). Na década de 90, a técnica de
PR com antimicrobianos ganhou notoriedade, sendo melhor estudada sua
utilizacdo na espécie equina. Atualmente é considerada uma terapia eficaz para
tratamento de infeccbes ortopédicas nesta espécie (FINSTERBUSH &
WEINBERG, 1972; WHITEHAIR et al.,, 1992a; WHITEHAIR et al., 1992c;
GAGNON et al., 1994 e MURPHEY, SANTSCHI & PAPICH, 1999) e em bovinos
(RODRIGUES et al., 2010;).

A PR consiste basicamente na administracdo de um farmaco sob duas

formas: através do sistema venoso regional, denominado de perfusédo regional



intravenosa (MURPHEY, SANTSCHI & PAPICH, 1999) ou diretamente na
cavidade medular, conhecido como perfuséo regional intraéssea (WHITERHAIR
et al., 1992a). Estas formas de PR sé&o indicadas para o tratamento de infec¢des
0sseas, articulares, tendineas e de tecidos moles, localizados a partir da porcdo
distal de radio (WHITEHAIR et al., 1992a; KRAMER, 2006; KRAUS, 2006 e
RUBIO-MARTINEZ e CRUZ, 2006) ou articulacéo tibio tarsica (SCHEUCH et al.,
2002 e RODRIGUES et al., 2010) até as estruturas digitais. A técnica foi utilizada
com sucesso em equinos adultos, no tratamento de tenossinovite séptica,
osteomielite, artrite e osteite podal séptica (RUBIO-MARTINEZ & CRUZ, 2006).
Pode ser utilizada ainda como método preventivo de infeccdo, durante
procedimentos cirurgicos longos (WHITEHAIR et al., 1992b) e no tratamento de
feridas cronicas localizadas nos membros (PILLE et al., 2005).

A perfusdo regional intravenosa de antimicrobianos (PRIVA) tem sido
descrita como uma terapia eficaz no tratamento de infecgdes da porcao distal de
membros de equinos (WHITEHAIR et. al., 1992a; BUTT et al., 2001 e ORSINI,
ELCE & KRAUS, 2004). O método fornece uma CIM satisfatéria nos membros,
utilizando doses mais baixas em comparacdo com a administracdo sistémica,
diminuindo o custo do tratamento e o risco de toxicidade (BUTT et al., 2001).
Além disso, a concentracao de antimicrobianos na regido do membro submetido a
PRIVA é considerada maior, quando comparada com a administracdo sistémica
(WHITEHAIR et al., 1992a e MURPHEY, SANTSCHI & PAPICH, 1999).

A preparacgao da regido para a realizagdo da PRIVA deve ser criteriosa. O
procedimento pode ser realizado sob anestesia geral ou com sedagao associada
a anestesia regional e bloqueios perineurais (BUTT et al., 2001; ORSINI, ELCE &
KRAUS, 2004). A técnica € descrita com a realizacéo do isolamento da circulacéo
sistémica, através da aplicagdo de um torniquete, resultando em elevados
gradientes de pressdo entre os compartimentos intra e extravascular. Desta
forma, ocorre a melhora da difusdo em torno dos tecidos como fluido sinovial,
tecidos moles e 0sseos, incluindo tecidos mal vascularizados, onde as bactérias
se encontram protegidas dos antimicrobianos administrados pelas vias sistémicas
convencionais (FINSTERBUSCH & WEINBERG, 1972).



Em 1999, Palmer e Hogan utilizaram xeroradiografia na aplicacdo de um
contraste em um vaso digital. Este estudo demostrou que havia perfusédo
completa de todo o sistema vascular no digito, distal ao torniquete, apos alguns
segundos da aplicacdo e que, apds 30 minutos se observa pouco contraste
presente nos espacgos vasculares e 0 mesmo se acumulava nos tecidos moles do
digito. Apos 15 minutos da retirada do torniquete o contraste continuava presente

nos tecidos, ja nao sendo mais visivel nos vasos.

Estudos sobre a microvascularizacdo dérmica revelam que durante a PR
ocorre a dilatacdo de capilares venosos e vasos linfaticos, provocando o
relaxamento entre as células endoteliais e pericitos, criando pequenas lacunas na
parede vascular, que permitem uma maior difusdo sem injuria celular. Portanto,
além de promover elevados gradientes de concentracdo, ocorre um efeito
mecanico que facilita a perfusdo do farmaco para o interior da é&rea alvo
(LANGER, SEIDLER & PARTSCH, 1996).

A PRIVA deve ser realizada em vasos regionais, pois a administracao nas
arteriolas ndo contribui para o processo de difusdo (LANGER, SEIDLER &
PARTSCH, 1996). Ha relatos da utilizacdo de PR via intrarterial na porcdo distal
do membro com miconazol para tratamento de equino com pitiose cronica
(WORSTER et al., 2000), porém os efeitos toxicos causados pelos farmacos
sobre o endotélio sdo muito mais frequentes e graves nas artérias do que nas
veias. Assim, sua utilizacdo ndo é recomendada na pratica clinica (GOTTLOB,
1972).

Sendo assim, a PRIVA deve ser realizada mediante aplicacdo de um
torniquete proximalmente ao local acometido, seguido da puncdo de uma veia
local superficial (WHITEHAIR et al., 1992a). As veias cefélica, digital palmar ou
safena séo utilizadas com sucesso (BUTT et al., 2001). Para a administracao se
usam scalps de tamanhos 18 a 20 G para animais adultos e 22 G para potros,
sendo que o0s menores diametros causam menos danos ao endotélio. As
tentativas repetidas de cateterizacdo da veia devem ser evitadas, no intuito de
preservar a parede do vaso e prevenir o extravasamento da solu¢do com acumulo

do fluido com antimicrobiano no espaco subcutaneo (RICHARDSON, 2003).



A principal vantagem da PRIVA ¢ a facilidade de sua realizac&o e por nao
requerer a necessidade de equipamento diferenciado ao da rotina clinica (BUTT
et al., 2001). Porém, em muitos casos a palpacao e a localizacdo das veias séo
dificultadas pela presenca de edema, devido a inflamacéao local. Além disso, caso
haja a necessidade de multiplas perfusdes, sua execucdo se torna dificultosa,
elevando o risco de trombose. Nestes casos, alguns profissionais optam pela
cateterizacdo, no entanto a manutencdo de cateteres nas veias desta regiao é
considerada dificil (SCOTT et al., 2000; BUTT et al., 2001).

A PRIVA pode ser realizada com o animal em posi¢cdo quadrupedal ou em
decubito, submetido a anestesia geral. Apesar de o decubito ser mais confortavel
e seguro para o cirurgido e possuir melhor controle da dor do torniquete para o
animal, o procedimento anestésico tem um custo elevado e submete o paciente a
riscos adicionais associados a anestesia (RUBIO-MARTINEZ & CRUZ, 2006).

A realizacdo da técnica em decubito € recomendada quando o animal é
submetido a cirurgia ortopédica, realizando-se assim a PRIVA concomitante ao
procedimento cirtrgico (RUBIO-MARTINEZ & CRUZ, 2006). O procedimento
pode ser executado mesmo naqueles casos que se realizam lavagem articular,
pois se comprovou que ndo hé perdas significativas de antimicrobiano quando se
realiza a PRIVA, distal ao carpo e a lavagem da articulagdo metacarpofalangica
simultaneamente. Tais procedimentos s&o realizados comumente pelos
cirurgides, durante o ato operatério para combater infeccdes sinoviais (ALKABES
etal., 2011).

Alternativamente, a técnica da PRIVA pode ser realizada em posicao
guadrupedal com seguranca, com ou sem sedacdo e anestesia perineural,
dependendo da indole do animal. (PALMER & HOGAN, 1999 e MATTSON et al.,
2005). O estimulo provido da compressao aplicada pelo torniquete pode ser
incdmodo e podera exigir uma dose adicional de sedativo, bloqueio perineural ou

a administracao de anestésico local antes da perfusdo (MOORE et al., 1992).

Dependendo da localizagdo da afeccdo e do consequente posicionamento

do torniquete, algumas opcdes de bloqueio sdo sugeridas. Quando o objetivo é a



articulacao carpica, a veia cefalica € utilizada e por isto se recomenda o bloqueio
dos nervos mediano, ulnar e musculo cutaneo, sendo o torniquete posicionado
proximal ao carpo (PALMER & HOGAN, 1999; BASSAGE & ROSS, 2003).

Quando o equino esta em posicdo quadrupedal, os tenddes flexores estao
estendidos, dificultando a aplicacdo do torniquete. Desta forma, recomenda-se
colocar pequenos rolos de gaze sobre os sulcos estabelecidos pelos tendées com
0 objetivo que a presséo exercida pelo torniquete realize a completa oclusao do
sistema venoso (PALMER & HOGAN, 1999). Deste mesmo modo, rolos de gaze
ou compressas podem ser colocados sobre a veia cefélica ou safena (CIMETTI,
MERRIAM & D’OENCH, 2004).

O sucesso da PRIVA pode ser determinado por fatores como as
propriedades do torniquete (LEVINE et al.,, 2010, ALKABES et al., 2011),
caracteristicas do paciente (BECCAR-VARELA, EPSTEIN & WHITE, 2011) e
caracteristicas da perfusdo, incluindo a selecdo antimicrobiana (MURPHEY,
SANTSCHI & PAPICH, 1999; PARRA-SANCHEZ et al, 2006) e volume perfundido
(CIMETTI, MERRIAM & D"OENCH, 2004).

O volume de perfusdo ideal é desconhecido (RUBIO-MARTINEZ & CRUZ,
2006) e pode variar entre 20 (MURPHEY, SANTSCHI & PAPICH, 1999; PALMAR
& HOGAN, 1999) a 250 mL (CIMETTI, MERRIAM & D"OENCH, 2004). Perfusdes
fazendo uso de volumes de 20 a 60 mL foram relatados em animais adultos, mas
de forma geral, utilizam-se volumes de 20 mL para perfuséo do digito e até 60 mL
para carpo e tarso (RUBIO-MARTINEZ & CRUZ, 2006), sendo que o volume de
60 mL é a escolha da maioria dos autores (HYDE et al., 2013). Nao ha na
literatura informacdes sobre o volume ideal a ser administrado, sendo mais
coerente utilizar o volume do fluido a ser perfundido correlacionado com o
tamanho do membro e da regido alvo (BUTT et al., 2001). Ainda assim, é
presuposto que um volume maior causaria uma maior pressao intravascular e
consequentemente haveria uma melhor difusdo do farmaco para os tecidos
circundantes (RUBIO-MARTINEZ & CRUZ, 2006). Por outro lado, um aumento
excessivo na pressao intravascular pode interferir na eficacia do torniquete,

resultando em extravazamento da perfuséo para a circulacéo sistémica (GRICE et



al., 1986) ou através do local de puncao venosa e tecido subcutaneo (PARRA-
SANCHEZ et al, 2006). A influéncia do volume do perfusato sobre a concentracao
de antimicrobiano no fluido sinovial, ap6s a PRIVA com gentamicina foi estudada
por Hyde et al. em 2013 e ndo foram encontradas diferencas estatisticas
significativas entre os grupos com 10, 20 e 60 mL de volume perfundido, embora
a média do grupo com menor volume foi maior do que as demais, sugerindo que a
difusdo por um gradiente de concentracdo pode ser igualmente ou mais

importante do que a distensao venosa.

Durante a administracdo do farmaco, a solugcdo € injetada sob pressédo
(WHITEHAIR et al., 1992a) para que ocorra a difusdo do antimicrobiano nos
tecidos isquémicos (FINSTERBUSCH & WEINBERG, 1972). A solucdo pode ser
administrada em bolus manualmente (BUTT et al.,, 2001) ou lentamente e de
forma controlada, geralmente na taxa de 2 mL por minuto (WHITEHAIR et al.,
1992b). A administracdo pode ser manual ou através de uma bomba de infuséo,
que pode ser utilizada devida sua facilidade e seguranca (MCKENZIE &
MURRAY, 2000).

Apés a retirada do torniquete, os tecidos ja perfundidos servem como um
depésito para o farmaco, que continua se difundir. Estudos com venografia
confirmam a ocorréncia da penetracdo de substancias nas areas infectadas
(FINSTERBUSCH & WEINBERG, 1972), confirmando que o conteddo é
distribuido via sistema venoso, até mesmo na PR intradéssea (WHITEHAIR et al.,
1992b).

A escolha do antimicrobiano a ser utilizado através da perfusdo regional
intravenosa deve ser realizada de acordo com uma série de caracteristicas
desejaveis e, portanto, suas propriedades farmacocinéticas e farmacodinamicas
devem ser conhecidas (ZHANEL, 2001).

A selecdo antimicrobiana inicial também pode ser realizada de acordo com
0S agentes patogénicos mais frequentemente associados com a infecgéo no local
(SCHNEIDER et al., 1992; MOORE et al., 1992). Porém para auxiliar e nortear

com mais precisao a selecéo, testes de cultura e sensibilidade antimicrobiana sao
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desejaveis, preferencialmente, realizados antes do inicio do tratamento (RUBIO-
MARTINEZ & CRUZ, 2006).

A principio, o farmaco deve ser sollvel em agua para serem dissolvidos em
solucéo isotdnica equilibrada de NaCl 0,9% ou solucdo de Ringer com lactato
(SCHNEIDER et al., 1992; MOORE et al.,, 1992) e possuir indicacdo de
administracao intravenosa (SANTSCHI, ADAMS & MURPHEY, 2003).

Nos equinos, a PRIVA tem sido realizada utilizando gentamicina,
amicacina, cefazolina, ceftiofur, penicilina G sédica, vancomicina (GAGNON et al.,
1994; NAVARRE et al., 1999; MURPHEY, SANTSCHI & PAPICH, 1999; BUTT et
al., 2001; PILLE et al., 2005; RUBIO-MARTINEZ et al., 2005) e marbofloxacina
(LALLEMAND et al.,2013). Dentre eles os mais comumente utilizados através da
PRIVA para o tratamento de infeccdes osteomusculares sdo 0os aminoglicosideos
(gentamicina e amicacina) (SCHNEIDER et al., 1992), pois séo efetivos contra os
patdgenos causadores de infeccBes ortopédicas mais comuns (WERNER,
HARDY & BERTONE, 2003), tornando-se uma alternativa terapéutica contra
infeccdes por bactérias gram-negativas e algumas gram positivas (WHITTEM &
HANLON, 1997). Estudos demonstram que a amicacina e a gentamicina Sao
efetivas contra mais de 80% das bactérias isoladas de afeccbes
musculoesqueléticas e também séo ativas no liquido sinovial (SNYDER et al.,
1992).

Ainda nao se estabeleceu um numero exato de perfusées a ser realizadas.
Um estudo relatou que houve melhora de feridas crénicas purulentas em
humanos depois de 4 a 6 sessbes de PRIVA (FINSTERBUSH & WEINBERG,
1972). Porém, o numero de perfusdes necessarias para eliminar uma infeccéo
articular e 6ssea em equinos é desconhecida, sendo dependentes da evolucao do
caso (BUTT et al., 2001).

Apesar de considerada eficaz, muitos profissionais utilizam a PRIVA como
um tratamento adjuvante e isso torna dificil avaliar o grau de sua efic4cia.
Normalmente esta terapia € associada a outras como, por exemplo: administracéo

sistémica de antimicrobianos; lavagem articular; debridamento cirdrgico; terapia
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antiinflamatoria e repouso (PALMER & HOGAN, 1999). As estratégias e gestao
de tratamento diferem amplamente entre os casos, impedindo comparacdes
diretas entre os relatérios clinicos. N&o h& protocolo de tratamento geral
estabelecido, observando-se amplas variacées das doses, frequéncia e intervalo
de aplicacdo. Reconhecidamente, observa-se de maneira concensual seu
resultado positivo, no tratamento das infecces ortopédicas (FINSTERBUSCH &
WEINBERG, 1972).

Ha variados relatos de protocolos que vem sendo utilizados em casos
clinicos. Geralmente as perfusdes sao realizadas uma vez por dia ou a cada 2 ou
3 dias. Nos humanos com infec¢des crbnicas se realiza a PRIVA duas vezes por
dia durante 5 a 7 dias, dependendo do antimicrobiano escolhido
(FINSTERBUSCH & WEINBERG, 1972). Em alguns casos clinicos se observa a
melhora ap6s uma Unica perfusdo. Estudos comparativos ndo foram realizados
para determinar a duracédo ideal do procedimento. O periodo em que o torniquete
deve ser mantido também é incerto, podendo ser dependente das caracteristicas
fisico-quimicas, farmacoldgicas e farmacodinamicas dos antimicrobianos, fatores
microbiolégicos da infeccdo e individuais do paciente (RUBIO-MARTINEZ et al.,
2005). Questbes importantes ainda permanecem sobre a dose adequada de
antimicrobianos, melhor volume de perfusdo e intervalo adequado entre as

perfusBes em equinos, com infec¢des ortopédicas (BUTT et al., 2001).

s

O uso da PRIVA de forma profildtica € descrita em humanos em
procedimentos cirdrgicos complexos, demonstrando resultados satisfatérios
préviamente a implantacdo de préteses em joelhos (RUBIO-MARTINEZ & CRUZ,
2006). Esta utilizacao é pouco descrita em cavalos, mas se acredita ser benéfica,
principalmente em procedimentos cirdrgicos longos, como fraturas complexas ou
artrodeses dificeis, que estdo associadas a um maior risco de infec¢cdo sinovial
(MACDONALD et al., 1994). Quando uma lesé@o é recente e ndo ha infeccéo se
recomenda de 1 a 3 perfusbes em intervalos de 24 horas para prevenir um
processo séptico (KELMER et al., 2009).

A utilizacdo da PRIVA nao esta relacionada a grandes complicac6es em

equinos, porém alguns efeitos indesejaveis sdo relatados como trombose parcial
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da veia, principalmente quando ocorrem puncdes repetidas e raras irritacbes
teciduais severas (KRAMER, 2006). Ndo h& estudos que avaliaram com critério
as alteracOes locais da perfusdo (BUTT et al., 2001; SCHEUCH et al., 2002),
embora em um estudo realizado por Rafael em 2012, a PRIVA com gentamicina
em dose Unica de 2,2mg/kg, utilizando torniquete tubular, ndo provocou a
formacdo de trombose na veia cefalica de equinos avaliados através da

ultrassonografia duplex em cores.

1.2.2.1. Torniquetes

Os torniquetes sao utilizados com frequéncia durante cirurgias ortopédicas
distais ao carpo e tarso ou durante anestesias regionais nos equinos. Para a
realizacdo da PRIVA, o torniquete € um item essencial e pode ser definido como
uma banda circunferencial apertada, que deve ser aplicada em torno de uma
extremidade para comprimir vasos sanguineos, obstruindo seu fluxo (ADAMS,
1998). Ele deve ser posicionado proximalmente ao local que apresenta infeccao
de modo que venha a obstruir satisfatoriamente os sistemas arterial e venoso
local impedindo a perfusdo sanguinea sistémica (GRICE et al., 1986) e evitando a
dissipacao do farmaco fora da érea alvo (FINSTERBUSCH & WEINBERG, 1972).
Dependendo da localizacdo do foco séptico € interessante a aplicacdo de dois
torniquetes, um proximal e um distal ao foco, administrando-se a solucdo entre
eles (WHITEHAIR et al., 1992c).

A eficacia de cada torniquete depende da sua capacidade de evitar
extravasamento da regido perfundida para a circulacdo sistémica. Aspectos como
a pressao da perfuséo, largura do torniquete, caracteristicas do paciente, local e
taxa de injecao, volume de infusdo e a exsanguinagdo prévia podem determinar a
sua eficiéncia (GRICE et al., 1986).

Para realizacdo da PRIVA é relatado o uso de diferentes modelos de
torniquetes, sendo que os principais utilizados em equinos sdo os de latex
(borracha tubular elastica), faixas elasticas (conhecidas como faixa de Esmarch) e

0s torniquetes pneumaticos (ADAMS, 1998).
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Os torniquetes pneumaticos permitem um melhor controle da pressao e a
sua aplicacdo € mais uniforme, sendo por isso considerado o torniquete que
oferece menor risco de danos aos tecidos (GRICE et al., 1986). De acordo com
Levine et al. (2010) este torniquete proporciona niveis mais elevados de

antimicrobiano no liquido sinovial em comparacédo aos outros dois modelos.

A faixa de Esmarch é uma borracha elastica semelhante a uma atadura
gue pode variar de 5 a 12 cm de largura (MCLAREN & RORABECK, 1985). Séo
comumente utilizados na rotina clinica por serem mais baratos e acessiveis do
gue os torniquetes pneumaticos (PALMER & HOGAN, 1999) e quando utilizado
por até 30 minutos, ndo se observou nenhum tipo de complicacdo (ALKABES et
al., 2011).

Os torniquetes mais estreitos como os de latex tubular foram utilizados com
sucesso (NAVARRE et al.,, 1999; BUTT et al., 2001; RODRIGUES, 2010 e
RAFAEL, 2012), porém sao considerados menos eficientes (EL-HASSAN,
HUTTON & BLACK, 1984) e mais traumaticos para os tecidos subjacentes
(ADAMS, 1998; RODRIGUES et. al, 2014). Ha relatos que discordam sobre a sua
utilizacdo e desaconselham o seu uso, pois se acredita que este material é
incapaz de proporcionar a CIM no liquido sinovial de equinos (LEVINE et al.,
2010). Entretanto, foi demonstrado que quando corretamente aplicado na regiao
do antebraco de equinos, este modelo de torniquete pode ser eficiente na PRIVA
obstruindo completamente o fluxo arterial e venoso, sendo esta observacéo

comprovada através da ultrassonografia Doppler (RAFAEL, 2012).

Outros torniquetes testados, que ndo os de borracha tubular, obtiveram
concentragbes 25 e 50 vezes acima da CIM para os principais patdégenos
associados a infecgbes articulares interfalangica distal e metacarpo falangica,
respectivamente (MURPHEY, SANTSCHI & PAPICH, 1999).

Em relacdo ao tempo ideal de permanéncia do torniquete, periodos de 30
minutos séo clinicamente praticos e eficazes (WHITEHAIR et al., 1992c; PALMER
& HOGAN, 1999), embora periodos mais longos (até 1 hora) foram utilizados sem
apresentar efeitos adversos (KETTNER, PARKER & WATROUS, 2003).
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A presséao aplicada por um torniquete é muito variavel, sendo considerada
totalmente aplicador-dependente e por isso dificil de padronizar. A aplicagéo ideal
€ a que possui um pressdao minima necessaria para a completa obstrucdo do
sistema venoso local, que tem sido definido como cerca de 100 mmHg (ADAMS,
1998). No entanto, os valores de pressao ndo sao conhecidos quando utilizado
torniquetes de borracha (GAGNON et al., 1994 e SCHEUCH et al., 2002).

O uso de torniquetes tem sido associado com inumeras complicacdes. O
torniquete pneuméatico é considerado mais seguro do que o torniquete de
Esmarch, devido a sua estrutura contornar o membro mais uniformemente
(GRICE et al., 1986). As principais alteracfes relatadas apdés a aplicacdo do
torniguete incluem edema, atraso da recuperacao da forca muscular, compressao
por neuropraxia, hematoma, lesdo vascular, necrose do tecido e sindrome
compartimental (WAKAI et al., 2001).

E comum a realizacdo da exsanguinacdo ou sangria antes da infuséo.
Geralmente, utiliza-se a faixa de Esmarch para exsanguinacao, aplicando-a
apartir da porcdo mais distal do membro. A faixa é esticada de maneira uniforme
e enrolada no membro, sobrepondo-se a metade da largura da faixa de baixo até
o local onde se realiza a puncédo e a retirada de sangue quando se opta também
pela sangria (MATTSON et al, 2005). Nestes casos, recomenda-se cateterizar a
veia superficial antes da sangria do membro, pois ap0s a sangria pode haver
colapso e 0 acesso para cateterizacdo se torna mais dificil. A PRIVA pode ser
realizada com sucesso sem a necessidade da exsanguinagcdo ou sangria
(MATTSON et al., 2005), entretanto, o volume total da perfuséo deve ser reduzido
porque o volume combinado do sangue e o farmaco podem diminuir a eficacia do

torniquete por aumentar a pressédo (GRICE et al., 1986).

1.3. Sulfato de Gentamicina

O sulfato de gentamicina é um aminoglicosideo produzido por
actinomicetos do genero Micromonospora purpUrea. Sua composicado € um

complexo constituido por trés componentes principais: gentamicina C1, C2 e Cla,
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além de outros dois componententes C2a e C2b em menor quantidade
(MARTINDALE,2002).

Possui acdo bactericida contra bactérias gram-negativas aerdbicas, alguns
estafilococos como Staphylococcus aureus e outras bactérias gram-positivas
(MARTINDALE, 2002). O farmaco promove inibicdo da sintese proteica, ligando-
se irreversivelmente a subunidade 30S do ribossoma bacteriano, que interfere
com o0s varios mecanismos do processo de inibicdo da traducdo do mRNA e
consequentemente, na sintese de proteinas (CHAMBERS, 2010). Assim como
nos demais aminoglicosideos, o efeito bactericida da gentamicina é concentracao
dependente (MOORE, LIETMAN & SMITH, 1987 e CHAMBERS, 2010) e
apresenta um efeito pds-antibidtico significativo. Assim, a administracdo sob a
forma de uma dose alta Unica, pode apresentar maior efichcia do que em
multiplas doses baixas (CHAMBERS, 2010). Portanto tratamentos através da PR
sdo preferiveis, pois diminuem o risco de toxidade renal, uma vez que
concentracOes altas sdo alcancadas com doses menores por esta via, em
comparacao com a necessidade da administracdo sistémica (WERNER, HARDY
& BERTONE, 2003).

Apesar de ser comum o relato de resisténcia bacteriana durante a
utiizacdo da gentamicina (MOORE et al., 1992; ORSINI et al.,, 1989), este
aminoglicosideo é utilizado frequentemente na PRIVA em equinos, podendo ser
administrado nas doses de 100 mg (SANTSCHI, ADAMS & MURPHEY, 1998;
BUTT et al.,, 2001) a 1 g (WHITEHAIR et al., 1992b) ou calculada através da
massa corporal na dose de 2,2 mg/kg (MATTSON et al., 2005). Em potros se
recomenda utilizar 50 mg por perfusdo (SANTSCHI, ADAMS & MURPHEY, 1998).

Cerca de 70% a 85% das bactérias isoladas de articulagbes sépticas de
equinos sdo susceptiveis a gentamicina (MOORE et al., 1992). Um estudo que
investigou infecgbes experimentais por Staphylococcus aureus, na articulagcdo
carpica de cavalos relatou uma significativa diminuicdo do numero de leucdcitos
médios e cultura negativa em alguns animais por 24 horas, apés uma unica PR
com gentamicina (WHITEHAIR et al, 1992c).
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Na concentracdo de 2 a 10 pg/mL, inibiu in vitro, varias cepas de
estafilococos, coliformes e outras bactérias gram-negativas (CHAMBERS, 2010).
A CIM de gentamicina contra 0s principais patdgenos encontrados na artrite
séptica de equinos pode variar de 1 a 8 pug/mL (BAGGOT&PRESCOTT, 1987;
DOWLING, 2010). Em um isolado bacteriano comum nos equinos a CIM pode ser
considerada de 2 pug / mL (LLOYD et al., 1988).

Em relacdo as propriedades farmacocinéticas, a gentamicina € pouco
absorvida no trato intestinal normal, porém possui boa absor¢cdo apés injecdo
intramuscular ou subcutanea e logo apés administracdo parenteral, obtém-se
concentracdo efetiva no liquido sinovial em equinos. A sua excregdo é
exclusivamente renal, através da filtracdo glomerular e a meia vida é de
aproximadamente 1,4 a 1,8 horas em bovinos, ovinos e caprinos, 1,9 horas em

suinos e 2,2 a 2,8 horas em equinos e humanos (BAGGOT, 2010).

Assim como os demais aminoglicosideos, a gentamicina pode provocar 0s
mais variados graus de ototoxicidade e nefrotoxidade, quando utilizados por mais
de 5 dias em doses elevadas (DOWLING, 2010 e KATZUNG, 2010).

1.4. Farmacocinética e parametros farmacocinéticos

Segundo a definicdo, farmacocinética € o estudo do curso das
concentragcfes dos farmacos e dos metabdlitos ao longo do tempo, nos diversos
liquidos e tecidos do organismo. Além disso, estuda em termos quantitativos, os
processos de absorcéo, distribuicdo, metabolismo e excrecéo, correspondendo a
mensuracdo do que o organismo faz com os farmacos, diferenciando-se da
farmacodinamica, que se ocupa do estudo do que os farmacos fazem com o
organismo. Para tal, desenvolveram-se modelos matematicos que permitem estas
interpretacbes (WAGNER, 1975; BENET et al, 1996; SCHELLACK, 2005;
ARANCIBIA, 2010).

E possivel através dos conhecimentos da farmacocinética dos

antimicrobianos e das caracteristicas do microorganismo alvo, estimar a posologia
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(alcance de um nivel de concentracdo eficaz, acima da CIM), via de
administracao, intervalo de administracdo (manutencéo acima da CIM) e duracdo
da terapia mais adequada. Desta forma, busca-se alcancar o melhor resultado
terapéutico e reduzir a probabilidade de efeitos toxicos potenciais (SANCHEZ &
LANUSSE, 1996 e ANVISA, 2008).

Para a andlise farmacocinética, praticamente todos os fluidos organicos
como plasma, sangue, soro, leite e urina podem ser utilizados (TOZER &
ROWLAND, 2009). Os dados mais importantes na avaliacdo da eficacia dos
antimicrobianos sdo: concentracdo maxima (Cnax) € a area sob a curva (AUC).
Além disso, os parametros como depuracdo, volume de distribuicdo, meia-vida,
tempo de residéncia médio e relacdo de areas devem ser considerados. Os
célculos destes parametros permitem estimar dose, via e intervalo de aplicacéo
mais indicados (BARRAGRY, 1994).

A depuragcdo ou clearance (Cl) indica a capacidade do organismo em
eliminar o farmaco, o volume de distribuicdo (Vd) representa o espaco aparente
no organismo disponivel para receber o medicamento, a meia vida (t12) expressa
a taxa de reducdo da concentracdo durante a fase de excrecdo em funcéo do
tempo e é utilizada para definir o intervalo entre doses, a area sob a curva (AUC)
indica a taxa de absorcdo do farmaco e o tempo de residéncia médio (MRT)
corresponde ao tempo médio que as moléculas de um medicamento permanecem

no organismo apos a administracdo de uma unica dose (BAGGOT, 2010).

Apés a administracdo de uma Unica dose, por qualquer via, a AUC pode
ser estimada pela regra trapezoidal linear, do momento zero até a ultima medicao
da concentracdo plasmatica do medicamento, com extrapolacdo para o infinito,
assumindo um declinio log-linear (BAGGOT, 2010).

A principal medida de atividade antimicrobiana é a concentracao inibitéria
minima (CIM). Pode ser definida como a concentracdo mais baixa de antibiético
gue inibe 50% (CIMsp) ou 90% (CIMgp) do crescimento de microrganismos in vitro.
A CIM é um bom indicador da eficiéncia de um antimicrobiano, porém nao indica o

tempo que o farmaco permanece ativo (BAGGOT, 2010). As caracteristicas
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farmacocinéticas como a concentracdo sérica ao longo do tempo e a AUC tempo-
concentracdo sérica, quando associadas aos valores da CIM, podem predizer a
probabilidade de erradicacdo bacteriana e de sucesso clinico (GIGUERE, 2010).

2. OBJETIVOS

e Determinar e comparar a farmacocinética do sulfato de gentamicina, no
plasma e liquido sinovial da articulacdo do carpo de equinos submetidos a
PR na veia cefélica em dose Unica de 2,2 mg/kg, com a utilizacdo de dois
modelos de torniquetes;

e Comparar as concentracdes de gentamicina no liquido sinovial com a
concentracdo inibitéria minima, preconizada para as principais bactérias
causadoras de artrites sépticas em equinos;

e Avaliar a efichcia e seguranca de dois modelos de torniquetes
rotineiramente utilizados para a PRIVA, através da avaliacdo da
farmacocinética da gentamicina e ultrassonografia Doppler triplex da veia

cefélica e artéria mediana.

3. MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi desenvolvido no Hospital Veterinario da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ), Universidade Estadual Paulista “Julio
de Mesquita Filho” (UNESP), Campus de Botucatu. A pesquisa contou com a
aprovagdo do Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia — UNESP — Campus Botucatu, protocolo n°
113/2013.
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3.1. Animais e Grupos

Foram utilizados dez equinos adultos, sem racga definida, de idade variando
entre 10 e 15 anos, sadios, sem histérico prévio de afec¢cdes no aparelho
locomotor. Os equinos ficaram alojados em baias individuais e foram alimentados
com racao comercial na proporcao de 1% do peso vivo, dividida em duas porgoes,
oferecidas no periodo matutino e vespertino, além de receberem feno e agua ad

libitum.

Os animais foram divididos em dois grupos escolhidos aleatoriamente
(Tabela 1), sendo um grupo de cinco equinos submetidos ao torniquete tubular de
latex (GTT) e outros cinco animais que receberam o torniquete de Esmarch
(GTE). Objetivando minimizar variagdes vasculares individuais, foram designados
aletoriamente o tratamento do membro toracico direito ou esquerdo, sendo o

mesmo procedimento adotado para o GTE.

No intuito de proteger os tecidos musculares e nervosos da regido de
possiveis danos causados pelo torniquete do GTT, devido as suas caracteristicas
gue permite uma estreita superficie de contato entre 0 membro e o torniquete, no
momento da aplicacdo o mesmo foi posicionado sobre uma compressa cirargica

em todos os animais do GTT.

TABELA 1 — Relacdo dos animais submetidos ao tratamento com PRIVA (Perfusao Regional
Intravenosa de Antimicrobianos) com sulfato de gentamicina na dose de 2,2mg/kg nos grupos GTT
(Grupo Torniquete Tubular) e GTE (Grupo Torniguete Esmarch).

Animal Sexo Membro tratado Peso (kg)
Al Fémea MTD 343
A2 Macho MTD 384
A3 Fémea MTD 390
A4 Macho MTE 390
A5 Fémea MTE 362
A6 Macho MTE 335
A7 Macho MTE 351
A8 Fémea MTE 286
A9 Fémea MTD 345

Al10 Macho MTD 370

MTD = Membro Toracico Direito, MTE= Membro Toracico Esquerdo.
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3.2. Preparacao dos animais

Todos os animais foram pesados e identificados e aleatoriamente
distribuidos nos grupos e sequéncia de realizacdo. A tricotomia do membro
toracico direito ou esquerdo foi realizada 24 horas antes do inicio do experimento,

a partir da regido mais proximal do radio até a quartela.

Coletas de sangue através de venopuncdo jugular com sistema & vacuo®
foram realizadas em dois momentos, sendo 24 horas antes do inicio do
experimento e 24 horas ap06s o término do experimento. Em cada momento foram
coletadas duas amostras, sendo uma em tubo contendo anticoagulante para
analise hematologica e outra em tubo seco com ativador de coagulacdo para
analise bioquimica, sendo o soro transferido para tubo ependorf logo apoés a
centrifugagcéo do tubo a 3.000 rotagdes por minuto (RPM) durante 10 minutos.
Ambas as amostras foram enviadas ao laboratério para a realizacdo de
hemograma completo: hemoglobina; nimero de hemacias; hematdcrito; contagem
total e diferencial de leucdcitos; proteina total e fibrinogénio e exame bioquimico
das enzimas hepaticas (incluindo gama glutamina transferase, aspartato amino
transferase e fosfatase alcalina), funcéo renal (uréia e creatinina) e proteina total
sérica e albumina de todos os animais. Esta pratica objetivou o acompanhamento
clinico e laboratorial, até o término da fase de coleta das amostras com o objetivo
de certificar a manutencdo da higidez articular, considerando as artrocenteses

seriadas realizadas.

3.3. Procedimentos

Os animais foram mantidos em posicédo quadrupedal e contidos em tronco

especifico para equinos, onde permaneceram durante todo o procedimento.

! Tubos, agulhas e adaptador Vacutainer® — BD Brasil, S30 Paulo/SP
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Um cateter calibre 14G? foi colocado na veia jugular, sendo seu
posicionamento correspondente ao lado contrario do escolhido para a PRIVA. Em
seguida, administrou-se cloridrato de detomidina® na dose de 30 pg/kg.

No intuito de amenizar o desconforto dos animais sem interferir nos
parametros farmacocinéticos como demonstrado por Mahne et al (2013), optou-se
pela realizacdo de bloqueios perineurais dos nervos mediano, ulnar e muasculo
cutaneo (Figura 1). Estes foram realizados com a administracdo de 20 mL de
cloridrato de lidocaina 2%” (sem vasoconstritor) em cada bloqueio, através de

uma seringa plastica de 20 mL® e agulha hipodérmica 30X8°, ambas descartaveis.

FIGURA 1 - Bloqueio perineural dos nervos do membro toracico. a. nervo mediano. b. nervo ulnar

e c. nervo musculo- cutaneo.

Apdés 10 minutos da realizacdo do bloqueio perineural, aplicou-se o
torniquete correspondente ao grupo definido. No GTT foi utilizado o torniquete
tubular de latex nimero 202 (Figura 2a e 3a) e no GTE o torniquete de Esmarch
10 cm (Figura 2b e 3b).

2 NIPRO®, Sorocaba/SP

® Dormiun® — Agener Unio, S&o Paulo/SP

* Xylestesin 2%® - Cristélia, Itapira/SP

® BD Plastipak® com Luer Slip descartavel sem agulha — BD Brasil, Sio Paulo/SP
6 BD Precision Glide® — BD Brasil, S30 Paulo/SP
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FIGURA 2 - a. Torniquete tubular de latex nimero 202. b. torniquete de Esmarch.

FIGURA 3 - Torniquetes aplicados no terco médio do radio de equinos para a realizacao da
PRIVA (Perfusdo Regional Intravenosa de Antimicrobianos) com gentamicina - a. Torniquete

tubular de latex nimero 202. b. torniquete de Esmarch.

Todos os torniquetes foram aplicados pelo mesmo individuo em ambos o0s

grupos, com a padronizagdo de quatro voltas do material elastico ao redor do



23

membro, no sentido anti-horario (aplicador destro), posicionados no terco médio

do radio e mantidos durante 30 minutos.

A seguir foi acessada a veia cefélica (v. cephalica) através da venopuncao
com um escalpe 19G’, acoplado a uma torneira de trés vias® e nao foi realizada

exsanguinacao.

O volume do farmaco a ser perfundido foi calculado utilizando-se a dose de
2,2 mg/kg de sulfato de gentamicina®. O volume foi dividido igualmente em duas
seringas e adicionada solucdo salina fisiolégica (NaCl 0,9%), até obter o volume
total de 20 mL em cada uma das duas seringas. A administragcdo da solucéo,
contendo sulfato de gentamicina e solucéo salina fisioldgica foi realizada de forma
continua, com duracdo de 1 a 5 minutos, através da torneira de trés vias,
acoplada ao escalpe (Figura 4a/b). O torniquete foi retirado do local apés 30

minutos da infusdo completa do antimicrobiano.

FIGURA 4 - a. Perfusao regional intravenosa na veia cefélica, com torniquete tubular (GTT). b.

Perfuséo regional intravenosa na veia cefalica com torniquete de Esmarch (GTE).

As amostras de liquido sinovial da articulagdo radio cérpica (articulatio
radiocarpea) e sangue da veia jugular dos animais foram coletadas antes do inicio
do tratamento (M0), 15 minutos (M15"), 30 minutos (M30"), 1 hora (M1h), 2 horas

" BD 19G - dispositivo para infus&o intravenosa - BD Brasil, S&o Paulo/SP
8 Torneira 3 vias bico Luer Lock — Injex, Ourinhos/SP
® Gentrin — Ouro Fino Satide Animal, Cravinhos/SP.
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(M2h), 4 horas (M4h), 6 horas (M6h), 8 horas (M8h), 12 horas (M12h), 24 horas
(M24h) e 48 horas (M48h) apds a administracdo do sulfato de gentamicina. As
amostras colhidas no M15 e M30" foram realizadas antes da retirada do

torniquete.

As amostras foram obtidas através de artrocenteses seriada (Figura 5), por
meio de agulhas hipodérmicas 30 x 0,8mm e seringa de 5 mL, ambas
descartaveis, onde fracbes contendo 0,5 a 1 mL foram acondicionadas
imediatamente em tubos ependorf e armazenadas a uma temperatura de -20 °C.
O local da artrocentese foi precedido de antissepsia com solugéo de digluconato

de clorexidina a 0,5%.

FIGURA 5 — Artrocentese da articulagdo radio carpica para obtencao das amostras de liquido

sinovial do membro tratado.

As amostras de sangue foram coletadas em tubos contendo heparina,
centrifugadas imediatamente e o plasma obtido armazenado em tubos ependorf.

As amostras ficaram sob congelacdo a -20°C até o envio para analise.

10 Riohex 0,5%® - Rioquimica, Sdo José do Rio Preto.



25

3.4. Determinacdo da Concentracdo e Analise Farmacocinética da

Gentamicina

A determinacdo das concentracbes de gentamicina e analise
farmacocinética foram realizadas no laboratério de toxicologia do Departamento
de Principios Ativos Naturais e Toxicologia da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas - FcFar — UNESP — Araraquara.

Um método bioanalitico para a determinacédo de gentamicina em plasma e
liquido sinovial por HPLC-MS/Ms foi desenvolvido e validado. Os limites de
confianga do método analitico foram determinados de acordo com a resolucédo da
ANVISA (RDC n°27, de 17 de maio de 2012) para a validacdo de métodos

bioanaliticos.

Foi utilizado sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
Waters Alliance” equipado com detector de massas, coluna Symmetry” Cig, 3,5
um, 2,1 mm x 50 mm, com injetor automatico. A fase movel foi constituida dos
solventes acetonitrila e solucdo de acido férmico a 0,1% em modo isocréatico
(80:20) com fluxo de 0,2mL/min e o volume de injegdo de 20uL. A deteccédo
espectrométrica de massa foi realizada através de um instrumento triplo
guadripolo (MS/MS), utilizando o monitoramento de reacdes mdultiplas (MRM).
fons foram gerados em modo de ionizag&o positiva, utilizando uma interface de
eletro-spray. Os parametros utilizados foram: capilaridade 3,5 kV, extrator 3V,
voltagem do cone 20V, colisdo 15V, temperatura da interface 120°C e
temperatura de dessolvatacdo 450°C. O fluxo de gas de dessolvatacao
(nitrogénio) foi de 800L/h.

As transicbes monitoradas, obtidas a partir do MRM da gentamicina foram
m/z 478,3- 322,3. Para o padréo interno estreptomicina, a transicdo monitorizada
foi m/z 582,0 -263,25. O processamento das amostras foi feito pela acidificacao
da matriz biolégica com HCIl 10% seguida por precipitagdo de proteinas com
MeOH.

O método bioanalitico desenvolvido neste trabalho atendeu aos requisitos
necesséarios para ser aplicado na quantificacdo dos farmacos em amostras de
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plasma e liquido sinovial para andlise farmacocinética, sendo linear, preciso,
exato e sensivel. A faixa de linearidade do método para foi de 1,0 a 150 pg/mL
em plasma (r*=0,998) e de 1,0 a 75 ug/mL em liquido sinovial (r?=0,9994). Os
resultados de precisdo e exatiddo indicam valores adequados de coeficiente de
variacdo (inferiores a 15%), demonstrando repetibilidade e reprodutibilidade
satisfatorias para a aplicacdo do método. Os valores de limite de quantificacdo e
limite de deteccdo foram igualmente considerados satisfatorios para a aplicacéo
do método em estudo de farmacocinética. O fArmaco apresentou estabilidade nas
amostras biolégicas por um periodo de até 6 horas quando mantidos em
temperatura ambiente, por 24 horas apds 0 processamento e também apds 3

ciclos de congelamento e descongelamento.

Os parametros farmacocinéticos foram estimados por uma analise
monocompartimental utilizando o programa Phoenix WinNonLin (Pharsigth

Corporation).

3.5. Ultrassonografia Doppler

Foi utilizado um aparelho ultrassonografico MyLab30 Vet Gold'* (Processo
FAPESP: 2010/01560-4) com transdutor linear multifrequencial de 8-13 MHz para
avaliacdo da presenca ou ausencia de fluxo vascular na veia cefalica e artéria
mediana, apos a aplicacdo do torniquete para a execug¢do dos procedimentos
(Figura 6).

O membro toracico tratado foi avaliado através da ultrassonografia em
modo B e Doppler triplex antes do procedimento (M0), 15 minutos ap6s a PRIVA

(M15") e 15 minutos, apés a retirada do torniquete em ambos 0s grupos.

11 Aparelho Ultrassom MyLab 30 Vet Gold - Esaote Health Care do Brasil, Sio Paulo/SP.
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FIGURA 6 - Realizacdo de exame ultrassonografico da veia cefalica e artéria mediana do membro

toracico a ser tratado.

3.6. Anélise Estatistica

As analises estatisticas da comparacdo entre as concentracbes de
gentamicina por momentos entre os grupos foram realizadas empregando-se o
teste t-student através do programa R (R Project, 2008). Os parametros
farmacocinéticos foram analisados através do programa Graphpad Prism 6. O

nivel de significAncia estatistica foi definido como P<0,05.

4. RESULTADOS

4.1. Animais e procedimentos

A realizacdo dos procedimentos com o animal em tronco de contencéo
permitiu o decorrer do experimento de forma segura e adequada ao procedimento
de perfusdo e as artrocenteses, possibilitando seguranca tanto ao técnico quanto

ao animal.

Os bloqueios perineurais minimizaram o desconforto causado pelos

torniquetes de forma adequada, quando associados a sedacédo, possibilitando a
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realizacdo do procedimento com seguranca. Apenas um animal (A15) apresentou
sinais de desconforto moderado, proximo ao periodo de 30 minutos, apés a
aplicacdo do torniguete, sendo necessario repetir a sedacgao.

As coletas das amostras de liquido sinovial do carpo, através das
artrocenteses ocorreram sem dificuldades e o volume coletado por amostra foi
suficiente, apesar das puncdes seriadas em curto intervalo de tempo e com
presenca de contaminacdo por sangue, especialmente nas primeiras horas de
experimento. N&o foram observadas complicacbes graves decorrentes das
artrocenteses, exceto moderado edema na regido da articulagdo, que retornaram
a normalidade em até 72 horas, prolongando-se apenas no animal A9, onde foi

necessario um periodo maior para a resolucao completa do edema.

Considerando-se 0s aspectos clinicos gerais e locais, ndo foram
observadas complicagbes clinicas relevantes, devido aos procedimentos de
perfusdo nos animais de ambos os grupos, com excecao de discreto edema da
veia cefalica no local da perfusdo de alguns animais, com resolucdo espontanea

apos algumas horas.

4.2. Andlises Laboratoriais

A andlise individual dos hemogramas, leucogramas e enzimas hepaticas e
renais de todos os animais se mantiveram dentro dos padrbes de normalidade,
nao apresentando alteracdes significativas, previamente e posteriormente ao

experimento.

4.3. Determinacao da concentragdo do antimicrobiano nas amostras
de plasma e liquido sinovial

O limite de deteccgéo (LD) da concentracdo de gentamicina foi de 0,5 pg/mL
e o limite de quantificacdo (LQ) foi de 1 pg/mL. As concentracdes individuais,

meédias e desvio padrdo no liquido sinovial da articulagdo do carpo nos dois
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grupos estédo representadas na Tabela 2, porém nao apresentaram diferencas

significativas entre os grupos (P>0,05).

A Chax experimental obtida no liquido sinovial foi de 1.100,01 pg/mL e
559,18 pg/mL, ambas no M15" no GTT e GTE, respectivamente. O farmaco foi
detectado até 48 horas (2,10 pg/mL) em apenas um animal (A4) no GTT e em trés
animais (A6, A7 e A9) no GTE, com a média de 3,90 pg/mL entre eles. Apesar de
haver deteccdo do farmaco em ambos grupos em M48h, no GTT obteve-se um
valor muito proximo a CIM desejada para a gentamicina (2 pg/mL) e no GTE um
valor de até 3 vezes maior que a CIM foi encontrada no mesmo momento em um
dos animais (A9). Os valores individuais estéo representados nas Figuras 7 e 8
para os grupos GTT e GTE respectivamente e a média das concentracbes entre

0S grupos na Figura 9.

TABELA 2 - Concentragdes de gentamicina (ug/mL), média* e desvio padrdo (DP) no liquido
sinovial dos equinos (n=10) tratados por via intravenosa regional com gentamicina (2,2 mg/kg) ao
longo do tempo (momentos) com a utilizacdo de dois modelos de torniquetes: Grupo Torniquete
Tubular (GTT) e Grupo Torniquete Esmarch (GTE).

Concentracdo de gentamicina no liquido sinovial
M15” M30” M1h M2h M4h M6h M8h M12h M24h M48h M72h
Al 124,73 169,93 43,75 21,53 1856 12,11 7,54 2,67 ND ND ND
A2 426,39 238,55 167,32 39,1 15,73 12,41 8,99 8,3 ND ND ND
A3 349,38 159,78 71,47 41,4 25,77 11,27 7,1 4,19 ND ND ND

E A4 931,87 803,82 1999 5838 40,02 2054 1535 1052 354 21 ND

A5 1.100,01 507,02 53,12 3931 418 2846 27,86 1968 7,32 ND ND

Média* 586,48 375,82 107,11 39,94 2838 16,96 1337 907 543 2,1 ]
(DP) (+411,72) (+277,62) (+71,48) (+13,06) (+12,03) (+7,44) (+8,75) (+6,71) (+2,67) -

A6 56,98 50,07 7484 353 2388 21,85 1657 9,99 388 199 ND

A7 162,77 146,82 4232 4104 3167 3695 5287 3633 136 24 ND

u| A8 5678 309,82 162,09 5555 1824 14,25 10,18 567 239 ND  ND

G| A9 55918 289,35 64,36 11056 76,51 41,08 28,97 1444 506 7,31 ND

Al10 100,76 232,78 103,88 64,64 42,24 20,76 1282 1445 185 ND ND

Média* 187,29 205,77 89,5 61,42 3851 26,98 2428 1617 535 39
(DP) (+212,37) (+107,54) (+46,23) (£29,82) (+23,07) (+11,46) (+17,53) (+11,84) (+4,78) (+2,96)

* Média entre as concentracdes de gentamicina acima do limite de deteccdo (LD = 0,5 pg/mL). ND
= Nao detectado. DP = Desvio Padrdo. Ndo houveram diferencas estatisticas entre os grupos
(P>0,05).
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FIGURA 7 - Representacao grafica dos valores individuais das concentragbes de gentamicina

(ug/mL) nos diferentes momentos, no liquido sinovial dos animais submetidos ao tratamento do
GTT (dose 2,2 mg/kg, n=5).
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FIGURA 8 - Representacdo grafica dos valores individuais das concentracdes de gentamicina

(ug/mL) ao longo do tempo (momentos), no liquido sinovial dos animais submetidos ao tratamento
do GTE (dose 2,2 mg/kg, n=5).
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FIGURA 9 - Representacao grafica dos valores médios das concentracdes de gentamicina
(ug/mL) ao longo do tempo (momentos), no liquido sinovial dos animais submetidos ao tratamento
do GTT e GTE (dose 2,2 mg/kg, n=5) e concentragéo inibitéria minima (CIM) = 2pug/mL.

No liquido sinovial, entre os momentos compreendidos entre M15" e M1h,
foi possivel observar que os valores médios da concentracdo de gentamicina
foram superiores no GTT em relacdo ao GTE, seguido de uma inversao, onde os
valores de GTE foram maiores entre os periodos M2h e M12h. Até 48 horas
(M48h) apds a administracdo, se observa animais com concentracdo acima da

CIM (2 pg/mL) em ambos os grupos.

Na Tabela 3 encontram-se as concentragbes individuais de gentamicina,
médias e desvio padrdo no plasma, durante 0s momentos nos dois grupos. Nao

foi observada diferenca estatistica entre os grupos (P>0,05).
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TABELA 3 - Concentracdes de gentamicina (ug/mL) média* e desvio padrdo (DP) no plasma dos
equinos (n=10) tratados por via intravenosa regional com gentamicina (2,2 mg/kg) ao longo do
tempo com a utilizagéo de dois modelos de torniquetes: Grupo Torniquete Tubular (GTT) e Grupo
Torniguete Esmarch (GTE).

Concentracdo de gentamicina no plasma

M15°  M30° M1h M2h M4h M6h M8h  M12h M24h M48h M72h

Al 1220 1742 1639 1183 581 529 071 ND ND ND ND

A2 8,30 2327 26,10 24,08 16,00 368 340 094 ND ND ND

_ | A3 ND 070 7,63 464 68 525 319 1,73 054 ND  ND

ol A4 ND ND 351 10,82 1248 1025 6,99 2,04 017 ND ND

A5 349 305 555 866 876 574 666 351 060 ND ND

Média* 8,00 11,11 11,84 12,00 9,99 6,04 4,19 206 0,43 ) )
(DP) (4,37 (£10,97) (£9,36) (£7,29) (+4,21) (£2,48) (£2,63) (+1,08) (+0,23)

ND 083 921 844 11,32 592 531 214 1,32 ND ND

A7 2,44 3524 19,89 921 854 331 164 ND ND ND ND

| A8 ND ND 520 68 555 359 225 1,96 ND ND  ND

o A9 ND ND 1051 436 332 221 ND ND ND ND ND

A10 ND ND 11,86 10,77 7,17 602 387 150 ND ND  ND

Média* 2,44 18,04 11,33 7,92 7,18 421 327 187 1,32 ) )

(DP) - (324,33) (#5,39) (£2,44) (£3,02) (+1,69) (+1,66) (¥0,33) -

* Média entre as concentra¢des de gentamicina acima do limite de detec¢éo (LD = 0,5 pg/mL). ND
= N&o detectado. DP = Desvio Padrdo. Nao houveram diferencas estatisticas entre os grupos
(P>0,05).

No plasma, a Cnax encontrada foi de 26,10 pg/mL no M1h no GTT e 35,24
pg/mL no M30” no GTE. Concentragdes acima da CIM foram encontradas no
plasma em até 12 horas apdés a aplicacdo em ambos os grupos. No periodo
correspondente a permanéncia do torniquete (até M30"), somente em 1 animal
(A4) do GTT e em 3 animais (A8, A9 e A10) do GTE néo foram detectados
gentamicina no plasma. Os valores individuais estdo representados nas Figuras
10 e 11 para os grupos GTT e GTE respectivamente e a média das

concentragdes entre 0s grupos na Figura 12.
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FIGURA 10 - Representacao grafica dos valores individuais das concentragfes de gentamicina
(ug/mL) ao longo do tempo (momentos), no plasma dos animais submetidos ao tratamento do GTT
(dose 2,2 mg/kg, n=5).
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FIGURA 11 - Representacdo grafica dos valores individuais das concentragfes de gentamicina
(ug/mL) ao longo do tempo (momentos), no plasma dos animais submetidos ao tratamento do
GTE (dose 2,2 mg/kg, n=5).
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FIGURA 12 - Representacdo grafica dos valores médios das concentracBes de gentamicina
(ug/mL) ao longo do tempo (momentos), no plasma dos animais submetidos ao tratamento do GTT
e GTE (dose 2,2 mg/kg, n=5) e concentracgao inibitoria minima (CIM) = 2pg/mL.

No plasma, observa-se no GTT o aumento da concentracdo até o M2h
seguido pelo decaimento até o M24h. No GTE observa-se um elevado pico em
M30’, com a diminui¢@o a partir deste momento até o M24h. Até 12 horas (M12h)
ap6s a administragdo, se observa concentragdo acima da CIM (2 pg/mL) em
ambos 0s grupos.

4.4. Andlise Farmacocinética

A partir da analise das concentra¢gfes da gentamicina no GTT e no GTE,
aplicou-se modelos matematicos que apontaram a analise farmacocinética
monocompartimental, como adequada para avaliar os dados obtidos,
considerando o comportamento do farmaco no organismo animal. As curvas de
concentragdo plasmética e sinovial versus tempo estdo representadas nas

Figuras 13 e 14 para os grupos GTT e GTE, respectivamente.
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FIGURA 13 - Representacdo grafica do decaimento das concentragbes médias (IC95) de
gentamicina (ug/mL) ao longo do tempo em plasma e liquido sinovial dos animais no GTT (Grupo
Torniquete Tubular), submetidos ao tratamento (dose 2,2 mg/kg, n=5). Escala logaritmica.
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FIGURA 14 - Representacdo grafica do decaimento das concentracdes médias (IC95) de

gentamicina (ug/mL) ao longo do tempo em plasma e liquido sinovial dos animais no GTE (Grupo

Torniquete Esmarch), submetidos ao tratamento (dose 2,2 mg/kg, n=5). Escala logaritmica.
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Os valores individuais dos parametros farmacocinéticos da gentamicina, a
partir das curvas de concentragcdo, no liquido sinovial e plasma versus tempo

estéo representados nas Tabelas 4 e 5, respectivamente.

TABELA 4 - Pardmetros farmacocinéticos individuais, média e desvio padrdo (DP) da gentamicina
no liquido sinovial, apés a perfusdo regional intravenosa (2,2 mg/kg) em equinos (n=10) com a
utilizacdo de dois modelos de torniquetes: Grupo Torniquete Tubular (GTT) e Grupo Torniquete de
Esmarch (GTE).

Parametros farmacocinéticos no liquido sinovial

Meia vida
kel minY) eliminacdo S ™ vd mikg) MRT (min)
(min) min.kg)
Al 0,0040 173,2500 0,1498 37,4570 214,1375
A2 0,0010 693,0000 0,0516 51,6030 589,9003
A3 0,0050 138,6000 0,1166 23,3203 158,6054
A4 0,0040 173,2500 0,5670 141,7492 356,3120
A5 0,0008 866,2500 0,0205 25,5703 271,5291
Média 0,0030 408,8700 0,1811 55,9400 318,0969
(DP)  (+0,0019)  (+344,2404)  (£0,2217)  (+49,2697) (+168,6350)
A6 0,0007 990,0000 0,0738 105,3861 990,3248
A7 0,0010 693,0000 0,0343 34,3102 869,2641
A8 0,0020 346,5000 0,0689 34,4693 275,2529
A9 0,0006 1155,0000 0,0303 50,4254 1258,4985
A10 0,0020 346,5000 0,0534 26,7104 294,3492
Média 0,0013 706,2000 0,0521 50,2603 737,5379

(DP)  (x0,0007) (+367,7317) (¢0,0197)  (£32,0048) (+436,6854)

Onde kel - constante de eliminacéo; Cl — clearance; Vd — volume de distribuicdo e MRT — tempo

de residéncia médio.
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TABELA 5 - Pardmetros farmacocinéticos individuais, médias e desvio padrdo (DP) da
gentamicina no plasma apés a perfusao regional intravenosa (2,2 mg/kg) em equinos (n=10) com
a utilizacdo de dois modelos de torniguetes: Grupo Tornigquete Tubular (GTT) e Grupo Torniquete
de Esmarch (GTE).

Parametros farmacocinéticos no plasma

Meia vida
kel min?) eliminacdo S ™ vd (mikg) MRT (min)
(min) min.kg)
Al 0,0063 110,0000 0,5429 86,1786 166,5670
A2 0,0056 123,7500 0,2909 51,9432 197,4264
A3 0,0020 346,5000 0,5202 260,0917 512,1618
A4 0,0039 177,6923 0,2982 76,4708 325,4738
A5 0,0025 277,2000 0,3795 151,8198 422.,0664
Média 0,0041 207,0285 0,4064 125,3008 324,7391
(DP)  (£0,0019) (+101,9642) (+0,1197)  (+83,9168) (+146,4815)
A6 0,0017 407,6471 0,3389 199,3793 640,6158
A7 0,0061 113,6066 0,5087 83,3951 181,9557
A8 0,0023 301,3043 0,6544 284,5352 519,9726
A9 0,0050 138,6000 1,3099 261,9788  271,6401
A10 0,0030 231,0000 0,5137 171,2222 372,1025
Média 0,0036 238,4316 0,6651 200,1021 397,2573

(DP)  (0,0019)  (+¥120,6127) (+0,3774)  (+79,7069) (+185,1011)

Onde kel - constante de eliminagéo; Cl — clearance; Vd — volume de distribuicdo e MRT — tempo

de residéncia médio.

As médias dos parametros farmacocinéticos em plasma e liquido sinovial
ndo apresentaram diferencas estatisticas em nenhum dos parametros analisados

entre os grupos (P>0,05).

No entanto, as médias em cada grupo (Tabela 6) entre as amostras de
liqguido sinovial e plasma, representadas na Tabela 6, apresentaram diferenca
estatistica (P<0,05) entre os parametros de Cl e Vd no GTT e em kel, meia vida

de eliminacéo, Cl e Vd no GTE.
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TABELA 6 — Médias dos parametros farmacocinéticos e desvio padrao (DP) da gentamicina no
liquido sinovial e plasma ap0s a perfusao regional intravenosa (2,2 mg/kg) em equinos (n=10) com
a utilizacdo de dois modelos de torniquetes: Grupo Torniquete Tubular (GTT) e Grupo Torniquete
de Esmarch (GTE).

Meia vida cl
kel (min'l) elir?ir?agéo (ml/min.kg) Vd (ml/kg)  MRT (min)
min )

Liquido | Média  0,00296  408,87000  0,18110 55,03996  318,09688
Sinovial | (DP)  (#0,00193) (+344,24038) (0,22172) (+49,26971) (+168,63504)

Média 0,00406 207,02846 0,40636 125,30083  324,73906

Plasma | " ooy’ (40,00188) (+101,96420) (£0,11974) (:83.91677) (+146,48154)

P 0,52310 0,35510 0,04997* 0,04996* 0,72290

Liquido | Média  0,00126  706,20000  0,05214 50,26028  737,53791
Sinovial | (DP)  (+0,0069) (+367,73166) (+0,01968) (+32,00483) (+436,68541)

Média 0,00362 238,43159 0,66513 200,10211 397,25732

Plasma | "pp)  (:0,00186) (+120,61273) (:0,37737) (+79.70690) (+185,10109)

P 0,02890* 0,02740* 0,00670* 0,00450* 0,14730

Onde kel - constante de eliminacéo; Cl — clearance; Vd — volume de distribuicdo e MRT — tempo

de residéncia médio. *médias onde houve diferenca significativa (P<0,05).

4.5. Ultrassonografia Doppler

A ultrassonografia Doppler triplex da veia cefalica e artéria mediana dos
membros tratados de todos os animais foram realizadas com sucesso. A
avaliacdo no MO (antes da aplicacdo do torniquete) em um dos animais esta

representada nas Figuras 15 e 16 demonstrando fluxo sanguineo normal.

Durante a segunda avaliacdo realizada imediatamente apés a aplicacao do
torniquete foi observada a oclusao total de fluxo tanto venoso quanto arterial,
comprovada pela auséncia de color e ondas espectrais em todos 0s animais. As
Figuras 17 e 18 representam a auséncia de fluxo sanguineo em um dos animais

avaliados.

Na avaliacdo realizada 15 minutos apds a retirada dos torniquetes se
constatou o retorno do fluxo sanguineo em todos os animais, representado nas
figuras 19 e 20. Nao foram observados trombos, no entanto, foi observada
reducdo do limen da veia cefalica, além de formacdo de edema perivascular no
local de aplicacédo, ap6s a retirada do torniquete em todos os animais do GTT,

com retorno ao diametro e caracteristicas de fluxo normais, apos algumas horas.
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FIGURA 15 — Imagem ultrassonografica Color Doppler, evidenciando o fluxo sanguineo da veia

cefalica, antes da aplicagdo do torniquete (M0), demonstrando fluxo venoso normal.
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PRC 5-1
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FIGURA 16 — Imagem ultrassonografica Color Doppler, evidenciando fluxo e ondas espectrais da

artéria mediana, antes da aplicagcéo do torniquete (M0), demonstrando fluxo arterial normal.
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FIGURA 17 — Imagem ultrassonografica Color Doppler, evidenciando auséncia de fluxo de fluxo

sanguineo da veia cefalica, aos 15 minutos de permanéncia do torniquete.
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FIGURA 18 — Imagem ultrassonografica Color Doppler, evidenciando auséncia de fluxo e ondas
espectrais da artéria mediana, aos 15 minutos de permanéncia do torniquete.
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V. cefélica

FIGURA 19 — Representacao grafica da imagem ultrassonografica Color Doppler, evidenciando
retorno de fluxo sanguineo na veia cefalica, ap0s a retirada do torniquete aos 30 minutos apés
PRIVA.
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FIGURA 20 — Representagdo grafica da imagem ultrassonografica Color Doppler, evidenciando
retorno de fluxo e ondas espectrais da artéria mediana, apds a retirada do torniquete aos 30

minutos apo6s PRIVA.
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5. DISCUSSAO

A realizagdo dos bloqueios perineurais com o0 intuito de reduzir o
desconforto dos animais durante a permanéncia do torniquete foi pratica, segura e
eficaz e deve ser a técnica preferida para a realizacdo da perfusdo na regiao
proximal do membro toracico, pois é mais eficiente do que a anestesia
intravenosa regional, além de néo interferir nos pardmetros farmacocinéticos do
antimicrobiano e ndo requerer a necessidade de anestesia geral para a realizacao

da PRIVA com seguranca como demonstrado por Mahne et al., 2013.

Edema discreto a moderado foi observado na articulagdo céarpica em
alguns animais ap0s as primeiras artrocenteses com resolucdo espontanea, em
média, 72 horas ap0s o término das coletas, descartando uma possivel infeccao
articular iatrogénica devido as sucessivas coletas. Estes achados sé&o
corroborados por outros estudos que fizeram uso de artrocentese seriada para

guantificacdo de farmacos no liquido sinovial (RODRIGUES et al. 2010).

N&o foram observados efeitos adversos locais ou sistémicos graves
promovidos pela dose ou volume utilizados no estudo, como demonstrado pelos
exames laboratoriais realizados e ultrassonografia Doppler. Isto confirma a opcao
por este antimicrobiano na rotina clinica, podendo ser considerado um farmaco de
primeira escolha para a realizagdo da PRIVA (DOWLING, 2010). Apenas foram
observadas complicacdes leves, como discreto edema na veia cefalica devido a
puncdo venosa como previamente descrito por Levine et al. 2010. Este efeito
adverso poderia ter sido evitado, com a aplicacdo de pomada de diclofenaco

sédico, apos a realizacao da perfusao, conforme sugere 0 mesmo autor.

As imagens obtidas através da ultrassonografia Doppler auxiliaram na
avaliacdo da eficdcia dos torniquetes, sendo possivel constatar que ambos
modelos de torniquetes séo eficazes para a realizacdo de perfusédo regional
intravenosa no terco médio do radio de equinos, contradizendo o estudo de
Levine et al. 2010. Contudo, observou-se que o torniquete de Esmarch foi o

menos traumatico, pois ndo promoveu edema transitorio da parede da veia
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cefélica e consequente reducdo de seu lumen, como constatado no grupo com

torniquete tubular.

No estudo, apesar de ndo haver diferenca significativa entre as médias das
concentracfes de gentamicina entre os grupos, pode-se afirmar que ambos os
torniquetes utilizados podem ser utilizados na PRIVA de forma eficaz, pois em até
48 horas foi possivel obter concentracdes acima da CIM em alguns animais.
Estes dados novamente contradizem os resultados de Levine et al. 2010, que
desaconselha o uso do torniquete tubular, relatando que quando este torniquete é
utilizado para PRIVA em regido proximal de membro de equinos, ndo promove
concentracbes no liquido sinovial que possam atingir a CIM. O coeficiente de
variacdo no estudo é alto, indicando que possivelmente o nimero de animais
utilizados colaborou para que néo fosse encontrado diferencas significativas entre
0s grupos. Assim, deveria ser considerada a hipétese de aumentar o numero de
animais por grupo em estudos semelhantes. Todavia, isto elevaria

consideravelmente os custos e o grau de dificuldade.

Deve-se ressaltar que a eficacia do torniquete é dependente da pressao de
aplicacdo, ou seja, com excecao do torniquete pneumatico onde se pode regular a
pressdo (GRICE et al.,, 1986), os torniquetes sao aplicadores-dependentes.
Assim, podem resultar em uma variagdo de sua eficacia, devido a pressdo néo
padronizada exercida pelo aplicador. No entanto, estudos demonstram que o
torniquete tubular de latex pode ser utilizado eficazmente para realizacdo da
PRIVA, sendo a eficiéncia, neste estudo, também comprovada pela
ultrassonografia Doppler, com interrupgéo dos fluxos venoso e arterial (RAFAEL,
2010; LALLEMAND, et al., 2013; RODRIGUES et al., 2014).

No presente estudo optou-se por utilizar apenas um torniquete durante a
PRIVA. Alguns autores indicam a utilizagdo de um segundo torniquete abaixo da
articulacdo onde se deseja elevar a concentracdo de farmaco (WHITEHAIR et al.,
1992a; LALLEMAND et al., 2013). Acredita-se que concentracdes maiores de
gentamicina, poderiam ter sido encontradas, em ambos o0s grupos, se fosse

utlizado um segundo torniquete, localizado na regido proximal do metacarpo,
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isolando a por¢ao mais distal do membro com o intuito de concentrar o farmaco

na regiao da articulacao do carpo.

Assim como ocorre com outros farmacos relatados por varios autores
(GRICE et al., 1986; WHITEHAIR et al., 1992; GAGNON et al., 1994; MURPHEY,
SANTSCHI & PAPICH, 1999; BUTT et al., 2001; SCHEUCH et al., 2002; PILLE et
al., 2005; RUBIO-MARTINEZ et al., 2005; LEVINE et al., 2010; ALKABES et al.,
2011; LALLEMAND et al., 2013), uma grande variacdo das concentracdes de
gentamicina ocorreu neste estudo. Algumas hipéteses incluem a opcéo pela
venopungao com escalpe, comportamento individual dos animais, movimentag&o

do membro para a coleta e a diluicdo das amostras de liquido sinovial.

O escalpe pode ter facilitado o extravasamento do farmaco pelo local de
puncdo para regido perivascular, devido a alta pressdo intravascular
porporcionada pela infusdo com o volume de 40 mL administrado sem a
exsanguinacado. A exsanguinacdo nao foi realizada no estudo, por ndo ser uma
pratica utilizada rotineiramente, quando a técnica é feita em posi¢do quadrupedal.
Porém este fato pode ter influenciado nas concentracdes de gentamicina no
liguido sinovial devido a alta pressdo intravascular proporcionada pelos
torniquetes (GAGNON et al., 1994). A opcéo pelo escalpe intensionou reproduzir
com realidade as situacdes enfrentadas pelos veterinarios a campo na realizagéo
da técnica, onde dificilmente se utiliza cateter para a realizagédo da PRIVA. Assim,
utilizar cateteres seria mais indicado para evitar o extravasamento e as variacdes
na concentracao observadas (PILLE et al., 2005; PARRA-SANCHEZ et al., 2006;
LALLEMAND et al., 2013). Outra possibilidade seria reduzir o volume da solugéo,
mantendo a dose total de gentamicina, conforme relatado por Hyde et al. em
2013. Estes autores ndo encontraram diferencas estatisticas significativas entre
0s grupos com 10, 20 e 60 mL de volume perfundido, embora a média do grupo
com menor volume foi maior do que as demais, sugerindo que a difusdo por um
gradiente de concentracdo pode ser igualmente ou mais importante do que por

gradiente de presséao.

As veias periféricas situadas nas regiées dos membros podem apresentar

valvulas, que sédo prolongamentos semilunares da tdnica intima, que possuem a
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funcdo de impedir o retorno venoso (SAMUELSON, 2007). Observou-se durante a
aplicacdo, principalmente em animais do GTE, ingurgitamento da veia cefélica
sem extravasamento perivascular, provavelmente ocorrido devido ao fechamento
das valvulas venosas quando submetidas a alta presséo. Hipotetiza-se que este
fator pode ter atrasado o processo de distribuicdo do farmaco, influenciando
diretamente o pico de concentracdo neste grupo. Porém um estudo especifico
seria necessario para avaliar a influéncia das véalvulas na distribuicdo e o motivo

da prevaléncia do ingurgitamento nos animais com torniquete de Esmarch.

O comportamento individual dos animais quando a PRIVA é realizada com
o animal em posicdo quadrupedal, pode reduzir a eficacia do torniquete, pois a
movimentacdo do membro pode resultar na liberacdo venosa parcial, com
extravasamento para a circulacao sistémica (GRICE et al., 1986; GAGNON et al.,
1994). Durante o estudo, devido a sedacgdo, poucos animais realizaram
movimentos voluntarios que pudessem justificar o extravasamento de sangue
para a circulacao sistémica. Ainda assim, um fato contraditério ocorreu com o
animal A5 que apresentou desconforto devido ao torniquete, com agitacéo e
movimentacdes constantes do membro. Neste equino ocorreu um pico mais
elevado de concentracdo no liquido sinovial, comparando com os demais animais
de seu grupo, durante os primeiros momentos. Este dado fez com que a maior
diferenca entre os grupos na concentragao de gentamicina fosse observada no
momento M15°, onde a média do GTT apresentou um pico elevado de

concentracdo em relagdo ao GTE no liquido sinovial.

Apesar da maioria dos animais ndo se movimentarem durante o estudo,
procedeu-se a manipulacdo dos animais, flexionando-se o membro tratado para
coleta de liquido sinovial da articulagdo do carpo. Este fator pode ter influenciado
a curva de concentracdo, pois o extravasamento do farmaco para a circulagéo
sistémica no periodo com o torniquete ocorreu em alguns animais, como
observado na Tabela 3, mesmo apos a avaliacdo ultrassonografica que confirmou

obstrucao venosa e cefalica com o membro em estacéo.

Ainda que a ocorréncia do extravasamento do farmaco para a circulagcéo

sistémica durante a PRIVA seja considerada frequente (BROWN et al., 1982;
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GILLIAM et al., 2008), a quantidade extravasada no experimento, foi minima e
nao interferiu na eficacia da realizacdo da técnica. No intuito de evitar as falhas de
eficacia, preconiza-se que o torniquete deva ser no minimo 20% mais largo em
comparacdo ao didmetro do membro a ser aplicado (GAGNON et al., 1994).
Assim, para o torniquete tubular, esta movimentacdo do membro pode ter
prejudicado consideravelmente a sua avaliagcdo, pois por possuir uma menor
espessura e consequente menor superficie de contato com o membro em relacdo
ao Esmarch, supfe-se que a probabilidade de perda de contato com liberacdo
venosa parcial € maior. Isto explicaria porque o GTT apresentou maior numero de
animais com o extravasamento de gentamicina para o plasma, durante o periodo
em que o torniquete esteve aplicado, ao contrario do que ocorreu no GTE, onde
apesar de exposto as mesmas situacdes de movimentacdo, observou-se
extravasamento apenas em um animal no M15" e 2 animais no M30", sendo

considerado, portanto, mais efetivo.

Outra hipétese para a diferenca observada entre as concentracoes, seria a
contaminacdo por sangue das amostras de liquido sinovial devido as
artrocenteses seriadas que podem diluir a amostra como também observado por
Pille et al. 2005, interferindo na avaliacdo. A cateterizacdo da articulagdo com o
intuito de prevenir lesdes, devido as puncdes seriadas e consequente
contaminacao por sangue foi utilizada em outros estudos que envolviam a PRIVA

em equinos submetidos a anestesia geral ou em vacas (GAGNON et al., 1994).

Altos valores de Cnax S80 importantes para a eficacia dos antimicrobianos
concentragao-dependente, como a gentamicina (MOORE et al., 1992; ERRICO et
al., 2008). Em alteracdes ortopédicas, onde objetiva-se elevadas concentracdes
de gentamicina para atingir a CIM, a administracdo sistémica pode nao ser efetiva
(LLOYD et al., 1990), pois a administracao intravenosa na dose de 2,2 mg/kg
resultou em uma Cpax no liquido sinovial de apenas 5,1 pg/mL na articulacdo
radiocarpica de equinos adultos (LLOYD et al., 1990) e 2,41 ug/mL em 2 horas,
por via intramuscular (BROWN et al.; 1982). Em contrapartida, através de
administracdes locais como a PR intradssea, elevadas concentracdes em liquido
sinovial podem ser obtidas com a mesma dose, onde uma Cpax de 385 pg/mL foi
observada na articulacdo metacarpofalangeana apds 30 minutos de remocao do
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torniquete (MATTSON et al., 2004). No presente estudo, através da PRIVA, a
Cmax €xperimental obtida foi 216 vezes maior em GTT (1.100 pg/mL) e 110 vezes
maior em GTE (559 pg/mL), ambos no Tnax experimental de 15 minutos quando
comparados com a administracdo sistémica intravenosa, confirmando a vantagem

da utilizacéo da técnica.

O valor da CIM de 2ug/mL foi estabelecido como adequado para tratar
frequentes infec¢des bacterianas em equinos. O ideal é que a administracdo do
farmaco seja capaz de fornecer concentracdes cerca de 10 vezes superiores a
CIM estipulada (LLOYD et al., 1988). Foram observadas, em ambos 0S grupos
deste estudo, concentracdes 10 vezes superiores a CIM no liquido sinovial em até
4 horas apds a perfusdo. Apos este periodo, concentracfes abaixo do ideal ,
porém ainda acima da CIM, foram encontradas apés 24 até 48 horas da
administracdo do antimicrobiano. Estas concentracfes sdo adequadas para o
tratamento de infeccdes causadas por varias cepas de estafilococos, coliformes e
outras bactérias gram-negativas, que demandam concentracdes a partir de 2
ug/mL (BAGGOT&PRESCOTT, 1987; CHAMBERS, 2010; DOWLING, 2010).

A baixa concentracdo sistémica encontrada nos grupos, confirma que a
gentamicina pode ser administrada localmente de forma segura, sem o potencial
para nefrotoxicidade em uma Unica dose de 2,2 mg/kg de gentamicina, através da
PRIVA (WERNER, HARDY & BERTONE, 2003).

A gentamicina € o aminoglicosideo mais utilizado de forma terapéutica e
profilatica na clinica e cirurgia equina. Por isso, a disposi¢cdo e farmacocinética
deste farmaco, apos administracdo sistémica em cavalos adultos é bem
documentada (PEDERSOLI et al, 1980; LLOYD et al.; 1988). Este dados,
combinados com a CIM, tem sido utilizados para célculos de regime de dosagem
(ANDERSON, FIRTH & WHITTEM, 1995). Apesar de haver relatos da
farmacocinética de antimicrobianos através da PRIVA em vacas (GILLIAM et al.,
2008, RODRIGUES et al., 2010) e equinos, ndo ha relatos utilizando a
gentamicina para que uma comparagdo equivalente com o estudo na espécie

equina seja realizada.



48

Através da via intravenosa, alguns autores determinaram 0s parametros
farmacocinéticos da gentamicina em plasma utilizando a dose de 2,2mg/kg
(BOWMAN et al., 1986; SNYDER et al.; 1986; LLOYD et al., 1988; SALVADORI &
TOSI, 2006).

O Vd pode determinar a dose do farmaco a ser utilizada, assim como a
meia vida, sendo diretamente proporcionais. Os estudos encontrados na literatura
relatam para a gentamicina em equinos um Vd de 0,15 L/Kg (BOWMAN et al.,
1986), Vd 0,227L/Kg (SNYDER et al.; 1986), Vd 0,297 L/kg (LLOYD et al., 1988),
Vvd 0,18 a 0,3 L/Kg (SALVADORI & TOSI, 2006). No presente estudo, utilizando-
se a mesma dose de administracdo sistémica, obteve-se valores mais elevados
no liquido sinovial (Vdstt 55,95 L/Kg e Vdste 50,26 L/Kg) e plasma (Vdgrr 125,30
L/Kg e VdgTe 200,10 L/KQ).

Em relacdo a depuracdo, alguns autores apresentam CI| 0,83 mL/min/Kg
(BOWMAN et al., 1986), Cl 1,12 mL/min/Kg (SNYDER et al.; 1986), Cl 2,18
mL/min/Kg (LLOYD et al., 1988) e Cl 1,1 a 2,2 ml/min/Kg (SALVADORI & TOSI,
2006). Contrariamente, obtivemos valores menores em liquido sinovial (Clgrt 0,18
e Clgte 0,05 mL/min/Kg em liquido sinovial e e Clgtr 0,40 e Clgre 0,66 mL/min/Kg

em plasma.

O estudo de farmacocinética de gentamicina em cavalos adultos tem
indicado uma meia-vida sérica média de 152 minutos, sendo este tempo
considerado maior do que outras espécies (PEDERSOLI et al., 1980). Utilizando a
dose de 2,2 mg/kg, encontra-se na literatura resultados para o parametro de meia
vida sérica em equinos de 241,8 minutos (BOWMAN et al., 1986), 132 minutos
(SNYDER et al., 1986), 91,8 minutos (LLOYD et al., 1988), 90 a 240 minutos
(SALVADORI & TOSI, 2006) através de vias sistémicas de administracdo. A meia
vida em liquido sinovial determinada neste estudo apresentou valores no minimo
45 e 7,8 vezes superiores (408,87 e 706,20 minutos para GTT e GTE,
respectivamente) aos encontrados em plasma na literatura, indicando um periodo
maior do farmaco no organismo através da administragdo por PRIVA e
consequentemente sugerindo um intervalo maior de aplicagdo do que necessitaria

a administracao sistémica.
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Devido aos parametros farmacocinéticos da gentamicina ndo apresentarem
diferencas significativas entre os grupos GTT e GTE, considera-se que ambos os
torniquetes foram equivalentes em sua fungdo. No entanto, como esperado,
houve diferenca significativa (P<0,05) entre alguns parametros obtidos entre
plasma e liquido sinovial em cada um dos grupos, indicando o comportamento do

farmaco no organismo quando administrado pela técnica da PRIVA.

A meia vida sinovial e plasmatica diferiram significamente (P<0,05) apenas
no grupo GTE, onde o valor sinovial correspondeu a 2,9 vezes maior do que no
plasma (238 minutos). Estes valores indicam que a taxa de reducdo da
concentragcdo, durante a fase de excrecdo em funcdo do tempo foi maior no

liquido sinovial, auxiliada provavelmente pela presenca do torniquete.

As diferencas entre o clearance e volume de distribuicdo plasmaticos e
sinoviais encontrados em ambos 0s grupos podem sugerir que 0s torniguetes
foram eficazes, pois se obteve valores de Cl e Vd maiores em plasma do que
liquido sinovial, ou seja, a capacidade de eliminacdo do farmaco e espaco
aparente para receber o medicamento em plasma é maior do que no liquido
sinovial, devido a presenca de um torniquete. As diferencas do valor médio do CI
demonstram que a depuracdo é maior no plasma do que no liquido sinovial em

ambos 0s grupos.

A dose de 2,2 mg/kg de gentamicina utilizada neste estudo foi baseada na
utilizacdo clinica rotineira, respaldada pela literatura que estabelece relagdo com
0 peso dos animais (MATTSON et al.,, 2004). Contudo, algumas doses de
antimicrobianos utilizadas a campo na PRIVA sao consideradas empiricas, sendo
frequente a utlizacdo de um ter¢o da dose sistémica ou 1 a 2g de gentamicina por
animal (FINSTERBUSH & WEINBERG, 1972; RICHARDSON, 2003).

Os intervalos de administracdo da gentamicina pela via intravenosa
regional ndo sdo relatados. No entanto, preconiza-se utilizar intervalos maiores
entre as aplicagdes, objetivando aumentar a eficacia e reduzindo o
desenvolvimento de resisténcia adaptavel (BARCLAY & BEGG, 2001).

Considerando que neste estudo, foi possivel detectar concentracdes adequadas
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de gentamicina até 48 horas ap0s a administracao no liquido sinovial, a perfusédo
ndo deve ser realizada no periodo anterior as 48 horas no intuito de se evitar o
desenvolvimento de resisténcia, bem como evitar danos vasculares devido as

puncdes venosas.

6. CONCLUSAO

1) A perfuséo regional de gentamicina em equinos pode ser realizada de
forma eficaz com torniquete tubular ou de Esmarch;

2) Ambos os torniquetes foram capazes de promover concentragdes acima da
CIM de 2ug/mL de gentamicina por até 48 horas, considerando o0s
patégenos causadores de artrite séptica nos equinos;

3) O torniquete de Esmarch foi considerado mais seguro, por ndo causar
danos vasculares como observado com o torniquete tubular.

4) Nao foram encontradas diferencas farmacocinéticas, entre os grupos GTT

e GTE, submetidos a perfusao regional intravenosa com gentamicina.
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Avaliagdo da concentragdo da gentamicina administrada através de perfusao regional
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horses with the use of two models of tourniquets
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RESUMO

Os equinos sdo acometidos frequentemente por processos sépticos na porcao distal
dos membros. Dentre as mais variadas condutas terapéuticas, destaca-se a perfusdo
regional intravenosa de antimicrobianos (PRIVA) utilizada como opg¢do para combater a
infeccdo local. A técnica objetiva proporcionar uma concentracdo elevada do farmaco no
local acometido. O procedimento se baseia no posicionamento de um torniquete na regido
proximal ao local infectado, proporcionando a oclusdo do fluxo sanguineo venoso e
arterial, permitindo que o farmaco permane¢a na regido acometida por no minimo 30
minutos. Objetivou-se com este estudo avaliar e comparar a concentracdo de gentamicina,
farmaco utilizado com frequéncia na PRIVA, na dose de 2,2 mg/kg, através da
administracdo por via intravenosa regional em equinos, empregando dois modelos de
torniquetes frequentemente utilizados pelos veterinarios a campo. Os resultados
demonstraram que os dois modelos de torniquetes podem ser utilizados na PRIVA em
regido proximal de membro toracico em equinos, pois ambos, se aplicados corretamente,
sdo capazes de proporcionar concentracfes acima da concentracdo inibitéria minima (CIM)
de gentamicina em liquido sinovial para a maioria dos patdgenos encontrados na artrite

sépticas por até 48 horas.
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ABSTRACT

The horses are often affected by septic processes in the distal portions of the limbs.
Among the various therapeutic approaches, there is intravenous regional perfusion of
antimicrobials (IRPA) used as an option to combat local infection. The technique aims to
provide a high concentration of the drug in the affected area. The procedure is based on
placing a tourniquet proximal to the infected area in the region of providing the venous and
arterial blood flow occlusion, allowing the drug to remain on the affected area at least 30
minutes. The objective of this study was to evaluate and compare the concentration of
gentamicina, drug frequently used in IRLPA, in dose of 2.2 mg/kg, through the regional
administration by intravenous route in horse, using two models of tourniquets often used
by veterinarians in the field. The results showed that two types of tourniquets in IRLPA
can be used in a proximal region of the limb in horses, since both, if applied properly, are
capable of provide concentrations above the minimum inhibitory concentration (MIC) of
gentamicin in synovial fluid for most pathogens found in septic arthritis for 48 hours.

Keywords: limb regional perfusion, septic arthritis, gentamicin, equine.

INTRODUCAO

As infecgOes na porgéo distal dos membros sdo comuns nos equinos e representam
um grande desafio para os veterinarios (RUBIO-MARTINEZ & CRUZ, 2006). Dentre as
infecgdes ortopédicas, ocorrem com frequéncia as artrites sépticas, caracterizadas pela
colonizacao bacteriana da membrana sinovial (MCILWRAITH, 1983). O tratamento destas
infeccBes, geralmente é prolongado e dispendioso, devendo ser iniciado rapidamente para
minimizar suas complicacbes (SCHNEIDER et al., 1992). Para o sucesso terapéutico, a

administracdo de antimicrobianos deve atingir e manter uma elevada concentragdo nas
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articulacdes acometidas (TROTTER, 1996). A administracdo sistémica destes farmacos,
geralmente atinge a CIM em 0sso0s, articulagdes ou tenddes considerados normais (LLOYD
et al., 1990). Porém, as principais afeccGes ortopédicas como a sinovite séptica podem
produzir principalmente trombose vascular e isquemia, limitando a entrega sistémica de
antimicrobianos em concentragcfes suficientemente elevadas para combater a infeccdo
nestes tecidos (MCILWRAITH, 1983). Em geral, quando estas regides estdo infectadas,
ocorrem mudangas no pH local, que pode também inativar alguns antimicrobianos, assim
como alterar o fluxo sanguineo, devido obstrugdo capilar por fibrina e detritos,
prejudicando a difusdo do farmaco localmente (FITZGERALD, 1984). Assim, o ambiente
séptico diminui a entrega e a eficAcia do antimicrobiano, podendo levar ao fracasso
terapéutico e resisténcia bacteriana. (FITZGERALD, 1984; IVESTER & ADAMS, 2007).
A perfusdo regional intravenosa de antimicrobianos € uma técnica de administracéo
local de farmacos de uso frequente, na medicina de grandes animais. O procedimento visa
aumentar a concentracdo do medicamento no local da infeccdo, contribuindo para
eliminacdo do processo infeccioso, com a vantagem de requerer baixas doses e minimizar
0 risco de toxicidade (BUTT et al., 2001; ORSINI, ELCE & KRAUS, 2004; RUBIO-
MARTINEZ e CRUZ, 2006). A técnica ¢ descrita com a realizagdo do isolamento da
circulacdo sistémica, através da aplicacdo de um torniquete, resultando em elevados
gradientes de pressao entre 0os compartimentos intra e extravascular. Desta forma, ocorre a
melhora da difusdo em torno dos tecidos como fluido sinovial, tecidos moles e 0sseos,
incluindo tecidos mal vascularizados, onde as bactérias se encontram protegidas dos
antimicrobianos administrados pelas vias sistémicas convencionais (FINSTERBUSCH &
WEINBERG, 1972). Dentre os antimicrobianos que podem ser utilizados na perfusédo
regional, o sulfato de gentamicina € utilizado com frequéncia (WERNER, HARDY &

BERTONE, 2003). O conhecimento da concentracdo atingida é necessaria para avaliar se a
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dose e o torniquete utilizados alcangcam a CIM através desta via de administracdo, onde em
um isolado bacteriano comum nos equinos a CIM pode ser considerada de 2 pg / mL
(LLOYD et al.,, 1988). Objetiva-se com este estudo, comparar a concentracdo da
gentamicina administrada pela via intravenosa regional em equinos no intuito de investigar
a eficacia de dois modelos de torniquetes utilizados retineiramente pelos veterinarios a

campo.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados dez equinos adultos, sem raca definida, de idade variando entre 10
e 15 anos, sadios, sem histdrico prévio de afeccBes no aparelho locomotor. Os animais
foram divididos em dois grupos escolhidos aleatoriamente, sendo um grupo de cinco
equinos submetidos ao torniquete tubular de latex (GTT) e outros cinco animais que
receberam o torniquete de Esmarch (GTE). Objetivando minimizar variacGes vasculares
individuais, foram designados aletoriamente o tratamento do membro toracico direito ou
esquerdo, sendo 0 mesmo procedimento adotado para 0 GTE. No intuito de proteger os
tecidos musculares e nervosos da regido de possiveis danos causados pelo torniquete do
GTT, devido as suas caracteristicas que permitem uma estreita superficie de contato entre o
membro e o0 torniquete, no momento da aplicacdo o mesmo foi posicionado sobre uma
compressa cirurgica em todos os animais do GTT.

Os animais foram mantidos em posicdo quadrupedal e contidos em tronco
especifico para equinos, onde permaneceram durante todo o procedimento. A sedagdo com
cloridrato de detomidina® na dose de 30 pg/kg e bloqueio perineural dos nervos mediano,
ulnar e musculo cutaneo foram realizados. Ap6s 10 minutos da realizacdo do blogueio,
aplicou-se o torniquete correspondente ao grupo definido. Todos os torniquetes foram

aplicados pelo mesmo individuo em ambos 0s grupos, com a padronizacgdo de quatro voltas
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do material elastico ao redor do membro, no sentido anti-horario (aplicador destro),
posicionados no terco médio do radio e mantidos pelo periodo minimo de 30 minutos. A
veia cefalica foi acessada através da venopuncdo com um escalpe 19G”, sem a realizacéo
da exsanguinagdo. A seguir, administrou-se sulfato de gentamicina® na dose de 2,2 mg/kg
adicionado & solucéo salina fisiologica (NaCl 0,9%), até obter-se o volume total de 40 mL
divididos em duas seringas. O torniquete foi retirado do local ap6s 30 minutos da infusdo
completa do antimicrobiano.

As amostras de liquido sinovial da articulacdo radio carpica e sangue da veia
jugular dos animais foram coletadas antes do inicio do tratamento (MO0), 15 minutos
(M157), 30 minutos (M30"), 1 hora (M1h), 2 horas (M2h), 4 horas (M4h), 6 horas (M6h), 8
horas (M8h), 12 horas (M12h), 24 horas (M24h) e 48 horas (M48h) apds a administracdo
do sulfato de gentamicina. As amostras colhidas no M15" e M30” foram realizadas antes da
retirada do torniquete. As amostras de sangue foram coletadas em tubos contendo heparina,
onde foram imediatamente centrifugadas e o plasma obtido, armazenados em ependorf e
caixas identificadas. As amostras ficaram em freezer a -20°C até o envio para analise.

A determinacgdo das concentracfes de gentamicina foram realizadas no laboratério
de toxicologia do Departamento de Principios Ativos Naturais e Toxicologia da Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas - FcFar — UNESP — Araraquara. Um método bioanalitico para a
determinacdo de gentamicina em plasma e liquido sinovial por HPLC-MS/Ms foi
desenvolvido e validado. Os limites de confianca do método analitico foram determinados
de acordo com a resolucdo da ANVISA (RDC n°27, de 17 de maio de 2012) para a
validacdo de métodos bioanaliticos. As anélises estatisticas foram realizadas empregando-
se 0 teste t-student através do programa R (R Project, 2008) e com significancia estatistica
definica como P<0,005.

RESULTADOS E DISCUSSAO
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A realizagdo dos procedimentos com o animal em tronco de contencgdo permitiu o
decorrer do experimento de forma segura e adequada ao procedimento de perfuséo e as
artrocenteses, proporcionando um eficiente método de contencéo, possibilitando seguranca
tanto ao técnico quanto ao animal.

Os bloqueios perineurais minimizaram o desconforto causado pelos torniquetes de
forma adequada, quando associados a sedacdo, possibilitando a realizacdo do procedimento
com seguranca. Apenas um animal (A15) apresentou sinais de desconforto moderado,
préximo ao periodo de 30 minutos, apds a aplicacdo do torniquete, sendo necessario repetir
a sedacdo. Portanto, assim como demonstrado por Mahne em 2013, deve ser a técnica
preferida para a realizacdo da perfusdo na regido proximal do membro toracico, pois é mais
eficiente do que a anestesia intravenosa regional, além de ndo afetar os parametros
farmacocinéticos do antimicrobiano.

As coletas das amostras de liquido sinovial do carpo, através das artrocenteses
ocorreram sem dificuldades e o volume coletado por amostra foi suficiente, apesar das
puncdes seriadas em curto intervalo de tempo, especialmente nas primeiras horas de
experimento. Nao foram observadas complicacdes graves decorrentes das artrocenteses,
exceto moderado edema na regido da articulacdo, que retornaram a normalidade em até
72h, prolongando-se apenas no animal A9, onde foi necessario um periodo maior para a
resolucdo completa do edema.

Considerando-se 0s aspectos clinicos gerais e locais, ndo foram observadas
complicacdes clinicas relevantes, devido aos procedimentos de perfusdo nos animais de
ambos 0s grupos, com excec¢do de discreto edema da veia cefalica no local da perfusédo de
alguns animais, com resolucdo espontanea ap6s algumas horas.

O limite de deteccdo (LD) da concentracdo de gentamicina foi de 0,5 pg/mL e o

limite de quantificacdo (LQ) foi de 1 pug/mL. As concentracGes individuais, médias e
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desvio padrdo no liquido sinovial da articulagdo do carpo nos dois grupos estdo
representadas na tabela 1.

Altos valores de Cpax S30 importantes para a eficacia dos antimicrobianos
concentracdo-dependente, como a gentamicina (MOORE et al., 1992; ERRICO et al.,
2008). Em alteracGes ortopédicas, onde objetiva-se elevadas concentragdes de gentamicina
para atingir a CIM, a administragéo sisttmica pode ndo ser efetiva (LLOYD et al., 1990),
pois a administracdo intravenosa na dose de 2,2 mg/kg resultou em uma Cnax no liquido
sinovial de apenas 5,1 pg/mL na articulacdo radiocérpica de equinos adultos (LLOYD et
al., 1990) e 2,41 pg/mL em 2 horas, por via intramuscular (BROWN et al.; 1982). Em
contrapartida, atraves de administracbes locais como a PR intradssea, elevadas
concentra¢fes em liquido sinovial podem ser obtidas com a mesma dose, onde uma Cpax
de 385 pg/mL foi observada na articulacdo metacarpofalangeana ap6s 30 minutos de
remocdo do torniquete (MATTSON et al., 2004). No presente estudo, através da PRIVA, a
Cmax experimental obtida foi 216 vezes maior em GTT (1.100 pg/mL) e 110 vezes maior
em GTE (559 pg/mL), ambos no Tmax experimental de 15 minutos quando comparados
com a administracdo sistémica intravenosa, confirmando a vantagem da utilizacdo da
técnica.

O valor da CIM de 2ug/mL foi estabelecido como adequado para tratar frequentes
infeccdes bacterianas em equinos. O ideal € que a administracdo do farmaco seja capaz de
fornecer concentragdes cerca de 10 vezes superiores a CIM estipulada (LLOYD et al.,
1988). Foram observadas, em ambos 0s grupos deste estudo, concentragdes 10 vezes
superiores a CIM no liquido sinovial em até 4 horas apds a perfusdo. Apos este periodo,
concentracdes abaixo do ideal , porém ainda acima da CIM, foram encontradas ap0s 24 até
48 horas da administracdo do antimicrobiano. Estas concentracfes sdo adequadas para o

tratamento de infeccBes causadas por varias cepas de estafilococos, coliformes e outras
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bactérias gram-negativas, que demandam concentracdes a partir de 2 pg/mL
(BAGGOT&PRESCOTT, 1987; CHAMBERS, 2010; DOWLING, 2010).

A baixa concentragdo sistémica encontrada nos grupos, confirma que a gentamicina
pode ser administrada localmente de forma segura, sem o potencial para nefrotoxicidade
em uma Unica dose de 2,2 mg/kg de gentamicina, através da PRIVA (WERNER, HARDY
& BERTONE, 2003).

N&do houve diferencas significativas entre as médias de concentracdo entre 0s
grupos em cada momento (P>0,05). Portanto, pode-se afirmar que ambos torniquetes
utilizados foram eficazes, pois até 48 horas foi possivel obter concentracdes acima da CIM.
Além disso, houve a tendéncia do torniquete tubular apresentar médias mais elevadas do
que observado com torniquete de Esmarch. Estes dados contradizem a opinido de Levine
no estudo de 2010 que desaconselha o uso do torniquete de tubular por néo ser eficaz no
alcance da CIM quando utilizado para PRIVA em regido proximal de membro. Deve-se
ressaltar que a eficacia do torniquete € dependente da pressdo de aplicacdo, ou seja, com
excecdo do torniquete pneumatico onde pode-se regular a pressdo, 0s torniquetes sao
aplicadores-dependentes e podem resultar numa variacdo da eficacia devido a pressao nao
padronizada exercida pelo aplicador. Além disso, outros fatores podem influenciar na
eficacia da perfusdo. Uma grande variacdo das concentra¢fes do farmaco entre os animais
no estudo ocorreu. Algumas hipéteses incluem a opcao pela venopuncdo com escalpe e a
movimentacdo do membro. O escalpe foi escolhido para o estudo no intuito de reproduzir
com realidade as situacdes enfrentadas pelos veterinario a campo na realiza¢do da técnica,
onde dificilmente utiliza-se cateter para a realizacdo da PRIVA. O escalpe pode ter
ocasionado extravasamento do farmaco pelo local de puncdo para regido perivascular
devido a alta pressao intravascular porporcionada pela infusdo com o volume de 40 mL. A

utilizacdo do cateter seria mais indicada para evitar o extravasamento e as variacdes na
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concentracdo observadas. Observou-se durante a aplicacdo a ingurgitacdo da veia,
provavelmente ocorrida devido ao fechamento das valvulas venosas. Talvez este fator pode
ter atrasado o processo de distribuicdo do farmaco, influenciando diretamente o pico de
concetracdo, porém um estudo mais aprofundado seria necessario para avaliar a influencia
das vélvulas na distribuicdo. Outro fator, como o comportamento individual dos animais
pode ter influenciado a curva de concentragdo, pois foi observado extravasamento do
farmaco para a circulacdo sistemica mesmo no periodo com o torniquete em 3 animais do
GTT e apenas 1 animal do GTE durante o M15". Isto pode ter ocorrido devido a
manipulacdo dos animais, onde foi necessario flexionar o membro tratado para coleta de
liquido sinovial da articulacdo do carpo.

Foram observadas complicagfes provenientes do procedimento de perfuséo
regional como discreto edema na veia cefalica devido a puncdo venosa como previamente
descrito por Levine (2010) que poderia ter sido evitado com a aplicacdo de pomada de
diclofenaco sodico, conforme sugere o mesmo autor. Além disso, edema discreto a
moderado na articulacdo carpica foi observado em alguns animais ap0s as primeiras
artrocenteses com resolucdo espontanea, em média, 72 horas ap0os o término das coletas,
descartando uma possivel infeccédo articular iatrogénica devido as sucessivas coletas.

CONCLUSAO

A utilizacéo da perfusdo regional de gentamicina em equinos é uma opcéo eficiente
para se obter uma concentracdo que exceda 0s niveis terapéuticos minimos necessarios
para combater os principais patdgenos presentes nas infec¢fes do carpo desta espécie, com
valores acima da concentracdo inibitoria minima (2ug/mL). Os torniquetes tubular e
Esmarch podem ser utilizados como modelos de torniquetes eficazes para a perfusdo
regional intravenosa em equinos na regido proximal do membro toracico. Ambos sdo

capazes de oferecer uma CIM de gentamicina na articulacdo do carpo de equinos higidos
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por até 48 horas, momento em que recomenda-se repetir o tratamento. Apesar do
torniquete tubular alcancar concentragcbes mais altas nas primeiras horas, o torniquete de
Esmarch é considerado mais seguro, pois obteve-se menor extravasamento para o plasma
durante o periodo em que esteve aplicado.
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Tabela 1 - ConcentracBes de gentamicina (ug/mL), média* e desvio padrdo (DP) no
liquido sinovial dos equinos (n=10) tratados por via intravenosa regional com gentamicina
(2,2 mg/kg) ao longo do tempo (momentos) com a utilizagdo de dois modelos de

torniquetes: Grupo Torniquete Tubular (GTT) e Grupo Torniquete Esmarch (GTE).

Concentragdo de gentamicina no liquido sinovial

M15 M30° M1h M2h M4h Mé6h M8h M12h M24h M48h M72h

Al 124,73 169,93 43,75 21,53 18,56 12,11 7,54 2,67 ND ND ND
A2 426,39 238,55 167,32 39,1 15,73 12,41 8,99 8,3 ND ND ND
A3 349,38 159,78 71,47 41,4 2577 11,27 7,1 4,19 ND ND ND

E A4 931,87 803,82 1999 5838 40,02 2054 1535 1052 354 21 ND

A5 110001 507,02 5312 39,31 418 2846 27,86 1968 732 ND ND

Média* 586,48 37582 107,11 3994 2838 16,96 13,37 907 543 2.1 ]
(DP) (+411,72) (+277,62) (+71,48) (+13,06) (+12,03) (+7,44) (+8,75) (+6,71) (+2,67) -

A6 56,98 5007 7484 353 2388 2185 1657 999 3,88 199 ND

A7 162,77 146,82 4232 4104 31,67 3695 52,87 3633 136 24 ND

u| A8 5678 30982 16209 5555 18,24 14,25 1018 567 239 ND ND

G| A9 55018 289,35 64,36 11056 76,51 41,08 28,97 1444 506 7,31 ND

Al10 100,76 232,78 103,88 64,64 42,24 20,76 12,82 1445 1,85 ND ND

Média* 187,29 205,77 89,5 6142 3851 26,98 24,28 16,17 535 3,9
(DP) (+212,37) (+107,54) (+46,23) (+29,82) (+23,07) (+11,46) (+17,53) (+11,84) (+4,78) (+2,96)

* Média entre as concentracdes de gentamicina acima do LD (limite de deteccdo — LD =
0,5 pg/mL). ND = Néo detectado e DP = Desvio Padréo.
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FIGURA 1 - Representacao grafica dos valores médios das concentracdes de gentamicina

(ug/mL) ao longo do tempo (momentos), no liquido sinovial dos animais submetidos ao tratamento

do GTT e GTE (dose 2,2 mg/kg, n=5) e concentragéo inibitéria minima (CIM) = 2pug/mL.



