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LOUREIRO, M.G. CONCENTRACOES DE OXITETRACICLINA DE LONGA
AGAO VIAS SISTEMICA OU TOPICA NO LEITE, LIQUIDO SINOVIAL E PLASMA
DE VACAS ACOMETIDAS DE DERMATITE DIGITAL PAPILOMATOSA. Botucatu,
2007. 57p. Dissertacao de Mestrado em Medicina Veterinaria — Universidade
Estadual Paulista — UNESP, Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia.
RESUMO
A Dermatite Digital Papilomatosa (DDP) € uma enfermidade com etiologia
bacteriana associadas as espiroquetas. O tratamento consiste na administracédo
de antimicrobianos parenterais ou tdpicos, destacando-se especialmente as
tetraciclinas. Os objetivos deste trabalho foram analisar e comparar a eficiéncia do
tratamento tépico e sistémico com oxitetraciclina em vacas acometidas por DDP, e
a presenca de residuos deste antimicrobiano no leite e suas concentracdes no
liguido sinovial e plasma. Foram utilizadas 8 vacas no grupo 1 tratadas
topicamente e 8 no grupo 2 tratadas por via sistémica . As amostras foram
coletadas nos momentos My anterior aos tratamentos, Mi: 6 horas poés-
tratamento, My: 12 horas apés, e em intervalos de 12 horas até o Mgs. A eficiéncia
dos tratamentos foi avaliada através do grau de claudicacdo e da extensdo da
lesdo. As concentragdes do antimicrobiano de oxitetraciclina foram determinadas
por HPLC. As vacas do Grupo 1 apresentaram reducao das lesdes e no grau de
claudicacéo e as do grupo 2 ndo demonstraram melhora nas lesdes e elevacao no
grau de claudicacdo. As concentracdes avaliadas em leite, liquido sinovial e
plasma no Grupo 1, revelaram valores abaixo dos Ilimites de deteccéo
estabelecidos pelo HPLC. A avaliacdo dos residuos de oxitetraciclina no leite do
Grupo 2, entre My e Mzs3, encontram-se acima dos limites maximos estabelecidos
pela legislacdo. Conclui-se que a oxitetraciclina em pé foi eficiente para o
tratamento de DDP e ndo apresenta residuos em plasma, liquido sinovial e leite e
que o tratamento sistémico apresenta baixa eficiéncia e elevadas concentracdes
no leite.

Palavras chave: Dermatite Digital Papilomatosa, vacas, oxitetraciclina,
residuos, HPLC.



LOUREIRO, M.G. CONCENTRATION OF OXITETRACYCLINE THE LONG
ACTION SYSTEMIC OR TOPICAL IN THE MILK, SINOVIAL LIQUID AND
PLASMA IN COWS WITH PAPILLOMATOUS DIGITAL DERMATITIS. Botucatu,
2007. 57p. Dissertacdo de Mestrado em Medicina Veterindria — Universidade

Estadual Paulista — UNESP, Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia.

ABSTRACT
Papillomatous digital dermatitis (PDD) is a restricted digital disease caused by a

spirochete-like and other bacterias. The treatment consists of administrating
systemic or topics antibiotics, especially tetracyclines. With this work it is intended
to compare the efficiency of the topical and systemic treatment with oxitetracycline
in cows with PDD and analyze the presence of residues of this antibiotic in the milk
and its concentration in the sinovial liquid and plasma. The total of 16 lactating
cows with PDD were divided in 2 treatment groups. The samples were obtained in
the moments MO: previous to the treatments, M1: 6 hours pos treatment, M2: 12
hours after treatment, and in intervals of 12 hours after treatment until M23. The
efficiency of the treatment was evaluated through the lameness degree and the
extension of the lesion. The assayed for oxitetracycline content was measured by
means of HPLC. The cows of the Group 1 presented reduction of the lesions and
in the lameness degree. Cattle of the Group 2 did not demonstrate improvement in
the lesions and showed elevation in the lameness degree. The concentration of
sinovial fluid and plasma in the milk of cows belonging to Group 1 revealed values
below the established detection limits for HPLC in milk. The evaluation of the
residues of oxitetracycline in the milk of the Group 2, between M1 and M23, were
above the maximum limits established by legislation. As a matter of conclusion it is
argued that the powdered oxitetracycline was efficient for the treatment of PDD
and it does not present residues in milk, level of plasma or sinovial fluid. Otherwise,
the systemic treatment presents low efficiency and high concentration of such
substance in the milk.

Key words: Papillomatous digital dermatitis, cattle, oxitetracycline, residues,
HPLC.



1 INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA

A abertura da economia para o mercado internacional aumentou a
concorréncia e passou a exigir maior qualidade e produtividade nos diversos
segmentos produtivos. Na pecuaria leiteira brasileira, os criadores com o propdsito
de alcancar estes avancos, vém implementando métodos de producdo modernos,
muitas vezes de forma inadequada, e podem estar influenciando de maneira
favoravel, as condi¢cbes para o desenvolvimento das enfermidades podais (SILVA
et al., 2001). As afeccdes que induzem as claudicacdes constituem-se em um dos
mais importantes problemas que acometem a espécie bovina, sendo superadas
somente pelos problemas reprodutivos e pelas infec¢cdes na glandula mamaria,
implicando assim em prejuizos econdmicos significativos ao agronegdcio
(BAGGOTT; RUSSELL, 1980; CLARKSON et al.,, 1996; DESROCHERS et al.,
1995; GREENOUGH et al., 1997; NAVARRE et al., 1999; NUSS; WEAVER, 1991;
STANEK, 1994; WHITAKER et al., 1983). Os prejuizos decorrentes de
enfermidades podais s&o imensos e preocupantes, pois sdo conhecidos os seus
efeitos deletérios, contribuindo para a diminuicdo da producéo leite, perda de
peso, alteracdo de conversdo alimentar, infertilidade, custos veterinarios, além das
alteracdes de manejo introduzidas na propriedade para o tratamento dos animais
acometidos e no descarte prematuro dos animais (DIRKSEN; STOBER, 1981). As
despesas com tratamentos, servi¢os veterinarios podem chegar, respectivamente,
a 7,92%, 38,39% e 51,77 do custo total da producdo da fazenda durante o ano
(BORGES; MARSICO, 1995).

Ao analisar as infec¢des podais devemos considerar as bactérias como
etiologia principal. Entre estas se destacam o Arcanobacterium pyogenes
(anteriormente denominado Actynomyces pyogenes) (G- anaerdbica facultativa)
freqientemente encontrados, Streptococcus spp. (G+), Salmonella spp. (G-),
Escherichia coli (G-), Proteus sp (G-) e Fusobacterium necrophorum (G-
anaerébico). Menos frequentemente as infeccbes podem ser causadas por

Staphylococcus spp. (G+), Erysipelothrix spp. (G+), Pseudomonas spp. (G-),



Pasteurella spp. (G-), Haemophilus spp. (G-), Dichelobacter nodosus (G-
anaerodbico), Brucella spp. (anaerdbico) e Mycoplasma spp. As infeccbes mistas
contendo bactérias aerdbicas G- associadas a anaerdbicas ou G+ aerdbicas sdo
comumente observadas (KASARI et al., 1988; TRENT; REDIC-KILL, 1997).

Os resultados insatisfatorios obtidos no tratamento das doencas podais dos
bovinos, mediante a administracdo parenteral de antimicrobianos, devem-se em
parte a diminuicdo do pH tecidual causada pelos processos infecciosos, producéo
de enzimas proteoliticas pelas bactérias e células inflamatérias e pela formacao de
coagulos de fibrina que favorecem a permanéncia de microorganismos viaveis.
Outro ponto importante a ser considerado é que o tecido 6sseo é composto por
tecido conjuntivo denso, que apresenta suprimento sanglineo limitado e
drenagem venosa e linfatica reduzidas. Assim, as rotas de eliminacdo do material
necrotico sao restritas (ORSINI, 1984; TRENT; REDIC-KILL, 1997). Os ligamentos
e tendbes também apresentam suprimento sanglineo reduzido, mas
adicionalmente possuem habilidade limitada para regenerar-se (ANDERSON et
al., 1996; HONNAS et al.,, 1991; TRENT; REDIC-KILL, 1997). Desta forma, a
escolha de um antimicrobiano deve estar baseada na sensibilidade microbiana a
substancia e também nas suas caracteristicas farmacocinéticas, devendo esta
escolha recair sobre uma substancia de amplo espectro de acéo e capaz de atingir
concentracdes elevadas nos diversos tecidos acometidos em uma infec¢ao podal
(FERGUSON, 1997; HONNAS et al., 1991; ORSINI, 1984; TRENT; REDIC-KILL,
1997), como por exemplo, o ceftiofur sodico e a oxitetraciclina (MORCK et al.,
1998).

No entanto, a terapia antimicrobiana sistémica implica na presenca de
residuos nos tecidos e leite, resultando na necessidade de se descartar o leite e
retardar o descarte do animal quando do insucesso do tratamento nos animais,
sendo este intervalo variavel, dependendo do periodo de caréncia de cada
antimicrobiano (BROWN et al., 1986; CHERLET et al., 2000; HADDAD et al.,
1986a; HADDAD et al., 1986b; MORCK et al., 1998; PEDERSOLI et al., 1995;
STANEK, 1994; TYCZKOWSKA et al., 1993). Esses residuos presentes nos



alimentos podem causar reag0es alérgicas em individuos sensiveis e a selecao de
cepas bacterianas resistentes (BRADY; KATS, 1992; BRADY, et al., 1993). Deve-
se atentar também para as lesdes nos locais de aplicacdo que podem causar a
remocado excessiva de retalhos musculares durante o abate dos animais
(STANEK, 1994). O que se deve questionar, no entanto, ndo é somente a
presenca destes residuos, mas sim o tipo e as concentracbes dos mesmos,
devendo estes se encontrar dentro de limites méaximos de residuos (LMRS),
estabelecidos no Brasil pelo Plano Nacional de Controle de Residuos Biolégicos
em Produtos de Origem Animal (PNCRB), dando a estes valores margem de
seguranca, suficiente para que garanta a qualidade do produto de origem animal
(PALERMO NETO, 2001). Este programa estabelece que LMR para a
oxitetraciclina é de 100 ng/ml (equivalente a 100 ppb) para a somatéria das
tetraciclinas (BRASIL, 1999).

O tratamento topico com substancias antimicrobianas, associadas ou ndo a
bandagens, apresenta resultados satisfatérios frente a diversas enfermidades
podais. Além disso, esta via de aplicacdo resulta em baixas concentracbes de
oxitetraciclina quando aplicado sob a forma de spray (BRITT, et al., 1999).
Contudo, em propriedades onde ha alta incidéncia destas enfermidades no
rebanho, o tratamento com a utilizacdo de bandagem devera ser substituido por
outro de maior praticidade.

Dentre as diversas enfermidades podais dos bovinos, tem-se destacado a
Dermatite Digital Papilomatosa (DDP), doenca primeiramente descrita na lItélia,
por Cheli e Mortelaro (1974), sendo também reportada em varios paises
(ARGAEZ-RODRIGUEZ et al., 1997; BROWN et al.,, 2000; KOFLER, 1997,
RODRIGUEZ-LAINZ et al., 1996a; RODRIGUEZ-LAINZ et al., 1996b;
RODRIGUEZ-LAINZ et al., 1998; RODRIGUEZ-LAINZ et al., 1999; WELLS et al.,
1999). Vérios nomes tém sido utilizados para descrever a DDP, incluindo
dermatite digital, papilomatose interdigital e dermatite verrucosa (BERRY, 2001;
OHYA et al., 1999; WALKER et al., 1995).

Recentes estudos no Brasil revelam que a incidéncia de animais



acometidos de DDP nos rebanhos pode variar de 24% (SILVA et al., 2001) a
36,8% (SILVA et al., 2004), sendo, portanto considerada como a principal
enfermidade podal observada em rebanhos leiteiros.

Estudos epidemiologicos tém identificado que determinadas condiges
ambientais e de manejo, possam predispor novilhas leiteiras a doenca. Citam-se
como exemplos destas condi¢cdes o peso das novilhas, tipo de piso (concreto),
introducdo de animais no rebanho sem adocdo de medidas profilaticas (SILVA,
2004) e o casqueamento (ARGAEZ-RODRIGUEZ et al., 1997, CHELI;
MORTELLARO, 1974; KOFLER, 1997; RODRIGUEZ-LAINZ et al., 1996a; WELLS
et al., 1999). Assim, a DDP apresenta-se como uma doenc¢a multifatorial, onde as
condi¢cdes de higiene precéarias sdo predisponentes e no qual as espiroquetas
podem estar primariamente envolvidas (BERRY, 2001; CRUZ, et al., 2005; FAJT,;
APLEY, 2001; GRUND et al., 1995; KOFLER, 1997; OHYA et al., 1999). Devido a
marcante suscetibilidade das lesfes causadas pela DDP, quando da
administracdo topica ou parenteral de alguns antimicrobianos (BERRY, 2001;
BRITT et al., 1996; BRITT et al., 1999; FAJT; APLEY, 2001; HERNANDEZ et al.,
1999; LAVEN; PROVEN, 2000) e a deteccdo de espiroquetas invadindo o estrato
espinhoso e papilas dermais, sugere-se que estas bactérias desempenhem um
papel importante na patogenia da doenca (BRITT et al., 1999; DOPFER et al.,
1997; FAJT; APLEY, 2001; WALKER et al., 1995; YERUHAM; PERL, 1998;).

As indicacbes sobre a provavel participacdo de espiroquetas na
etiopatogenia da DDP deve-se, entre outros fatores, ao predominio deste
microorganismo nas lesdes (BERRY, 2001; DOPFER et al., 1997; KOFLER, 1997;
OHYA et al., 1999; WALKER et al., 1995; YERUHAM; PERL, 1998), sendo este
encontrado invadindo o estrato espinhoso e papilar dermal. Recentemente,
estudos imunohistoquimicos revelaram que espécies de Treponema,
Campylobacter e o Fusobacterium necrophorum foram isolados a partir de lesdes
digitais de bovinos acometidos por DDP (CRUZ et al., 2005).

A diferenca entre a resposta humoral de vacas acometidas de DDP e

sadias, comparadas através do teste ELISA, indica claramente que as



espiroquetas induzem uma resposta humoral significativa na maioria das vacas
(WALKER et al., 1997). Apesar de a DDP ser amplamente estudada, permanece
obscuro o papel das espiroquetas como organismo primariamente envolvido ou
oportunista apd6s o desenvolvimento preliminar da lesdo (DOPFER et al., 1997;
FAJT; APLEY, 2001; KOFLER, 1997; OHYA et al., 1999; WALKER et al., 1995;
YERUHAM; PERL, 1998).

As lesdes iniciais sdo dolorosas, tipicamente avermelhadas, planas e
ulceradas, posteriormente ampliam suas dimensdes, adquirindo aspecto verrucoso
com projecdes papilares (BERRY, 2001; DOPFER et al., 1997; KOFLER, 1997;
OHYA et al., 1999; WALKER et al., 1997; YERUHAM; PERL, 1998). Estas lesdes,
ocorrem freqlientemente nos membros pélvicos, provavelmente por suportarem
maior peso e pelo maior contato entre as extremidades posteriores com
contaminantes ambientais como fezes e urina (MARTINS FERREIRA et al., 2002),
e localizam-se na superficie plantar acima do espaco interdigital, adjacente aos
bulbos dos cascos (BERRY, 2001; DOPFER et al., 1997; KOFLER, 1997; OHYA
et al., 1999; RODRIGUEZ-LAINZ et al., 1996b; WALKER et al., 1995; YERUHAM,;
PERL, 1998).

A leséo determinada pela DDP pode causar claudicacdo moderada a
severa, resultando em hiporexia com consequente diminuicdo da massa corporal e
reducdo da producéo leiteira (BERRY, 2001; BRITT et al., 1999; COULON et al.,
1996; OHYA et al.,, 1999; WALKER et al.,, 1995), reducdo do ciclo estral e
elevacdo do periodo compreendido entre o parto e concepc¢do. Os prejuizos
decorrentes da DDP s&o atribuidos ainda aos custos com o tratamento da
enfermidade e ao descarte do leite de animais em lactacdo, devido a presenca de
residuos de antimicrobianos (BRITT et al., 1999).

Segundo Martins, et al. (2002), as principais complicacdes decorrentes da
DDP sdo miiase e necrose. Em alguns casos mais complexos foi observada
erosao de taldo, ulcera de sola, crescimento excessivo do casco.

Estudos revelaram que a maioria das vacas acometidas de DDP, que

receberam administracdo tépica de penicilina G procaina, ceftiofur saddico,



oxitetraciclina, lincomicina ou combinacdo de lincomicina e espectinomicina,
seguida ou ndo de bandagens, responderam favoravelmente dentro de 7 a 30 dias
apés o término do tratamento. Entretanto, a recidiva das lesdes em vacas
previamente tratadas com antibiéticos também foi observada (BRITT et al., 1996;
COULON et al., 1996; FAJT; APLEY, 2001; HERNANDEZ et al., 1999;
HERNANDEZ; SHEARER, 2000; KOFLER, 1997; LAVEN; PROVEN, 2000; OHYA
et al., 1999).

OBJETIVOS

» Analisar e comparar a eficiéncia do tratamento tépico com cloridrato de
oxitetraciclina em p6 soluvel associado a bandagens em vacas acometidas
de DDP.

» Analisar e comparar a eficiéncia do tratamento com oxitetraciclina longa
acao (L/A), sistémico, em vacas acometidas de DDP.

» Determinar e comparar as concentracdes de oxitetraciclina no liquido
sinovial e plasma, bem como seus respectivos residuos no leite, de vacas

acometidas de DDP tratadas por via tépica e sistémica.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais e Grupos

Foram utilizadas 16 vacas em lactagédo, com idade variando de 5 a 10 anos,
pesando entre 435 e 635 Kg, provenientes de uma propriedade endémica para
DDP. Procedeu-se a divisdo aleatdria dos animais em dois grupos, compostos
com 8 animais cada, sendo que as vacas do Grupo 1 receberam doses de 5 g do
produto comercial, contendo 22% de cloridrato de oxitetraciclina®, associada a
cada troca de bandagem. Realizou-se a administracdo do antimicrobiano na forma
de p6, sobre as lesdes dos animais, em compressas de gaze e ataduras de crepe’
envolvidas por fita adesiva®, sendo estas bandagens trocadas a cada 48 horas,

totalizando 6 trocas. Enquanto que as vacas do Grupo 2 receberam trés doses de

Tormicina Premix 220 ®- cloridrato de oxitetraciclina 22%; veiculo g.s.p. 100 g — Tortuga
Zootécnica e Agraria.

2 Atadura de crepom Neve® — 60% algod&o; 28% poliamida; 12% poliéster; 13 fios; 15cm X 1,8m —
NEVE Ltda.

® Silvertape® — Fita adesiva — 3M do Brasil.



20 mg/kg de peso corporal de oxitetraciclina de longa acéo®, pela via intramuscular
a cada 72 horas.

Com a finalidade de padronizacéo dos grupos, as vacas foram oriundas de
uma unica fazenda produtora de leite tipo A, encontrando-se no intervalo de
lactacdo compreendido entre 200 e 365 dias poOs-parto e apresentavam pelo
menos um membro pélvico acometido. Os animais foram mantidos nas condi¢des
naturais na fazenda, alojados em estabulo coberto parcialmente, com piso de
cimento, com cama de bagaco de cana hidrolisado (Figura 1). A alimentacéo
constou do fornecimento diario de concentrado comercial na proporcao de 1% do
peso vivo, divididos em duas por¢des oferecidas no periodo matutino e vespertino,
silagem de milho, agua e sal mineral “ad libitum”. As vacas foram rotineiramente
ordenhadas duas vezes ao dia e todo o leite produzido no intervalo compreendido

entre o inicio dos tratamentos e 96 horas apds seus términos, foi descartado.

FIGURA 1- Estabulo semicoberto onde os animais de ambos 0s grupos

permaneceram durante o experimento.

* Tormicina L/A® — oxitetraciclina (dihidratada) base 20%; lidocaina 2%; veiculo g.s.p. 100 ml —
Tortuga Zootécnica e Agraria.



3.2 Organograma experimental:
- Exame fisico pré-tratamento.
- Determinacao do grau de claudicagdo (DESROCHERS et al., 2001) pré e pés-
tratamentos.
- Contencao em brete adaptado para casqueamento.
- Documentacdo fotogréfica e classificacdo da leséo.
- Divisdo aleatéria em Grupo 1 (tratamento topico) e Grupo 2 (tratamento
sistémico)
- Casqueamento.
- Oxitetraciclina tépica e bandagem.
- Troca da bandagem a cada 48 horas.
- Oxitetraciclina L/A injetavel.
- Administragcédo a cada 72 horas.
- Coleta de amostras de leite, liquido sinovial e sangue venoso.

- Momentos das coletas: Mg: imediatamente anterior aos tratamentos tépico

ou sistémico, M1: 6 horas apds administracdo, M2: 12 horas apés
administracdo e sucessivamente em intervalos de 12 horas até o M23 (264 horas).

- Mp: imediatamente anterior ao tratamento topico ou sistémico

- M1: 6 horas ap6s administracéo

- M2: 12 horas apos administracao

- M3: 24 horas ap6s administragéo

- M4: 36 horas apos administracao

- M5: 48 horas apds administracdo (Tratamento topico)

- Mg: 60 horas ap6s administragéo

- M7: 72 horas ap6s administracdo (Tratamento sistémico)

- Mg: 84 horas apds administracéo



- Mg: 96 horas apo0s administracdo (Tratamento topico)

- M10: 108 horas apo6s administracao

- M11: 120 horas ap0s administracao

- M12: 132 horas ap6s administracao

- M13: 144 horas ap0s administracao (Tratamento sistémico e topico)
- M14:156 horas ap6s administragéo

- M15: 168 horas apds administragao

- M16:180 horas ap6s administragdo

- M17: 192 horas ap6s administracao (Tratamento topico)
- M18: 204 horas ap6s administracéo

- M19: 216 horas ap0s administracao

- M20: 228 horas ap0s administracédo

- M21: 240 horas apo6s administracdo (Tratamento topico)
- M22:252 horas ap6s administragcéo

- M23: 264 horas ap0s administracado

- Inspecao apds final das coletas
- Andalises laboratoriais das amostras

- Acompanhamento final dos animais

3.3 Procedimentos

No momento que precedeu aos tratamentos todos os animais foram
pesados, identificados e examinados. Determinou-se o grau de claudicacéo,
segundo a classificacdo de Desrochers et al. (2001), que varia de intensidade O
(ausente), 1 (discreto arqueamento de dorso e locomocéo levemente anormal), 2
(arqueamento de dorso e locomocdo alterada), 3 (arqueamento de dorso e
claudicacdo marcantes), 4 (relutancia em se locomover e dificuldade de apoio). As
lesGes da DDP foram classificadas em discreta (1), moderada (2) e severa (3),

baseando-se nos sinais e extensdo da regido comprometida (BERRY, 2001;



DOPFER et al., 1997; KOFLER, 1997; OHYA et al., 1999; WALKER et al., 1995;
YERUHAM; PERL, 1998). Todas as lesbes apresentavam previamente aos
tratamentos aumento de sensibilidade e temperatura a palpacao.

Os animais foram contidos em brete adaptado para casqueamento (Figura
2), sendo mantidos em estacdo, sem a necessidade de tranquilizagdo. O membro
tratado foi elevado e posteriormente amarrado a travessa de madeira do brete.
Apoés a contencéo, as lesdes foram identificadas, fotografadas e classificadas. Os
animais dos dois Grupos foram casqueados previamente aos tratamentos. Nos
animais que apresentavam lesfes nos dois membros pélvicos, optou-se pelo
tratamento da lesdo mais grave.

As amostras foram pesadas em balanca de precisdo modelo Gehaka A 200
e acondicionadas em embalagens plasticas até o0 momento de sua utilizacdo nas
bandagens.

As aplicacdes nos animais do Grupo 2 contendo doses de 20 mg/kg de
peso corporal de oxitetraciclina de longa acdo®, foi realizada pela via
intramuscular, fazendo uso de agulhas 40 x 1,2 mm° e seringas plasticas
descartaveis’. Nestes animais, aplicou-se o antimicrobiano na musculatura glitea
e ou semi-tendinoso, semi-membranoso, nao ultrapassando o volume de 20 ml em
cada local de aplicacéo, sendo o local previamente higienizado com solucéo de
alcool iodado.

As amostras de liquido sinovial nos Grupos 1 e 2, contendo
aproximadamente 1ml, foram obtidas a partir de artrocentese seriada no espago
articular do tarso, correspondente ao membro acometido da leséo (Figura 3). O
local da artrocentese foi precedido de tricotomia, seguido de anti-sepsia com

solucao de polivinil-pirrolidona-iodo (PVPI)® a 10%.

® Tormicina L/A® — oxitetraciclina (dihidratada) base 20%; lidocaina 2%; veiculo q.s.p. 100 ml —
Tortuga Zootécnica e Agraria.

® Agulha descartavel 40x1,2® — BD Industrias Cirlirgicas Ltda.

’ Plastipak estéril® — Seringa descartavel de 20 ml, sem agulha — BD IndUstrias Cirdrgicas Ltda.
® Riodeine tépico® — Polivinil-pirrolidona-iodo 10% - Indlstria Farmacéutica Rioquimica Ltda.



As coletas de sangue venoso foram realizadas na jugular’ em tubo Vacuum
1'° contendo EDTA (ks) liquido, alternando o lado a cada momento
compreendendo um volume de aproximadamente 5 ml. Apdés a coleta, as
amostras de sangue foram centrifugadas’', durante 5 minutos & 3000rpm, com o

intuito de se obter o plasma.

FIGURA 2 - Brete adaptado para casqueamento utilizado para as coletas
durante o experimento. A vaca permaneceu em estacdo durante o0s

procedimentos.

® Precision Glide Vacutainer® — Agulhas para coleta de sangue a vacuo — 20 G 11/2 - BD.
1% vacuum 1l® — Tubo para coleta de sangue a vacuo — Labnew Indstria e Comércio Ltda.
! Centrifuga Fanem — Modelo Excelsa Il — 206 BL



FIGURA 3 — Animal com o membro contido para coleta de liquido sinovial

do membro em avaliado.

Amostras de leite correspondendo a um volume de aproximadamente 50
ml, composta por fracdes retiradas equitativamente dos quatro quartos mamarios,
foram obtidas de todos os animais nos momentos estabelecidos.

Todas as amostras de leite, liquido sinovial e plasma colhidas, foram
individualmente acondicionadas em recipientes apropriados e logo apos
armazenadas a temperatura de —20° C. Ao término da coleta de amostras, estas
foram encaminhadas para o Laboratério de Toxicologia do Departamento de
Andlises Clinicas e Toxicolégicas da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da
Universidade de S&o Paulo.

Procedeu-se a coleta de amostras de leite, liquido sinovial e plasma de

cada um dos animais nos momentos (Mg) imediatamente anterior ao tratamento
tépico ou administracdo injetavel, M1: 6 horas apos administracdo, M2: 12 horas
apés administracdo e sucessivamente em intervalos de 12 horas até o M3 (264

horas).
As coletas das amostras de leite, liquido sinovial e plasma, nos momentos
Mo, 48 horas (Ms), 72 horas (M7), 96 horas (Mg), 144 horas (M13), 192 horas



(M17), 240 horas (M21), foram realizadas previamente aos tratamentos topico ou
sistémico.

Ao final do periodo de coleta, submeteu-se todos os animais a reavaliacado
do grau de claudicacdo (DESROCHERS et al., 2001) e da extensdo das lesdes
podais, baseando-se nos mesmos critérios inicialmente propostos. Ao término das
coletas, os animais foram inspecionados durante 10 dias, com o0 objetivo de
detectar possiveis complicacbes das coletas seriadas ou aplicacdo da

oxitetraciclina injetavel.

3.4 Determinacdo das concentracdes de oxitetraciclina nas amostras de
leite, liquido sinovial e plasma.

Objetivando determinar a concentracdo da oxitetraciclina, foi realizada
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC), baseada no seguinte
procedimento analitico, adaptado de Furusawa (1999). Este método se mostra
eficiente para a verificacdo da presenca de oxitetraciclina no leite, liquido sinovial
e plasma com limites de deteccdo a partir de 37,5 ng/ml e de quantificacéo a partir
de 50ng/ml (DENOBILE, 2004; ESTEBAN, 2007).

- Em tubo de centrifuga sera colocado 1mL da amostra e adicionado 0,35 mL

de solucéo de acido tricloroacético a 80% em acetonitrila;

- Ultra-som®*? por 10minutos;

- Agitac&o em vértex*® por 1 minuto;

- Centrifugacao a 2500 rpm por 10min;

- Filtrac&o através de filtro* com membrana durapore® 0,45um, 13mm:;

- Injecdo automética de 40uL do filtrado no cromatografo liquido de alta

eficiéncia com detector Ultra-Violeta® (UV).

'2 Ultra-som Thornton®

'3 Agitador de tubos Fanem® - modelo 251

4 Conjunto para filtragdo & véacuo contendo: funil, base e tampa tubulada em borossilicato e garra
de aluminio anodizada — Millipore®

' Filtro Millipore®, membrana HV em PVDF 0,45um, 47mm de diametro.

16 Cromatégrafo liquido Hewlett Packard®, modelo 1100, equipado com detector de rede de
diodos, acoplado ao computador modelo Vectra XM, série 4-5/150, com Chem Station para



3.5 Andlises Estatisticas

Para a andlise estatistica, os dados foram submetidos a analise de variancia
nao parameétrica, teste de Friedman, e ao teste de comparacdes multiplas de Dunn
considerando-se o nivel de significancia de 5% (ZAR,1998).

As andlises estatisticas foram efetuadas empregando-se o programa SAS"

(Statistical Analysis System®).

integracao e processamento dos cromatogramas, munido de coluna Nova-Pak Waters® RP 8,
60A°, 4mm (3,9 x 150 mm ).
7 SAS Institute Inc®., SAS: On line doc., Version 8, Cary, 1999.



4 RESULTADOS

Todos os animais do Grupo 2, que receberam o cloridrato de oxitetraciclina
injetavel na forma L/A, apresentaram aumento de volume firme, sensivel a
palpacdo e com aumento de temperatura nos locais de aplicacéo, 6 horas apds a
aplicacdo (Figuras 6 e 7). Essa alteracao foi observada a cada nova aplicacao,
estendendo-se por 10 dias, apoés o ultimo momento de coleta.

A analise das concentrac6es de oxitetraciclina nas amostras de leite, liquido
sinovial e plasma, em todos os momentos, nos animais que compuseram o Grupo
1, tratado topicamente, revelou valores abaixo dos limites de deteccdo a partir de
37,5 ng/ml, estabelecidos pelo HPLC (DENOBILE; NASCIMENTO, 2004).

A colocacdo da bandagem associada a fita adesiva apresentou resultado
satisfatorio & medida que, impediu que algum animal durante o periodo de
tratamento permanecesse sem o curativo. Além disso, durante a troca de todas as
bandagens, em todos o0os momentos, observou-se que o0 produto em péd

permaneceu em grande quantidade sobre as lesdes (Figura 4).



FIGURA 4 - Animal do Grupo 1, durante a troca de bandagem,

apresentando oxitetraciclina em pd, concentrada sobre a leséo.

Os graus de lesdo e claudicacdo pré e pos-tratamento tdpico com

oxitetraciclina (Grupo 1) estdo apresentados na Tabela 1.

TABELA 1 - Animais do Grupo 1, submetidos ao tratamento tépico com
oxitetraciclina em pd, com os respectivos graus de leséo e claudicacao pre e poés-

tratamento, em relacdo aos membros acometidos.

Membro Grau da leséo Grau de claudicacao
Animal  acometido
Pré-tratamento Pds-tratamento Pré-tratamento Pés-tratamento

402 MPD* e MPE 1 0 3 4
351 MPD 1 0 2 0
381 MPD 2 0 2 0
344 MPE 2 0 3 0
162 MPD 2 0 2 0
353 MPE* e MPD 2 0 3 0
413 MPD* e MPE 2 0 2 0
346 MPE* e MPD 1 0 2 0

MPE: Membro pélvico esquerdo
MPD: Membro pélvico direito

* Membro tratado



FIGURA 5 - Animal nimero 344 submetido ao tratamento topico com

oxitetraciclina (Grupo 1): pré-tratamento.



FIGURA 6 - Animal nimero 344 submetido ao tratamento tdpico com

oxitetraciclina (Grupo 1): pés-tratamento (M23)

FIGURA 7 - Animal 346, submetido ao tratamento tépico com oxitetraciclina

(Grupo 1): pré-tratamento.



FIGURA 8 - Animal 346, submetido ao tratamento topico com oxitetraciclina

(Grupo 1): pos-tratamento (M23)

Os graus de lesdo e claudicacdo pré e pods-tratamento sistémico com

oxitetraciclina (Grupo 2) estdo apresentados na Tabela 2.

TABELA 2 - Animais do Grupo 2, submetidos ao tratamento injetavel com
oxitetraciclina longa acao (L/A), com os respectivos graus de leséo e claudicacao

pré e pos-tratamento, em relacdo aos membros acometidos.

Membro Grau da leséo Grau de claudicacéo

Animal  acometido

Pré-tratamento Pds-tratamento Pré-tratamento Pés-tratamento
373 MPD* e MPE 2 1 3 3
432  MPE* e MPD 2 2 2 2
465 MPD 1 1 1 2
423 MPD 1 1 1 2



310
435
461
427

MPE 1 1 1 2
MPE 1 1 1 4
MPE 1 1 2 2
MPE* e MPD 1 1 1 2

MPE: Membro pélvico esquerdo
MPD: Membro pélvico direito

* Membro tratado

FIGURA 9 - Animal 373 tratado com oxitetraciclina por via sistémica (Grupo

2): pré-tratamento.



FIGURA 10 - Animal 373 tratado com oxitetraciclina por via sistémica

(Grupo 2): pos-tratamento (M23)



FIGURA 11 - Animal 432 tratado com oxitetraciclina por via sistémica

(Grupo 2): pré-tratamento.



FIGURA 12 - Animal 432 tratado com oxitetraciclina por via sistémica

(Grupo 2): pos-tratamento (M23)

Nas Tabelas 3, 4, 5 encontram-se os valores individuais, médios (X)
expressos em ng/ml e erro padrao da média (EPM) e as Figuras 16, 17, 18, 19, 20
e 21 a representacgdo grafica das concentragcfes de oxitetraciclina em leite, liquido

sinovial e plasma de vacas submetidas aos tratamentos sistémico e topico.



TABELA 3 - Valores individuais, médios (X) e erro padrdo da média (EPM)
das concentracdes de oxitetraciclina (ng/ml) em cada momento, no leite de vacas

acometidas por DDP, tratadas por via sistémica (Grupo 2).

Momento NUumero do animal - Concentragéo (ng/ml) — Grupo 2

(horas)

373 423 465 427 310 435 432 461 X = EPM

M, 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 000 + 0,00
M. 6 horas 2771,99 77698 2062,41 232810 779,10 188422 103549 129885 1617,14 + 26581
M, 15 horas 382389 1099,05 2429,62 311470 1577,37 316756 1310,11 1653,86 227202 + 356,35
M, 24 horas 3560,87 167241 264844 2888,82 193842 249683 232250 218806 246567 + 208,63
M, 36 horas 2257,78 1077,71 2066,15 2736,18 1190,24 171452 2488,08 315894 208620 + 257,83
M. 48 horas 122157 616,32 1481,80 262,67 1212,86 61003 1171,16 693,82 908,78 + 147,96
M. 60 horas 826,60 40595 90567 62,93 122040 28524 000 671,78 54733 & 15224
M. 72 horas 250,73 153,82 873,65 000 63621 11905 681,07 4206 34457 + 118,36
M, 84 horas 2546,36 1504,58 2287,78 201560 2168,12 2303,18 1107,15 251516 205599 + 178,52
M, 96 horas 254333 317333 3042,20 170132 1367,61 177614 199291 293505 231649 + 24533
M, 108 horas 228411 1831,15 2447,86 977,80 133270 154809 1790,79 453114 209296 + 386,96
M, 120horas ~ 1627,32 111909 175,77 123437 90328 51993 137503 58231 113914 + 159,68
M., 132horas 73850 564,26 183752 958,60 736,80 46152 577,16 392,74 78339 i+ 163,27
M, 144 horas 52775 34297 737,33 37591 57616 17719 31258 12834 39728 & 7270
M, 156 horas 338104 233827 196240 2047,22 275051 216924 183938 383820 2540,78 + 25643
M. 168 horas 432687 1762,23 344735 199692 137920 271418 1697,08 162264 236831 + 368,64



M, 180horas 370546 2081,70 2561,36 166437 157390 159274 142894 133337 199273 + 282,23
M 192 horas  2003,28 154539 139814 531,69 972,64 102275 632,22 741,60 110597 + 179,05
M, 204 horas 920,25 492,85 123649 271,32 391,17 701,78 53190 687,29 654,13 + 109,38
M., 216 horas 463,38 338,85 48210 107,77 374,52 43232 246,08 587,25 379,03 + 52,92
M, 228 horas 394,00 202,14 381,08 8392 28439 368,33 23533 502,14 30643 + 4654
M,, 240 horas 261,88 106,30 380,55 7471 251,79 231,08 11559 16551 19843 + 36,07
M,, 252 horas 68,68 75,10 359,84 7127 176,92 146,39 97,13 481,69 184,63 + 5451
M23 264 horas 85,42 74,92 185,42 68,84 112,41 97,54 101,64 115,86 105,26 + 12,89
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FIGURA 13 — Representacao gréafica da distribuicdo ao longo do tempo dos
valores individuais da concentracdo de oxitetraciclina (ng/ml) no leite de vacas

acometidas por DDP e submetidas ao tratamento sistémico (Grupo 2).
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FIGURA 14 - Representacdo grafica dos valores das concentracoes

médias de oxitetraciclina (ng/ml), em cada momento no leite de vacas tratadas por
via sistémica (Grupo 2).




TABELA 4 - Valores individuais, meédios (X) e erro padrao da média (EPM)
das concentragfes de oxitetraciclina (ng/ml) em cada momento, no liquido sinovial

de vacas acometidas por DDP, tratadas por via sistémica (Grupo 2).

Momento Numero do animal - Concentracédo (ng/ml) — Grupo 2

(horas)

373 423 465 427 310 435 432 461 X + EPM

M, 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 000 + 0,00
M, 6 horas 1967,06 2568,83 202311 224140 210570 2126,35 2551,13 186971 1976,36 + 216,77
M, 12 horas 199656 172517  1256,14  1807,77 1270,89  1669,12  2040,81  1984,76 171890 + 109,92
M, 24 horas 126794 137414 136529 100541 834,32 153343 185496 984,76 127753 117,43
M, 36 horas 87561 846,12 107620 981,81 701,57 89626 1456,73 710,42 94309 + 85,74
M. 48 horas 71042 69567 846,12 607,18 651,42 754,67 866,76 616,03 698,01 + 47,75
M., 60 horas 11750 200,10 31809 220,75 158,80 20,16 380,04 11,31 17834 = 46,19
M. 75 horas 0,00 4376 149,95 55,55 43,76 1131 226,65 000 6637 = 28,55
M, 84 horas 195231 212340 2220,75 231514 194346 1344,64 125319 156588 1839,85 + 142,63
M, 96 horas 245378 141249 172812 192871 119420 760,57 1079,15 1214,85 147148 + 191,11
M, 108 horas 155408 98476 120895 134169 85496 66322 8638l 102606 106219 + 102,68
M, 120horas 149508 657,32 104671 120010 72517 530,48 1011,31 778,27 93055 + 112,71
M_, 132horas 1388,89 512,78 85496 74877 639,63 559,98 781,22 607,18 761,68 + 98,56
M., 144 horas 978,86 000 191,25 9390 200,10 0,00 29,01 2016 189,16 =+ 116,39
M, 156 horas ~ 260423 142429  1999,51 240069 207620 1731,07 270747 181957 209538 + 157,86
M. 168 horas ~ 143019  1096,85 1557,03 174582 131514 128260 967,06 1568,83 137045 + 91,32
M., 180horas 1011,31 790,07 1111,60 113520 1017,21 100246 763,52 1200,10 1003,93 + 55,27
M., 192 horas 781,22 621,93 87561 99361 846,12 822,52 554,08 872,66 79597 + 50,63
M., 204 horas 707,47 59243 66027 69567 613,08 598,33 456,73 551,13 609,39 + 28,90
M., 216 horas 262,04 93,90 67,35 37,86 15585 147,00 2,46 934 9464 32,12
M, 228 horas 14,26 73,25 0,00 7325 138,15 123,40 82,10 161,75 8327 20,12
M, 240 horas 138,15 55,55 0,00 000 542,28 88,00 7915 397,74 162,61 + 70,32
M,, 252 horas 0,00 46,71 0,00 000 102,75 58,50 46,71 000 3183 =+ 13,52
M, 264 horas 0,00 26,06 0,00 000 10570 500,98 135,20 541 9667 = 60,71
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FIGURA 15 — Representagcdo grafica da distribuicdo ao longo do tempo dos
valores individuais da concentracdo de oxitetraciclina (ng/ml) no liquido sinovial de

vacas acometidas por DDP e submetidas ao tratamento sistémico (Grupo 2).
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FIGURA 16 - Representacdo grafica dos valores das concentracfes
médias de oxitetraciclina (ng/ml), em cada momento no liquido sinovial de vacas
tratadas por via sistémica (Grupo 2).




TABELA 5 - Valores individuais, meédios (X) e erro padrao da média (EPM)

das concentracdes de oxitetraciclina (ng/ml) em cada momento, no plasma de

vacas acometidas por DDP, tratadas por via sistémica (Grupo 2).

Momento Numero do animal - Concentracédo (ng/ml) — Grupo 2
(horas)
373 423 465 427 310 435 432 461 X + EPM

M, 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 =+ 0,00
M. 6 horas 5149,00 3599,00 4382,34 4332,34 3365,67 5190,67 3665,67 0,00 371059 + 582,47
M, 12 horas 4957,34  4440,67 467400 4340,67 3582,34  6482,34  3807,34 381567 451255 + 326,97
M, 24 horas 4407,34  3282,34  3590,67  3424,00 314900  3499,00 486567  3607,34 372817 + 209,93
M, 36 horas 3674,00 311567  2940,67 2840,67 2357,34 2824,00 3457,34 2399,00 2951,09 + 163,21
M, 48 horas 2582,34 251567  1940,67 1657,34  1390,67  1807,34¢ 218234  1707,34 1972,96 + 149,25
M6 60 horas 2149,00 1815,67 982,34 815,67 482,34 1290,67 1124,00 1199,00 1232,34 + 188,77
M. 72 horas 507,34 41567 432,34 307,34 157,34 307,34 499,00 257,34 360,46 = 43,61
M, 84 horas 5332,34 5399,00 4799,00 4440,67 3207,34 3407,34 3940,67 4465,67 4374,00 + 288,03
M, 96 horas 4257,34  3790,67  4157,34 336567 2632,34 267400 361567 3999,00 3561,50 + 222,62
M., 108 horas 2107,34 1815,67 1265,67 1382,34 1765,67 2399,00 3190,67 3807,34 2216,71 + 313,07
M11 120horas 1332,34 1065,67 815,67 940,67 1299,00 665,67 1515,67 1315,67 1118,80 + 104,03
M, 132horas 565,67 524,00 740,67 407,34 47400 16567 86567 782,34 56567 <+ 80,49
M13 144 horas 149,00 315,67 532,34 299,00 207,34 74,00 232,34 99,00 238,59 + 52,01
M., 156 horas 4507,34  4624,00 506567 421567  3890,67  3490,67  4599,00 3807,34 427505 + 183,76
M.. 168 horas 3907,34 3249,00 4015,67 3657,34 3124,00 4774,00 3565,67 3599,00 3736,50 + 181,79
M16 180horas 3249,00 2990,67 3040,67 3132,34 2599,00 2449,00 3149,00 3099,00 296359 + 100,63
M., 192 horas 2782,34 2715,67 3099,00 2874,00 2374,00 2140,67 2990,67 2982,34 274484 + 116,78
M18 204 horas 2582,34 2565,67 2757,34 2674,00 2207,34 2232,34 2665,67 2824,00 256359 + 80,73
M., 216 horas 465,67 449,00 582,34 557,34 99,00 899,00 557,34 71567 540,67 = 81,33
M20 228 horas 357,34 390,67 507,34 415,67 81,30 336,50 399,00 565,67 381,69 + 50,72
M, 240 horas 349,00 374,00 46527 374,00 0,00 67,75 390,67 549,00 32121 + 66,98
M,, 252 horas 307,34 324,00 432,34 365,67 0,00 0,00 565,67 365,67 295,09 + 70,35
M23 264 horas 232,34 307,34 399,00 424,00 0,00 0,00 507,34 382,34 281,54 + 67,73
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FIGURA 17 - Representacao gréafica da distribuicdo ao longo do tempo dos
valores individuais da concentracdo de oxitetraciclina (ng/ml) no plasma de vacas
submetidas tratadas por via sistémica (Grupo 2).
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FIGURA 18 - Representacdo grafica dos valores das concentragfes
médias de oxitetraciclina (ng/ml), em cada momento, no plasma de vacas tratadas
por via sistémica (Grupo 2).







TABELA 6 - Valores médios (X) e erro padrdo da média (EPM) das

concentracdes de oxitetraciclina (ng/ml) em cada momento no leite, liquido sinovial

e plasma de vacas acometidas por DDP, tratadas por via sistémica (Grupo 2).

Momento Concentracédo (ng/ml) (Xx£ EPM)
(horas) Plasma Liquido sinovial Leite
M, 0,00 + 0,00 © 0,00 + 0,00 ' 0,00 + 0,00 ©
M, 6 horas 371059 + 582,47 ** 1976,36 =+ 216,77 ° 161714 + 265,81
M, 12 horas 451255 + 326,97 *° 171890 + 109,92 * 2272,02 % 356,35 *°
M. 24 horas 372817 + 209,93 *° 1277,53 + 117,43 246567 + 208,63 *°
M, 36 horas 2951,09 + 163,21 943,09 + 85,74 el 2086,20 + 257,83
M, 48 horas 1972,96 + 149,25 e 698,01 + 47,75 b 908,78 + 147,96
M, 60 horas 1232,34 + 188,77 ¢ 178,34 + 46,19 o 547,33 + 152,24 %
M, 72 horas 360,46 + 43,61 * 66,37 + 28,55 344,57 % 118,36 °*°
Mg 84 horas 437400 + 288,03 ° 1839,85 + 142,63 ° 205599 + 178,52
M, 96 horas 3561,50 + 222,62 1471,48 + 191,11 *® 231649 + 24533 *
M., 108 horas 221671 + 313,07 1062,19 =+ 102,68 2092,96 + 386,96
M., 120horas 1118,80 =+ 104,03 e 930,55 + 112,71 b 1139,14 + 159,68
M., 132horas 565,67 + 80,49 ‘U 761,68 =+ 98,56 783,39 = 163,27
M., 144 horas 23859 + 52,01 * 189,16 + 116,39 "% 397,28 % 72,70 P
M., 156 horas 427505 + 183,76 ° 209538 + 157,86 ° 2540,78 256,43 °
M. 168 horas 3736,50 + 181,79 ** 137045 + 91,32 ** 2368,31 + 368,64 »
M. 180horas 296359 =+ 100,63 1003,93 + 55,27 e 1992,73 + 282,23
M., 192 horas 274484  + 116,78 795,97 + 50,63 2o 1105,97 + 179,05 2
M., 204 horas 2563,59 80,73 ¢ 609,39 + 28,90 2 654,13 + 109,38 %
M., 216 horas 540,67 + 81,33 P 94,64 + 32,12 379,03 = 52,92 P
M., 228 horas 381,69 + 50,72 °* 83,27 + 20,12 306,43 + 46,54 °*
M., 240 horas 32121 + 66,98 162,61 + 70,32 198,43 + 36,07 *
M., 252 horas 29509 + 70,35 * 31,83 + 1352 ¢ 184,63 + 54,51 %
M,, 264 horas 281,54 + 67,73 * 96,67 + 60,71 ' 105,26 # 12,89 *

Momentos seguidos de mesma letra minuscula, na coluna, ndo diferem entre si (P> 0,05).



5 DISCUSSAO

A selecdo dos lotes de vacas oriundas de uma mesma propriedade,
mantidas nas mesmas condi¢cdes ambientais, pode ter contribuido para a pouca
variabilidade da gravidade das lesdes (CHELI; MORTELLARO, 1994; NICOLETTI,
2004), e submetidas a rotina de ordenha e dieta inalteradas, proporcionou a
homogeneidade dos grupos experimentais. Esta padronizacdo colaborou para a
reducdo do estresse e desconforto causado pelas modificacdes inerentes ao
protocolo experimental proposto.

A contencao fisica dos animais em brete adaptado para o casqueamento,
sem a necessidade de contencdo quimica (DESROCHERS et al., 2001; STANEK,
1997), mostrou-se eficiente e adequada, pois nenhum tipo de acidente ou
dificuldade foi observado durante as coletas, podendo esta técnica ser exequivel
sem a necessidade de outros métodos dispendiosos ou de dificil aquisicdo na
propriedade.

O volume de 1 ml de liquido sinovial proposto na metodologia, foi suficiente
para a realizacdo das avaliacdes das concentracdes de oxitetraciclina e ndo houve
dificuldade de coleta em nenhum momento. As artrocenteses repetidas facilitaram
o procedimento de colheita de liqlido sinovial durante toda a fase experimental,
ndo sendo observadas dificuldades de coletas nos momentos iniciais ou finais
relatados por Rodrigues (2003). Um animal (Grupo 2), apresentou hemoartrose no

altimo momento (M23), como complicacdo das artrocenteses seriadas. Este

animal, ao final das coletas, retornou ao seu lote de animais correspondente na
propriedade, sem a necessidade de qualquer tipo de tratamento. N&o foram
observadas quaisquer complicacbes decorrentes das artrocenteses seriadas
durante o periodo das coletas e até 10 dias apds seu término nas demais vacas.
A metodologia empregada na coleta, armazenamento e determinacéo de

oxitetraciclina nas amostras pelo HPLC, mostrou-se amplamente satisfatéria. Esta



observacdo deveu-se a elevada sensibilidade, especificidade e precisdo do
método empregado na deteccdo da oxitetraciclina no leite (DENOBILE, 2002),
plasma e liquido sinovial (ESTEBAN, 2003; ESTEBAN et al., 2007).

Nos animais do Grupo 1, submetidos ao tratamento topico associado a
bandagem, n&o foram observadas complicacdes ou a queda da atadura em todos
0Ss animais e momentos. Além disso, ap0s as trocas das bandagens, a
oxitetraciclina em pd apresentou-se concentrada sobre as lesdes (Figura 22),
indicando que apesar do intervalo de 48 horas entre cada administracdo, o
produto permaneceu aderido a leséo, o que pode ter contribuido para o sucesso
do tratamento tépico, conforme observado em outro estudo (BRITT et al., 1999).
Entretanto, nenhum relato experimental foi observado na literatura, fazendo uso da
oxitetraciclina na forma de pé.

A recuperacao das lesdes influenciou diretamente na melhoria do grau de
claudicacdo das vacas do Grupo 1 (Tabela 1), tratadas com oxitetraciclina topica,
resultando na auséncia de sensibilidade dolorosa (BERRY, 2001; DOPFER et al.,
1997; KOFLER, 1997; OHYA et al.,, 1999; WALKER et al.,, 1997; YERUHAM,;
PERL, 1998). Além disso, a recuperacdo obtida pela terapia tdpica corrobora
outros estudos que utilizaram antimicrobianos por esta via, obtendo-se
recuperacao entre 7 e 30 dias (BRITT et al., 1996; COULON et al., 1996; FAJT,
APLEY, 2001; HERNANDEZ et al., 1999; HERNANDEZ; SHEARER, 2000;
LAVEN; PROVEN, 2000; NICOLETTI, 2004; OHYA et al., 1999).

Apesar do tratamento topico com oxitetraciclina ter se mostrado eficiente
(Figuras 5, 6, 7, 8) o animal 402 apresentou aumento do grau de claudicacéo de 3
para 4. Este achado deveu-se a ocorréncia de abscesso subsolear no digito lateral
do membro acometido pela lesdo. Provavelmente ndo houve correlacdo entre a
lesdo de DDP e o abscesso, uma vez que as principais complicacdes da DDP sao
erosdo de taldo, Ulcera de sola, crescimento excessivo do casco, associado
freqientemente a miiases e necrose (MARTINS, et al. 2002), fatos estes nado
observados nos digitos desta vaca.

Os resultados insatisfatorios no tratamento da DDP, obtidos a partir da



administracdo sistémica de oxitetraciclina, evidenciaram-se pela manutencdo do
grau de severidade da leséo (Tabela 2 e Figuras 11 e 12) manifestado na maioria
dos animais (BERRY, 2001; DOPFER et al., 1997; OHYA et al., 1999; WALKER et
al., 1995; YERUHAM; PERL, 1998). Somente o animal 373 do Grupo 2 (Figuras 9
e 10), tratado por via sistémica, apresentou melhoria da leséo, passando do grau
moderado para leve. Estas observacfes divergem dos relatos que atribuem uma
marcante susceptibilidade das lesdes causadas pela DDP, quando da
administracdo topica ou parenteral de alguns antimicrobianos (BERRY, 2001;
BRITT et al., 1996, 1999; FAJT; APLEY, 2001; HERNANDEZ et al., 1999; LAVEN;
PROVEN, 2000). Nicoletti (2004) indica o uso parenteral de oxitetraciclina em
casos de claudicacdo grave e refratarios a outras terapias.

O grau de claudicacdo (DESROCHERS et al., 2001) aumentou
consideravelmente em todos os animais do Grupo 2, seis horas apos a primeira
aplicacdo de oxitetraciclina sistémica, podendo este fato ser atribuido a ocorréncia
de miosite nos locais de administragcdo da oxitetraciclina L/A, dificultando a
correlacédo entre os graus de claudicagdo nos momentos avaliados. Esta condi¢ao
se manteve durante todo o periodo de observa¢édo dos animais.

Outra razdo para o baixo sucesso do tratamento com a oxitetraciclina
sistémica pode, em parte, ser atribuido as concentracfes abaixo de 250 ng/ml,
obtidas no liquido sinovial, decorrido aproximadamente 48 horas de cada uma das
trés aplicagdes, como pode ser observado na Figura 19 e nos momentos M6, M7,
M13 e M19 da Tabela 6. Este valor (250 ng/ml) é tido como a menor CIM para
bactérias patogénicas mais freqlientemente encontradas em processos
infecciosos.

Estudo imunohistoquimico sugere que a DDP é uma enfermidade
multifatorial, com o envolvimento de diversas bactérias, destacando-se espécies
de Treponema, Campylobacter e Fusobacterium necrophorum (CRUZ et al.,
2005). Assim, as CIMs estabelecidas para os principais microorganismos podem
servir de balizamento na terapia antimicrobiana em animais acometidos de DDP.

A analise dos valores médios das concentracfes de oxitetraciclina (Tabela



6) permitiu observar que a partir da aplicacdo sistémica (Mo), ocorreu elevagao
gradual nos niveis, atingindo o primeiro pico apos 12 horas (M), sendo que nestes
momentos existe diferenga estatisticamente significante. Posteriormente detecta-
se queda da concentragdo, com o nivel mais baixo verificado as 72 horas (M;) e
nova elevacao apos 84 horas (Mg). Este padrdo de comportamento nos valores
meédios das concentracfes de oxitetraciclina administrados via sistémica, se
observa de forma semelhante antes e apds as outras duas aplicacdes. A analise
dos valores da concentracdo nestes momentos indica a existéncia de diferenca
estatisticamente significante, entre os picos maximos € minimos.

A avaliacdo entre as concentragfes determinadas nos momentos M,, Mg,
M4, que representam respectivamente 12, 84 e 156 horas, correspondentes aos
valores maximos, ndo demonstram diferencga estatisticamente significante.

Os picos médios das concentracdes de oxitetraciclina no plasma (ng/ml)
observados para os animais do Grupo 2, que receberam 20 mg/kg, foram de
451255, 4374,00, 4275,05 respectivamente nos momentos My, Mg e Mg,
sistematicamente 12 horas apds as aplicacbes. Entretanto, Fajt e Apley (2001)
administrando 10 mg/kg, identificaram concentragdes de tetraciclina no plasma de
1680,00 ng/ml, podendo esta disparidade de concentracdes ser inferida as
diferentes doses utilizadas.

Ao analisarmos as concentracfes médias de oxitetraciclina obtidas no
liguido sinovial das vacas tratadas via sistémica, observamos que 0s picos de
concentracdo atingem niveis da ordem de 1976,36 ng/ml (M), 1839,85 (Mg) e
2095,38 (M14). Estudo in vitro, com bovinos apresentando enfermidades podais,
demonstrou a susceptibilidade do Arcanobacterium pyogenes a penicilina,
amoxacilina, eritromicina, lincomicina e tetraciclinas, com relativa resisténcia
bacteriana a oxitetraciclina, onde a Concentracéo Inibitoria Minima, capaz de inibir
o crescimento de 50% das bactérias (CIM50) foi 6,25 pg/ml e a CIM90
(capacidade de inibir o crescimento de 90% das bactérias) apresentou valor de 25
pug/ml (FAJT; APLEY, 2001). Isto significa que mesmo nos momentos de picos da

concentracdo, obtidos com o tratamento sisttmico, nem mesmo se aproximou



destas CIMs previamente estabelecidas (FAJT; APLEY, 2001; FINCH, 1997).

Entre os momentos M7, Mi3, Mgs, correspondentes respectivamente a 72,
144 e 264 horas, referente aos menores valores médios das concentracdes de
oxitetraciclina, também nao foi observada diferenca estatisticamente significante.

Apesar das oscilacdes verificadas nas concentragdes do liquido sinovial no
animal 373 (Grupo 2), estas puderam ter sido suficientes para reduzir o processo
infeccioso, o que foi observado pela recuperacao parcial da lesao.

As concentracdes da tetraciclina nos muasculos, ossos, articulacoes e pele,
sao reflexo direto da concentracao sérica. Apesar de Util em certas circunstancias
e basear-se no principio de que a concentracdo tecidual é reflexo direto da
concentracao serica do antimicrobiano, distor¢cdes desta correlacdo podem ocorrer
(FAJT; APLEY, 2001). Nas vacas do Grupo 2, também se observou paralelismo
farmacocinético, pois, as concentracdes séricas refletiram de forma diretamente
proporcional nas concentracbes do liquido sinovial (NAVARRE et al., 1999).
Contudo, houve baixa difusdo de oxitetraciclina do plasma para o liquido sinovial,
possivelmente resultado da dificuldade na penetracéo e distribuicdo articular, uma
vez que os valores das concentracfes no liqlido sinovial mostram-se muito abaixo
dos encontrados no plasma. Este achado revela que a concentragdo plasmatica
de um determinado antimicrobiano, deve ser extrapolada com ressalvas para o
tratamento de infeccbes que envolvam outros sistemas, particularmente o
aparelho locomotor.

Os niveis obtidos de oxitetraciclina no liquido sinovial dos animais do grupo
2, foram muito inferiores aos do plasma, fato este ndo observado com a mesma
intensidade quando da administragdo de tetraciclina sodica cristalina 1V
(RODRIGUES, 2003). Este achado mostra comportamento diferente da
oxitetraciclina L/A quando comparada com tetraciclina sddica cristalina, no que se
refere a difusdo das tetraciclinas do plasma para o liquido sinovial e leite.

Neste estudo, as analises das concentracfes de oxitetraciclina nas vacas
tratadas em forma de p6 (Grupo 1), demonstraram auséncia de residuos

detectaveis em leite. De forma semelhante, Britt et al., 1999, utilizando



oxitetraciclina em solugcdo aquosa, administrada sob a forma de spray ou
bandagem com algoddo embebido, detectou auséncia de residuos por HPCL no
leite de vacas acometidas por DDP, tratadas por via topica. A andlise negativa
para oxitetraciclina no plasma pode justificar sua auséncia em liquido sinovial e

leite, seguindo o conceito de paralelismo farmacocinético (FAJT; APLEY, 2001).

Nas vacas do Grupo 2, que receberam oxitetraciclina sistémica, detectou-se
a presenca de residuos no leite, entre os momentos M1 e Mas, confirmando a
necessidade deste ser descartado (BROWN et al., 1986; CHERLET et al., 2000;
HADDAD et al.,, 1986a, b; MORCK et al., 1998, PEDERSOLI et al., 1995;
STANEK, 1994; TYCZKOWSKA et al., 1993).

O leite produzido pelos animais do Grupo 2, estaria fora dos padrdes
normatizados pelo Ministério da Agricultura, por pelo menos 120 horas apo6s a
dltima administracdo, pois, os LMRs estabelecidos pelo Plano Nacional de
Residuos Bioldgicos em Produtos de Origem Animal sdo da ordem de 100 ng/ml
para este antibiotico (BRASIL, 1999). O leite produzido pelos animais deste grupo,
ndo poderia ser liberado para consumo, por apresentar a concentracdo média de
105,26 ng/ml no M2s. A presenca destes residuos no leite pode causar reacdes
alérgicas em individuos sensiveis e selecionar cepas bacterianas resistentes nos
seres humanos (BRADY; KATS, 1992; BRADY et al., 1993).

Em contrapartida, o leite dos animais do Grupo 1, que receberam
tratamento tépico, poderia ser consumido durante todo o tratamento, pois, as
andlises das concentracfes de oxitetraciclina nas amostras de leite em todos os
momentos, revelaram valores abaixo dos limites de deteccdo a partir de 37,5
ng/ml, estabelecidos pelo HPLC (DENOBILE; NASCIMENTO, 2004) e
consequentemente abaixo do limite de 100 ng/ml (BRASIL, 1999).



6 CONCLUSOES

BN

— A oxitetraciclina em p6 associada & bandagem se mostrou eficiente no
tratamento de vacas acometidas por DDP.

— O tratamento sistémico com oxitetraciclina L/A apos 3 administracdes foi
ineficiente em vacas acometidas por DDP.

— A oxitetraciclina em po associada a bandagem se mostrou mais eficiente no
tratamento de DDP, quando comparada a terapia sistémica.

— O tratamento topico ndo apresenta niveis detectaveis de oxitetraciclina, por
cromatografia liquida de alta eficiéncia, em leite, liquido sinovial e plasma.

— O leite dos animais tratados com oxitetraciclina topica pode ser consumido

durante todo o tratamento, sem a necessidade de respeitar qualquer periodo de

caréncia.
— O leite dos animais tratados com oxitetraciclina por via sistémica deveria ser

descartado por pelo menos 120 horas apés a 32 aplicacéo.
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