UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE VETERINARIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM MEDICINA ANIMAL: EQUINOS

AVALIACAO DE PARAMETROS HEMOGASOMETRICOS E BIOQUIMICOS
DURANTE INFUSAO CONTINUA DE DETOMIDINA EM EQUINOS EM ESTACAO

Elaborado por Priscila Beatriz da Silva Serpa.

PORTO ALEGRE - RS - BRASIL
2011



UNIVERSIDADE FEDERAL DO R10 GRANDE DO SUL
FACULDADE DE VETERINARIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM MEDICINA ANIMAL: EQUINOS

AVALIACAO DE PARAMETROS HEMOGASOMETRICOS E BIOQUIMICOS
DURANTE INFUSAO CONTINUA DE DETOMIDINA EM EQUINOS EM ESTACAO

Autora: Priscila Beatriz da Silva Serpa

Dissertacao apresentada a Faculdade de
Veterinaria como requisito parcial para
obtencéo de grau de Mestre em Medicina

Animal: Equinos.

Orientadora: Petra Garbade
Co-orientador: Claudio Corréa Natalini

PORTO ALEGRE - RS - BRASIL
2011



CIP - Catalogacéo na Publicacéo

Serpa, Priscila Beatriz da Silwva

Avaliagdo de parametros hemogasométricos e
biogquimicos durante infusdo continua de detomidina em
egquinos em estagdo / Priscila Beatriz da Silva Serpa.
-- 2011.

69 f.

Orientadora: Petra Garbade.
Coorientador: Cl3udio Corréa Natalini.

Dissertagio (Mestrado) -- Universidade Federal do
Rio Grande do Sul, Faculdade de Veterinaria,
Programa de Po6s-Graduacgdo em Medicina Animal: Equinos,
Porto Alegre, BR-RS, 2011.

1. Detomidina. 2. Metabolismo energétice. 3.
Infusdoc continua. 4. Egquinos. I. Garbade, Petra,
orient. II. Natalini, Claudio Corréa, coorient. III.
Titulo.

Elaborada pelo Sistema de Geragcdo Automatica de Ficha Catalografica da UFRGS com os
dados fornecidos pelo(a) autor(a).




UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE VETERINARIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM MEDICINA ANIMAL: EQUINOS
TITULO:
Avaliagdo de pardmetros hemogasomeétricos e bioquimicos durante infusdo continua de
detomidina em equinos em estacédo
APROVADO EM: 12/12/2011

AUTORA:

Priscila Beatriz da Silva Serpa

ORIENTADORA:

Profd. Dr. Petra Garbade

CO-ORIENTADOR E PRESIDENTE DA BANCA EXAMINADORA:

Prof. Dr. Claudio Corréa Natalini

BANCA EXAMINADORA:

Prof. Dr. Eduardo Malschitzky (ULBRA, PPGMAE)

Prof. Dr. Flavio Desessards de La Corte (UFSM)

Prof. Dr. Alexandre da Silva Polydoro



RESUMO

A detomidina ¢ um agonistas o, adrenérgicos amplamente empregado para sedacéo,
analgesia e medicacdo pré-anestésica em equinos. A ativacdo dos receptores oy distribuidos
no Sistema Nervoso Central e Periférico provoca uma série de alteracfes fisioldgicas, tais
como bradicardia, bloqueio atrio-ventricular, diminuicdo do débito cardiaco, bradipnéia,
inibicdo da secrecdo de insulina, hiperglicemia, diminuicdo da motilidade gastrointestinal,
relaxamento da musculatura esquelética, diminuicdo da secrecdo de ACTH e ADH, hipnose e
sedacdo. Para investigar a interferéncia da detomidina sobre alguns parametros fisioldgicos e
metabdlicos, seis equinos foram mantidos em estacdo e submetidos a uma hora de infusdo
continua de detomidina na dose de 20 pg.kgt.h™ , servindo como seus préprios controles.
Foram avaliados frequéncia cardiaca (FC), frequéncia respiratoria (FR), pressao arterial média
(PAM), pressdo arterial sistolica (PAS), pressdo arterial diastélica (PAD), tempo de
preenchimento capilar (TPC), temperatura retal (TR), hemogasometria sanguinea, glicose e
lactato plasmaticos, insulina sérica, proteina plasmatica total (PPT), hematocrito (Ht),
hemoblobina (Hb), saturacdo de oxigénio (SO,), bicarbonato, sddio, potéssio, e calcio
ionizado sanguineos, glicogénio e lactato muscular e realizada urindlise, antes da infusdo
continua de detomidina (T0), 20 minutos apds (T20), 40 minutos apds (T40) e 60 minutos
apos (T60), quando a infusdo foi descontinuada. Uma hora ap6s o término da infusdo, foi
realizada uma uUltima coleta (T120). As variaveis foram submetidas a ANOVA, teste t de
Student, teste de Tukey e teste de Friedman de acordo com o tipo de variavel com nivel de
confianca de 95%. Os resultados indicaram diminuicdo estatisticamente significativa da FC,
FR, Ht, Hb, calcio ionizado e glicogénio muscular, além de aumento significativo da glicose,
lactato e bicarbonato sanguineos. Nao houve diferenca estatistica significativa nas varidveis
TPC, TR, PAM, PAS, PAD, PaO,, PaCO,, pH arterial, SO,, insulina sérica, PPT, lactato
muscular e variaveis urinarias. A utilizacdo de uma infusdo continua de detomidina na dose
preconizada neste estudo promoveu um periodo de sedacdo prolongada em equinos em
estacdo, com ocorréncia de efeitos adversos moderados e sem significancia clinica em animais
higidos. A hipoinsulinemia provocada por esta droga de fato influencia o metabolismo

energético através da mobilizacdo de reservas observada e do aumento de lactato sérico.

Palavras-chave: agonista a, adrenéergicos, metabolismo energético, lactato muscular,
glicogénio muscular, Equus caballus.



ABSTRACT

The detomidine is an a, adrenergic agonist widely used for sedation, analgesia and
premedication in horses. The activation of a, receptors distributed in Central and Peripheral
Nervous System causes a series of changes, such as bradycardia, atrioventricular block,
decreased cardiac output, bradypnea, inhibition of insulin secretion, hyperglycemia,
decreased gastrointestinal motility, relaxation of skeletal muscle, decreased secretion of
ACTH and ADH, hypnosis and sedation. To investigate the interference of detomidine on
some physiological and metabolic parameters, six horses were subjected to one hour of
continuous rate infusion of detomidine at a dose of 20 pg.kg™.h™ and served as their own
controls. We assessed heart rate (FC), respiratory rate (FR), mean arterial pressure (PAM),
systolic blood pressure (PAS), diastolic blood pressure (PAD), capillary refill time (TPC),
rectal temperature (TR), blood gases, blood glucose, plasma lactate, serum insulin, total
plasma protein (PPT), hematocrit (Ht), hemoblobin (Hb), oxygen saturation (SO,),
bicarbonate, sodium, potassium, ionized calcium, muscle glycogen and muscle lactate, and
urinalysis performed before the infusion of detomidine (T0), after 20 minutes (T20), 40
minutes after (T40) and 60 minutes after (T60), when the infusion was discontinued. One hour
after the infusion was performed a last collection (T120). The variables were submitted to
ANOVA, Student's t test, Tukey’s test and Friedman’s test according to the type of variable
with a confidence level of 95%. The continuous rate infusion of detomidine resulted in a
significant decrease in FC, FR, Ht, Hb, ionized calcium and muscle glycogen, and a
significant increase in glucose, plasma lactate and bicarbonate. There was no statistically
significant difference in the variables TPC, TR, PAM, PAS, PAD, blood gases, serum insulin,
PPT, muscle lactate and urinary variables. The use of a continuous rate infusion of
detomidina in the recommended dose in this study promoted a prolonged sedation, with
moderate adverse effects with no clinical significance in healthy animals. The
hypoinsulinemia caused by this drug did influence energetic metabolism through the

mobilization of reserves and the observed increase in plasma lactate.

Key words: a; adrenergic agonists, energetic metabolism, muscular lactate, muscular

glycogen, Equus caballus.
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1 INTRODUCAO

O emprego de agonistas ay adrenérgicos em protocolos de sedacdo, analgesia e anestesia é
amplamente difundido na Medicina Veterindria. Em equinos, essas drogas sao usualmente
utilizadas para realizacdo de cirurgias em estacdo, como medicacao pré-anestésica, como
analgesicos administrados em infusdo continua no trans e pds-operatdrio, ou ainda em
enfermidades que cursam com quadros de dor de moderada a intensa (VALVERDE, 2010).

Os principais farmacos pertencentes a classe dos agonistas a, adrenérgicos sdo a clonidina,
romifidina, xilazina, detomidina, medetomidina e, mais recentemente, a dexmedetomidina.
(BAGATINI et al., 2002; VITAL & ACCO, 2006). A detomidina, o simpatomimético objeto
de estudo do presente trabalho, caracteriza-se por possuir uma maior seletividade pelos
adrenoceptores em comparacdo a Xxilazina, o que lhe confere maior poténcia e duracdo de
efeito (VIRTANEN & MACDONALD, 1985; DAUNT & STEFFEY, 2002).

A ativacdo dos receptores o, distribuidos no Sistema Nervoso Central (SNC), Sistema
Nervoso Periférico (SNP) e 6rgdos efetores provoca uma série de alteragdes fisioldgicas. Nos
receptores pré-sindpticos, os agonistas a, adrenérgicos provocam inibicdo da liberacdo de
noradrenalina, causando bradicardia, bloqueio atrioventricular, diminuicdo do débito cardiaco
e diminuicdo da resisténcia vascular sistémica, enquanto que a ativa¢do dos neurbnios pés-
sindpticos promove aumento da resisténcia vascular sistémica. Além disso, outros efeitos,
como modulacdo da dor e da cognigéo, controle da liberacdo de adrenalina pelas glandulas
adrenais, diminuicdo da secre¢do de insulina, diminuicdo da motilidade gastrointestinal,
relaxamento da musculatura esquelética, contracdo da musculatura genital durante a
ejaculacdo, acdo anti-hipertensiva, inibicdo da lipdlise, ativacdo da agregacdo plaquetéria,
diminuicdo da secrecdo de ACTH e ADH, diminuicdo da secre¢éo salivar e da producéo de
humor aquoso, diminuicdo da pressdo intra-ocular, hipnose e sedagédo, séo relatados na
literatura, inclusive com citacGes destes efeitos observados em equinos durante o uso de
detomidina (WRIGHT & SIMPSON, 1981; ALEXANDER & IRVINE, 2000;
MCDONNELL & LOVE, 1991; MUIR 11l & HUBBELL, 2009; SAITO et al., 1992; TORIS
etal., 1995; KHAN et al., 1999; VALVERDE, 2010).

Uma das implicacdes da inibigdo da secrecdo de insulina pelas células B das ilhotas de
Langerhans é a hiperglicemia. As consequéncias da diminuicdo do aporte de glicose aos
tecidos muscular e adiposo e do aumento da concentracdo deste substrato no plasma, bem
como seus reflexos no equilibrio metabdlico dos equinos ndo estdo completamente
elucidados. A interferéncia dos agonistas a, adrenérgicos utilizados como antélgicos e

sedativos na liberacdo de adrenalina, noradrenalina, acetilcolina, ADH e ACTH no
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prognostico dos pacientes cirdrgicos, bem como no futuro atléticos dos equinos, necessita de
maior investigacao.

Neste contexto, seis equinos adultos higidos foram mantidos em estacdo durante uma
infusdo continua de detomidina, um agonista a, mais seletivo que a xilazina, para avaliar 0s
efeitos deste protocolo sobre diversos parametros do metabolismo energético, como a
glicemia, niveis de insulina sérica, lactato plasmatico, niveis de glicogénio e lactato muscular,

e sobre fatores hemogasométricos e hemodinamicos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
Os principais efeitos dos agonistas o, adrenérgicos sobre o organismo sdo revisados a
seguir, com especial énfase no metabolismo energético, com o intuito de embasar a discussdo

a respeito da influéncia da detomidina nos resultados do presente estudo.

2.1 Agonistas a, adrenérgicos

Agonistas ay adrenérgicos sdo farmacos classificados como simpatomiméticos, que séo
drogas capazes de evocar respostas fisioldgicas similares aquelas provocadas pelas
catecolaminas enddgenas no Sistema Nervoso Simpatico. Os simpatomiméticos podem ainda
ser classificados em drogas de acdo direta - agentes que atuam diretamente nos receptores
adrenérgicos, como a dopamina, a fenilefrina e a xilazina - ou indireta - agentes que atuam na
liberacdo ou recaptacdo de noradrenalina, como a anfetamina e a efedrina. Dentre as drogas
de acdo direta, estas podem ser divididas em catecolaminérgicas, drogas que possuem um
grupamento catecol na sua estrutura quimica, ou nao-catecolaminérgicas. Todas as drogas
simpatomimeéticas sdo derivadas da P-feniletilamina (Figura 1), um alcaldide derivado do
aminoéacido fenilalanina. Quando existe a presenca de um grupamento hidroxila nos carbonos
3 e 4 do seu anel aromatico da B-feniletilamina, o composto é chamado de catecol. As drogas
catecolaminérgicas mais conhecidas e utilizadas na medicina sao a adrenalina, noradrenalina,
dopamina, dobutamina e isoproterenol. As drogas ndo-catecolaminérgicas, como a fenilefrina,
clembuterol, xilazina e a detomidina, incluem a estrutura da B-feniletilamina, mas ndo
apresentam os grupos hidroxil nos carbonos 3 e 4 (VITAL & ACCO, 2006; STOELTING &
HILLIER, 2007).

NH;

Figura 1: Estrutura quimica da mole-
cula de B-feniletilamina.

Dentre os simpatomiméticos de acao direta ndo-catecolaminérgicos, os farmacos podem
ser classificados ainda de acordo com o tipo de receptores que estimulam. Os receptores
adrenérgicos estdo presentes na membrana citoplasmatica das células inervadas pelos
neurdnios simpaticos e nestes proprios. Existem dois tipos basicos de receptores: os alfa (o) e

os beta (B), cujos subtipos identificados até 0 momento S0 aya, 01, 01D, 0G24, O28, O2c, B1, B2,
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B3 e Ba. Os receptores a, apresentam formas de ligacdo semelhante, embora possam apresentar
fungdes distintas. Os receptores a,a predominam na por¢do pré-sindptica dos neurdnios
simpaticos centrais; ayc, na por¢ao pré-sinaptica dos neurénios simpaticos periféricos; e ogg,
nas membranas pés-sinapticas. O controle da pressédo arterial e do nivel de sedacédo ja foi
relacionado com os diferentes subtipos de receptores em modelos experimentais. Até o
presente momento, ndo foram desenvolvidos farmacos seletivos para cada um dos subtipos de
receptores op, Futuras investigaces nesta direcdo podem conduzir a novas ferramentas
terapéuticas relevantes na Medicina (PHILIPP et al., 2002; VITAL & ACCO, 2006;
STOELTING & HILLIER, 2007).

A principal catecolamina enddgena agonista dos receptores o, é a noradrenalina. A
noradrenalina € sintetizada a partir do aminoacido L-tirosina que, ao penetrar o citosol das
células nervosas, é biotransformado em DOPA através da acao da enzima tirosina hidroxilase.
A DOPA ¢ entdo transformada em dopamina e esta em noradrenalina. A noradrenalina é
exportada em vesiculas do corpo celular até os terminais axonais, onde sera liberada na fenda
sinaptica para concluir sua acdo fisioldgica. Apos liberada na fenda, a noradrenalina pode
ligar-se aos receptores alfa ou ser recaptada ao citoplasma, onde é degradada pela monoamino
oxidase (MAO) ou pela catecol o-metiltransferase (COMT). As catecolaminas sintéticas
mimetizam o efeito da NA ao ligarem-se aos receptores com maior intensidade que a propria
NA (RANG et al., 1995)

A ativagdo dos receptores a, causa uma inibi¢do da neurotransmissdo pela ativacdo dos
canais de potassio em nivel pos-sindpticos e inibicdo dos canais de calcio em nivel pré-
sinaptico. Sua acdo é mediada por um sistema acoplado a proteina G; que inibe a adenilato
ciclase, diminuindo o AMP ciclico (AMPc) intracelular (Figura 2). O AMPc ativa uma
cascata de fosforilagcBes atraves da sua catélise com diferentes proteinas quinases. Em cada
célula efetora, determinadas proteinas séo fosforiladas até promoverem sua acdo. No coracéo,
por exemplo, a fosforilagdo da troponina provocada pela ativacao dos receptores adrenérgicos
1 gera os efeitos cronotopicos e ionotropicos conhecidos dos farmacos agonistas 3, COMO a
dopamina. Também, a ativacdo da proteina G; é capaz de regular canais iénicos de acordo
com o receptor ligado. Na célula pés-sinaptica, o fechamento dos canais de potassio diminui o
limiar excitatorio e pode provocar, por exemplo, na musculatura lisa vascular, vasoconstricao.
No neurdnio simpatico pré-sindptico, por sua vez, ocorre inibicdo dos canais de calcio e
abertura dos canais de potassio, aumentando o limiar excitatorio e diminuindo a exocitose das
vesiculas de NA (DOZE et al., 1990; PERTOVAARA, 1993; VITAL, 2006; VALVERDE,
2010).
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Figura 2: A ativacdo do adrenoceptor o, provoca uma alteracdo da conformacéo da proteina
Gi que libera sua por¢do a. A por¢do a da proteina G; inibe a adenilato ciclase, diminuindo a
concentracdo de AMPc. Outra forma de ativacdo é através da abertura ou fechamento de
canais de K* ou inibicdo dos canais de Ca*".

As drogas agonistas dos adrenoceptores a; com uso em Medicina Veterinaria que se
destacam incluem a clonidina, romifidina, xilazina, medetomidina, detomidina e
dexmedetomidina (Figura 3). Estes farmacos diferem entre si, dentre outros fatores, pela sua
seletividade pelos receptores ap. A Xilazina possui seletividade de 160:1 em relagdo aos
receptores a;, a clonidina de 220:1; a detomidina de 260:1, a romifidina de 340:1 e
medetomidina e dexmedetomidina de 1.620:1 ambas (MOENS et al., 2003; VALVERDE,
2010). Os farmacos mais seletivos tendem a manter a sedacdo e a ataxia por periodos mais
prolongados com doses equipotentes menores, enquanto que as observacles a respeito da
intensidade da analgesia e efeitos adversos ndo seguem a ordem de seletividade (ENGLAND
& CLARKE, 1996).

O amplo uso dos agonistas o, adrenérgicos na espécie equina € justificado pelos seus
efeitos. O relaxamento muscular e a sedagdo promovidos explicam seu extenso emprego
como medicacdo pré-anestésica. A resposta analgésica destas drogas, testada com diferentes
modelos de dor, tais como estimulos térmico e elétrico e dilatagcdo intestinal, mostrou-se
satisfatoria, podendo-se inclusive utilizar as vias epidural e subaracndide para administracdo
dos farmacos. Durante anestesias, a utilizacdo dos agonistas a, também é capaz de diminuir o
requerimento de agente anestésico vaporizado, diminuindo a CAM (concentracdo alveolar

minima), além de serem agentes capazes de auxiliar na manutencdo da pressao arterial no
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transoperatério (DAUNT & STEFFEY, 2002; STEFFEY & PASCOE, 2002; GOODRICH &
LUDDERS, 2004; CHRISTOVAO et al., 2006; ELFENBEIN et al., 2009;: ROHRBACH et
al., 2009).

Por outro lado, diversos efeitos deletérios decorrentes do uso dos agonistas o, ja foram
observados na espécie equina. Observam-se em cavalos e pbneis bloqueio atrioventricular,
diminuicdo do débito cardiaco, bradicardia, hipertensdo inicial seguida de hipotensédo,
bradipnéia, diminuicdo da pressao parcial arterial de oxigénio e aumento da pressao parcial
arterial de gas carbdnico, ataxia, hipotermia, retardamento do esvaziamento gastrico,
hipoinsulinemia, hiperglicemia, entre outros efeitos (CARROLL et al., 1997; FANTONI et
al.,, 1999; YAMASHITA et al., 2000; SUTTON et al., 2002; FIGUEIREDO et al., 2005;
BUHL et al., 2007; NYMAN et al., 2009).

X H Q)

NT SNH H Cl HNT s
N N
F Br Y
|
<,le/j

ROMIFIDINA CLONIDINA XILAZINA
H
N N H '
. §! .
N N \
H N
DETOMIDINA MEDETOMIDINA DEXMEDETOMIDINA

Figura 3: Estrutura quimica dos principais agonistas alfa 2 adrenérgicos com
uso descrito em Medicina Veterinaria (romifidina, clonidina, xilazina,
detomidina, medetomidina e dexmedetomidina). Fonte: PubChem.

2.1.1 Detomidina

A detomidina é um derivado imidazdlico alcaldide disponivel comercialmente na forma
do sal cloridrato de detomidina. Possui caracteristicas lipofilicas que lhe confere rapida
absorcéo, ampla distribuicdo e alta afinidade pelos tecidos do SNC. Os primeiros estudos
farmacologicos em equinos foram realizados na década de 80 utilizando altas doses de

detomidina (50 e 80 pg.kg™) pelas vias intravenosa (V) e intramuscular (IM). Os principais
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metabdlitos da detomidina (Figura 4) sdo a 3-hidroxi-detomidina (OH-detomidina) e a
detomidina acido 3-carboxilico (COOH-detomidina) (SALONEN et al., 1989; GRIMSRUD
et al., 2009)
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Figura 4: Detomidina e seus dois principais metabdlitos. Fonte: PubChem.

A via mais comum de administracdo da detomidina € a intravenosa. No entanto,
Kaukinen e colaboradores (2009) compararam os efeitos da administracdo intravenosa,
intramuscular e oral (Dormosedan Gel, Pfizer Animal Health, USA) em equinos sobre
diversos parametros com doses equivalentes de 40 pg.kg™. Observaram que a via oral resulta
em absorcdo mais lenta, com menores efeitos cardiovasculares, menos ataxia e com mesmo
nivel de sedacdo em comparacdo com as vias IV e IM. A biodisponibilidade observada foi de
22% para a via oral e de 38,2% para a via intramuscular. As concentracGes plasmaticas
méximas encontradas foram de 4,16 ng.mL™ da via oral contra 11,16 ng.mL™" da via IM e
103,24 ng.mL™ da via IV. A meia-vida de eliminacio observada foi de 0,86, 1,08 e 1,27 h
para as vias IV, IM e oral respectivamente, o que corresponde a 52, 65 e 76 minutos. Em
outro estudo, Ramsay e colaboradores (2002) utilizaram detomidina injetdvel em duas
formulacBes orais com melaco ou mingau de magd misturado com goma ardbica em
comparagdo com a detomidina injetavel pura administrada por via oral na dose de 60 pg.kg™.
Os resultados indicaram que o pico plasmatico de detomidina ocorreu 75 minutos apds a
sedacdo com uma concentragdo de 29,1+12,5 ng.mL™. Ambos os estudos apontam para o
emprego da detomidina por via oral como uma alternativa para uso em equinos.

Grimsrud e colaboradores (2009) estudaram a farmacocinética da detomidina em
equinos quando administrada pelas vias IM e IV na dose de 30 pg.kg™ e de seus dois
principais metabdlitos (Tabela 1). As analises foram determinadas por cromatografia liquida

e espectrometria de massa. Os autores observaram diferencas em comparagdo com outros
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autores que utilizaram doses distintas e metodologias menos sensiveis, como 0
radioimunoensaio (RIA). A biodisponibilidade da detomidina pela via IM neste estudo foi de
54%, maior que a encontrada por Kaukinen et al. (2009), que foi de 38% pela mesma via. A
utilizacdo de uma dose de 80 pg.kg™ resultou em uma meia vida de eliminagdo de 70 minutos
apo6s administracdo por via venosa, de acordo com o estudo de Salonen e colaboradores
(1989), e de 107 minutos apds administracdo intramuscular da mesma dose.

Tabela 1: Valores expressos em tempo e concentragdo do primeiro momento de deteccdo
(PD), dltimo momento de deteccdo (UD), meia vida de eliminacdo (ti2), concentracdo
plasméatica maxima (Cns) € tempo em que se obteve a concentragdo plasmatica méaxima
(Tmax) detomidina e de seus dois metabolitos (OD-detomidina e COOH-detomidina) apos
administracdo de 30 pg.kg™ de detomidina pelas vias intramuscular (IM) e intravenosa (IV)
em equinos. * corresponde a valores ndo informados no trabalho. Adaptado de Grimsrud et al.
(2009).

v IM
Detomidina OH-detomidina COOH-detomidina Detomidina OH-detomidina COOH-detomidina

PD  0,5-1 min 2-30 min 15-30 min 1,5-45 min 30 min 60-150 min
ub 3-4h 45-90 min 8-12h 5-6h 6 min 8-12 h
i 26 min 145 min 204 min 53 min * 213 min
Cmax  74ng.mL* 0,4 ng.mL* 1 ng.mL* 7 ng.mL™? * 0,7 ng.mL*
T max 2 min 27 min 169 min 77 min * 375 min

Além da utilizacdo em bolus pelas vias 1V, IM e oral, € possivel utilizar a detomidina
em infusdo continua. Por sua ampla e rapida distribuicdo, a infusdo continua oferece uma
forma de manutengdo das concentracbes plasmaticas e adequada sedagdo, como observado
por Dunlop e colaboradores (1991). Estes autores realizaram uma infusdo baseados em um
equilibrio estavel da concentracdo de detomidina na circulagdo (do inglés, steady state
infusion), utilizando uma bomba de infusdo programada por um computador para manter dois
grupos experimentais com 19 e 43 ng.mL™ de concentrago plasmética de detomidina por um
periodo de 45 minutos e compararam com bolus de 10 e 20 pg.kg™ respectivamente. N&o
houve diferencas estatisticas significativas entre 10 pg.kg™ e 19 ng.mL™ e entre 20 pg.kg™ e
43 ng.mL™?, no entanto, observou-se que os efeitos na diminuicdo do débito cardiaco e
aumento da resisténcia vascular periférica sdo dose-dependentes. A infusdo de outros
agonistas ap adrenérgicos, bem como de detomidina, oferece vantagens e desvantagens
semelhantes, como elucidado por outros autores (Tabela 2), seja durante protocolos de

sedacdo, anestesia intravenosa total ou anestesia inalatoria.
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Tabela 2: Relagéo de trabalhos realizados em equinos (E) e poneis (P) com infusdo continua
de diferentes agonistas o, adrenérgicos durante protocolos de sedacdo, anestesia inalatoria
(Al) com isoflurano (iso) ou halotano (hal) e anestesia intravenosa total (TIVA) publicados
entre os anos de 1995 e 2011.

Autores Ano Agonista alfa 2 Dose (ug.kg™.h™)  Técnica Equmo.s
ou Poneis
Wagner et al. 1992 Detomidina 10,8 Al hal E
Taylor e Luna 1995 Detomidina 32 (60 min) TIVA P
(ketamina+guaifenesina) 26 (30 min)
20 (30 min)
Taylor et al. 1998 Detomidina 32 (60 min) TIVA P
(ketamina+guaifenesina) 24 (30 min)
Bettschart-Wolfensberger etal. 1999 Medetomidina 3,5 Sedacéo
Wilson et al. 2002 Detomidina 3,6 (15 min), Sedacdo E
seguida de
reducédo de 50% a
cada 15 min
Van Dijk et al. 2003 Detomidina 9,6 Sedacdo P/E
6
Cruz et al. 2004 Detomidina 8,54 Sedacdo E
Ringer et al. 2007 Medetomidina 3,5 Al iso E
Doria et al. 2009 Xilazina/medetomidina  350/3,5 Al iso E
Kalchofner et al. 2009 Medetomidina 3,5 Al iso E
Kruger e Stegmann 2009 Medetomidina 1 Al hal E
(lidocaina+ketamina)
Devisscher et al. 2010 Romifidina 40 Al iso
Marcilla et al. 2010 Dexmedetomidina lel75 Al iso
Schauvliege et al. 2011 Detomidina 5 Al iso E

A detomidina &, portanto, uma droga versatil por suas diversas aplicacdes, destacando-se a

sua excelente analgesia, efeitos sedativo e hipnético consistentes e de maior durabilidade em

relacdo a xilazina, tornando-se uma droga segura para realizacdo de diversos procedimentos

cirurgicos, diagnosticos e terapéuticos na espécie equina. Embora seus efeitos no SNC e SNP,

sistemas respiratorio, circulatorio, renal e hepatico sejam conhecidos, sua influéncia no

metabolismo energético € pouco estudada. As consequéncias da hipoinsulinemia e

hiperglicemia resultantes da acdo dos agonistas ay adrenérgicos devem ser melhor discutidas.
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2.2 Metabolismo energético

O organismo animal é capaz de utilizar como fontes de energia os lipideos, proteinas e
carboidratos ingeridos na dieta para manter a producdo de ATP e a sua atividade celular.
Diversos horménios e enzimas enddgenas sdo necessarios para tal atividade, com especial
destaque a insulina. Diversas drogas, como 0s agonistas a, adrenérgicos sdo capazes de
interferir no equilibrio de reacBes que mantém a homeostase. Mesmo que esta interferéncia
possa ocorrer no curto periodo em que geralmente as drogas sdo administradas, as
consequéncias de tal interferéncia devem ser observadas, especialmente no curso de

enfermidades e em individuos que exercem atividade atlética.

2.2.1 Hormonios do metabolismo energético

A insulina € um hormonio polipeptideo responsavel pelo controle do metabolismo
intermediario. Sintetizada pelas células B das ilhotas de Langerhans do pancreas enddcrino, a
producdo de insulina é estimulada diretamente pela concentracdo plasmaética de glicose,
aminoacidos (especialmente a leucina e a arginina) e 4acidos graxos provenientes da
alimentacdo. Além disso, a insulina sofre controle paracrino negativo da amilina, proveniente
das proprias células B, e da somatostatina, proveniente das células a. O controle paracrino
positivo é exercido pelo glucagon, proveniente também das células o, e de outros hormonios
gastrointestinais liberados durante o periodo prandial, como a gastrina, secretina,
colecistoquinina e polipeptideo inibidor géastrico. Estes horménios gastrointestinais sdo
fundamentais para a resposta a liberacdo de insulina, visto que a administracdo de glicose por
via oral resulta em maior concentragdo de insulina plasméatica em comparagdo com
administracdo de glicose intravenosa. O hormonio do crescimento (GH), o cortisol e o
estimulo parassimpatico sdo capazes de estimular a liberacdo de insulina da mesma forma.
Algumas drogas, como as sulfoniluréias, a adrenalina (enddgena e exdgena) e 0s agonistas a;
adrenérgicos sdo capazes de interferir na liberacdo de insulina, sendo a sulfoniluréia uma
droga estimuladora e as ultimas duas drogas inibidoras. A adrenalina é capaz de inibir a
secrecdo de insulina via receptores a, e promover a glicogenodlise muscular e hepética via
receptores B,, ativando a adenilato ciclase convertendo a glicogénio fosforilase da forma
inativa para a ativa, preparando 0 organismo para uma situacao de luta ou fuga, aumentando o
aporte de glicose para os demais tecidos e ampla utilizacdo do glicogénio pela musculatura. A
deficiéncia de insulina em longo prazo resulta em uma menor utilizacdo de carboidratos,

proteinas e gorduras provenientes da dieta e leva o organismo a um estado catabolico que
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culmina com uma intensa espoliacdo das reservas de proteinas, lipideos e glicogénio com o
intuito de manter a atividade celular (RANG et al., 1995; GUYTON & HALL, 2000).

Canais de potassio dependentes de ATP determinam o estado de repouso do potencial
de membrana das células f do pancreas. O metabolismo da glicose aumenta 0s niveis
intracelulares de ATP, que blogueiam estes canais de potassio e causam a despolarizacdo da
membrana. Esta despolarizacdo abre os canais de célcio dependentes de voltagem que cursam
com a exocitose das vesiculas de insulina armazenada nas células . A resposta das células 3
aos estimulos liberadores de insulina ocorre em duas fases: um pico, liberado a partir das
reservas vesiculares, e uma segunda fase produzida por nova sintese celular do horménio. A
liberacdo da insulina na circulagdo sanguinea ocorre também em pulsos constantes (a cada 15
a 30 minutos no homem), o que faz com que haja um nivel basal constante deste hormdnio no
organismo animal. Sua meia-vida plasmatica € de 6 minutos. A concentracdo de insulina na
circulacdo portal é trés vezes maior que no restante da circulagdo. Esta diferenca pode subir
para dez vezes no periodo pés-prandial. No homem, a concentracdo basal de insulina em
jejum varia entre 2,5 e 14,8 pUI/mL. No equino, considera-se que o valor normal de insulina
¢ abaixo de 30 pUI/mL coletada pela manhd apds noite com alimentacdo livre de feno
(RANG et al., 1995; GUYTON & HALL, 2000; FRANK, 2006; CALDAS et al., 2009).

No metabolismo dos carboidratos, a insulina promove inativacdo de diversas
fosforilases no figado (Figura 5). Simultaneamente, o aumento do aporte de glicose no meio
intracelular provoca aumento da atividade das glicoquinases, enzimas que fosforilam a
glicose. A glicose fosforilada é incapaz de deixar o meio intracelular, ficando desta forma
retida no interior da célula. Este aumento da concentracéo de glicose no interior do hepatdcito
faz com que a glicdlise e a glicogénese sejam as rotas metabolicas preferenciais em despeito a
gliconeogénse e a glicogenodlise. Na auséncia de insulina, todos estes efeitos sdo inversos. Na
musculatura, a permeabilidade da membrana a molécula de glicose é dependente da insulina,
via receptores GLUT-4. Com a captacdo de glicose, a celula muscular a utiliza
preferencialmente para a glicogénese. Estudos indicam que durante o exercicio, 0 masculo é
capaz de tornar-se permedvel a glicose mesmo na auséncia da insulina. Sem insulina, a
musculatura utiliza seus estoque de glicogénio e os acidos graxos como fonte basica de acetil
CoA para producdo de ATP (GUYTON & HALL, 2000).

Os efeitos da insulina no metabolismo dos lipideos envolvem diferentes mecanismos.
No figado, o acimulo de glicose fosforilada intracelular e dos ions citrato e isocitrato
provenientes do ciclo de Krebs ativam a acetil-CoA-carboxilase, que forma o malonil-CoA, o

primeiro estagio da sintese de acidos graxos. Estes acidos graxos serdo utilizados pra sintese
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de triglicerideos que sdo posteriormente empacotados em lipoproteinas de baixo peso
molecular para posterior exportacdo ao tecido adiposo para formacéo de reservas. A insulina
ativa uma lipase na parede dos capilares deste tecido que quebra os triglicerideos captados da
circulacdo sanguinea em 4&cidos graxos, para que estes possam permear através das
membranas. No interior do adipécito, estes acidos graxos sdo novamente convertidos em
triglicérides para armazenagem nas vesiculas de gordura. Algumas lipases intracelulares sdo
inibidas pela insulina para evitar a liberacdo de &cidos graxos na corrente sanguinea. Os
receptores GLUT-4 dependentes de insulina na membrana plasmatica dos adipécitos séo
estimulados no periodo pos-prandial para entrada de glicose no meio intracelular. Os
adipdcitos utilizam a glicose para formar a glicerol fosfatase para constituicdo posterior dos
triglicerideos. Desta forma, sem insulina, existe um aumento dos acidos graxos na circulacédo
sanguinea que ndo conseguem ser captados pelos adipdcitos e ndo podem ser transformados
em triglicerideos para formacao de reservas. Com excesso de &cidos graxos e pouca glicose, 0
mecanismo de transporte da carnitina € ativado excessivamente, 0 que aumenta a
concentracdo de corpos cetbnicos, especialmente o &cido acetoacético, por beta oxidacdo dos
acidos graxos no interior das mitocondrias. O acido acetoacético é transformado em acetil
CoA, que adentra o ciclo de Krebs de forma convencional. No entanto, sem insulina, a
utilizacdo de acido acetoacético € diminuida e o acumulo deste na circulacdo leva a quadros
de cetoacidose (GUYTON & HALL, 2000).

' Insulina '
Receptor de
insulina
a —S-S- o
Glicose
B Membrana celular B
v
Tirosina Tirosina
i guinase gquinase
I Formacéo de substratos do receptor de insulina
Fosforilacdo de enzimas
Transporte de Sintese de Crescimento e
. glicose gorduras expressdo
- génica
e . I/. ‘\ Sintese de Sintese de
\-—/ proteinas glicogénio

Figura 5: Resumo dos efeitos intracelulares decorrentes da
acdo da insulina. Adaptado de Guyton & Hall, 2000.
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No metabolismo das proteinas, a insulina promove o aumento da captacdo de
aminoacidos pelas células, especialmente valina, leucina, isoleucina, tirosina e fenilalanina. O
mecanismo pelo qual o maior aporte de aminoacidos leva a uma maior sintese protéica é
desconhecido. A insulina € capaz também de estimular a translacdo de RNA mensageiro,
aumentando a sintese protéica. Juntamente com o GH, a insulina é fundamental para o
desenvolvimento do individuo. Em estudos com ratos pancreatectomizados e
hipofisectomisados, animais que recebem somente insulina ou somente GH nao apresentam
crescimento. Somente quando os dois hormonios sdo fornecidos simultaneamente é que 0s
animais apresentam taxas de crescimento normais. Na auséncia de insulina, existe catélise
protéica e aumento da secrecdo de uréia na urina (GUYTON & HALL, 2000).

Outro hormoénio envolvido diretamente no metabolismo intermediario é o glucagon.
Produzido nas células o do pancreas, este hormonio é responsavel pelo aumento da glicemia.
Apesar de exercer diversos efeitos opostos a insulina, sua secrecdo estimula a liberacdo desta
através de controle paracrino. A diminuigdo dos niveis de glicose plasmatica € o estimulo para
a liberacdo de glucagon. Sua funcéo, portanto, é aumentar a concentracdo de glicose através
da mobilizacdo das reservas corporais, especialmente do glicogénio hepatico e de nova sintese
de glicose por meio de outras fontes nutricionais. A mantenca dos niveis de glicose é
fundamental para o aporte energético ao tecido nervoso, que ndo é capaz de utilizar com a
mesma eficiéncia que os demais tecidos do organismo fontes lipidicas e protéicas de energia.
O glucagon ativa a adenilato ciclase a partir da sua ligacdo aos receptores de membrana nos
hepatocitos, que desencadeia uma série de ativagGes enzimaticas que culminam com a
glicogendlise e liberagcdo de moléculas de glicose na circulagdo, elevando a glicemia. Ao
término das reservas de glicogénio, o glucagon é capaz de estimular a conversdo de
aminoéacidos a glicose e de ativar lipases no tecido adiposo para aumentar a oferta de acidos
graxos livres para utilizagdo como fonte energética. O glucagon impede o figado de absorver
0s &cidos graxos livres da corrente sanguinea, pois essa remocdo culminaria com a formagéo
de novos triglicérides. O intuito é deixar estes acidos graxos disponiveis para utilizacdo por
outros tecidos. O aumento de aminoacidos apds uma alimentagdo rica em proteinas estimula a
secrecédo de glucagon assim como a de insulina, que neste caso possuem fungdes semelhantes.
O glucagon é capaz de estimular uma répida conversdo de proteinas a glicose e a insulina
entdo estimula a transformacéo desta glicose em reservas de glicogénio (GUYTON & HALL,
2000).
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2.2.2 Glicose e glicogénio

A glicose é a unidade energética basica dos seres heterotroficos. Proveniente,
sobretudo, da degradacao da celulose do alimento fibroso ou do amido oriundo do alimento
concentrado, a glicose é utilizada como a principal fonte de geracdo de ATP para a mantenca
da atividade celular no organismo. O controle dos niveis plasmaticos apds a ingestdo do
alimento é dependente da insulina. O metabolismo desta molécula envolve basicamente sua
lise e sua formacao.

A captacdo de glicose ocorre através dos GLUT’s que sdo transportadores especificos.
Existem 12 GLUT’s descritos até o momento. Os mais conhecidos sdo o GLUT-1, envolvido
na captacdo basal e ndo mediada pela insulina, presente nos eritrécitos e barreira
hematoencefalica; o GLUT-2, importante transportador presente nas células das ilhotas de
Langerhans, figado e hipotdlamo; o GLUT-3, envolvido na captacdo de glicose pelo cérebro,
espermatozoides e leucdcitos; e o GLUT-4, um canal insulino-dependente presente nos
musculos e tecido adiposo. Nos enterdcitos e nos tubulos renais, a glicose é transportada por
um mecanismo de co-transporte ativo com o sédio contra um gradiente de concentracdo. Nos
demais transportadores, o que ocorre ¢ uma difusdo facilitada a favor do gradiente de
concentracdo (GUYTON & HALL, 2000; NELSON & COX, 2004; ULDRY & THORENS,
2004).

A glicolise é uma reagdo que envolve duas fases: uma de investimento, na qual é
consumida energia para formacao de frutose 1,6-difosfato, e uma fase de pagamento, na qual
sdo geradas energia e moléculas de piruvato. A fase de investimento inicia no citoplasma apds
a glicose ser transportada para o interior da célula e ser fosforilada a glicose-6-fosfato (Figura
6). A glicoquinase é a enzima que realiza essa conversao com o gasto de um ATP no figado e
a hexoquinase € a responsavel pela mesma transformagdo nos demais tecidos. Somente no
figado, epitélio intestinal e epitélio dos tubulos renais é que esta presente a enzima glicose
fosfatase, responsavel pela reacdo inversa de desfosforilacdo. A glicose-6-fosfato ndo é
permedavel através das membranas e a partir dela inicia-se o ciclo de reacGes da glicolise que
culminard com a formacdo de duas moléculas de piruvato. A glicose-6-fosfato sofre
isomerizacdo e € convertida a frutose-6-fosfato. Esta ultima é convertida em frutose-1,6-
difosfato com o consumo de um ATP. Em seguida, a frutose-1,6-difosfato é quebrada por
uma aldolase em duas trioses isoméricas: o gliceraldeido 3-fosfato e a dihidroxiacetona
fosfato. O gliceraldeido 3-fosfato é oxidado a 1,3-difosfoglicerato por uma desidrogenase com
um NAD como cofator. Apds consumo do gliceraldeido 3-fosfato, a dihidroxiacetona é

convertida a gliceraldeido. Segue-se uma cadeia de reacdes que formam em sequéncia 3-
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fosfoglicerato por hidrolise com produgao de 2 ATP’s, 2-fosfoglicerato e fosfoenolpiruvato.
Este Gltimo é transformado em piruvato pela agdo da piruvato quinase com a geragdo de mais
duas moléculas de ATP (GUYTON & HALL, 2000).

GLICOSE
ATP l ADP

Glicose-6-fosfato

|

Frutose-6-fosfato

ATP 1 ADP
v

Frutose-1,6-difosfato

—

Gliceraldeido 3-fosfato | <« Dihidroxiacetona fosfato

NAD" ;T NADH + H*

2 1,3-difosfoglicerato
2ADP l 2 ATP
2 3-fosfoglicerato
2 2-fosfoglicerato
2 Fosfoenolpiruvato
2ADP l 2 ATP
2| PIRUVATO

Figura 6: Esquema representativo da série de compostos formados na
primeira etapa da glicolise, na qual uma molécula de glicose gera duas
moléculas de piruvato, duas moléculas de NADH e duas de ATP ao final
das reagdes que formam em sequéncia: glicose-6-fosfato, frutose 6-
fosfato, frutose-1,6-difosfato, gliceraldeido 3-fosfato, dihidroxiacetona
fosfato, 1,3-difosfoglicerato, 3-fosfoglicerato, 2-fosfoglicerato e
fosfoenolpiruvato.

O proximo estdgio € a conversdao do piruvato a acetil CoA com acdo da piruvato
desidrogenase. Esta transformacdo ocorre ap0s a passagem do piruvato para a matriz
mitocondrial e cada piruvato gera uma molécula de gas carb6nico e consome um NAD™ que
se transformam em NADH + H* (ou NADH,). O acetil CoA formado adentra o ciclo de

Krebs, também chamado de ciclo do &cido citrico (Figura 7). Para cada molécula de glicose,
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uma serie de reagdes envolvendo inicialmente duas moléculas de acetil CoA, duas moléculas
de oxalacetato, duas de ADP e seis de agua formam no final de um ciclo mais duas moléculas
de oxalacetato (que mantém o ciclo de reacdes), quatro de gas carbonico, dezesseis
hidrogénios, duas coenzimas A e duas moléculas de ATP (GUYTON & HALL, 2000). A
propria insulina exerce efeitos sobre diversas enzimas do ciclo da glicolise. A piruvato
desidrogenase, por exemplo, é induzida pela insulina. Em situa¢6es de hipoinsulinemia, como
ocorre em animais medicados com agonistas o, adrenérgicos, a formacdo de acetilCoA ¢é
reduzida (NELSON & COX, 2004).

PIRUVATO

H.0 Citrato
\_) Acetil Col
\-\;)Zra- CoA ™~

Oxalacetato Isocitrato
NADH,; NADH, 6(7_ k/—'NAD
NAD / —/é co,
Malato a-cetoglutarato
P
MNADH, z/_‘ADP
H,0 _/7 €O, E/“NAD
ATP
FADH,

Fumarato \ Succinato

Y\______‘/
!‘\_ FAD

Figura 7: Representacdo do ciclo de Krebs com as rea¢fes em sequéncia formando citrato
a partir de oxalacetato, acetil CoA e agua e em sequéncia isocitrato, a-cetoglutarato,
succinato, fumarato, malato e novamente oxalacetato, mantendo-se o ciclo. As setas e
substancias em azul indicam substratos utilizados na formacao do novo composto. As setas
e substancias em verde indicam produtos finais das reagoes.

No total do ciclo, séo formados 4 atomos de hidrogénio da glicolise, mais 4 &tomos na
formagdo do acetil CoA e 16 atomos no ciclo de Krebs, totalizando 24 atomos. Sempre
formados em pares, um dos H” livres combina-se imediatamente com o NAD" ou o FAD",
formando o NADH e o FADH, enquanto o outro se mantém ionizado. A oxidacéo destes dois

compostos é que fornece 90% do ATP proveniente da glicolise. Na membrana interna das
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mitocdndrias, estdo presentes as ATPases, que sd0 enzimas responsaveis por transformar o
NADH e o FADH, o oxigénio e os elétrons livres - provenientes da ioniza¢do do hidrogénio
transportados através da cadeia de transporte de elétrons - em ATP e agua. O ATP difunde-se
através das membranas interna e externa da mitocondria para ficar disponivel no citosol
celular para outros processos organicos. Esta etapa é chamada de fosforilagdo oxidativa e
corresponde ao final da conversdo dos substratos provenientes da alimentagdo em energia
celular. Cada molécula de glicose é capaz de produzir 38 ATP’s no final de cada lise. Outras
moléculas sdo capazes de produzir energia com velocidades e rendimentos diferentes
(GUYTON & HALL, 2000).

No periodo pos-prandial, quando ha hiperinsulinemia, a rota da glicogénese é ativada.
A glicogénese é o processo metabolico que forma o glicogénio (Figura 8), um polimero de
alto peso molecular formada por unidades de glicose ancoradas em um nucleo protéico. Os
residuos de glicose, também chamados de unidades glicosil, sdo ligados ao ndcleo protéico e
entre si através de ligacOes glicosidicas a-1,4 ou o-1,6. A formacéo de glicogénio envolve
uma fase de iniciacdo e uma fase de alongamento. A iniciacdo envolve a enzima glicogenina.
A glicogenina é uma enzima de 37 kDa formada por 332 aminoacidos com a importante
presenca de uma tirosina na posicdo 194. A esta tirosina liga-se a primeira unidade glicosil.
As unidades glicosil sdo formadas a partir da reacéo entre a glicose-1-fosfato, formada a partir
da glicose-6-fosfato. Ao reagir com uma molécula de UTP (uridina trifosfato), a glicose-1-
fosfato forma a UDP-glicose. Estas unidades sdo fosforiladas uma a uma ligadas a tirosina da
glicogenina. Esta auto-glicosilacdo é limitada a cerca de 7 a 11 unidades, quando entra em
acdo a atividade de outra enzima para promover a fase de alongamento do glicogénio: a
glicogénio sintetase. A ativacdo desta enzima depende de insulina. Sdo formadas desta forma
uma série de cadeias de glicose de 5 a 8 residuos por ligacdes a-1,4. A ramificacdo destas
cadeias ocorre através de ligagdes a-1,6 pela acdo de enzimas ramificadoras. As ramificacdes
sdo fundamentais para aumentar a quantidade de extremidades livres para glicogenolise e
liberacdo rapida de novas moléculas de glicose, além de tornar a estrutura mais compacta e
soltivel no citosol (GUYTON & HALL, 2000; BROJER, 2001).

A maior parte do glicogénio corporal é estocada no figado e na musculatura. O figado
responde com maior concentragdo de glicogénio, mas a musculatura possui a mais quantidade
devido a sua maior massa. Somente no figado esta presente a enzima capaz de converter a
glicose-6-fosfato a glicose e libera-la na circulacdo para os demais tecidos. As fontes de
glicogénio muscular sdo utilizadas somente para consumo energético pelo préprio masculo.

Os conteudos de glicogénio também variam de acordo com o tipo de fibra muscular, presente
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em maior quantidade nas de tipo Il. No equino, assim como em outras espécies, j& foram
identificados dois pools de glicogénio: o macroglicogénio (MG) e o proglicogénio (PG). O
proglicogénio é uma molécula menor pesando até 400 kDa associada a até 10% de proteina
que precipita em acido. O macroglicogénio ¢ uma molécula maior que pode alcangar até
10.000 kDa e possui somente 0,4% de proteina associada as suas cadeias de glicose. A
diferenca entre as duas moléculas ndo € pela quantidade de proteinas presentes, mas sim pela
proporcao entre a fragdo protéica e a fracdo de unidades glicosil. O MG, por sua menor fracao
protéica, é solivel em acido. Alguns autores sustentam a hipotese que o PG e 0 MG séo
formados por enzimas diferentes, sendo a que o MG consistiria em uma molécula mais
madura de PG, ou seja, com mais unidades glicosil incorporadas a sua estrutura. Apds
exercicio, a reposicao de proglicogénio se da de forma mais intensa e a mais rapida que a de
macroglicogénio, consistindo aquele um pool mais dindmico para pronta utilizacdo pelo
individuo. O masculo murino possui 88% de PG do total de glicogénio, enquanto o humano
contém entre 66 e 77% e 0 equino possui aproximadamente 60% (ADAMO & GRAHAM,
1998; GUYTON & HALL, 2000; BROJER, 2001).

Figura 8: Representacdo grafica de uma molécula de glicogénio
com a presenca da glicogenina como a proteina integrante do
nucleo molecular associada a uma serie de cadeias ramificadas
de UDP-glicose. Fonte: Katch e colaboradores (2007).
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Em situacbes de descarga de adrenalina, como no estresse e na dor, a rota da
glicogendlise é ativada para disponibilizacdo de glicose para 0 musculo e aumento da
glicemia as custas das reservas hepaticas de glicogénio através da atividade principal da
glicogénio fosforilase (NELSON & COX, 2004).

Quando as reservas sdo esgotadas ou nos periodos de jejum prolongado, o organismo
precisa manter os niveis plasméaticos de glicose através da gliconeogénese. Existem trés
enzimas fundamentais para esse controle e este se da de forma hormonal, principalmente por
estimulo do glucagon e, por conseguinte, mais lenta, ou através da quantidade de substratos e
de produtos no interior da célula que alteram rapidamente a direcdo das reacdes, pois 0S
intermediérios metabolicos geralmente sdo consumidos e produzidos em velocidades iguais.
Quando ocorre uma perturbacdo deste sistema, as atividades enzimaticas mudam com o
intuito de restabelecer o equilibrio dindmico. Assim, a diminuicdo de ATP e NADH no
interior da célula desencadeia a ativacdo destas enzimas chave, pois 7 das 10 reacBes de
transformac&o da glicose em piruvato e do piruvato a glicose sdo as mesmas nas duas direcdes
da rota. As outras 3 sdo as reguladoras, sendo a hexoquinase, a fosfofrutoquinase e a piruvato
quinase as da via glicolitica e a glicose 6-fosfatase, frutose 1,6-bifosfatase e a piruvato
carboxilase as da via gliconeogénica. Além das reservas de glicogénio, a glicose pode ser
formada a partir de aminoacidos como alanina, cisteina, glicina, serina, treonina e triptofano,
que formam piruvato para alimentar o ciclo. Acidos graxos, corpos cetonicos e os demais
aminoacidos mantém a atividade energética celular através da formacdo de Acetil CoA ou de
outros intermediarios do ciclo de Krebs, ndo servindo como precursores da formacdo de
glicose. Outros monossacarideos possuem enzimas especificas para formar glicose na célula
(GUYTON & HALL, 2000; NELSON & COX, 2004).

No controle das quatro vias energéticas - glicolise, glicogénese, glicogenodlise e

gliconeogénese - 0 organismo mantém parte de sua homeostase.

2.2.3 Lactato

No pH fisioldgico, o acido latico produzido no organismo encontra-se 99% na forma
dissociada nos ions H* e lactato (La). A formagdo do lactato ocorre principalmente no
musculo esquelético, no miocardio e nos eritrocitos. Sua principal funcdo é realizar a
reciclagem do NAD consumido na fase de transformacéo da glicose em piruvato e realimentar
a cadeia energética através do ciclo de Cori. Embora antigos conceitos ditem que o Lactato é
produzido somente em situacBes de hipoxia/andxia, hoje se sabe que existe uma produgédo

constante deste ion pelas células, o que mantém concentracdes plasmaticas constantes em
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individuos higidos através do equilibrio entre produgdo e consumo de Lactato (GLADDEN,
2004; NELSON & COX, 2004).

A fonte de lactato no organismo € o piruvato. A conversdo do piruvato em lactato se da
pela acdo da enzima lactato desidrogenase (LDH), que realiza a reacdo nos dois sentidos. A
LDH é constituida de quatro por¢des formada por duas cadeias diferentes: cadeia M (do
inglés, muscle) e H (do inglés, heart). Assim, as cinco isoenzimas conhecidas variam de
acordo com a sua composicao e localizacdo. A LDH; e LDH, sdo compostas pelas cadeias
HHHH e HHHM respectivamente e estdo presentes no coracdo e eritrocitos; a LDH; é
composta de HHMM e esta presente no cérebro e rins; a LDH, e LDHs sdo compostas pelas
cadeias HMMM e MMMM respectivamente e estdo presentes no musculo esquelético e
figado. As propriedades cinéticas destas isoenzimas diferem, de forma que a LDH;, por
exemplo, converte rapidamente pequenas concentracdes de lactato em piruvato, enquanto a
LDH,4 converte o piruvato em lactato de forma muito veloz na musculatura (NELSON &
COX, 2004).

Relembrando a glicdlise, a lise da glicose em piruvato gera duas moléculas de ATP e
duas moléculas de NADH. Nesta rota, 0 NAD atua como um receptor intermediario de H+.
Deve-se observar que, embora este processo seja nomeado de glicllise aerdbica, ndo existe o
consumo de oxigénio. Na conversdo do piruvato a Acetil CoA e na entrada deste Gltimo no
Ciclo de Krebs, formam-se mais elétrons livres (H") pela acdo do NAD e do FAD que serdo
posteriormente utilizados para formacdo de ATP. No ciclo de Krebs, também nédo existe a
utilizacdo de oxigénio. O oxigénio s6 € necessario para a reciclagem do NADH e FADH
formados na glicdlise e no ciclo de Krebs em NAD e FAD novamente na fosforilagdo
oxidativa, que culmina com formagdo de ATP e &gua, sendo o O, o receptor final de H*. As
concentracfes de NAD e FAD sdo limitadas no interior da célula e se ndo ocorrer esta
reciclagem no interior da mitocéndria, logo estes receptores intermediarios de elétrons ndo
poderdo atuar em nova glicolise. Assim, quando a atividade glicolitica € muito intensa (como
na musculatura durante o exercicio fisico intenso), ndo ha tempo do piruvato entrar em toda a
sequéncia de reacfes do ciclo de Krebs e ainda completar a fosforilacdo oxidativa. Desta
forma, rapidamente as concentracbes de ATP e NAD diminuem no interior da ceélula,
enquanto as concentracdes de ADP e NADH aumentam. A falta de NAD para a atividade da
piruvato desidrogenase forca a reacdo em direcdo a formacéo de lactato pela LDH. O processo
de transformacdo de glicose em lactato € chamado de glicose anaerobica e recicla o NADH
produzido na transformacdo do piruvato em acetil CoA em novo NAD, sem depender do

término da fosforilacdo oxidativa para ocorrer esta reciclagem. No entanto, vale lembrar, que
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ndo é a falta de oxigénio que direciona a producdo de lactato, e sim a diminuicdo do NAD
primariamente. Esta nomenclatura da reacdo leva a diversos erros de interpretacdo deste ciclo
que s6 foram percebidos com as metodologias mais modernas de pesquisa (CHAMPE &
HARVEY, 1997; BROOKS, 2002b; PHILP et al., 2005; GLADDEN, 2004).

Nos eritrocitos, células que ndo possuem mitocondria, ndo ha a possibilidade de
realizar ciclo de Krebs ou fosforilagdo oxidativa. Desta forma, toda a energia produzida nas
hemaécias é proveniente da glicose captada do plasma transformada em piruvato e do lactato
produzido na musculatura que é convertido em piruvato para promover a renovacao do NAD
e manter a glicolise. As hemacias sdo, portanto, grandes captadoras de lactato e fundamentais
para a remocao deste substrato do plasma (CHAMPE & HARVEY, 1997; GLADDEN, 2004;
NELSON & COX, 2004).

Em repouso, o musculo utiliza principalmente acidos graxos para formacdo de acetil
CoA e energia. Durante o jejum prolongado, utiliza suas fontes de glicogénio para produzir
energia. Durante o exercicio, de acordo com o esfor¢o exigido, diferentes formas de producéo
de ATP para manter a atividade da miosina sdo utilizadas. Durante exercicios de longa
duracdo, como no enduro, nos primeiros momentos de exercicio a musculatura utiliza a rota
anaerobica. Em seguida, passa a consumir a glicose liberada no plasma, principalmente pela
acdo da adrenalina e noradrenalina secretadas durante a atividade fisica e passa a realizar
glicolise aerdbica e oxidacdo de &cidos graxos. Nos exercicios de curta duracdo e grande
intensidade, como a corrida de quarto de milhas, predomina a utilizacdo da fosfocreatina e da
glicolise anaerdbica. De acordo com P6s6 (2002), na corrida de 400 metros dos animais da
raca quarto de milha, 60% da energia consumida séo derivadas da rota anaerobica, enquanto
nas corridas de 1.600 e 2.100 metros dos animais puro sangue de corrida esta taxa € de 10 a
30%. O lactato produzido na musculatura é logo liberado na circulacdo e é convertido a
glicose novamente no figado através do ciclo de Cori ou é utilizado pelas hemacias e pelo
musculo cardiaco, sendo que este é altamente oxidativo e dispde de baixas concentracGes de
NAD intracelular. Desta forma, a hiperlactatemia pode ser observada tanto em situacdes de
hipdxia como resultante do aumento do metabolismo (NELSON & COX, 2004; GLADDEN,
2004).

Estudos indicam que o lactato produzido por uma célula pode ser utilizado por outra, o
que foi chamado por Brooks (2000) de transporte célula-a-célula (cell-to-cell shuttle), fato
este evidenciado pela identificacdo dos transportadores de monocarboxilato (MCT) nas
membranas das mitocondrias ¢ das células. Os MCT’s sdo proteinas de membrana

responsaveis pelo transporte do lactato do meio extracelular para intracelular e também do
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meio intracelular para o interior das mitocondrias. A familia dos MCT’s compreende 14
moléculas, sendo as mais discutidas e estudadas os MCT’s 1, 2, 3 e 4 (BROOKS, 2000;
BECKER ET al., 2010).

O equilibrio entre a formacéo de acetil CoA e de lactato provenientes do piruvato da-se
através do equilibrio idnico e de pH as quais as enzimas LDH e piruvato desidrogenase estao
submetidas e sdo capazes de atuar, além das relagdes de [piruvato]/ [lactato], de [AMP + Pi]/
[ATP] e de [NAD]/ [NADH + H'] nos espacos intra e extracelular (GLADDEN, 2004). A
preferéncia pela rota do lactato gera menos energia para a célula muscular, no entanto é um
atalho para uma rapida formacdo de ATP e mantenca da atividade contratil. Em células com
baixa ou nenhuma capacidade oxidativa, como os leucdcitos e eritrocitos, respectivamente, a
glicolise anaerobica € a Unica rota possivel para geracdo de ATP (NELSON & COX, 2004).

A hiperlactatemia pode ocorrer no organismo em trés situaces: aumento de producéo,
diminuicdo da utilizacdo ou maior liberacdo pelas células, indiferente do aporte sanguineo
(Gladden, 2004). Diversas sdo as teorias sobre o metabolismo do lactato e suas proteinas
carreadoras e rotas metabdlicas, porém estudos com o lactato envolvendo procedimentos

anestésicos ainda nao foram desenvolvidos até 0 momento em equinos.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivos gerais
Submeter equinos adultos higidos a uma hora de infusdo continua intravenosa de
detomidina em estacdo, a fim de avaliar as alteragdes fisiologicas ocasionadas por este

protocolo na espécie equina.

3.2 Objetivos especificos
e Evidenciar os efeitos da detomidina sobre a inibicdo da insulina;
e Avaliar os efeitos da infusdo continua de detomidina na dose de 20 pgkg™®.h™*
sobre a concentracao:
o Glicose e lactato plasmaticos;
o Insulina;
o Hematocrito;
o Hemoglobina;
o Proteina plasmatica total;
o Sadio;
o Potéssio;
o Calcio ionizado.
e Avaliar os efeitos da infusdo continua de detomidina na dose de 20 pgkg™t.h™
sobre o contetido de glicogénio e lactato muscular;
e Evidenciar os efeitos da infuséo continua de detomidina na dose de 20 pg.kg>.h
sobre os parametros cardiorrespiratorios através da mensuracgao de:
o Frequéncias cardiaca e respiratoria
o Pressdes arteriais sistdlica, diastolica e média,
o Tempo de preenchimento capilar;

o Hemogasometria arterial.



36

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Local de realizacéo

O presente estudo foi submetido e aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) sob o nimero 21.415 e
realizado nas dependéncias da Faculdade de Veterinaria/UFRGS em Porto Alegre/RS.

4.2 Animais

Seis éguas adultas (1 percheron, 2 Puro Sangue de Corrida, 1 Brasileiro de Hipismo e 2
sem raca definida), pesando 569,5 kg = 76,6 foram estudadas. As idades variaram entre 10 e
15 anos e os animais foram considerados clinicamente saudaveis. Os mesmos permaneceram
em piquetes com alimentacdo e agua ad libitum até o momento do experimento. O regime
alimentar era semelhante entre todas as unidades experimentais, com o0s escores de condi¢ao
corporal dos animais entre 3 e 4 em uma escala de 1 a 5, sendo um caquético e 5 obeso. O
numero de unidades experimentais foi calculado considerando-se uma diferenca de 20 mg/dL

de glicose, com um valor de alfa de 0,05 e de beta de 0,20.

4.3 Delineamento experimental

Os equinos estudados foram submetidos a uma hora de infuséo continua de detomidina na
dose de 20 pg.kg™ e serviram como seus préprios controles. Os animais foram mantidos em
um tronco de contencdo durante as duas horas do experimento. As coletas de dados -
parametros vitais, urina, sangue venoso e sangue arterial, alem de duas bidpsias musculares -
foram realizadas antes da infusdo continua de detomidina (T0), 20 minutos apés (T20), 40
minutos apos (T40) e 60 minutos apos (T60), quando a infusdo foi descontinuada (Figura 9).

Uma hora apds o término da infusdo, foi realizada uma Gltima coleta (T120).

4.4 Preparo dos animais

Os animais foram entdo submetidos a tricotomia de duas areas de 15 cm de comprimento
por 10 cm de altura sobre o musculo glateo superficial para posterior realizagdo da bidpsia e
de duas regides médias do sulco jugular esquerdo e direito. A veia jugular esquerda serviu
como ponto de infusdo da detomidina e a veia jugular direita como ponto de coleta das

amostras de sangue. Em seguida, a bexiga foi cateterizada para coleta das amostras de urina.
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Na regido tricotomizada sobre a jugular esquerda, foi realizado um blogueio anestésico
local com 1 mL de lidocaina 2% para insercdo de um catéter intravenoso 14 G X 5,25
polegadas®. O mesmo foi suturado com fio mononylon n&o absorvivel monofilamentar 2-0 e
colado & pele do animal com cola instantanea®. Uma torneira de trés vias foi afixada. Ambos

dispositivos foram lavados com soluco heparinizada com 10 Ul/mL de heparina sédica®.

INICIO DA INFUSAO DE TERMINO DA INFUSAO
DETOMIDINA DE DETOMIDINA
TO T20 T40 T60 T120
| | ] ] ]
| I I I |
PV PV PV PV PV
S\ S\ SV S\ Y
SA SA UR
UR UR
BM BM

Figura 9: Esquema do delineamento do estudo, com as setas indicando os
momentos de inicio e término da infusdo continua de detomidina, na qual PV
corresponde a parametros vitais, SV a sangue venoso, SA a sangue arterial,
BM a bidpsia muscular, UR a coleta de urina, TO ao momento antes do inicio
da infusdo, T20 a 20 minutos apds, T40 a 40 minutos apos, T60 a 60 minutos
apds e T120 a 120 minutos apos.

Na regido tricotomizada sobre 0 muasculo glateo médio, um bloqueio anestésico local foi
realizado sob a linha de incisdo com 1 a 2 mL de lidocaina 2% com uma agulha 25 G,
seguida da injecdo infiltrativa de 2 a 3 mL de lidocaina em um ponto proximal ao local de
bidpsia.

Apo6s a biépsia muscular, os animais receberam bolus de cloridrato de detomidina® na
dose de 20 pg.kg™. Apés cerca de 10 minutos e demonstracdo de sinais de relaxamento
muscular e sedacdo, mimetizados pela flexdo parcial das articulagbes do carpo, pelo
abaixamento da cabeca, ptose labial e ptose palpebral, foi iniciada a infusdo na dose de 20
ng.kg.h* através de uma bomba de infusdo®. Depois de uma hora de infusdo, a mesma foi
descontinuada e os animais permaneceram no tronco de contenc¢do por mais 60 minutos para
coleta de dados do T120.

No final do experimento, os animais receberam terapia antimicrobiana e anti-inflamatoria

adequadas. Os pontos de sutura foram retirados depois de decorridos 7 dias.

! Anestésico Bravet, Laboratério Bravet, Engenho Novo, RJ, Brasil

2 Angiocath, BD Medical, Franklin Lakes, NJ, EUA

% Super Bonder, Loctite Henkel, S&o Paulo, SP, Brasil

* Heparin 5.000 UI, Cristalia Produtos Quimicos e Farmacéuticos Ltda., Itapira, SP, Brasil
® Dormium V, Agener Unido Satde Animal, Embu-Guagu, SP, Brasil

® Bomba de infusdo LF Inject, Lifemed, S&o Paulo, SP, Brasil
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4.5 Parametros avaliados

4.5.1 Parédmetros vitais

Os parametros vitais foram avaliados em todos os tempos do presente estudo.

A funcdo cardiovascular foi monitorizada no presente estudo por meio da mensuragao
da pressao arterial sistolica (PAS), diastolica (PAS) e média (PAM), da frequéncia cardiaca
(FC) e do tempo de preenchimento capilar (TPC). As pressdes arteriais foram avaliadas
através do método oscilométrico com um monitor multiparamétrico’, que consiste em um
método ndo invasivo. O cuff do equipamento foi colocado na base da cauda dos animais
estudados. A FC foi determinada pela ausculta cardiaca e o TPC pela visualiza¢cdo na mucosa
gengival.

A funcdo respiratoria foi avaliada através da frequéncia respiratéria (FR), obtida pela
visualizacdo dos movimentos toréacicos, e pela analise de gases sanguineos, obtido com
amostra de sangue arterial. Por Gltimo, a temperatura retal foi aferida com termémetro
digital®.

4.5.2 Hemogasometria

A hemogasometria foi realizada em TO e T60 com o objetivo de avaliar os efeitos da
infusdo de detomidina. Uma amostra de sangue arterial proveniente da artéria transversa da
face foi analisada com a utilizacdo de analisador portétil® e cartucho CG8+. Os parametros
avaliados por este cartucho baseiam-se em métodos eletroanaliticos, incluindo outras analises
que ndo os gases, e foram: pressdo parcial de oxigénio (PaO,), pressdo parcial de gas
carbonico (PaCO,), saturacdo de oxigénio (SO,), bicarbonato (HCO3'), pH, ion sddio, ion
potassio, calcio ionizado e hemoglobina.

O analisador portatil determina o pH, o so6dio, o potassio e o célcio ionizado por
potenciometria, que consiste na medida da diferenca de potencial de uma célula eletroquimica
seletiva para o ion a ser mensurado na amostra.

A hemoglobina é calculada pela multiplicacdo do valor do hematdcrito, determinado
através do método condutométrico pelo equipamento, multiplicado por 34, o que fornece a

quantidade de hemoglobina em g/dL.

Vet 420A, Goldway US Inc.,Smithtown, NY, EUA
® TermoMed, Incoterm, Porto Alegre, RS, Brasil
%i-STAT, Abbott Laboratories, Chicago, IL, EUA
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A PaO; é determinada por amperometria, que consiste na medida de corrente elétrica
gerada por uma reacdo de eletrolise que é proporcional a concentracdo do analito em quest&o.
O valor de PaO, é utilizado para calcular a porcentagem de saturacdo da hemoglobina, através

da equacéo:

%S0,= ___(xX>+150x) _ x100, onde x = Pa0, * 10 [048 (PH ~7:40)- 00013 (HCO, - 25)]

x3 + 150x + 23.400

A PaCO, € determinada pelo método potenciométrico. Seu valor € utilizado junto com

o valor de pH da amostra para o célculo do bicarbonato através da equacao:
log HCO3 = pH + log PaCO, — 7,608

4.5.3 AvaliagBes sanguineas

A glicose sanguinea foi determinada através de método colorimétrico’® em
espectrofotdmetro** com amostra venosa periférica obtida da veia jugular direita em tubo a
vécuo com fluoreto de s6dio*?. A metodologia do teste consiste em duas reaces enzimaticas
(Figura 10) da glicose presente na amostra até a formagdo da antipirilquinonimina, um
composto vermelho com absorbancia de 505 nm, com intensidade de cor proporcional a

concentracdo de glicose.

GOD
Glicose + 0, + H,0 ——» Acido Gluconico + H,0,
POD
2H,0, + 4-Aminoantipirina + fenol — Antipirilquinonimina + 4H,0

Figura 10: ReagOes do sistema enzimatico para determinacao de glicose
em amostra biologica, na qual a glicose presente na amostra € oxidada
pela glicose oxidase (GOD) até formacdo do acido glucénico e perdxido
de hidrogénio (H,0O,). O peroxido formado reage com o fenol e a 4-
aminoantipirina  formando um cromoforo  (antipirilquinonimina)
proporcional a concentragéo de glicose.

19 Glicose PAP Liquiform, Labtest Diagndstica S.A., Lagoa Santa, MG, Brasil
! Spectrumlab 22PC, Shanghai Lengguang Technology Cia. Ltda., Xangai, China
12 \acuplast, Zhejiang Gongdong Medical Plastic Factory, Huangyn, China
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O lactato sanguineo também foi determinado através de método colorimétrico’® com
amostra venosa periférica obtida da veia jugular direita em tubo a vicuo com fluoreto de
sodio’®. A metodologia do teste consiste em duas reagbes enzimaticas (Figura 11) do L-
lactato presente na amostra até a formacdo da quinoneimina, um composto roxo com

absorbancia de 550 nm, com intensidade de cor proporcional a concentracéo do lactato.

Lactato
L - Lactato + O, » Piruvato + H,0,
Oxidase
Peroxidase
2H,0, + TOOS + 4 Aminoantipirina ——» Quinoneimina + 4 H,0

Figura 11: Reac0es do sistema enzimatico para determinacdo do lactato
em amostra biologica, na qual o lactato presente na amostra é oxidado
pela lactato oxidase até a formacdo do piruvato e do peroxido de
hidrogénio (H,0,). O perdxido formado reage com o N-etil-N-(2-hidroxi-
3-sulfo-propil)-3-metilanilina e a 4-aminoantipirina formando um cromo-
foro (quinoneimina) proporcional & concentragdo de lactato.

A insulina foi determinada por quimioluminescéncia’* com amostra venosa periférica
obtida da jugular direita em tubo a vacuo com ativador de coagulo e gel separador®?. O teste
possui sensibilidade analitica de 2 pUT/mL.

As amostras de sangue venoso coletadas da veia jugular direita em tubos a vacuo com
anticoagulante EDTA'? foram utilizadas para determinacdo do hematécrito, através do
método de micro-hematdcrito com centrifugacéo a 12.000 rpm por 5 minutos. A quantificacdo
de proteina plasmatica total foi realizada com aliquota de plasma obtido ap6s centrifugacéo do

tubo capilar de micro-hematécrito em refratémetro™®.

4.5.4 Glicogénio e lactato musculares

Para dosagem de glicogénio e lactato musculares, foram realizadas duas bidpsias
cirurgicas do musculo gluteo médio (Figura 12) em um ponto localizado aproximadamente a
15 cm da tuberosidade coxal do processo iliaco, sendo a primeira realizada no lado esquerdo
(TO) e a segunda no lado direto (T60). Apo6s bloqueio anestésico e antissepsia, foi realizada
uma incisdo de pele de aproximadamente 5 cm de extensdo. Apos disseccdo do tecido

subcutaneo e excisdo da fascia muscular, foi retirado um fragmento de aproximadamente 0,5

3 Lactato Liquiform, Labtest Diagnéstica S.A., Lagoa Santa, MG, Brasil
“ Immulite® Insulin, Siemens Healthcare Diagnostics Products Itda., Llanberis, Reino Unido
15 portable Refractometer, Jorgensen Laboratories Inc., Loveland, CO, EUA
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cm® de musculo esquelético. O fragmento foi colocado em criotubo de 1,5 mL e
imediatamente congelado em nitrogénio liquido. As amostras foram mantidas em freezer -

80°C até serem liofilizadas.

/™

Figura 12: Indicacéo (seta vermelha) do local de
realizacdo da bidpsia sobre o musculo gluteo
médio no equino. Adaptado de Popesko, 1998.

Para analise dos conteudos de glicogénio muscular, foi utilizada a técnica descrita por
Brojer et al. (2002). Cerca de 2 mg de musculo foram pesadas depois de retirada de sangue e
tecidos conectivos visiveis. Duzentos microlitros de acido tricloroacético 1,5 M gelado foram
utilizados para homogeneizacdo das amostras com auxilio de um bastdo de vidro para garantir
0 contato de toda amostra com o reagente, formando a solu¢do A. As amostras permaneceram
no gelo por 20 minutos. Apds, centrifugacdo a 3.000 rpm por 15 minutos a 4°C, 100 pL do
sobrenadante da solucdo A foi transferido para um novo tubo na qual foi adicionado 1 mL de
acido cloridrico 1 M para determinacdo do contetdo de macroglicogénio (MG), formando a
solugdo B. O excedente de sobrenadante foi retirado e foi adicionado o mesmo volume de
acido cloridrico ao pellet para determinagcdo do contetdo de proglicogénio (PG). Todas as
amostras foram levadas ao banho-maria por 1h a 90°C. Apo6s, as amostras foram novamente
centrifugadas a 3.000 rpm por 5 minutos e 10 uL. do sobrenadante foram utilizados para
determinacéo das unidades glicosil com kit comercial®® em espectofotometro. Este método
hidrolisa o glicogénio muscular em glicose. A soma dos contetdos de glicose provenientes
das parcelas MG e PG da extracdo determinam o contetdo total de glicose, sendo diretamente
relacionado a quantidade de glicogénio presente na amostra. O célculo utilizado para
determinacdo da quantidade de glicose em g/kg de matéria seca segue a equacdo abaixo
(REMIAO et al., 2003):
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Glicose (g/kg MS) = Cx Absx Vx VB x VA x10°
VXp

Onde, C é o fator de calibracdo, Abs é a absorbancia da amostra, V € o volume de
solucdo na cubeta do espectrofotdmetro em mL, VB € o volume final da solugdo B em mL,
VA é o volume final da solucdo A em mL, v € o volume de amostra utilizado para
determinac&o em mL, p é o peso de tecido em mg e 10° ¢ o fator para converter o valor a g/kg

de matéria seca. Assim:

Glicose (g’lkgMS)= CxAx101x2,1x02=CxAx2121
0,01x2

C = Concentracdo do padréo de glicose = 0,01 = 0,015
Absorbancia do padréo 0,689

Para a dosagem de lactato, utiliza-se 10 uL do sobrenadante proveniente da extracdo
4cida com em kit comercial para dosagem de lactato'®, segundo descrito por Immonen e
colaboradores (2000). A férmula utilizada é a mesma, no entanto, V corresponde a 0,81 mL e

0 C é 0,005, com o resultado expresso em g de lactato por kg de matéria seca.

4.4.5 Urinalise

Para anélise da urina, foram utilizadas fitas reativas semiquantitativas'® de 10
parametros urinarios (Figura 13). As amostras foram colhidas através de catéter uretral nos
tempos TO, T60 e T120 e analisadas imediatamente. Entre as coletas, o catéter permaneceu
aberto para que a urina ndo se acumulasse na bexiga do animal, diluindo ou concentrando as
amostras. Os 10 dispositivos foram impregnados com urina e apds 60 segundos foi realizada a

leitura.

16 ChoiceLine 10 Urinalysis, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Alemanha
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Densidade - - - - -

1.000 1.005 1.010 1.015 1.020 1.025 1.030
pH

50 6.0 6.5 7.0 8.0 9.0

Leucdcitos
neg. catS ca75 ca125 ca500 Leuko/pl
Sangue/Hemoglobina 3 Sk
neg. ca.5-10 ca 10 ca2s ca2 caS50 ca50 ca. 250

Ery/pL
Nitritos o

neg. + ++

Corpos cetonicos
neg. 5(0.5) 15(1.5) 50(5) 150(15) mg/dL (mmol/L)

Bilirrubina

neg. + ++ 4+

Urobiliniogénio
normal 1(17) 4(70) 8(140) 12 (200) mg/dL (umol/L)

Proteina
neg. 15(0.15 30(0.3 100(1) 300(3) 1000(10) mo/dL (1)

Glicose

normal 100 (5.5) 300(17) 1000 (55) mg/dL (mmolL)
Figura 13: Tabela de comparagéo de cores das
fitas reagentes de urinalise para determinacao
das concentracdes de cada substrato ou célula
na amostras de urina.

O teste de densidade detecta a concentracdo de ions na urina, com intervalo de leitura
entre 1.000 a 1.030. Em amostras com pH maior que 7, deve-se acrescentar 0.005 ao valor da
densidade obtida. O teste de pH, por sua vez, também identifica ions, mas é especifico pra
deteccdo de ions hidrogénio, possuindo intervalo de leitura entre 5 e 9. A dosagem de proteina
baseia-se no principio do “erro protéico do indicador de pH”, pois certos indicadores mudam
de cor na presenca ou auséncia de proteinas, enquanto o pH permanece constante. Na fita
reagente de proteinas, o pH é mantido constante e, portanto, a variacdo de proteinas ¢ indicada
por uma coloracdo verde, sendo sensivel especialmente para a presenca de albumina.

A identificacdo de células se da por reacdo enzimatica. O teste de leucdcitos detecta a
presenca de esterases existentes nos granulocitos, gerando resultados que variam de 0 a
aproximadamente 500 leucdcitos/pL. Altos niveis de bilirrubina, proteinas ou glicose, podem
alterar a cor da reacdo. A identificacdo de hemoglobina baseia-se na reacdo desta com a
pseudoperoxidase presente na fita. O teste € inespecifico para hemoglobina ou mioglobina e
também detecta hemaécias. Eritrdcitos integros presentes na amostra tendem a sofrer hemdlise
em contato com a fita e geram um ponto verde na fita de teste.

Os demais substratos sdo determinados de formas distintas: a determinagdo da
quantidade de glicose na urina baseia-se na sua reacao de oxidacdo, ndo sendo afetada por pH,

densidade ou presenca de corpos cetonicos; a bilirrubina e o urobilinogénio sdo detectados

pela reacdo com dois sais de diozonio, produzindo um corante amarelo e vermelho

respectivamente; os corpos cetdnicos sdo determinados pelo principio da Prova de Legal, na

qual o &cido acetoacético - a acetona e o acido beta-hidroxibutirico ndo reagem nesta fita -
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reage com o nitroprussiato de sodio produzindo um pigmento violeta; e o0s nitritos séo
dosados pelo principio da Prova de Griess, na qual reagem com uma amina aromatica
formando uma coloracéo rdsea, sendo um indicador indireto da presenca de microorganismos

formadores de nitrito, como a Escherichia coli.

4.6 Andlise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia para medidas repetidas
(ANOVA) com um nivel de confianca de 95% nas analises que envolveram mais de dois
tempos de coleta (FC, FR, TPC, PAM, PAS, PAD, TR, Glicose, Lactato e Insulina). Para as
variaveis que utilizaram somente dois tempos de coleta (Hemogasometria, Lactato muscular e
Glicogénio muscular), os dados foram submetidos ao teste t de Student com nivel de
confianca de 95%. Os valores foram representados como média + desvio padrdo. Na presenca
de diferenca significativa entre grupos, procedeu-se o teste de Tukey como post hoc (p <
0,05). Para a andlise dos dados provenientes da urinalise, foi utilizado o teste de Friedman
para varidveis categoricas ordinais ndo-paramétricas de amostras dependentes com um nivel
de confianca de 95%. Os programas utilizados foram o GraphPad Prism 5 (GraphPAd
Software Inc., La Jolla, CA, USA) e Microsoft® Excel verséo 2007.
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5 RESULTADOS

Todos os animais estudados apresentaram claros sinais de sedacgéo - relaxamento muscular,
ptose labial e palpebral e abaixamento da cabeca - durante todo o periodo de infusdo continua
de detomidina, sem ocorréncia de excitacdo ou perda de tdnus muscular que levasse ao
declbito, demonstrando que a concentracdo sérica de detomidina manteve-se em niveis
suficientes para sustentar o nivel de sedagdo. Apo6s a finalizagdo da infusdo, todos os animais
apresentaram recuperacdo do estado de sedacdo dentro de até 30 minutos, estando aptos a

deambulacéo ao término do experimento com grau minimo de ataxia.

5.1 Parametros vitais
Os valores dos parametros vitais, compreendendo frequéncia cardiaca, frequéncia
respiratoria, pressoes arteriais sistolica, diastolica e média, tempo de preenchimento capilar e

temperatura retal sdo apresentados na tabela abaixo (Tabela 3).

Tabela 3: Médias e desvio padrdo das frequéncias cardiaca e respiratoria, pressdes arteriais
sistdlica, diastolica e média, tempo de preenchimento capilar e temperatura retal nos cinco
tempos estudados durante infusdo continua de detomidina em equinos em estacdo. Os dados
foram submetidos a ANOVA (p<0,05) e teste de Tukey. * indica diferenca estatistica
significativa em relagdo ao tempo zero (T0). *Muir 111 & Hubbell, 2009. *Wingfield & Rafee,
2002,

Variavel Unidade TO T20 T40 T60 T120 Valor de Referéncia
FC bpm 45+133* 27+£53* 29+53* 28+6,7* 37162 30-452

FR mpm 18+76* 10+4,7* 10+3,9* 8+29* §8+3.3* 8-202

PAS mmHg 125+ 17,5122+ 14,7 118+9,4 119+ 23,7 111 + 20,6 90-140°
PAD mmHg 74+140 73+180 67%+19,5 70+26,0 68 +10,5 60-90°
PAM mmHg 91+157 91+104 78%+16,4 90+23,0 90+209 70-105"
TPC segundo 15+05 15+05 1,7+05 1,7+08 17+0,8 <28

TR °HC 374+04 374+06 372+0,7 37,1+0,7 37,1+0,5 37,5-38,32

A frequéncia cardiaca (Figura 14) nos animais estudados apresentou diferenca
significativa em T20, T40 e T60 em relacdo ao TO. Os animais apresentaram-se levemente
bradicardicos nos tempos T20, T40 e T60, retornando a frequéncia dentro dos parametros
preconizados para a espécie (MUIR 111 & HUBBELL, 2009) no T120.

Na analise da frequéncia respiratéria (Figura 14) ao longo dos tempos de coleta,
percebeu-se diminuicdo da mesma durante a infusdo, apresentando diferenca estatistica
significativa em T20, T40, T60 e T120 em relacdo a TO. Apesar de em nenhum momento do

estudo os animais apresentarem FR abaixo dos pardmetros normais, em T120 os valores ndo
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retornaram ou se reaproximaram do valor basal como ocorreu com a FC. Além disso, houve

um aumento da amplitude respiratdria nos equinos estudados durante a infusdo continua de

detomidina.
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Figura 14: Gréafico com os valores das médias de TO, T20, T40, T60
e T120 das frequéncias cardiaca (FC) e respiratoria (FR) durante
infusdo continua de detomidina em equinos em estacdo. * Indica
diferenca significativa (p<0,05) em relacdo a TO.

Ndo foram observadas diferencas significativas nos valores de PAS, PAD e PAM

(Figura 15), mantendo-se todas as varidveis dentro dos valores de referéncia para espécie em

todos os tempos estudados.
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Figura 15: Grafico com os valores das médias das pressdes arteriais
sistdlica (PAS), diastolica (PAD) e média (PAM) em TO, T20, T40,
T60 e T120 durante infusdo continua de detomidina em equinos em

estacéo.
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No tempo de preenchimento capilar, apesar de ndo ter ocorrido diferenca significativa
entre 0s tempos, percebeu-se uma leve aumento do TPC a partir de T40. Com a temperatura
retal também se percebeu o mesmo comportamento: uma sutil diminuicdo da TR sem
diferenca estatistica significativa a partir de T40. Os animais apresentaram-se levemente
hipotérmicos nos tempos estudados, de acordo com os valores preconizados para a espécie
equina por Muir 111 & Hubbell (2009).

5.2 Hemogasometria
Os valores da avaliacdo hemogasométrica (Tabela 4), compreendendo pressao parcial
arterial de oxigénio, presséo parcial arterial de didxido de carbono, saturacéo de oxigénio, pH

e ion bicarbonato sao apresentados na tabela abaixo.

Tabela 4: Médias e desvio padrdo das pressGes parciais de oxigénio e gas carbdnico,
saturacdo de oxigénio, pH e bicarbonato em dois tempos estudados durante infusdo continua
de detomidina em equinos em estacdo. Os dados foram submetidos ao teste t de Student
(p<0,05). * indica diferenca estatistica significativa. *Kaneko et al., 2008. °Muir Il &
Hubbell, 2009.

Variavel Unidade TO T60 Valor de Referéncia
PaO, mmHg 114+42,5 92+12.4 >91°

PaCO, mmHg 42+3,9 49+5,0 38-422

S0, % 98+1,3 97+0,9 95-100°

pH 7,47+0,04 7,4620,03 7,35-7,45°
HCO3 mmol/L 30+1,7* 35+1,5* 20-28°

Né&o foram observadas diferencas estatisticas significativas nos valores de PaO,, PaCO,,
SO, e pH, embora o pH estivesse levemente aumentado em TO e T60 e a PaCO, acima dos
valores de referéncia para a espécie em T60.

O HCOgs; apresentou diferenca estatisticamente significativa e valores acima dos
preconizados para espécie equina em T60.

5.3 Avaliagdes sanguineas
As medias das varidveis analisadas nas avaliacGes sanguineas (Tabela 5) encontram-se
abaixo, compreendendo glicose e lactato sanguineos, insulina sérica, PPT, hematocrito,

hemoglobina e eletrdlitos (Na*, K*, iCa).
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Tabela 5: Médias e desvio padrdo das concentracdes de glicose, lactato, insulina, proteina
plasmética total, hematocrito, hemoglobina, sodio, potassio e célcio ionizado nos cinco
tempos estudados durante infusdo continua de detomidina em equinos em estacdo. Os dados
foram submetidos a teste t de Student ou ANOVA e teste de Tukey (p<0,05). * e * indicam
diferenca estatistica significativa entre as médias. ®Kaneko et al., 2008. "Muir 11l & Hubbell,

2009. “Frank, 2006. “Toribio, 2004.

Variavel Unidade TO T20 T40 T60 T120 Valor de Referéncia
Glicose mg/dL  98+19,0¢  110+282  148+42,3* 1443529  158:56,5* 75-1158
Lactato mmol/L 2:20£0,27% 2,7620,23* 2,40£0,21  253%0,3  2,43%0,42 111-178
Insulina ~ pUUmL ~ 3/432,59 - - 2,31+0,76  3,83%4,49 <20°

PPT gldL 7+0,4 6,905  6,8+05  6,7+04 6,705 6-8,5°

Ht % 38+4,4*  30£57*  31#3.4*"  29#52*  26+3,9* 32-53°

Hb gL 12,5%2,0 - - 9,5+1,2* - 11-19°

Na' mmol/L ~ 137%0,8% - - 139+1,9* - 132-146°

K* mmol/L 3,804 - - 3,7¢0,3 - 2,4-4,72

iCa mmol/L 1,610,04* - - 1,5040,05* - 1,5-1,75

Os valores de glicose plasmatica (Figura 16) apresentaram diferenca estatistica

significativa em T40 e T120 em relacdo a TO, embora tenha ocorrido hiperglicemia em todos

0s tempos estudados, exceto na coleta basal.
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Figura 16: Grafico com os valores das médias de TO, T20, T40, T60 e
T120 da concentracdo de glicose plasmatica durante infusdo continua
de detomidina em equinos em estacdo. * Indica diferenca significativa

(p<0,05) em relacéo a TO.
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Todas as médias dos valores de lactato plasmatico (Figura 17) apresentaram-se acima

dos valores de referéncia para a espécie, com diferenca estatistica significativa entre TO e

T20.
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Figura 17: Grafico com os valores das médias de TO, T20, T40, T60 e
T120 da concentracdo de lactato plasmatico durante infusdo continua
de detomidina em equinos em estagdo. * Indica diferenca significativa
(p<0,05) em relacédo a TO.

Todas as médias dos valores de hematdcrito (Figura 18) apresentaram diferenca

estatistica significativa em relagdo a TO. Ainda, na comparacgao entre os grupos, T40 e T120

também diferiram estatisticamente. A partir de T20, todas as médias estiveram abaixo do

intervalo de referéncia para equinos.
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Figura 18: Grafico com os valores das médias de TO, T20, T40, T60 e
T120 do hematocrito durante infusdo continua de detomidina em
equinos em estacdo. Simbolos iguais indicam diferenca significativa
(p<0,05) entre as médias.
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Os valores de hemoglobina analisados nos tempos TO e T60 indicaram diferenca
significativa entre as médias, estando inclusive a média de T60 abaixo do valor preconizado
para a espécie.

A analise da variavel Na* indicou diferenca estatistica significativa entre as médias dos
tempos estudados, apesar de ambas encontra-se dentro do intervalo de referéncia para a
espécie estudada.

A andlise da concentracdo plasmatica de célcio ionizado indicou diferenca estatistica
significativa entre as medias dos tempos estudados, apesar de ambas encontra-se dentro do
intervalo de referéncia para a espécie estudada.

N&o foram observadas diferencas estatisticamente significantes nos valores de insulina,
PPTeK".

5.4 Glicogénio e lactato musculares
Os resultados das analises de bidpsia muscular (Tabela 6) para determinacéo das fracoes

de proglicogénio e macroglicogénio e de lactato muscular encontram-se na tabela abaixo.

Tabela 6: Médias e desvio padrdo das porcdes de proglicogénio e
macroglicogénio (soma corresponde ao glicogénio total) nas amostras
musculares, bem como os valores de lactato muscular. Os dados foram
submetidos ao teste t de Student (p<0,05). * indica diferenca
estatistica significativa em relacdo ao tempo zero (TO0).

Variavel (g/kg MS) TO T60
Proglicogénio 105+5,5* 92+11,4*
Macroglicogénio 91+4,0 87+16,1
Glicogénio total 196+4,2* 179+13,3*
Lactato 28,7+3,0 28,5+0,6

Na andlise estatistica do glicogénio muscular, observa-se uma diferenca significativa
entre os tempos TO e T60 no conteddo de proglicogénio, o que acabou por interferir no valor
total de glicogénio (Figura 19), que também apresentou diferenca significativa. Os conteidos
de macroglicogénio e de lactato musculares ndo apresentaram diferenca estatistica

significativa.
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Figura 19: Grafico com os valores das médias dos contetdos de
macroglicogénio e proglicogénio em TO e T60 verificados no presente

estudo. * Indica diferenca significativa (p<0,05) em relagédo a TO.

5.5 Urinalise
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A andlise estatistica dos valores encontrados na urinalise (Tabela 7) nos tempos TO, T60

e T120 nédo apresentaram diferenca significativa. No entanto, os valores de glicose urinéria,

proteina, densidade e corpos cetdnicos apresentaram valores muito proximos do nivel de

confianca estabelecido.

Tabela 7: Valores de Xg* calculados de acordo com o Teste de
Friedman (p<0,05) para as analises de densidade, pH,
leucdcitos, sangue/hemoglobina, nitritos, corpos cetdnicos,
bilirrubina, urobilinogénio, proteina e glicose na urina dos
equinos estudados em TO, T60 e T120, na qual Xg®> 7 indicam
diferenca estatistica significativa, enquanto Xg? < 7 indicam
igualdade.

Variavel Xg®

Densidade 5,86
pH 2,545
Leucdcitos 2,205
Hemoglobina/sangue 2,035
Nitritos 2,46
Corpos cetbnicos 5,69
Bilirrubina 4,5

Urobilinogénio 1,44
Proteina 6,03

Glicose 6,37
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6 DISCUSSAO

A detomidina é um agonista o, adrenérgico de amplo emprego na espécie equina. E um
agente promotor de hipnose, analgesia e sedacdo. Os mecanismos envolvidos na hipnose e
sedacdo incluem efeito direto da droga no locus coeruleus através da inibicdo da liberacdo de
noradrenalina e dopamina (KAMERLING et al., 1988; SALES-CORREA et al., 1992; MUIR
Il & HUBBELL, 2009). A sedacédo e a hipnose podem ser observadas pelo abaixamento da
cabeca, ptose palpebral e labial, ataxia e flexdo das articulagdes como sinais de relaxamento
muscular e diminuicao da resposta a estimulos sonoros e tacteis ndo dolorosos (ENGLAND et
al.,, 1992; FREEMAN & ENGLAND, 2000). Todos estes sinais foram observados nos
animais estudados durante a infusdo continua de detomidina e ap6s uma hora do seu término
ja haviam desaparecido.

O mecanismo pelo qual os agonistas a, adrenérgicos produzem analgesia ainda nao
encontra-se completamente elucidado. Sardari e colaboradores (2005) demonstraram o0s
efeitos analgésicos da detomidina quando aplicada na articulacdo interfalangica distal. Os
autores citam a inibicdo da atividade simpatica como mecanismo principal de analgesia e a
possivel difusdo da droga por sua alta lipossolubilidade do interior da céapsula articular,
promovendo seus efeitos anestésicos nas terminacdes nervosas regionais. Um mecanismo
aditivo de interacdo com receptores opidides ja foi demonstrada na regido espinhal como
promotora da analgesia (OSSIPQV et al., 1989).

Alguns de seus efeitos adversos mais comuns e esperados, como a bradicardia e a
bradipnéia, ocorreram no presente estudo. Em todos os tempos estudados durante a infuséo
continua houve bradicardia em comparacdo ao tempo zero, inclusive com valores abaixo dos
parametros fisiolégicos normais preconizados para os equinos. Aos 60 minutos apos o
término da infusdo, a FC retornou a normalidade. A diminuicéo da frequéncia cardiaca com o
uso de agonistas ap adrenérgicos € dose-dependente, como observado por Wagner e
colaboradores (1991). Este efeito ocorre por diferentes mecanismos, entre estes a inibi¢do da
sintese de noradrenalina a nivel central, inibi¢do da liberacdo das vesiculas de noradrenalina
no terminal sinaptico, efeito reflexo com aumento do ténus vagal desencadeado pelos
baroceptores em resposta ao aumento da resisténcia vascular periférica e efeito cronotrépico
negativo direto no miocardio. Outro efeito frequente do uso da classe de drogas em estudo ¢ a
ocorréncia de bloqueio atrioventricular de segundo grau. Neste estudo, ndo foi realizado
eletrocardiograma e portando esta alteracdo ndo foi avaliada. Em pacientes com desequilibrios
hemodindmicos ou doencas cardiacas pré-existentes, 0 uso destes farmacos deve ser cauteloso
ou evitado (ALITALO et al., 1986; SAVOLA,1986; WAGNER et al., 1991; JONES, 1993).
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Na analise da pressdo arterial, observou-se mantenca dos valores normais das pressoes
sistolica, diastolica e média em todos os tempos estudados sem diferenca estatistica em
relacdo aos valores basais. Os agonistas ap adrenérgicos caracterizam-se por um aumento
inicial da pressdo arterial mediado pela ligacdo destes aos receptores pds-sinapticos,
provocando contragdo vascular e aumento da resisténcia vascular periférica. Visto que a
regulacdo da pressdo depende do produto entre débito cardiaco e resisténcia vascular
periférica, 0 organismo consegue compensar 0 aumento da segunda com diminuicdo do
débito. Por ser uma droga de ampla distribuicdo e rapida eliminacdo, a detomidina desliga-se
rapidamente dos receptores e se observa o efeito hipotensor desta droga em sequéncia a
hipertensdo inicial, como resultado da inibicdo da liberacdo de noradrenalina promovida pela
ligacdo aos receptores oy pré-sinapticos. E por este efeito na liberacdo de noradrenalina que a
clonidina € utilizada em humanos como farmaco anti-hipertensivo. O uso da infusdo continua
no presente estudo buscou manter por um tempo mais prolongado os niveis plasmaticos da
detomidina e, por consequéncia, a ocupacdo dos receptores, para que ndo houvesse hipotensédo
e sim uma mantenca dos valores pressoricos. Esta estratégia pode ser utilizada no
transoperatério ou no pos-operatdrio em pacientes que necessitem de apoio farmacolégico
para controle da pressdo arterial. Apds o término da infusdo, poderia ser esperada uma
diminuicdo da presséo, no entanto, nos 60 minutos procedentes & infusdo, esta diminuigdo néo
foi observada, possivelmente devido a outros mecanismos neuro-hormonais de controle da
pressdo arterial, como o sistema renina-angiotensina-aldosterona, vasopressina, peptideo atrial
natriurético e outros (ENGLAND & CLARKE, 1996; MICHELINI, 2008).

Neste estudo, ocorreu bradipnéia estatisticamente significativa em todos os tempos
estudados, como esperado pelos possiveis efeitos dos agonistas o, adrenérgicos no locus
coeruleus, inibindo o centro respiratério. Foi observada nos seis animais uma alteragdo no
padrdo respiratério caracterizado por aumento da amplitude respiratéria e uma maior pausa
entre o final da expiracdo e o inicio do proximo ciclo inspiratorio. Esta observacéo foi descrita
por Short et al. (1986). Uma possivel explicacdo seria a caracteristica dos equinos de
possuirem duas fases expiratorias: uma passiva, decorrente das forcas elasticas do tecido
pulmonar, e uma forma ativa provocada por contracdo muscular direta. O relaxamento
muscular provocado pelos agonistas o, adrenérgicos pode ser uma possivel explicacdo para
essa aparente dificuldade de iniciar o novo ciclo respiratorio, que exige contracao
diafragmatica e dos musculos intercostais. Alguns estudos indicam que ap6s o uso de
xilazina, ocorre um aumento momentaneo da FR seguido de diminuicdo da FR. Este efeito

ndo foi observado com uso da detomidina nos animais estudados (WILLIANS et al., 1985;
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SHORT et al., 1986; YUNG-WEI et al, 1993; ENGLAND & CLARKE, 1996; OYAMADA
etal., 1998).

A temperatura retal observada nos individuos estudados mostrou-se moderadamente
abaixo dos valores considerados normais para a espécie. Este fato pode ser decorrente das
condigdes ambientais durante a realizacdo do estudo. Nao houve, no entanto, diminuicdo da
temperatura ao longo da infusdo. Virtanen (1986) aponta para a ocorréncia de hipotermia
através de mecanismos de inibicdo central da termorregulacdo provocada pelos agonistas oy,
embora este efeito seja mais pronunciado com o uso de Xilazina que com o uso de detomidina.
O mesmo autor cita a ocorréncia de hipertermia com altas doses de detomidina, que pode ser
induzida por estimulagéo dos receptores a;.

O tempo de preenchimento capilar ndo apresentou diferenca significativa nos tempos
estudados, indicando que, apesar do aumento da producédo urinaria observado, 0s animais nao
apresentaram quadro de desidratacdo. N&o € possivel extrapolar estes valores para afirmar se
houve adequada perfusdo tecidual, visto que para isso seria necessario calcular a
disponibilidade de oxigénio, que é o produto do débito cardiaco com o contetido de oxigénio
no sangue arterial.

Os efeitos da detomidina descritos na literatura sobre 0s gases sanguineos em sua maioria
apontam para uma leve diminui¢do da PaO, e um aumento da PaCO, (DAUNT & STEFFEY,
2002). Os resultados deste estudam corroboram com estas afirmacdes. A diminuigédo da FR,
embora significativa, ndo afeta de forma pronunciada o aporte de oxigénio e a remocao de gas
carbdénico dos tecidos. O mecanismo compensatério do aumento da quantidade de gas
carbonico diluido é o aumento do ion bicarbonato para o controle do pH sanguineo. Da
mesma forma como observado por Short e colaboradores (1986), o pH arterial encontra-se
normal ou levemente aumentando em decorréncia do aumento do bicarbonato. O
tamponamento com o bicarbonato sanguineo é a primeira linha de defesa do organismo contra
variagdes do pH sanguineo. Os pulmdes e os rins sdo os responsaveis pelo controle a médio e
longo prazo através da ventilagédo e da filtragdo de ions respectivamente. J& que a ventilacao
encontra-se inibida por acdo da detomidina, cabe aos rins realizar esta correcdo atraves da
eliminagdo de ions H e retencdo de fons HCOs". Este equilibrio seque a equacgio de
Henderson-Hasselbach, onde o pH = pKa + log [HCO3}/ log [0,03 . PaCO,]. De uma forma
simplificada, o pH varia de acordo com a razdo log funcao renal/ ventilacdo. A ventilacéo é
capaz de alterar rapidamente as concentragdes de CO,, acidificando ou alcalinizando o plasma
de acordo com a equagéo H,O + CO, = H,CO3 = H™ + HCO5'. O papel dos rins é reabsorver

0 HCOs reciclando as reservas deste tampdo e eliminar os fons H* excedentes, pois 0
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metabolismo gera grande quantidade de acidos através do metabolismo protéico. O mais
provavel é que o restabelecimento da FR normal apds a diminuigdo da concentracdo
plasmatica de detomidina seja a responsavel pela normalizacdo do pH, pois 0s mecanismos de
controle renal sd@o mais tardios e lentos para controle do pH (ENGLAND & CLARKE, 1996;
MICHELINI, 2008)

Apesar de apresentar aumento estatistico significativo nas concentragbes plasmaticas do
ion sodio nos animais estudados, os valores mantiveram-se dentro do intervalo de referéncia
para a espécie equina. Uma leve hemoconcentracdo pode ser a causadora deste aumento, visto
0 que a eliminagdo de &gua esteve aumentada, embora ndo tenha ocorrido um quadro clinico
de desidratacdo. Poderia ser esperada uma diminuicdo da concentracdo de sodio pelo aumento
da excrecdo de glicose na urina em decorréncia da hiperglicemia apresentada, visto que a
eliminacdo deste soluto na urina se da pelo mecanismo de co-transporte com o sodio. O
sistema nervoso simpatico € um dos mais importantes reguladores do fluxo sanguineo renal.
A estimulacdo simpatica moderada causa contracdo das arteriolas eferentes, o que eleva a
fracdo de filtracdo. Um forte estimulo simpético pode levar a dréstica reducdo do fluxo
sanguineo e da filtracdo por contracdo das arteriolas aferente e eferente. A estimulacdo
simpatica dos receptores  promovem aumento do AMPc e aumento da liberagcdo de renina e
aumento da reabsorc¢do tubular de s6dio, outro fator que contribuiria para o leve aumento do
sodio circulante. No entanto, a estimulacdo dos receptores o, promovem a diminui¢cdo do
AMPc e a consequente inibicdo da liberacdo de renina. A inibicdo da liberacdo de renina
blogueia o eixo renina-angiotensina-aldosterona, levando a um aumento da diurese e
diminuicdo da reabsorcdo de sddio, outro fato que poderia levar a diminuicdo do sodio
plasmatico. A mesma droga €, portanto, capaz de ativar um mecanismo de excrecdo de agua e
hemoconcentracdo e inibir um mecanismo de retengédo de sodio, o que possivelmente mantém
o Na" em concentracdes plasmaticas aceitaveis. Tanto o sédio como o potassio sdo ions
fundamentais para a mantenca da volemia, da pressdo arterial, do equilibrio osmolar, da
contracdo muscular e da excitabilidade das membranas. O desequilibrio destes ions pode levar
rapidamente um individuo ao 6bito. O controle da concentracdo destes ions se d& atraves de
inimeros mecanismo, adicionando a justificativa que somente o aumento da atividade dos
adrenoceptores a, ndo seriam suficientes para provocar alteracbes significativas, como
observado com os valores de sodio e potassio neste estudo (AIRES, 2008; HOFFMAN, 2010)

Em relacdo ao calcio ionizado, ocorreu uma diminuicdo significativa dos valores
plasmaticos deste ion que se aproximaram do limite inferior do intervalo de referéncia para a

espécie equina, com alguns animais do grupo experimental apresentando valores abaixo da
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normalidade. No plasma, cerca de 40% do célcio circulam ligados a proteinas, 45% na forma
ionizada e os 15% restantes na forma complexada varios &nions, como citrato, fosfato e
bicarbonato. Somente as porcles ionizadas e complexadas estdo disponiveis para filtracdo.
Existe um equilibrio constante entre estes percentuais de calcio circulante. Do célcio filtrado,
somente 1% é excretado e sua reabsorcdo ndo é regulada por diversos hormonios. AlteracGes
na concentracdo de calcio poderiam ser relacionadas com a quantidade de proteina plasmética
total. Neste estudo, as médias de PPT ao longo dos cinco tempos nédo se alterou, mantendo-se
entre 6,7 e 7 g/dL, ndo exercendo, provavelmente, efeito sobre o iCa. O ADH, no entanto, é
responsavel pelo aumento da reabsorcdo renal deste soluto nos tibulos distais dos néfrons.
Assim como o alcool etilico, a detomidina inibe a liberacdo de ADH, provocando inibi¢do de
um dos mecanismos de controle da excre¢do renal de célcio, o que poderia explicar esta leve
diminuicdo do iCa (AIRES, 2008).

A diminuicdo significativa observada da hemoglobina e do hematdcrito corroboram com as
evidéncias clinicas que os agonistas a, tendem a provocar relaxamento da capsula esplénica,
produzindo esplenomegalia e sequestro de eritrocitos no o6rgdo. Ndo foi encontrada na
literatura comprovacgdes desta acdo. Estudos em outras espécies indicam a presenca de
receptores o ¢ B no baco. Em ratos e camundongos, 0s agonistas o, Sdo apontados como
responsaveis pela contracdo esplénica, com indicagdes que 0s a, produzam o mesmo efeito
(DOCKERTY, 1998). Em equinos, ndo existem estudos na tentativa de marcagao radioativa
ou fluorescente dos receptores no leito vascular do 6rgdo ou de estimulo farmacolégico com
isolamento do 6érgdo como observado em outras espécies. Em um estudo de Hanson e
colaboradores (1995), a xilazina e a adrenalina foram utilizadas para provocar diminuicéo e
aumento do Ht, respectivamente, para determinar o peso esplénico em relacéo a alteracdes no
volume sanguineo, demonstrando os efeitos conhecidos dos agonistas no relaxamento
esplénico.

As alteracdes na concentracdo de glicose plasmatica ja eram esperadas, visto que os efeitos
dos agonistas o, adrenérgicos no bloqueio da liberacdo de insulina j& estdo completamente
elucidado. (THURMON et al., 1982; GASTHUYS et al., 1987). De acordo com o observado
por Robertson e colaboradores (1990), este efeito ndo ocorre em potros. A hiperglicemia
resultante da utilizacdo desta classe de sedativos ndo é clinicamente relevante por nédo
alcancar niveis muito elevados. De acordo com Thurmon e colaboradores (1982), glicemia
acima de 600 mg/dL, que pode ocorrer em cirurgias abdominais na qual ha excessiva
manipulacdo dos Orgdos, pode causar danos ao SNC e cegueira nos equinos. A alta

concentracdo de glicose no sangue também pode induzir uma hipovolemia por diurese
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osmatica, desidratacdo, distirbios de eletrélitos e pode aumentar a incidéncia de lesdo
cerebral quando ocorre antes de um evento isquémico ou hipoxémico (COOK, 2006). Neste
estudo, o maior valor de glicose observado nos seis animais estudados foi de 248 mg/dL.
Short e colaboradores (1986) testaram trés doses de detomidina em equinos (20, 80 e 160
Hg/kg e observaram hiperglicemia em todas, embora os animais que receberam 160 pg/kg néo
tenham apresentado o dobro da glicemia dos animais que receberam 80 pg/kg, indicando uma
limitacdo da detomidina de provocar hiperglicemia.

No equino, o limiar renal de filtracdo da glicose é de 174 mg/dL, de acordo com Schott
(2004). A eliminagdo de glicose pela urina ndo foi significativa no presente estudo, sendo
observada em somente 2 dos 6 animais, possivelmente pela diluicdo provocada pela poliuria.
A glicosuria, inclusive, ndo é um achado consistente da literatura. O aumento da diurese ja foi
relacionado com um efeito osmético produzido pela glicose, no entanto, hoje se sabe que a
detomidina € capaz de inibir a liberacdo de ADH pela hipofise e inibir a liberacdo de renina,
parecendo estes serem 0s principais mecanismos envolvidos no aumento da diurese. Cuidados
devem ser tomados com pacientes que se encontrem desidratados antes da administracdo da
detomidina, bem como de qualquer outro agonista a, adrenérgico, para que um agravamento
do quadro néo ocorra (ENGLAND & CLARKE, 1996; MUIR 11l & HUBBELL, 2009).

Os animais deste estudo ndo foram mantidos em jejum para que ndo iniciassem o estudo ja
em hipoinsulinemia, de acordo com a recomendacdo para dosagem de insulina na espécie
equina (FRANK, 2006). Os mesmos foram mantidos a campo no periodo noturno e o
experimento realizado pela manha antes da suplementacdo com concentrado. No entanto, a
concentracdo de insulina em 4 dos 6 equinos encontrava-se abaixo do limiar de deteccéo da
técnica de quimioluminescéncia, que corresponde a 2uUIl/mL. Apesar de nédo ter ocorrido
diferenga significativa nas medias do grupo, em T60 e T120, 5 dos 6 animais ndo
apresentaram quantidades detectaveis de insulina no soro, o que poderia indicar uma
tendéncia na possibilidade de utilizar um nimero maior de unidades experimentais.

Com baixos niveis de insulina sérica, os tecidos dependentes de insulina (muscular e
adiposo) sdo incapazes de captar a glicose disponivel no sangue. O tecido adiposo é capaz de
consumir suas reservas de triglicerideos para suas necessidades metabdlicas. A musculatura,
ao término ou diminuicdo das suas reservas de glicogénio dependem do metabolismo do
lactato (GUTSCHE & DEUTSCHMAN, 2006). Muitos autores concordam sobre o novo
conceito do lactato desempenhando um papel na manutencdo do metabolismo energético
durante a atividade celular aerdbia e ndo apenas como um produto final de residuos, em
situacOes de anoxia ou hipoxia (BROOKS, 2002a; GLADDEN, 2004). Foi possivel perceber
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0 consumo, mas ndo o0 esgotamento destas reservas, claramente com a dosagem do
proglicogénio, que se constitui na por¢do mais facilmente mobilizavel do glicogénio muscular
(BROJER, 2001). O contetdo de proglicogénio muscular apresentou diferenca significativa
ao término da infusdo em comparacdo a avaliacdo basal e foi o responsavel pela mesma
diferenca no glicogénio muscular total. A propor¢éo de PG em relacdo ao glicogénio total foi
de 54% antes da infusdo e de 51% apos a infusdo, valores muito proximos dos 60%
encontrados no estudo de Brojer (2001).

As concentracfes de lactato muscular ndo se alteraram possivelmente pelo equilibrio das
concentracOes intracelulares de lactato necessarios para a homeostase celular. O excesso de
lactato pode provavelmente ter vazado para o compartimento extracelular, onde é rapidamente
removido pelos eritrécitos. Os eritrocitos sdo 0s maiores consumidores de lactato por nédo
possuirem mitocondrias para a utilizacdo aerdbia de glicose e representam o local onde até
50% do lactato presente no plasma é armazenado (GLADDEN, 2004). Desta forma, existe
uma possibilidade que o aumento do lactato presente no plasma seja decorrente da diminuicao
dos eritrocitos na circulacdo, devido ao sequestro de hemacias pelo baco, e ndo por uma maior
producdo de lactato pelos tecidos insulino-dependentes que se encontram sem o aporte de
glicose.

As fontes disponiveis para a formagdo de Acetil CoA para entrada na mitocondria e
realizacdo da glicolise aerdbia sdo os acidos graxos, 0s corpos cetbnicos e 0s aminoacidos
isoleucina, leucina, treonina, triptofano, lisina, fenilalanina e tirosina. Os demais aminoacidos
contribuem para a formacéo de piruvato (que podera transformar-se em acetil CoA ou entrar
na rota da gliconeogénese) ou alimentam os substratos intermediérios do ciclo de Krebs,
como o a-cetoglutarato, oxalacetato, fumarato e outros. N&o existe possibilidade da reacao
inversa de Acetil CoA em piruvato. Desta forma, as Unicas fontes para formacdo de lactato
sdo aquelas utilizadas para sintese de piruvato, ou seja, todo lactato formado no organismo
provém basicamente das fontes de glicose — sejam elas da alimentagédo, do glicogénio ou da
gliconeogénese — e dos seis aminoacidos citados acima (AIRES, 2008). Assim, pode-se inferir
gue o aumento do lactato plasmatico observado no presente estudo provém da glicogendlise,
visto que houve diminuicdo do contetdo de glicogénio muscular.

Como visto em outras espécies, mas ndo comprovada em cavalos, a hiperglicemia
provocada pelos agonistas o, adrenérgicos é acompanhado por uma hiperglucagonemia (ODA
et al., 1991; SAMOLS & WEIR, 1979; KNUDDTZON, 1984; MUGGABERG &
BROCKMAN, 1982), que também estimula a liberacdo de glicose a partir da quebra do

glicogénio hepatico.
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A urinélise dos animais estudados ndo demonstrou diferencas significativas dos substratos
analisados. No entanto, algumas observacdes sdo dignas de nota. A densidade urinéria
apresentou diminuicdo pelo evidente aumento de diurese. Quatro dos seis animais
apresentaram uma cruz de bilirrubina em T120, quantidade que poderia ser maior se nédo
houvesse diluicdo da urina. Em bufalos, foi demonstrado no soro o aumento de aspartato
aminotransferase, fosfatase alcalina e bilirrubina ap6s administracédo de detomidina, que seria
decorrente de uma maior atividade de metabolizacdo hepéatica (KHAN et al., 2003). Em
camelos, ap6s administracdo de xilazina, ocorreu um aumento significativo de aspartato
aminotransferase (AL-BUSADAH, 2002). Estudos com esta énfase ndo foram realizados em

equinos até o presente momento.



60

7 CONCLUSAO

A utilizacdo de uma infusdo continua de detomidina na taxa de 20 ug.kg™.h™ por um
periodo de 60 minutos produz sedacdo estavel. Ha a ocorréncia de bradicardia, bradipnéia,
aumento do hematocrito, do conteudo de hemoglobina, hiperglicemia, hiperlactatemia e
consumo das reservas de glicogénio muscular.

O protocolo de infusdo utilizado provoca estabilidade da presséo arterial média, sistolica e
diastélica, tempo de preenchimento capilar, temperatura retal e nas variaveis
hemogasométricas. As alteracBes ibnicas estatisticamente significativas ocorridas durante a
infusdo de detomidina na dose em estudo nédo sao clinicamente significativas.

N&o ocorrem alteracOes significativas estatisticamente na urinalise em comparagdo com o
momento de antes de aplicacdo da detomidina, bem como do contetdo muscular de lactato.

De um ponto de vista pratico, o conhecimento das interferéncias dos farmacos utilizados
no metabolismo energético dos equinos, especialmente daqueles que exercem atividade
atlética, é de grande valor para o entendimento da fisiologia desta espécie, além de possibilitar

adequacdes terapéuticas.
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