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Determinação de tetraciclina em líquido sinovial de
vacas com doença podal

Cláudia Esteban, Celso Antonio Rodrigues, Elizabeth de Souza Nascimento*

Faculdade de Ciências Farmacêuticas, Universidade de São Paulo

As doenças podais em bovinos são, via de regra, acompanhadas
de infecções existentes na área lesionada. O sucesso do tratamento
relaciona-se com a concentração do fármaco nas sinóvias dos
animais, sendo tetraciclina e oxitetraciclina, entre os antibióticos
os principais quimioterápicos atualmente utilizados. Assim, o
presente trabalho objetivou desenvolver um método analítico que
permita a determinação de tetraciclina por Cromatografia a
Líquido de Alta Pressão em líquido sinovial de vacas leiteiras
portadoras de enfermidades podais pós-tratamento via intravenosa
do antibiótico. O método analítico apresentou limite de detecção e
quantificação para a tetraciclina em líquido sinovial de 38 ng/mL
e 50 ng/mL, respectivamente. A recuperação das concentrações
baixa, média e alta foram superiores a 75%. A linearidade foi
avaliada na faixa dinâmica de 50 – 15.000 ng/mL. A precisão e a
exatidão para as concentrações baixas, médias e altas foram
consideradas adequadas para a realização das análises. Os
resultados da concentração máxima e tempo para atingir a
concentração máxima foram, respectivamente de Tmax= 1,37 h,
Cmax=3471,57 ng/mL em líquido sinovial de vacas com doença
podal.

INTRODUÇÃO

A maioria das claudicações em bovinos é originada
de doenças podais nas quais pode haver a participação de
microorganismos. As opções de tratamento para tais pato-
logias são limitadas e agravam-se ainda mais quando o
processo infeccioso atinge os ossos e as articulações
(Clarkson et al., 1996; Desrochers et al., 1995; Kofler,
1995; Navarre et al., 1999; Stanek, 1994).

A escolha de um fármaco de amplo espectro de ação
bem como da sua concentração na região afetada torna-se

fundamental para o sucesso do tratamento (Ferguson;
1997; Orsini, 1983; Trent, Redic-Kill, 1997).

Desta forma, o presente trabalho teve como objeti-
vo desenvolver metodologia analítica por Cromatografia
Líquida de Alta Eficiência (CLAE) para determinação de
concentração de tetraciclina em líquido sinovial de vacas
leiteiras com enfermidades podais submetidas ao trata-
mento intravenoso da substância ativa considerada.

A escolha da fase móvel, bem como a escolha da
coluna cromatográfica selecionada, baseou-se na estrutura
química da molécula de tetraciclina (Figura 1), bem como
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em função das outras características físico-químicas.

 Em virtude dos diferentes grupos funcionais em sua
molécula, o mecanismo pelo qual a substância é retida nos
sistemas cromatográficos pode ser bastante complexo.
Devido à alta polaridade das tetraciclinas, são utilizadas
fases móveis com elevado teor aquoso. Em tais sistemas
de fase, a formação de pares iônicos, a complexação e a
forte interação com grupos silanóis residuais desempe-
nham importantes papéis, pois dificultam a quantificação
das tetraciclinas (Pena et al., 1997).

Na análise cromatográfica desses compostos são
utilizadas as colunas de fase reversa em que a fase estaci-
onária permite a retenção das tetraciclinas através de al-
guns mecanismos, como a formação de pares iônicos, lo-
cais de competição, locais ativos e não ativos, troca iônica
e interação com grupos silano (Pena et al., 1997).

As tetraciclinas sofrem quelação com íons metálicos
e ligam-se a proteínas. Desta forma, recomenda-se a adi-
ção de ácidos fortes e agentes desproteinizantes na extra-
ção destes compostos, a partir de matrizes biológicas
(Fedeniuk, Shand, 1998). Além disso, estas substâncias
podem adsorver-se nos grupos silanóis na coluna de fase
reversa, tendendo a apresentar picos com caudas e baixa

resolução. Estes problemas podem ser minimizados pela
adição de ácido oxálico na fase móvel e pelo uso de colu-
nas de poliestirenodivinilbenzeno (Oka et al., 2000;
Schenck, Callery, 1998).

Uma alternativa para evitar a formação destes com-
plexos e sua adsorção nas colunas de fase reversa é adici-
onar outros ácidos na fase móvel, como por exemplo, áci-
do fosfórico, ácido cítrico, ácido perclórico, ácido tartárico
(Pena et al., 1997).

MATERIAL E MÉTODO

Animais

O modelo experimental previu a administração do
cloridrato de tetraciclina, por via intravenosa, em 6 vacas,
em período de lactação. Assim, foi administrado cloridrato
de tetraciclina cristalina (Talcin®), em dose única na con-
centração de 10 mg/kg corpóreo, em 6 vacas através de
punção jugular e infusão contínua por, aproximadamente,
10 segundos. As frações de 1 mL de líquido sinovial foram
coletadas mediante antrocentese seriada, utilizando agu-
lhas hipodérmicas descartáveis (30×10), a partir do tarso
de todos os animais nos seguintes tempos: antes da admi-
nistração, 22 minutos, 45 minutos, 1 h e 22 min, 2, 3, 4, 6,
8, 12, 24, 48, 72, 96 e 120 horas pós-administração. Todas
as amostras de líquido sinovial foram acondicionadas em
recipientes limpos, fechados e posteriormente armazena-
dos à temperatura - 20 °C por até 30 dias para posterior
análise laboratorial.

A Figura 2 ilustra a divisão dos animais submetidos
ao tratamento por tetraciclina intravenosa

As amostras de líquido sinovial, obtidas de acordo
com o esquema ilustrado na Figura 2, foram analisadas pela
técnica de cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE).

FIGURA 1 - Fórmula estrutural da tetraciclina.

FIGURA 2 - Esquema do tratamento dos animais submetidos à administração de cloridrato de tetraclicina intravenosa.
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 Material

Reagentes
- Ácido oxálico, pureza 99,9%, solução a 0,01M -

MERCK
- Ácido tricloroacético, pureza 99,5%, soluço a 80% em

acetonitrila - MERCK
- Acetonitrila Omnisolv, grau de pureza cromatográfica

– EM Science®

- Metanol Omnisolv, grau de pureza cromatográfica –
EM Science®

- Trietilamina para síntese MERCK
- Padrão de tetraciclina, teor 98,2%, fornecido pela

UNIVET S.A. Indústria Veterinária
- Água Millipore® (Milli Q – resistividade > 16

megaOhm)
- Talcin®

Equipamentos, acessórios e vidraria
- Cromatógrafo a líquido de alta eficiência Hewlett

Packard®, modelo 1100, equipado com detector de ar-
ranjo de diodo, acoplado ao computador modelo Vectra
XM, série 4-5/150, com ChemStation para integração
e processamento dos cromatogramas.

- Coluna Nova-Pak Waters® RP 8, 60A°, 4 µm (3,9 x
150 mm)

- Sistema de purificação de água Milli Q – Plus
Millipore®

- Filtro Millipore®, membrana HV em PVDF 0,45 mm,
47 mm de diâmetro

- Unidade Filtrante HV Millex e polietileno com mem-
brana durapore 0,45 mm, 13 mm

Condições Cromatográficas
As amostras de líquido sinovial foram analisadas

por CLAE, nas seguintes condições:
- Coluna Nova-Pak Waters® RP 8, 60 °A, 4 µm (3,9 x

150 mm)
- Temperatura do termostato da coluna 35 °C
- Fluxo da fase móvel: 1,0 mL/min
- Comprimento de onda: 363 nm
- Tempo de corrida: 6 minutos
- Gradiente da fase Móvel, conforme a Tabela I

Procedimento analítico
- Em um tubo de centrífuga foram adicionados 500 mL

das amostras de líquido sinovial e 500 µL da solução
de ácido tricloroacético a 80% em acetonitrila;

- Agitação em vórtex por 1 minuto;
- Ultra-som por 10 min;
- Centrifugação a 3500 rpm (1600g) por 25 min;

- Filtração em filtro com membrana 0,45 µm, 13 mm;
- Injeção automática de 40 µL do filtrado no cromatógrafo

segundo as condições mencionadas anteriormente.

A quantificação da tetraciclina nas amostras foi rea-
lizada após extração do analíto em líquido sinovial, de
acordo com a marcha analítica ilustrada na Figura 3.

Validação do método

A validação do método consistiu na avaliação das
seguintes figuras de mérito: limite de detecção, limite de
quantificação, linearidade, curva de calibração, recupera-
ção, precisão inter e intra-dias, exatidão e estabilidade.

TABELA I - Gradiente da fase móvel usado na detecção da
tetraciclina em líquido sinovial

Tempo A B Fluxo
(min) (%) (%) (mL/min)
0 90 10 1
1 90 10 1
3 85 15 0,8
3,5 85 15 1
6 90 10 1
Fase Móvel: Solução A: Ácido oxálico 0,01M ;
Acetonitrila: Trietilamina (90:9,9:0,1); Solução B:
Acetonitrila 100%

FIGURA 3 - Marcha analítica da determinação de
tetraciclina em líquido sinovial.
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Limite de Detecção

Foi estabelecido através da análise de soluções de
concentrações conhecidas e decrescentes do fármaco, até
o menor nível detectável. Recomenda-se que o LD seja de
2 a 3 vezes superior ao ruído da linha de base (Brasil,
2003). As análises para essa determinação foram realiza-
das em 6 replicatas, segundo procedimento analítico des-
crito na Figura 3.

Limite de Quantificação

Estabelecido através da análise de soluções conten-
do concentrações decrescentes do fármaco até o menor
nível determinado com precisão e exatidão aceitáveis.
Considera-se este limite quando for 10 vezes superior ao
ruído da linha de base (Brasil, 2003).

As análises para essa determinação foram realizadas
em 6 replicatas, segundo procedimento analítico descrito
na Figura 3.

Recuperação

A recuperação da tetraciclina na amostra de líquido
sinovial foi avaliada comparando-se a concentração obti-
da quando a tetraciclina é extraída de uma amostra de lí-
quido sinovial com a extração de um branco de amostra de
líquido sinovial (de animal não tratado), e posteriormen-
te adicionada de padrão de tetraciclina. Para tal foram
consideradas 3 concentrações (50; 5.000 e 15.000 ng/mL),
realizadas em 10 replicatas.

A seguinte equação é utilizada para determinar a
porcentagem de extração (Chasin et al., 1998)

Concentração de amostra
 (conc. extraída)

Recuperação = ————————————— x 100
Concentração branco adicionado

(conc. não extraída)

Estudo de linearidade

O estudo de linearidade do método, que corresponde
ao intervalo das concentrações em que a intensidade da
resposta do detector é proporcional às concentrações con-
sideradas (Chasin et al., 1998), foi realizado através da
adição de diferentes concentrações de tetraciclina às
amostras de líquido sinovial abrangendo o seguinte inter-
valo de faixa dinâmica: 50; 500; 1.000; 5.000; 10.000;
15.000 ng/mL. Estas amostras, juntamente com o branco,
foram analisadas em seis replicatas.

Curva de calibração

Para o preparo da curva de calibração, foi adiciona-
da às amostras de líquido sinovial solução-padrão de
tetraciclina, visando obter as seguintes concentrações: 50;
1.000, 5.000 e 15.000 ng/mL. Tais amostras, assim como
um branco de líquido sinovial, foram submetidas ao pro-
cedimento analítico descrito na Figura 3. Para cada bate-
ria de amostras analisadas foi confeccionada uma curva de
calibração correspondente.

Precisão do método analítico

A precisão do método analítico corresponde ao
parâmetro que avalia a proximidade entre várias medidas
efetuadas em uma mesma amostra. A medida de precisão
pode ser expressa através do cálculo do desvio padrão e do
coeficiente de variação, obtidos em condições determina-
das de repetibilidade e/ou reprodutibilidade (Chasin et al.,
1998). A precisão foi avaliada a partir de amostras de líqui-
do sinovial enriquecidas com três concentrações diferen-
tes de tetraciclina: 50; 5.000 e 15.000 ng/mL e foram pre-
paradas e analisadas em seis replicatas, conforme proce-
dimento analítico ilustrado na Figura 3, em um único dia
para o estabelecimento da precisão intra-ensaio e em três
dias consecutivos, para a precisão inter-ensaio.

Exatidão

Para o estudo da exatidão, que é a diferença entre o
valor nominal da substância presente na amostra e o valor
obtido no momento da análise (Chasin et al., 1998), amos-
tras de líquido sinovial enriquecidas com três concentra-
ções diferentes: 50; 5.000 e 15.000 ng/mL de tetraciclina
foram preparadas e, em seguida, analisadas, conforme
procedimento analítico ilustrado na Figura 3, em seis
replicatas para cada concentração.

A exatidão pode ser expressa como inexatidão do
método através da equação:

Concentração Concentração
Obtida

–
NominalInexatidão (%)= ————————————— x 100

Concentração Nominal

Estabilidade do analito na amostra

As amostras de pool de líquido sinovial, enriquecidas
de tetraciclina com duas concentrações diferentes: 50 e
15.000 ng/mL, foram preparadas e armazenadas em alíquotas
num período de 91 dias a -20 °C (freezer), e, em seguida,
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analisadas conforme procedimento ilustrado na Figura 3. Os
valores foram comparados com as concentrações obtidas no
tempo zero de armazenamento (Chasin et al., 1994).

RESULTADOS

Limite de detecção

O limite de detecção do método para a tetraciclina
em líquido sinovial é de 38 ng/mL, apresentando um co-
eficiente de variação de 19,15% e desvio padrão de 0,39.

Limite de quantificação

O limite de quantificação do método para a
tetraciclina em líquido sinovial é de 50 ng/mL, apresen-
tando um coeficiente de variação de 9,51% e desvio pa-
drão de 0,28.

Recuperação

Os valores do estudo da recuperação para a
tetraciclina em líquido sinovial são apresentados na Tabela
II.

Linearidade

Através da confecção do gráfico das concentrações
versus a área do pico obteve-se a equação da reta, corro-

borando a linearidade dos pontos pertencentes à faixa di-
nâmica.

A Figura 4 ilustra a linearidade obtida pelo enrique-
cimento de um pool de líquido sinovial com as seguintes
concentrações: 50, 500, 1.000, 5.000, 10.000 e 15.000 ng/mL
de tetraciclina e apresenta o coeficiente de determinação
da equação da reta.

Precisão

Os coeficientes de variação e desvio padrão obtidos
no estudo da precisão intra e inter ensaios para as amostras
de líquido sinovial adicionadas de tetraciclina são apre-
sentadas na Tabela III.

TABELA II - Recuperação da tetraciclina em líquido sinovial

Concentração de Recuperação * Desvio Coeficiente
tetraciclina em (%) Padrão de Variação

líquido sinovial (ng/mL) (%)
50 98,88 0,26 9,44

5.000 95,07 28,14 9,90
15.000 96,73 31,45 3,64

* Média dos valores das análises em seis replicatas

FIGURA 4 - Representação gráfica da linearidade da
tetraciclina em líquido sinovial 50-15.000 ng/mL.

TABELA III - Precisão intra e inter-ensaios para a determinação de tetraciclina em líquido sinovial

Conc. de tetraciclina Precisão intra-ensaio* Precisão inter ensaio
em líquido sinovial (3 dias)*

(ng/mL) CV (%) DP CV (%) DP
50 9,64 0,28 6,58 0,18

5.000 8,37 34,86 3,35 9,90
15.000 3,89 25,05 3,80 33,03

* Média dos valores das análises em seis replicatas
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Exatidão

A exatidão do método é representada pela
tendenciosidade, através do cálculo da inexatidão (Chasin
et al., 1998), apresentada na Tabela IV.

Perfil cromatográfico

A Figura 5 ilustra o perfil cromatográfico obtido nas

análises do pool de líquido sinovial adicionado de
tetraciclina.

Estabilidade do analito na amostra

Os resultados do estudo de estabilidade das amos-
tras de tetraciclina em líquido sinovial nas concentrações
50 e 15.000 ng/mL,após 90 dias em freezer, são apresen-
tados na Tabela V. As concentrações obtidas se referem à
média da determinação da tetraciclina realizada em seis
replicatas.

Concentrações identificadas pós-tratamento
intravenoso

As concentrações, determinadas utilizando-se o pre-
sente método, de tetraciclina no líquido sinovial após tra-
tamento intravenoso encontram-se dispostas na Tabela VI.

A Figura 6 ilustra o log da concentração dos resíduos
de tetraciclina em líquido sinovial x tempo de análise após
administração intravenosa.

FIGURA 5 - Perfil cromatográfico da tetraciclina (5.000 ng/mL) em líquido sinovial.

TABELA IV  - Porcentagem de inexatidão para a
determinação de tetraciclina em líquido sinovial

Concentração de Inexatidão
tetraciclina em plasma (%)*

(ng/mL)
50 -7,96

5.000 -2,94
15.000 -1,84

*Média dos valores das análises em seis replicatas

TABELA V - Análise da estabilidade da tetraciclina em líquido sinovial, nas concentrações de 50 e 15.000 ng/mL
conservadas a –20 °C por 3 meses.

Concentração nominal Concentração no tempo Concentração após CV
(ng/mL) zero (ng/mL)* 90 dias (ng/mL)* (%)

50 53,47 45,8 11,84
15.000 15.220,81 14.724,21 2,38

* Média dos valores das análises em seis replicatas
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A Figura 7 ilustra claramente o log da concentração
dos resíduos de tetraciclina em líquido sinovial nas pri-
meiras 12 h após a administração, observando-se a con-
centração e o tempo para atingira concentração máxima
(Tmax= 1,37 h, Cmax=3471,57ng/mL) da tetraciclina.

DISCUSSÃO

Os parâmetros de validação do método analítico
utilizado e a respectiva condição cromatográfica permi-

TABELA VI - Concentração em ng/mL de tetraciclina no líquido sinovial em diferentes tempos (0 - 120 h) após
tratamento intravenoso

Tempo pós- Animal Animal Animal Animal Animal Animal Média EPM**
administração 136 329 349 311 337 358
(horas)
M0 (0) 0 0 0 0 0 0 0 0
M1 (0,37) 0 1.659,28 2.410,15 678,31 145,44 1.712,92 1.101,02 395,98
M2 (0,75) 2.759,63 3.366,90 3.737,14 813,26 453,40 3.247,52 2.396,31 573,80
M3 (1,37) 4.133,33 3.929,18 5.915,34 932,64 571,05 5.347,87 3.471,57 912,85
M4 (2) 1.934,37 1.638,52 2.041,64 882,47 1.204,27 1.598,73 1.550,00 179,83
M5 (3) 1.427,45 733,68 448,21 1.107,38 738,87 943,02 899,77 139,14
M6 (4) 773,47 569,32 1.394,58 1.010,49 565,86 546,83 810,09 137,85
M7 (6) 216,38 128,14 731,95 1.091,81 562,40 214,65 490,89 153,58
M8 (8) 24,34* 3,57* 491,46 932,64 432,64 102,19 331,14 147,38
M9 (12) 0 0 32,99* 356,52 173,12 12,20* 95,81 58,66
M10 (24) 0 0 0 162,74 0 0 27,12* 27,12
M11 (48) 0 0 0 97,00 0 0 16,17* 16,17
M12 (72) 0 0 0 0 0 0 0 0
M13 (96) 0 0 0 0 0 0 0 0
M14 (120) 0 0 0 0 0 0 0 0
* Abaixo do limite de quantificação
** Erro Padrão Médio

FIGURA 6 – Log da concentração dos resíduos de
tetraciclina em líquido sinovial x tempo.

FIGURA 7 – Log da concentração dos resíduos de
tetraciclina em líquido sinovial nas primeiras 12 h após a
administração.

tem assegurar resultados confiáveis para a matriz biológi-
ca estudada.

A composição da fase móvel é de suma importância
para o comportamento cromatográfico das tetraciclinas.
Pena et al. (1997) constataram que na análise destes
antibióticos os melhores resultados foram obtidos em pH
2, tanto com o tampão oxalato, quanto o citrato ou o
fosfato. No presente estudo, observou-se maior eficiência
na resolução cromatográfica, em pH 2, e com a adição de
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ácido oxálico na fase móvel, propiciando a geração sem
cauda do pico de tetraciclina.

A utilização de agentes desproteinizantes ácidos
auxilia na extração das tetraciclinas em amostras biológi-
cas conforme proposto por Furusawa (1999), que utilizou
o ácido tricloroacético a 20% no processo de extração de
oxitetracilcina em leite. Navarre et al. (1999) também uti-
lizou esta técnica na extração de ceftiofur por CLAE em
plasma. Tal procedimento igualmente apresentou sucesso
na matriz biológica estudada constituindo-se de uma téc-
nica simples, rápida e econômica.

Embora a técnica da extração utilizada apresentas-
se vantagens em relação ao tempo e a utilização de um
único reagente economicamente viável nas condições de
trabalho, o líquido sinovial apresenta alta viscosidade, o
que acarretou numa dificuldade na manipulação do mes-
mo, principalmente na obtenção do volume utilizado no
experimento (500 µL).

O líquido sinovial corresponde a matriz biológica
rica em ácido hialurônico. Sottofattori et al. (2000), utili-
zaram a enzima hialuronidase no processo de extração de
adenosina de líquido sinovial humano, seguido de incuba-
ção a 37 °C por 20 minutos e filtração em membrana de
0,8 µm. Esta técnica de extração apresentou algumas van-
tagens na manipulação da matriz estudada, uma vez que
reduziu a viscosidade do líquido sinovial além de não
necessitar de posterior centrifugação. Entretanto, a utili-
zação de um reagente relativamente caro aumentaria con-
sideravelmente o custo das análises das amostras do pre-
sente estudo.

Alternativamente, como agente desproteizante em
matrizes biológicas, tais como plasma e líquido sinovial,
pesquisadores utilizam metanol a frio, seguido de
centrifugação e filtração em membranas (Owens et al.,
2002; Orsini et al., 1983; Orsini et al., 2004).

O método apresentou resultados adequados das fi-
guras de mérito analisadas, ou seja, linearidade entre
50 µg/mL a 415 ng/mL, limites de detecção e de
quantificação do método foram 37 ng/mL e 50 ng/mL,
respectivamente, a precisão do método mostrou valores de
coeficiente de variação inferiores a 10% e 5%, para as
menores e maiores concentrações, respectivamente, e fo-
ram obtidas recuperação de 99,28 e exatidão de 98,78%.
Assim, este método validado no presente trabalho mos-
trou-se apropriado para a quantificação da presença de
tetraciclina na faixa dinâmica considerada em líquido
sinovial, constituindo-se de uma técnica simples, rápida e
de fácil execução.

Os valores médios da concentração de tetraciclina
entre os momentos M1 e M7 (Tabela VI) não diferiram
significativamente (P>0,05), evidenciando este intervalo

como o de maior concentração do antibiótico no líquido
sinovial.

Observaram-se concentrações mais elevadas de
tetraciclina nas sinóvias dos animais até 8 horas da aplica-
ção intravenosa do medicamento, sendo rapidamente dis-
tribuído para este tecido, apresentando, assim, concentra-
ção sinovial máxima em 1,37 horas pós-administração.
Entretanto, após 2 horas da aplicação do medicamento, ou
seja, 22,2 min posteriormente à concentração máxima
atingida, o teor do fármaco se mostrou drasticamente re-
duzido nas sinóvias dos animais, em, aproximadamente,
44,65%, corroborando a rápida permanência do fármaco
no local de ação. Assim, poder-se-ia utilizar medicamen-
tos de liberação lenta ou outras vias de administração que
pudessem aumentar o tempo de ação do fármaco no local
da lesão, o que sugere menor tempo de tratamento dos
animais para esta patologia e possível redução dos custos
envolvidos.

A tetraciclina no líquido sinovial nesses animais
apresentou baixa concentração, em virtude da reduzida
distribuição deste medicamento neste tecido. Este achado
reveste-se de grande importância clínica, pois, nas enfer-
midades podais, além da dificuldade de distribuição ade-
quada do antibiótico, devido à morfologia dos tecidos
envolvidos, ocorre ainda inflamação, favorecendo a per-
manência de microorganismos (Orsini, 1984; Honnas et
al., 1991; Anderson et al., 1996; Trent, Redic-Kill, 1997).
Uma vez que a distribuição é pobre no líquido sinovial,
considera-se que a terapia local, como por exemplo, a via
intravenosa regional, com tetraciclina, poderia ser utiliza-
da como adjuvante no tratamento destas enfermidades,
pois, possui um amplo espectro de ação e capacidade de
atingir elevadas concentrações nos diversos tecidos aco-
metidos em uma infecção podal (Hauck-Bauer, 1977;
Trent, Redic-Kill, 1997; Fajt, Apley, 2001).

As grandes diferenças existentes, entre as concentra-
ções no líquido sinovial dos animais, refletiram a dificul-
dade de absorção e distribuição da tetraciclina na articu-
lação. Este achado revela que a Concentração Inibitória
Máxima (CIM) de um determinado antimicrobiano, não
deve ser extrapolada para o tratamento das enfermidades
locais. Apesar de útil em certas circunstâncias e basear-se
no princípio que a concentração tecidual, é reflexo direto
da concentração sérica do antimicrobiano, a CIM pode
sofrer distorções teciduais em sua concentração (Fajt,
Apley, 2001).

Os resultados insatisfatórios do tratamento
antibacteriano sistêmico nas doenças podais dos bovinos,
devem-se em parte a diminuição do pH tecidual causado
pelos processos infecciosos, com produção de enzimas
proteolíticas e formação de coágulos de fibrina que favo-
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recem a permanência de microorganismos no interior dos
tecidos. Outro ponto importante a ser considerado é que o
tecido ósseo conectivo denso, caracterizado por um limi-
tado suprimento sangüíneo e reduzida drenagem venosa e
linfática, tornando restritas as rotas de eliminação do
material necrótico (Orsini, 1984; Trent, Redic-Kill, 1997).
Os ligamentos e tendões apresentam reduzido suprimen-
to sangüíneo, com limitada habilidade regenerativa
(Honnas et al., 1991; Trent, Redic-Kill, 1997). Desta for-
ma, a escolha de um antimicrobiano deve estar baseada na
sensibilidade microbiana à substância e também nas suas
características farmacocinéticas, devendo esta escolha re-
cair sobre um fármaco de amplo espectro de ação e capaz
de atingir elevadas concentrações nos diversos tecidos
acometidos na infecção podal (Orsini, 1984; Honnas et al.,
1991; Ferguson; 1997; Trent, Redic-Kill, 1997), destacan-
do-se o ceftiofur e a oxitetraciclina (Morck et al., 1998).

ABSTRACT

Analytical method to the determination of
tetracycline in synovial fluid of cows with lameness

in foot

Lameness in cattle is, as a rule, accompanied by infection
in the wounded area. Many antimicrobial agents of wide
spectrum are used in this therapy, being the concentration
of the active principle of paramount importance in the
treatment. One of the most used antibiotics is the
tetracycline family, having as main representants
oxitetracycline and tetracycline due to their treatment
success. Therefore, the present work aims the development
of an analytical method which allows the determination of
tetracycline by High Pressure Liquid Chromatography in
sinovial fluid of dairy cows, with lameness in foot, post-
administration of antibiotic by intravenous via. The
analytical method presented detection and quantification
limits in sinovial fluid of 38 and 50 ng/mL, respectively.
Recovery of low, medium and high concentrations were
higher than 75%. The method presented linearity in the
dynamic range evaluated (50-15.000 ng/mL). Precision
and accuracy to the low, average and high concentrations
were considered suitable to perform the analyses.
Tmax and Cmax of tetracycline in sinovial liquid of
dairy cows with lameness in foot, after intravenous
administration were 1.37h and 3471.57ng/mL,
respectively.

UNITERMS: Synovial Fluid. Tetracycline. HPLC.
Bovine lameness.
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