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"“You are a great champion. When you ran, the ground shook, The
sky opened, and mere mortals parted. Parted the way to victory,
where you'll meet me in the winner's circle—and I'll put a blanket

of flowers on your back."

(citagéo do filme Dreamer, 2005)
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EFEITOS COMPORTAMENTAL, CLINICO E ANTINOCICEPTIVO D A CROTALFINA
EM EQUINOS: COMPARAGCAO COM MORFINA, U50-488H E FENI LBUTAZONA

RESUMO - A dor interfere na homeostase e dificulta a realizagdo de diversos
procedimentos em eqlinos. Os opidides agonistas mu sao analgésicos potentes, porém
podem induzir efeitos adversos como aumento da atividade locomotora espontanea,
enquanto que agonistas de receptores kappa, como o U50-488H, produzem analgesia e
alteracBes comportamentais minimas em equinos. A crotalfina € um agonista kappa que
produz analgesia potente em ratos. Assim, dezoito eqiiinos Puro Sangue Arabe foram
utilizados para se avaliar os efeitos comportamentais, clinicos e antinociceptivos
promovidos pela inje¢do intravenosa de dose unica de crotalfina (3,8ng/kg) em
comparacdo com morfina (0,1mg/kg), U50-488H (160ug/kg), fenilbutazona (4,4mg/kg)
ou NaCl 0,9%. A crotafina ndo alterou a atividade locomotora espontanea, a taxa de
miccdo e/ou defecacdo, a frequéncia cardiaca e a motilidade intestinal; houve apenas
discretas mudancas comportamentais, sedacdo leve e aumento sutil e transitério de
temperatura retal e de freqiéncia respiratoria. Em pele incisionada ocorreu efeito
antinocicetivo por até seis horas e efeito anti-hipernociceptivo por até trés dias em
regido isquiatica, mas em pele integra e em regido escapular incisionada o efeito
antinociceptivo ndo foi significativo. Portanto, a administracdo intravenosa de dose
Unica de crotalfina (3,8ng/kg), em equinos, ndo gera alteracbes clinicas e/ou
comportamentais severas e promove efeito antinociceptivo por até seis horas e inibe a
instalacdo de estados hipernociceptivos por até trés dias, em modelo incisional de dor
inflamatoria realizado em regido isquiatica, enquanto que a crotalfina em pele integra e

em regido escapular incisionada néo promove efeito antinociceptivo relevante.

Palavras-chave: crotalfina, equinos, kappa, nocicepc¢éo, opidides, U50-488H
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BEHAVIORAL, CLINICAL AND ANTINOCICEPTIVE EFFECTS PR OMOTED BY
CROTALFINE IN HORSES: COMPARISON TO MORPHINE, U50-4 88H AND
PHENYLBUTAZONE.

SUMMARY - Pain unbalances in homeostase and makes difficult a lot of procedures in
horses. The mu-opioids agonists are powerful analgesics powerful, however can induce
adverse effect as increase of the spontaneous locomotor activity, while kappa agonists,
like U50-488H, produce analgesia and minimal behavioral changes in horses. Crotalfine
is a kappa opioid that promote potent analgesia in rats. Thus, eighteen Arabian horses
were used to evaluate behavioral, clinical and antinociceptive effects promoted by only
intravenous injection of crotalfina (3,8ng/kg) in comparison with morphine (0,1mg/kg),
U50-488H (160ug/kg), phenylbutazone (4,4mg/kg) or NaCl 0.9%. Crotalfine didn’t
change spontaneous locomotor activity, rate to urine and defecate, heart rate and
intestinal motility; were observed just discrete behavioral changes, light sedation and
subtle and transitory increase of body temperature and respiratory rate. At incisioned
skin was verified antinociceptive effect for up to six hours and anti-hypernociceptive
effect occurred from six hours until three days in isquiatic region, but in complete skin
and incisioned scapular region the antinociceptive effect was not significant. Therefore,
only intravenous administration of crotalfina (3,8ng/kg), in horses, does not generate
severe clinical and behavioral changes and promotes antinociceptive effect for up to six
hours and inhibits installation of hypernociceptive states for up to three days in incisional
model of inflammatory pain at isquiatic region, whereas crotalfine does not promote

relevant antinociceptive effect in complete skin and in incisioned scapular region.

Keywords: crotalfine, horses, kappa receptor, nociception, opioid, U50-488H



INTRODUCAO

A dor em equinos, ainda hoje, é subestimada, seja por falta de conhecimento em
identifica-la e/ou quantifica-la ou por falhas técnicas quanto ao uso de analgésicos
(TAYLOR, 2005).

A nocicep¢do € uma funcdo sensitiva que na maioria das vezes é interpretada
como prejudicial, todavia tal sensacdo € fisiologicamente importante para que o
organismo identifique os estimulos nocivos. Apos a integracdo do estimulo néxico pelo
sistema nervosos central, 0 organismo interpreta o fendbmeno que conceitualmente é
denominado de dor (LEMONICA & PEREIRA, 1992).

Diversas classes de farmacos podem ser utilizadas na terapia da dor, sendo os
opidides e os antiinflamatodrios ndo esteroidais os de maior destaque. Desde 4000 a.C.
ja existem relatos dos sumérios quanto ao uso do 6pio para combater a dor, mas foi o
grego Theophrastus no século Il a.C. que utilizou a palavra 6pio (suco) para se referir
ao liquido leitoso obtido das sementes maduras de papoula. Em 1806, o farmacéutico
alemdo Frederick Sertlrner isolou e descreveu uma substancia pura no Opio e a
denominou morfina (GORNIAK, 1996). Os antiinflamatérios foram descritos pela
primeira vez em 1763, quando o Reverendo Edmund Stone relatou a propriedade anti-
térmica da casca do salgueiro, que é rica em salicina, a partir da qual foi sintetizado o
acido salicilico, que é o farmaco padréo da classe (TASAKA, 1996).

Na busca por novos analgésicos, foram revistos os relatos de Vital Brazil, feitos
entre 1930 e 1940, nos quais era sugerido que o veneno de cascavel talvez possuisse
um fator analgésico, pois as vitimas de acidentes crotalicos ndo se queixavam de dor
severa (SOUSA E SILVA et al.,, 1996; PICOLO, 2003). Associando-se as pesquisas
com a tecnologia da industria farmacéutica foi possivel identificar, isolar, caracterizar e
sintetizar o fator analgésico, atualmente denominado de crotalfina. Este farmaco foi
classificado como opidide e atua, centralmente, em receptores kappa (GIORGI et al.,
1993; PICOLO et al., 1998; BRIGATTE et al., 2001) e, perifericamente, em receptores
kappa e delta (PICOLO et al., 2000; PICOLO et al., 2003; PICOLO & CURY, 2004). Os

ensaios pré-clinicos provaram que a crotalfina produz analgesia potente e prolongada



em roedores, sem efeitos colaterais marcantes (GIORGI et al., 1993; PICOLO et al.,
1998; PICOLO et al., 2000; BRIGATTE et al., 2001; PICOLO & CURY, 2004; NUNES et
al., 2007), trazendo assim a perspectiva positiva quanto ao uso desse analgésico em

animais e, também, no ser humano.



REVISAO DE LITERATURA

A dor pode comprometer a homeostase e gerar alteracbes adaptativas
autonémicas, endodcrinas e comportamentais (DANNEMAN, 1997) e, segundo a
Associacdo Internacional para o Estudo da Dor € definida como “uma experiéncia
sensitiva e emocional desagradavel associada a lesdo tecidual real ou potencial”’
(LEMONICA & PEREIRA, 1992). Na experimentagdo animal, sugere-se a substituicéo
dos termos dor e analgesia por nocicep¢ao e antinocicepcdo, respectivamente (JONES,
1992; PARADA et al., 2003). PARADA et al. (2003) e CUNHA et al. (2004) propdem o
termo hipernocicepcdo para referir, indistintamente, os fendmenos de alteracdo da
sensibilidade (alodinia, hiperalgesia primaria ou secundaria).

Os nociceptores captam estimulos nocivos e os traduzem em potenciais de acéo
gue sdo conduzidos pelas fibras A-delta e C até os corpos celulares no ganglio da raiz
dorsal, penetrando o sistema nervoso central pelo corno dorsal da medula espinhal,
onde o impulso € modulado antes de alcangar os tratos espinotalamico, espinorreticular
e espinomesencefalico, responsaveis por levar a informagdo nociceptiva ao cortex
cerebral, onde o impulso é reconhecido como doloroso (LEMONICA & PEREIRA, 1992;
BESTER et al., 1995; FINE & ASHBURN, 1998; KINGDON et al., 1998; MILLAN, 1999).

Uma classe de farmacos amplamente utilizada no tratamento da dor é a dos
antiinflamatoérios nao-esteroidais (AINES), pois estes possuem acao analgésica, além
dos efeitos antiinflamatoério e antipirético (MITTEN & HINCHCLIFF, 1997; RANG et al.,
2004b). Embora os opidides sejam os analgésicos de primeira escolha no alivio da dor
inflamatodria, os AINEs séo utilizados em estagios mais tardios da dor aguda, como na
dor pés-operatéria, e no tratamento de dor cronica. Ao reduzir a sintese de
prostaglandinas, os AINEs promovem analgesia de duas formas: perifericamente (forma
classica), pois a reducdo da sintese de prostaglandinas minimiza a sensibilizacdo dos
nociceptores polimodais aos mediadores inflamatérios como a bradicinina e histamina;
centralmente, visto que alguns AINEs atuam na modulacgéo inibitéria da dor quando o
farmaco € administrado de forma preventiva (ESTES & KAPLAN, 1980; MATHER &



GLYNN, 1982; FERREIRA, 1983; TAIWO & LEVINE, 1988; DENSON & KATZ, 1992;
MITTEN & HINCHCLIFF, 1997; RANG et al., 2004b).

Dentre os AINEs usados na Medicina Veterinaria, a fenilbutazona se destaca
como um principio ativo amplamente adotado no tratamento da resposta inflamatéria
durante o periodo pos-operatério de equinos (MAY, 1992; COLAHAN et al., 1999). A
fenilbutazona é um derivado da pirazolona extremamente efetivo como antiinflamatério
e analgésico que além de inibir a sintese de prostaglandina também interfere na
forforilacdo oxidativa inibindo a biossintese ATP-dependente de sulfato de
mucopolissacarideo nas cartilagens. A fenilbutazona exerce acao uricosurica moderada
pela reducéo da reabsorcéo tubular do &cido Urico (DENSON & KATZ, 1992).

Outra classe de farmacos utilizada na terapia anti-algica é a dos opidides
(SAMMARCO et al., 1996; PASCOE & TAYLOR, 2003), que interagem principalmente
com receptores opidides mu, kappa e delta (GAVERIAUX-RUFF & KIEFFER, 1999).
Diversos mecanismos moleculares estdo envolvidos na agcdo analgésica dos opidides,
dentre eles a abertura de canais de potassio, com consequente hiperpolarizacdo da
membrana celular e/ou a inibicAo do sistema de adenilato ciclase, diminuindo a
producdo de AMPc, o que impede a abertura dos canais de calcio (SCHULTZ &
GROSS, 2001). A reducéo do influxo de calcio nas fibras nervosas acarreta inibicdo da
liberacdo de neurotransmissores, contribuindo para a diminuicdo da transmissao do
impulso nervoso (DICKENSON & SULLIVAN,1987).

Os receptores opiodides estdo distribuidos por todo o sistema nervoso central e
geram analgesia espinhal e supra-espinhal (THURMON et al., 1996; FINE &
ASHBURN, 1998). Quanto a distribuicdo espinhal, os receptores mu localizam-se por
toda a medula, enquanto os receptores kappa e delta estdo restritos aos segmentos
lombo-sacro e cervical, respectivamente (CHRUBASIK et al., 1993; SINATRA, 1993). A
partir de 1980, foi admitida a presenca de opibdides enddgenos e de receptores opidides
em tecidos periféricos, sugerindo que peptideos opidides enddgenos regulem
processos fisiologicos (NORTH & EGAN, 1983; WITTERT et al., 1996).

A morfina € o0 agonista padrdo de receptores mu cujo principal efeito

farmacologico é a analgesia. Todavia, apés administracdo intravenosa em equinos



podem ocorrer efeitos colaterais como aumento da freqiiéncia cardiaca, das pressoes
arterial e venosa central e da atividade locomotora; depressao respiratoria e reducdo da
temperatura corporal; tremores, sudorese e rigidez da marcha (COMBIE et al., 1979;
MUIR 1lI, 1991; THURMON et al., 1996; MUIR et al., 2001). A dose terapéutica de
morfina para equinos varia de 0,04 a 0,1mg/kg (MUIR I11l, 1991; TAYLOR & CLARKE,
1999), porém o conceito de que o uso de opidides cause efeitos adversos,
particularmente sobre o sistema respiratério e locomotor (KAMERLING et al., 1985;
PASCOE et al., 1991), tem desencorajado o uso isolado dos agonistas mu em equinos
(TAYLOR et al., 2002).

A estimulacéo locomotora decorrente da administracdo de opidides agonistas mu
tem sido estudada em camundongos e ratos e estd associada com o aumento de
atividade dopaminérgica (DI CHIARA & IMPERATO, 1988). TOBIN (1978) relatou que
as alteragbes comportamentais induzidas pelos opidides nos equinos, como aumento
da atividade locomotora e do nimero de bocejos, foram similares ao que se observa em
ratos e podem decorrer da liberacdo extracelular de dopamina causada pelos agonistas
opidides mu. Tais alteragbes de comportamento podem ser revertidas com antagonistas
dopaminérgicos (MORELLI et al. 1989) como, por exemplo, a acepromazina que € um
antagonista de receptores dopaminérgicos D1 e D2 (TOBIN, 1978).

Assim, os opidides devem ser encarados como importantes aliados no combate
aos estados nociceptivos. Embora alguns efeitos colaterais desencorajem o uso isolado
desses farmacos em equinos (TAYLOR et al., 2002), € preciso rever esse conceito pois
€ Obvia a vantagem do uso de opidides livres dos efeitos adversos para melhorar o
bem-estar animal (PASCOE & TAYLOR, 2003). Os conhecimentos ja adquiridos de
farmacologia clinica permitem selecionar o opiéide melhor indicado para que se
obtenha analgesia maxima e efeitos colaterais minimos. Essa relacdo custo-beneficio
se torna mais efetiva com o0 avango das pesquisas que identificam receptores, subtipos
de receptores e suas acdes, esclarecendo a interacdo opidide-receptor e levando a
sintese de novos opidides (DUARTE, 2005). O entendimento mais adequado dessa
classe farmacoldgica permite que clinicos e pacientes usufruam as vantagens
terapéuticas dos opioides (DAUDT et al., 1998; RANG et al., 2004a).



Dessa forma, buscando associar a analgesia potente dos opidides a menor
incidéncia de efeitos colaterais, particularmente sobre o sistema respiratorio e
locomotor, varias pesquisas foram realizadas com agonistas de receptores opibides
kappa (KAMERLING et al., 1986; KAMERLING et al., 1988; MUIR lll, 1991; MAMA et
al., 1992; PASCOE, 2002), dentre eles o U50-488 que é considerado o protétipo dos
agonistas deste tipo de receptor (DHAWAN et al., 1989; RANG et al., 2004a). O U50-
488H ndo promove alteraces na atividade locomotora de camundongos (KUZMIN et
al., 2000) e ratos (BECHARA & VAN DER KOOQY, 1987; SHIPPENBERG et al., 1988) e,
utilizando-se a dose de 160pg/kg em equinos induz analgesia potente com efeitos
colaterais autonémicos e comportamentais discretos (KAMERLING et al., 1988).

A analgesia promovida por venenos e/ou toxinas animais ja foi objeto de diversos
estudos (PICOLO, 2003) e Vital Brazil na primeira metade do século XX ja relatava que
vitimas de acidentes crotalicos ndo apresentavam reacgdo inflamatoria significante no
local da picada e ainda referiam analgesia na area afetada (SOUSA E SILVA et al.,
1996). Posteriormente, ficou evidente que o veneno de serpentes Crotalus durissus
terrificus possuia agdo analgésica (PICOLO, 2003), além da atividade neurotéxica,
miotoxica, coagulante (AZEVEDO-MARQUES et al., 2003), antiinflamatoéria (SAMPAIO
et al., 2001; SAMPAIO et al.,, 2003; SAMPAIO et al., 2005; SAMPAIO et al., 2006;
MOREIRA et al., 2007; NUNES et al.,, 2007), imunogénica e imunossupressora
(RANGEL-SANTOS & MOTA, 2000).

A administracdo de dose néo letal do veneno de Crotalus durissus terrificus em
ratos nao libera prostaglandinas, ndo modifica a expressdo protéica de COX; e nao
induz a expresséo de COX; por até 24 horas (MOREIRA et al., 2007), sinais de efeito
antiinflamatoério mediados pela citocina antiinflamatoria IL-10 (FIORENTINO et al., 1991;
WAAL MALEFYT et al., 1991). Ademais, eleva o nivel plasméatico de glicocorticoides por
meio da estimulag&o do eixo adrenal-hipdéfise-hipotalamo (CHISARI et al., 1998).

O efeito antinociceptivo promovido pelo veneno de cascavel em ratos ja foi
objeto de diversos estudos. Utilizando-se o modelo da placa quente verificou-se que a
acao antinociceptiva prolongou-se por até cinco dias (BRIGATTE et al., 2001). No teste

das contor¢cdes abdominais induzidas pelo acido acético (GIORGI et al., 1993) e no



teste da hiperalgesia induzida por carragenina ou prostaglandina observou-se que a
antinocicepcao é mediada por receptores kappa e delta (PICOLO et al., 2000; PICOLO
& CURY, 2004). Pelo modelo de hiperalgesia induzida por carragenina na pata de ratos,
notou-se que uma dose preventiva do veneno produziu efeito antinociceptivo (PICOLO
et al., 1998) e antiinflamatério por até sete dias e inibiu a migracdo celular por até 21
dias (NUNES et al., 2007). O veneno crotélico também apresentou acédo antinociceptiva
potente por até trés dias em modelos de dor persistente, como na dor neuropatica
induzida pela constricdo crbnica do nervo cidtico (GUTIERREZ, 2005) e de dor
oncoldgica induzida experimentalmente (BRIGATTE et al., 2004).

Recentemente, o fator analgésico presente no veneno bruto foi isolado, sua
estrutura quimica foi caracterizada e denominada de ENPAK (Endogenous Pain Killer)
e 0 uso deste fator antinociceptivo em ratos ou camundongos induziu antinocicep¢ao de
origem central e periférica. Centralmente, este efeito € mediado em centros supra-
espinhais do sistema nervoso central (GIORGI et al., 1993; PICOLO et al., 1998) com
participacdo de receptores opidides (GIORGI et al., 1993) do tipo kappa (BRIGATTE et
al., 2001). Perifericamente, envolve a participacdo de receptores opioides periféricos
dos tipos kappa e delta e também da via L-arginina-6xido nitrico-GMPc e dos canais de
K" sensiveis a ATP (PICOLO et al., 2000; PICOLO et al., 2003; PICOLO & CURY,
2004). Por atuar em mais de um receptor, o veneno crotalico ndo é um agonista opidide
especifico (BRIGATTE et al., 2001).

A estrutura quimica do fator analgésico foi caracterizada por pesquisadores do
Laboratério de Fisiopatologia do Instituto Butantan, sob a coordenacédo da Doutora Yara
Cury, em colaboracdo com o Centro de Toxicologia Aplicada. Em 2003, obteve-se por
sintese o fator analgésico denominado CNF021.03, que se mostrou tdo eficaz quanto o
ENPAK. Atualmente, o fator sintético CNF021.03 é denominado crotalfina. O pedido de
patente referente a obtencéo, uso destes fatores e das formula¢des foi depositado, em
2004, no Instituto Nacional de Propriedade Industrial (INPI, Pl n° 0401702-1) e,
internacionalmente, via Tratado de Cooperacdo em Matéria de Patentes (PCT). O
desenvolvimento deste farmaco esta sob a responsabilidade do COINFAR (Consorcio

das Industrias Farmacéuticas), que detém o licenciamento do produto.



O estudo da dor encontra dificuldades quanto aos modelos a serem empregados
na producdo da nocicep¢do e em sua avaliacdo, pois embora existam indumeras
alternativas, nenhuma delas pode ser aplicada incondicionalmente a qualquer situacao
e € necessario fazer a op¢ao conforme o objetivo de cada estudo.

O modelo incisional de dor inflamatéria ja foi utilizado previamente em diversos
estudos que avaliaram com sucesso o efeito antinociceptivo de farmacos administrados
em eqiinos (OLESKOVICZ, 2001; REDUA et al., 2002; MORAES, 2003). Admite-se
gue a incisdo cutadnea promova dor aguda e induza hiperalgesia mecéanica ao redor da
ferida (TVERSKOQY et al.,, 1994), semelhante a situacdo encontrada no periodo pos-
cirdrgico em pacientes humanos (CHIARI & EISENACH, 1999). O emprego deste
modelo, em ratos, provou ser reprodutivel e quantificar eficientemente a alodinia
mecanica pos-incisional (BRENNAN et al., 1996).

A estimulacdo mecénica pelos filamentos de von Frey € um método ndo invasivo
utilizado para avaliar o tratamento da dor inflamatoria, no qual filamentos de néilon de
mesmo tamanho e calibres diferentes, presos a um bastdo de acrilico, sdo aplicados ao
redor do tecido lesionado. Inicia-se o teste com o filamento de menor didmetro e, troca-
se, sequencialmente, pelos filamentos mais calibrosos. O limiar de dor é calculado a
partir do filamento de maior diametro ainda incapaz de produzir desconforto no paciente
(PEDERSEN et al., 1998). Este método ja foi utilizado com sucesso em equinos
(OLESKOVICZ, 2001; REDUA et al., 2002; MORAES, 2003; GUIRRO, 2005). Outra
técnica descrita para aferir a acao antinociceptiva de determinado farmaco, em equinos,
€ a lampada que emite feixe de luz articial que atinge 140%C, portanto capaz de
estabelecer a laténcia da resposta aversiva frente a estimulacdo térmica potencialmente
nociva (PIPPI, 1979; PIPPI & LUMB, 1979; MENDES, 2004).

Dessa forma, foram realizados trés experimentos distintos para se avaliar os
efeitos comportamental, clinico e antinociceptivo promovidos pela injecdo intravenosa

de dose Unica de crotalfina em equinos.



OBJETIVOS

A. Geral
Avaliar os efeitos comportamental, clinico e antinociceptivo promovidos pela

injecdo intravenosa de crotalfina em equinos.

B. Especificos

= Avaliar o efeito comportamental promovido pela administracdo intravenosa de dose
Unica de crotalfina, por meio da determinacdo da atividade locomotora espontanea,
porcentagem de animais que urinaram e/ou defecaram e demais alteracOes
comportamentais, em comparacédo com U50-488H ou NaCl 0,9%;

= Avaliar os efeitos clinicos induzidos pela inje¢do intravenosa de dose Unica de
crotalfina, comparando-os com os efeitos da morfina, U50-488H, fenibutazona ou
NaCl 0,9%;

= Avaliar, em pele integra, os efeitos antinociceptivos induzidos pela injecdo
intravenosa de dose Unica de crotalfina,, comparando-os com morfina, U50-488H,
fenilbutazona ou NaCl 0,9%;

= Avaliar, em pele submetida a modelo incisional de dor inflamatéria, os efeitos
antinociceptivos induzidos pela injecdo intravenosa de dose Unica de crotalfina,,

comparando-os com morfina, U50-488H ou fenilbutazona.

HIPOTESE

Acredita-se que a crotalfina seja capaz de promover efeito antinociceptivo, em
equinos, todavia ndo se sabe se tal principio ativo produz alteragdes comportamentais

e/ou clinicas.
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JUSTIFICATIVA

O bem-estar animal € um tema atual na Medicina Veterinaria e, neste contexto,
se insere a minimizacao da dor, sensacao capaz de desequilibrar a homeostase e que
dificulta a realizacdo de procedimentos terapéuticos, especialmente com grandes
animais. Os opidides promovem excelente analgesia, por vezes acompanhada de
efeitos colaterais. Contudo, estudos mostram que alguns agonistas de receptores
opidides kappa produzem efeito antinociceptivo acompanhada por efeitos colaterais
minimos. Neste contexto, a crotalfina apresenta importante acdo antinociceptiva em
diferentes modelos experimentais que utilizaram roedores. Este farmaco ainda requer
avaliacdo dos efeitos comportamental, clinico e antinociceptivo, em equinos, espécie
extremamente susceptivel as diversas formas de estimulacdo nociceptiva. Além disso,
pesquisas veterinarias poderdo auxiliar estudos futuros sobre o uso deste novo

principio ativo em humanos.
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EXPERIMENTO 1 - AVALIACAO COMPORTAMENTAL DE DIFEREN TES DOSES DE
CROTALFINA EM EQUINOS: COMPARAGCAO COM U50-488H

MATERIAL E METODOS
A. Comité de Etica e Bem-estar dos Animais

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e Bem-estar Animal (CEBEA) da
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, Campus de Jaboticabal, da

Universidade Estadual Paulista e recebeu o protocolo numero 009974-05.
B. Animais

Foram selecionados 18 eqinos da raca Puro Sangue Arabe (PSA) apés exame
clinico, hemograma completo e proteina total, sendo nove machos castrados e nove
fémeas ndo prenhes e fora do periodo de estro, de quatro a seis anos de idade, com
377 + 27kg, pertencentes ao Departamento de Clinica e Cirurgia Veterinaria — FCAV —
UNESP. Durante o estudo, os animais foram mantidos no Setor de Equideocultura -
FCAV — UNESP, em piquetes de tifton, receberam feno de coast-cross, arragoamento
individual a base de milho, soja, farelo de trigo e premix mineral e vitaminico
(3kg/animal/dia), além de acesso irrestrito ao sal mineral e & agua.

Trinta dias antes do inicio do experimento, os animais foram vermifugados com
ivermectina® (50ug/kg, im), vacinados contra encefalomielite, tétano e influenza® e
iniciou-se 0 manejo diario a fim de adaptar os cavalos a rotina experimental. Os animais

foram pesados na véspera de cada ensaio experimental.

C. Delineamento Experimental

! lvomec®, Merial, Campinas, S&o Paulo, Brasil
2 Fluvac Innovator EWT®, Fort Dodge, Campinas, S&o Paulo, Brasil
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C.1. Estudo Piloto

Apos a selecdo dos animais, foi possivel iniciar a administracdo intravenosa de

crotalfina® a fim de se avaliar a ocorréncia de alteracbes comportamentais que
inviabilizassem a continuidade do estudo.

A dose inicial calculada (1,4ng/kg) foi obtida a partir da extrapolacdo alométrica
(PACHALY & BRITO, 2001) da dose de crotalfina utilizada em ratos de +200g e, entéo,
estabeleceu-se o escalonamento de doses para 2,2 e 3,8ng/kg para 0s ensaios

comportamentais.
C.2. Estudo Comportamental

O estudo foi conduzido de modo aleatério e cego, ou seja, os animais foram
distribuidos ao acaso entre 0s grupos experimentais e o avaliador ndo teve
conhecimento do farmaco e da dose administrada.

Apo6s ser pesado, cada animal foi levado a baia comportamental a partir das
17:00h da véspera do experimento. No dia seguinte, retirou-se o feno as 7:30h, a pele
sobre a veia jugular esquerda foi tricotomizada e inseriu-se o cateter nesta veia a fim de
facilitar a administracdo dos farmacos, sendo que o cateter foi mantido com solucéo
heparinizada® (10UI/mL). As 8:00h, os aparelhos foram ligados para mensuracdo da
atividade locomotora espontanea (ALE) basal, durante 60 minutos. As 9:00h, os
farmacos foram administrados no denominado tempo zero (TO) e a ALE foi mensurada
durante 6 horas (T360). Para reduzir possiveis interferéncias comportamentais, apos
cada ensaio as baias foram lavadas antes da entrada do préximo animal.

Seguindo a metodologia proposta por COMBIE et al. (1979) e utilizada por
KAMERLING et al. (1988) para avaliar a ALE e verificar a estimulacdo promovida sobre
0 sistema locomotor de equinos, no presente estudo foram utilizadas duas baias

experimentais (4x4m) climatizadas, pertencentes ao Departamento de Morfologia e

® Crotalfina, gentilmente doada pelo COINFAR, S&o Paulo, Sdo0 Paulo, Brasil
* Heparin®, Cristalia, Itapira, S&o0 Paulo, Brasil
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Fisiologia Animal da FCAV - UNESP, cada uma dotada de quatro pares de sensores
fotoelétricos® fixados a 45cm de altura em relacdo ao piso. Tais sensores encontravam-
se dispostos nas quatro paredes de cada baia, de modo que em cada parede haviam
dois sensores em posicado equidistante, direcionados ao outro par diametralmente
oposto, assumindo o esquema de “jogo da velha” (Figura 1). Nesta metodologia, cada
vez que um feixe de raio infravermelho é interrompido por um membro do cavalo, &
gerado um pulso que é armazenado por um programa de computador®, em intervalos
de 5 minutos (QUEIROZ-NETO, 1997; QUEIROZ-NETO et al. 2001; CHRISTOVAO,
2002; QUEIROZ-NETO et al., 2002; ZAMUR, 2002). O computador utilizado encontra-
se numa sala propria, entre as duas baias comportamentais e, neste recindo, ainda
haviam duas pequenas janelas de vidros escuros que permitem a observacao dos
animais no interior das baias.

D
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Figura 1 — Desenho esquemético da disposicdo dos sensores no interior da baia comportamental
instalada no Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal — FCAV - UNESP.

® Slot Sensors”®, Banner Engineering Corporation, Minneapolis, Minnesota, Estados Unidos
® Data Logger®, Campbell Scientific Inv., Logan, Utah, Estados Unidos
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Este estudo foi conduzido sob condi¢des de climatizacdo para reduzir possiveis
interferéncias decorrentes de variacdo térmica acentuada. Para tanto, os aparelhos de
ar-condicionado foram mantidos ligados durante os ensaios experimentais para que a
temperatura ambiente fosse controlada entre 18C e 22<C. Os valores de temperatura e
de umidade relativa foram mensurados por meio do uso de termo-higrobmetros
colocados no interior das baias.

Considerando a existéncia de duas baias comportamentais, o estudo foi
desenvolvido com dois animais por dia, sendo que a ordem dos ensaios e dos animais
foi estabelecida aleatoriamente (Apéndice A). No total haviam 18 eqlinos e, no
delineamento proposto, seriam necessarios 30 ensaios. Dessa forma, alguns animais
foram utilizados mais de uma vez. A fim de reduzir possiveis interferéncias externas,
decidiu-se impor as seguintes restricbes: nao utilizar, no mesmo dia, animais do mesmo
sexo e animais do mesmo grupo e, também, de ndo alojar na mesma baia, em dias
subsequentes, animais do mesmo sexo. Ao término de cada ensaio experimental, as
baias foram lavadas antes da introduc&o do proximo equino.

Os equinos foram submetidos aos seguintes tratamentos, sabendo-se que todas
as injecoes foram realizadas pela via intravenosa e o volume final ajustado em 5mL.:
= GC (grupo controle, n=6) — 5mL de NaCl 0,9%
= GCROa (grupo crotalfina, dose a, n=6) - 1,4ng/kg de crotalfina
= GCRODb (grupo crotalfina, dose b, n=6) - 2,2ng/kg de crotalfina
= GCROc (grupo crotalfina, dose ¢, n=6) - 3,8ng/kg de crotalfina
* GK (grupo agonista kappa U50-488H, n=6) - 160ug/kg de U50-488H’

Verificou-se, por grupo experimental, a porcentagem de animais que urinaram
e/ou defecaram durante as seis horas de avaliacdo nas baias comportamentais. Na
primeira hora, os animais foram continuamente observados e quaisquer alteracdes
comportamentais ocorridas foram anotadas. Optou-se por ndo permanecer mais tempo

ao lado das baias dos animais devido a possivel interferéncia nos resultados da ALE.

" U50-488H®, Sigma Aldrich do Brasil Ltda, S&o Paulo, Sao Paulo, Brasil
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D. Andlise Estatistica

Os dados de ALE foram submetidos ao teste ANOVA de uma via com repeti¢coes
multiplas seguida do teste de Dunnett na avaliagdo entre tempos e ao teste ANOVA de
uma via para verificar a existéncia de diferencas entre grupos. A porcentagem de
animais que urinaram e/ou defecaram foi analisada estatisticamente pelo teste Kruskal-
Walllis. Considerou-se o nivel de significancia p<0,05 em todos os casos. As alteracdes
comportamentais ocorridas na primeira hora de observacdo foram apenas descritas.
Utilizaram-se programas computacionais para realizacdo dos testes estatisticos® e dos
gréficos®. Para facilitar a visualizacdo do grafico, o erro padrdo foi representado

somente na tabela.

% SigmasStat for Windows® Version 3.0.1, SPSS Inc., Chicago, lllinois, Estados Unidos
® SigmaPlot 2000 for Windons® Version 6.00, SPSS Inc., Chicago, Illinois, Estados Unidos
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores de temperatura e umidade relativa medidos no interior das baias

durante a avaliagdo comportamental ndo oscilaram significativamente (Tabela 1).

Tabela 1 — Temperatura (T9 e umidade relativa (UR) (média + desvio padrao) mensuradas no interior das
baias no inicio e no final da avaliacdo comportamental dos eqiinos PSA tratados com NaCl
0,9%, crotalfina ou U50-488H:

8:00h 15:00h
T () UR (%) T () UR (%)
Minima 18,8+1 448+ 4 19,0+1 46,3 +6
Média 195+1 60,9 +5 20,3+1 53,7 +10
Maxima 215+2 68,0 +2 21,7+1 67,3+2

A observacao direta na baia comportamental permite analisar ndo somente a
atividade geral, mas também as alteragcbes de comportamento. Diversos fatores, entre
eles os farmacos, podem eliciar mudancas comportamentais causando diminuicdo ou
aumento da atividade. Sabe-se que 0s agonistas de receptores opidides do tipo mu
aumentam a atividade locomotora espontanea em algumas espécies, dentre elas a
equina (KAMERLING et al., 1985; PASCOE et al.,, 1991), por induzir a liberacdo
extracelular de dopamina pelo ndcleo accumbens e corpo estriato (SPANAGEL, 1995),
gue esta diretamente associada a euforia e estereotipia (MAMA et al., 1992). Por sua
vez, 0s agonistas de receptores kappa , como o U50-488H, reduzem a liberacdo
extracelular de dopamina no nucleo accumbens de ratos (DI CHIARA & IMPERATO,
1988; MANSOUR et al., 1995; DUKE et al., 1997; PAN, 1998). Esses relatos sustentam
os resultados obtidos no presente estudo quanto a atividade locomotora espontanea,
pois entre grupos nao houve diferenca significativa e, entre tempos, ocorreu reducdo da
ALE apenas em T30 e T40 no grupo tratado com 2,2ng/kg de crotalfina, conforme
exibem a Tabela 2 e a Figura 2. Esses achados corroboram com estudos anteriores que
relatam manutencdo da atividade locomotora de equinos tratados com opibides
agonistas de receptores kappa (KAMERLING et al., 1986; KAMERLING et al., 1988;
MUIR 1ll, 1991), incluindo o U50-488H (BECHARA & VAN DER KOOY, 1987,
SHIPPENBERG et al., 1988; KUZMIN et al., 2000; RANG et al., 2004a). Sabe-se que a
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maior seletividade para receptores opioides kappa favorece a analgesia isenta de
alteragcbes na atividade locomotora (KAMERLING et al., 1988).

Tabela 2 — Perfil da atividade locomotora espontanea, em pulsos (média * desvio padrdo) dos equinos
PSA submetidos aos grupos GC (NaCl 0,9%), GCROa (1,4ng/kg crotalfina), GCROb
(2,2ng/kg crotalfina), GCROc (3,8ng/kg crotalfina) ou GK (160ug/kg U50-488H).

Tempo (min) GC GCROa GCROb GCROc GK

TO 19+0 19+0 19+0 19+0 19+0
T10 42 +11 35+9 32+11 47 +£9 315
T20 17 +£10 24 +8 16 £13 38+12 202
T30 11+8 15+8 1+1* 21+9 22+5
T40 11+£10 14+6 2+1* 15+11 22+8
T50 3+2 11+5 3+1 12+8 11+5
T60 3+2 10+4 2+1 239 16+7
T90 28 +£15 47 + 24 32+28 78 +35 15+5
T120 33+16 38+22 7+3 27 +15 61+25
T150 51 +35 33+16 9+4 82 +23 72 +21
T180 65 +48 52 +32 32+17 43 £ 23 72 + 26
T210 37+21 63 +35 11+£3 61 +23 43 +£19
T240 41 +24 50+30 115 122 + 46 54 + 26
T270 42 + 26 73 +£37 46 + 20 111 +50 52+21
T300 42 +13 45 + 27 86 +43 48 £ 24 39 +23
T330 60 + 32 61 +33 58 +30 72 +34 50 + 20
T360 36 +24 42 + 28 53 +24 47 + 23 72 +29

* diferente de TO (ANOVA de uma via com repetigcBes mdltiplas, seguido pelo teste de Dunnett, com p<0,05)

Alguns estudos sugerem que exista um subdivisdo nos receptores kappa (ki e
K2) ou, mais provavelmente, acdo bifasica correspondente a diferentes estagios de
afinidade no mesmo receptor, conforme a ligacdo com a proteina G (CLARK et al.,
1989; RICHARDSON et al., 1992; HORAN et al., 1993). Em ratos foi comprovado o
efeito dose-dependente do U50-488H sobre a atividade locomotora, visto que doses
subalgésicas de U50-488H podem estimular a atividade locomotora, enquanto que
doses analgésicas reduzem esse efeito (KUZMIN et al.,, 2000). Esta diferenca de
resposta conforme a dose de U50-488H empregada néo foi verificada, pois utilizou-se a
dose de 160pg/kg de U50-488H ja descrita por KAMERLING et al. (1988) como incapaz
de produzir alteragdes comportamentais severas. Entretanto, entre T30 e T60 os cinco
grupos exibiram tendéncia a redugdo da ALE, mesmo que estisticamente néo

significativa, sendo que o grupo tratado com 2,2ng/kg de crotalfina sofreu diminuicdo
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mais marcante. Esse comportamento pode estar relacionado a diferenca de resposta

conforme a dose empregada do agonista kappa.
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Figura 2 - Perfil da atividade locomotora espontanea (média) dos equinos PSA submetidos aos grupos
GC (NaCl 0,9%), GCROa (1,4ng/kg crotalfina), GCROb (2,2ng/kg crotalfina), GCROc

(3,8ng/kg crotalfina) ou GK (160ug/kg U50-488H).
* diferente de TO (ANOVA de uma via com repetic6es multiplas, seguido pelo teste de Dunnett (p<0,05)

As alteracbes comportamentais observadas na 12 hora apos a administracédo dos
farmacos ndo foram severas e, portanto, ndo comprometeram a continuidade do
estudo, como exibe a Tabela 3. Houve semelhanca entre as alteracdes decorrentes do
uso de crotalfina e de U50-488H, pois ambos ativam os receptores kappa e, portanto,
torna-se logico que a crotalfina promova alteragdes comportamentais minimas
possivelmente porque minimiza a liberacdo de dopamina, visto que KAMERLING et al.
(1988) fizeram essas consideragfes para o U50-488H. Em linhas gerais, 0os animais

mantiveram-se calmos, pois os agonistas de receptores kappa causam mais sedacéo
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gue excitacdo (KAMERLING et al., 1988). A ocorréncia de bocejos apos a
administracdo intravenosa de U50-488H ja foi observada, mas seu significado ainda
nao foi elucidado (KAMERLING et al., 1989).

Tabela 3 - AlteragBes comportamentais observadas na primeira hora apos a administragdo intravenosa
de NaCl 0,9% (GC), crotalfina (GCRO) ou U50-488H (GK), em eqliinos PSA:

Tempo GC GCROa GCROb GCROc GK
(min) (NaCl 0,9%) (1,4ng/KQ) (2,2ng/KQ) (3,8ng/Kg) (160 pg/kg)
0-5 A C,M A CM A, B,C,M,R A M A B,/ M, S, X
6-10 C, M, X C,M,P, X, Y A B, C’XF’ M, P CF M’YP’ R, X, B,C,F, M, X, Y
11 -15 C,P C,M, Y A B, C;(F’ M, P, M, P, X, Y C, L M X
16 - 20 C B,C,F,M,Y C,F,M,P C,M, X, Y B,C,F,M, Y
21- 25 C, M, X C,M B,C,F,M,P C, X C,M
26 — 30 C,P C,M B,C,F, M A C,F X C,F,M,R
31-35 B,C,M,P C, M, X B,C,M,P ACF AC F, X, M
36 —40 C,P C,M . F, A C, X A F,M, R, X
41 -45 C,M, Y C,M C,M A, C, M, X C, X
46 - 50 C B,C, M B,C,M,P A CF C,L,M Y
51-55 C C,M C,F,M,P, X C,M A C,M
56 — 60 C,M, Y C,M C C C, M, X

(1)

Sendo: A — andar compulsivo; B - balangar a cabecga; C — calma; F - olhar para o flanco; L - exposi¢édo d
mastigacao; P - ptose da cabecga; R — relincho; S — salivacéo; X — bocejo; Y - atencao aos ruidos.

lingua; M —

Os sinais de estereotipia como balancar a cabeca, mastigar e bocejar foram
observados nos equinos tratados com crotalfina ou U50-488H, mas nota-se que os dois
primeiros sinais foram mais frequentes nos animais tratados com 1,4ng/kg e
principalmente 2,2ng/kg de crotalfina, enquanto que o bocejo foi mais frequente nos
cavalos que receberam 3,8ng/kg de crotalfina. Essa distincdo € importante e acredita-se
gque decorra dos fatores dose empregada e subpopulacdo de receptores
dopaminérgicos ativado. Ademais, talvez doses diferentes possam causar efeitos
distintos nos receptores dopaminérgicos D1 e D2. KUZMIN et al. (2000) relataram que
os efeitos do U50-488H em ratos sdo dose-dependentes e, entdo, isso poderia explicar
os diferentes sinais de estreotipia apresentados conforme a dose utilizada. Embora
esteja claro que os receptores kappa inibam a liberacdo de dopamina no nucleo
accumbens e corpo estriato (DI CHIARA & IMPERATO, 1988; MANSOUR et al., 1995;

DUKE et al., 1997), ja foi verificado que a administracdo de U50-488H em ratos inibe as
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alteracbes comportamentais induzidas pela ativagcdo de D1 e aumenta a catalepsia
resultante do antagonismo de D1, mas apenas reduz as estereotipias induzidas pela
ativacdo de D2 e néo interfere na catalepsia induzida pelo antagonismo de D2 (MARIN
et al., 1996). Desse modo, parece que a localizacdo pré (D2) ou pés-sinaptica (D1 e D2)
dos receptores dopaminérgicos interfere na acédo dos opidides kappa (PERREAULT et
al., 2006). A interacdo entre opidides e receptores dopaminérgicos ja foi amplamente
investigada e nota-se que ratos tratados com blogueadores dopaminérgicos podem
desenvolver aumento da atividade geral em campo aberto e movimentacao
estereotipada induzida pela apomorfina (TARSY & BALDESSARINI, 1974; BERNARDI
et al., 1981; VITAL et al., 1997), resultantes do aumento da expressdo e da
sensibilidade de receptores D2 (VITAL et al., 1995). Nesse caso, ocorre perda de
captacdo de dopamina pelas vesiculas na terminacdo pré-sinaptica, acarretando em
aumento da concentracdo do agonista na fenda sinaptica (TRENDELEMBURG, 1963;
TRENDELEMBURG, 1966; LANGER & TRENDELEMBURG, 1968; PALERMO-NETO,
1982) e, portanto, sdo necessarias doses menores de apomorfina para produzir
estereotipia em animais tratados com neurolépticos (GIANUTSOS et al., 1974).

Entre grupos, ndo houve diferenca quanto a taxa de miccao nas seis horas de
avaliacdo ap0s a administragdo dos farmacos, pois nenhum animal urinou, sugerindo
que os farmacos néo interferiram nesta variavel, ja que o grupo tratado com NaCl 0,9%
apresentou a mesma resposta. Alguns estudos com ratos inferem aumento da diurese
apos a utilizacdo de U50-488H (VONVOIGTLANDER et al., 1983; LEANDER et al.,
1987; BORKOWSKI, 1989), mas o unico estudo ja feito com U50-488H em equinos
também observou que este farmaco nao alterou este parametro (KAMERLING et al.,
1989). Dessa forma, talvez ocorra alguma diferenca de resposta conforme a espécie
animal. A crotalfina também n&o aumentou a mic¢cdo e permaneceu semelhante ao
observado no grupo controle, seguindo o mesmo padrao de resposta do U50-488H.

Quanto a taxa de defecacédo, também néo se verificou diferenga entre grupos. A
porcentagem de animais que defecou foi de 67% no grupo controle, 83% nos trés
grupos tratados com crotalfina e de 50% no grupo tratado com U50-488H. A partir de

um estudo com ratos verificou-se que os receptores mu estdo envolvidos central e
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perifericamente com analgesia, acdo anti-secretéria e reducdo da motilidade, enquanto
gue os receptores kappa regulam a analgesia e inibem a acdo secretdria em altas
doses, mas ndo exercem nenhum efeito sobre o transito gastrintestinal, independente
da administracdo ser central ou periférica (SMITH & CHANG, 1993). Estudos com
equinos mostraram que a morfina reduz a motilidade progressiva do intestino delgado e
do célon, porém aumenta os movimentos de mescla e o tbnus dos esfincteres, ou seja,
diminui o peristaltismo enquanto favorece o movimento segmentar e pendular, 0 que
torna a morfina contra-indicada depois de cirurgias gastrintestinais (DUCHARME,
2003). Ja o butorfanol, que € um opidide com acdo predominante sobre os receptores
kappa e é muito utilizado em cavalos, produz boa analgesia visceral, com menos efeitos
adversos, visto que embora ocorra reducao da motilidade do intestino delgado nao se
observam alteracGes cardiovasculares, o que torna este farmaco uma opcao adequada
para que se obtenha analgesia nos quadros de desconforto ou em cirurgias
gastrintestinais em equinos (DUCHARME, 2003; GLEED, 2003). ROGER et al. (1994)
apontam o U50-488H como farmaco de escolha no alivio da dor visceral nos quadros
de cdlica causados por hipomotilidade, j& que este medicamento n&o prejudica o
transito gastrintestinal como ocorre ap0s o uso de opidides agonistas de receptores mu.
Um estudo com cdes mostrou que o U50-488H beneficia o esvaziamento géstrico (GUE
et al. 1988). Considerando que a crotalfina € um farmaco opidide com acdo em
receptores kappa, possivelmente as mesmas observacgdes ja feitas para o U50-488H se
apliquem a crotalfina e isso também justifique a semelhanca observada entre os grupos

gue receberam tais farmacos.

CONCLUSAO

Diante do exposto, conclui-se que o uso de U50-488H (160ug/kg) ou de
crotalfina (até 3,8ng/Kg) ndo causa alteracbes comportamentais severas e pouco

interfere na atividade locomotora espontanea de equinos.
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EXPERIMENTO 2 - AVALIACAO CLINICA DA CROTALFINA EM EQUINOS:
COMPARACAO COM MORFINA, U50-488H, FENILBUTAZONA OU NacCl 0,9%

MATERIAL E METODOS

A. Comité de Etica e Bem-estar dos Animais

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e Bem-estar Animal (CEBEA) da
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, Campus de Jaboticabal, da

Universidade Estadual Paulista e recebeu o protocolo numero 009974-05.

B. Animais

Foram selecionados 18 eqiinos da raca Puro Sangue Arabe (PSA) apés exame
clinico, hemograma completo e proteina total, sendo nove machos castrados e nove
fémeas ndo prenhes e fora do periodo de estro, de quatro a seis anos de idade, com
377 + 27kg, pertencentes ao Departamento de Clinica e Cirurgia Veterinaria — FCAV —
UNESP. Durante o estudo, os animais foram mantidos no Setor de Equideocultura -
FCAV — UNESP, em piquetes de tifton, receberam feno de coast-cross, arragoamento
individual a base de milho, soja, farelo de trigo e premix mineral e vitaminico
(3kg/animal/dia), além de acesso irrestrito ao sal mineral e & agua.

Trinta dias antes do inicio do experimento, os animais foram vermifugados com
ivermectina (50ug/kg, im), vacinados contra encefalomielite, tétano e influenza e iniciou-
se 0 manejo diario a fim de adaptar os cavalos a rotina experimental. Na véspera de

cada ensaio experimental, os animais foram pesados.

C. Delineamento Experimental

As alteragfes circadianas foram minimizadas com a padronizagcdo da hora do

inicio do experimento (8:00h), quando os animais foram colocados em tronco de
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contencdo para equinos. Realizado repouso por 30min, os equinos foram submetidos a

duas avaliacdes clinicas basais (T-20 e T-10) e, em TO, realizou-se a injecao

intravenosa dor farmacos, conforme o grupo experimental:

= GC (grupo controle, n=6) — 5mL de NaCl 0,9%

= GCRO (grupo crotalfina, n=6) - 3,8ng/kg de crotalfina

= GM (grupo agonista mu morfina, n=6) - 0,1mg/kg de morfina'®

= GK (grupo agonista kappa U50-488H, n=6) - 160ug/kg de U50-488H

= GF (grupo antiinflamatério ndo-esteroidal fenilbutazona, n=6) - 4,4mg/kg de
fenilbutazona™*

Respeitando-se o intervalo minimo de 14 dias entre as administragfes em cada
animal, os 18 equinos PSA foram distribuidos aleatoriamente e mais de uma vez
(Apéndice B). Nos grupos GC, GCRO, GM e GK ajustou-se o volume final das injecdes
em 5mL. No GF, empregou-se o volume de farmaco condizente com a concentragdo do
medicamento (200mg/mL). O presente estudo foi realizado de modo cego.

Novas avaliages clinicas foram realizadas em T30min, T60min, T90min, T2h,
T3h, T6h, T12h, T24h, T2d, T3d, T5d e T7d. A partir de T2h, os animais foram levados
a uma baia anexa e retornavam ao tronco de contencdo 15min antes das demais
mensuragdes. Os parametros avaliados neste experimento incluiram:
= porcentagem de animais que urinaram até T3h;
= porcentagem de animais que defecaram até T3h;
= |aténcia para urinar (TU), em minutos até T3h;
= |aténcia para defecar (TD), em minutos até T3h;
= freqUéncia cardiaca (FC, em bat/min), por meio de auscultacdo sobre o 5° espaco

intercostal esquerdo, sob o olecrano, durante 1 minuto;
= freqUéncia respiratoria (f, em mov/min), pela contagem da movimentacdo do gradil

costal durante 1 minuto;

1% pimorfe, Cristalia, Itapira, Sdo Paulo, Brasil
1 Equipalazone®, Marcolab, Sio Paulo, So Paulo, Brasil
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= temperatura retal (TR, em <), por meio de termomet ria clinica convencional, durante
2 minutos;

®= manutencao da altura da cabeca em relacédo ao solo (AC), para verificar a presenca
de sedacdo ou excitacdo. Este parametro foi medido utilizando-se uma fita métrica
fixada ao tronco de contencdo e observando-se a distancia do labio inferior ao solo.
O valor medido foi convertido em porcentagem comparada a medida obtida na
afericdo basal do proprio equino, para evitar discrepancias entre as alturas de
diferentes individuos;

= porcentagem de animais que apresentaram ptose palpebral, verificada por inspecéao;

® porcentagem de animais que apresentaram ptose labial, verificada por inspecéo;

= motilidade intestinal (MI) verificada por auscultagdo abdominal nos quadrantes
superior direito (QSD), superior esquerdo (QSE), inferior direito (QID) e inferior
esquerdo (QIE), classificada em escores, conforme a Tabela 4. O QSD, referente ao
ceco, foi aferido durante cinco minutos e considerou-se como normomotilidade a
ocorréncia de 2 a 4 descargas ileo-cecais completas neste periodo. Os demais
guadrantes foram aferidos durante um minuto e a avaliacéo foi qualitativa,

= ataxia, avaliada por inspecéo e classificada em escores, conforme a Tabela 5.

Os parametros aferidos através de inspecéo foram medidos antes dos demais,
para evitar que a manipulacdo dos animais interferisse nos resultados, especialmente
na altura de cabeca, ataxia ptose palpebral e labial. Além disso, a inspecéo foi realizada

pelo avaliador que se posicionou a alguns metros do tronco de contengéo.

Tabela 4 — Escores da motilidade intestinal aferida por auscultagdo abdominal em equinos PSA
submetidos a injecdo intravenosa de NaCl 0,9% (5mL), crotalfina (3,8ng/kg), morfina
(0,1mg/kg), U50-488H (160ug/kg) ou fenilbutazona (4,4mg/kg):

Escore Descri¢cao da motilidade intestinal
0 auséncia de motilidade
1 movimentos intestinais incompletos
2 hipomotilidade
3 motilidade normal
4 hipermotilidade
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Tabela 5 — Escores da ataxia aferida por inspecao em equinos PSA submetidos a injecao intravenosa de
NaCl 0,9% (5mL), crotalfina (3,8ng/kg), morfina (0,1mg/kg), U50-488H (160ug/kg) ou
fenilbutazona (4,4mg/kg):

Escore Descricdo da ataxia
0 (auséncia) estabilidade
1 (leve) reducéo de estabilidade com alguma movimentacéo lateral
2 (moderada) movimentacao lateral mais intensa, tendéncia a inclinagao
3 (severa) apoio no tronco, membros pélvicos cruzados, flexdes subitas e frequentes

das articulag@es carpais

Fonte: adaptada de BRYANT et al. (1991)

D. Analise Estatistica

A Tabela 6 exibe os diversos testes estatistico que foram utilizados neste estudo,
conforme a caracteristica de cada viariavel, sempre considerando-se o0 nivel de
significancia p< 0,05. Utilizaram-se programas computacionais para realizacdo da
analise estatistica e dos graficos. Os resultados foram apresentados de modo
descritivo, tabelas e graficos. O erro padrdo e os simbolos de significancia foram

ilustrados somente nas tabelas para facilitar a visualizagdo dos gréficos.

Tabela 6 — Testes estatisticos empregados durante a avaliacdo clinica dos efeitos promovidos pela
crotalfina, morfina, U50-488H, fenilbutazona ou NaCl 0,9%, em eqtinos PSA:

Teste Estatistico Variavel
) ) ) = freqUéncia cardiaca
ANOVA de uma via com repetices multiplas, = frequiéncia respiratoria
seguido pelo teste de Dunnett entre tempos e pelo . temperatura retal
teste Student-Newman-Keuls entre grupos = altura da cabeca em relag&o ao solo

= laténcia para urinar

ANOVA de uma via = laténcia para defecar

= porcentagem de animais que urinaram

= porcentagem de animais que defecaram

= porcentagem de animais que apresentaram
ptose palpebral

= porcentagem de animais que apresentaram
ptose labial

Kruskal-Wallis em blocos

Friedman com repeti¢cdes mdltiplas em blocos, = motilidade intestinal
seguido pelo teste de Dunnett entre tempos e pelo = ataxia
teste Student-Newman-Keuls entre grupos
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Nenhum animal dos grupos GC e GM apresentou miccdo até a 32 hora de
observacao; nos grupos GCRO e GF a porcentagem de animais que urinaram até a 32
hora de observagédo foi 16,6% em GCRO e GF; no gruopo GK foi 50%. Quanto a
laténcia, ndo houve diferenca estatistica entre os grupos e foi verificado tempo superior
a 180 minutos em GC e GM; 167,5 £ 12,5min para GCRO; 125,8 + 24,4min para GK;
173,3 £ 6,7min para GF. Esses dados estéo ilustrados na Tabela 7.

Embora alguns estudos com ratos relatem aumento da diurese apés a utilizacao
de U50-488H (VONVOIGTLANDER et al., 1983; LEANDER et al., 1987; BORKOWSKI,
1989), o estudo realizado em equinos por KAMERLING et al. (1989) também observou
gue o U50-488H ndo alterou este parametro. Dessa forma, talvez ocorra alguma
diferenca de resposta conforme a espécie animal. A crotalfina também ndo aumentou a
miccdo e mostrou-se semelhante ao observado no grupo controle e no grupo tratado
com U50-488H. Vale considerar, ainda, que esta avaliacdo ocorreu enquanto 0sS
animais estavam no tronco de contencdo e esta situacdo pode inibir a miccdo nos
equinos devido ao estado de alerta de origem multi-sensorial, vigilancia instantanea e
marcante reatividade inerente a espécie equina (McDONNELL, 2002).

A porcentagem de animais que defecaram durante os 180 minutos iniciais de
observacao foi de 66,6% para GC e GF; 83,3% para GCRO; 50% para GK; 33,3% para
GM, como exibe a Figura 2. Nao houve diferenca estatistica entre 0s grupos e
resultados idénticos foram observados no estudo comportamental sobre o efeito da
crotalfina em equinos, o que sedimenta ainda mais tal observagcdo. A laténcia para
defecar foi de 69,7 + 35min para GC; 82,3 + 25min para GCRO; 143,3 + 23,3min para
GM; 134 + 29min para GK; 94,8 + 29min para GF. Nao houve diferenca estatistica entre
0s grupos e esses dados estéo ilustrados na Tabela 7.

Embora n&o tenha ocorrido diferenca significativa, os grupos tratados com
crotalfina ou U50-488H exibiram alta frequéncia de defecagcdo, corroborando com
THURMON et al. (1996) que inferem que os opidides podem aumentar a motilidade

intestinal. Todavia, parace haver diferenca de resposta conforme o receptor opiodide



27

envolvido, sendo que os agonistas kappa interferem menos na taxa de defecacéo. Essa
hip6tese é sustentada pelas observacdes de ROGER et al. (1994) que apontam o U50-
488H como farmaco de escolha no alivio da dor visceral nos quadros de cdlica
causados por hipomotilidade em equinos, jA que este medicamento ndo prejudica o
transito gastrintestinal como pode ocorrer apdés o0 uso de opidides agonistas mu,
conforme pbde ser notado no grupo tratado com morfina, que apresentou a menor taxa
de defecacéo. A partir de um estudo com ratos verificou-se que 0s receptores mu estao
envolvidos central e perifericamente com analgesia, acdo anti-secretoria e redugado da
motilidade, enquanto que os receptores kappa regulam a analgesia e inibem a acéo
secretoria em altas doses, mas ndo exercem nenhum efeito sobre o transito
gastrintestinal, independente da administracdo ser central ou periférica (SMITH &
CHANG, 1993). Estudos com equinos mostraram que a morfina reduz a motilidade
progressiva do intestino delgado e do célon, porém aumenta os movimentos de mescla
e 0 tonus dos esfincteres, ou seja, diminui o peristaltismo enquanto favorece o
movimento segmentar e pendular, o que torna a morfina contra-indicada depois de
cirurgias gastrintestinais (DUCHARME, 2003). J4& o butorfanol, que € um opiéide com
acdo predominante sobre os receptores kappa e € muito utilizado em cavalos, produz
boa analgesia visceral, com menos efeitos adversos, visto que embora ocorra reducéao
da motilidade do intestino delgado, ndo se observam alteracfes cardiovasculares, o que
torna este farmaco uma op¢ao adequada para que se obtenha analgesia nos quadros
de desconforto ou em cirurgias gastrintestinais em equinos (DUCHARME, 2003;
GLEED, 2003). Considerando que a crotalfina € um agonista kappa, possivelmente as
mesmas observacoes feitas para o U50-488H e ao butorfanol se apliquem a crotalfina,
mas o presente estudo apenas avaliou a crotalfina em equinos higidos e ainda é
necessario que se verifigue a eficacia deste farmacos em cavalos portadores de
distarbios gastrintestinais.

Cabe salientar que este estudo foi conduzido sob condi¢bes naturais a fim de
simular os possiveis efeitos promovidos pela crotalfina aplicada clinicamente em
equinos. Assim, os animais utilizados n&o foram submetidos a jejum hidrico ou

alimentar previamente a administracdo dos farmacos.
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Tabela 7 - Porcentagem (%) e laténcia (média + erro padrdo) para urinar e defecar apresentada pelos
equinos PSA que receberam administracdo intravenosa de NaCl 0,9% (GC), crotalfina
(GCRO), morfina (GM), U50-488H (GK) ou fenilbutazona (GF), em minutos.

Urinar Defecar
porcentagem (%) laténcia (min) porcentagem (%) laténcia (min)
GC 0 >180 67 7035
GCRO 17 168+13 83 82+25
GM 0 > 180 33 143+23
GK 50 126+24 50 134429
GF 17 1737 67 95+29

Os valores de frequéncia cardiaca (Tabela 8 e Figura 3), entre tempos, néo
variaram de maneira significativa em GC, GCRO e GM; em GK, T3d, T5d e T7d foi
menor que T-20; em GF, T3d foi menor que T-20. Entre grupos, houve diferenca
apenas em T0, quando GF foi superior ao GCRO; em T3d, quando GC foi maior que
GM; em T5d, quando GC foi maior que GCRO, GM, GK e GF; GF foi superior a GCRO,
GM e GK; GK superou GCRO e GM; GM foi maior que GCRO.

Tabela 8 — Freqiiéncia cardiaca (bpm) (média + erro padrdo) observada durante os 7 dias de afericdo
apos a administragdo de NaCl 0,9% (GC), crotalfina (GCRO), morfina (GM), U50-488H (GK)
ou fenilbutazona (GF), em cavalos PSA:

Tempo GC GCRO GM GK GF
T-20 40,7+3,0 36,7+1,8 38,0+2,7 45,2432 48,7+4,4
T-10 39,0£3,0 35,040,9 35,3+2,3 42,8+3,3 45,0£3,4

TO 41,043,0 35,0+1,1 43,742,2 38,7+£1,8 48,3+4,3a
T30 42,0+2,5 35,040,9 36,0+1,9 39,717 47,3+4,1
T60 41,043,3 35,741,0 37,0£2,0 42,7+£2,3 42,0£2,0
T90 37,7£2,2 35,0+1,3 37,3+2,0 41,7+£2,8 44,0£3,4
T2h 37,312,4 34,7+1,2 38,3+2,3 39,3+1,3 42,3+2,8
T3h 44,3+4,1 40,7+1,1 42,0+2,2 44,0£3,0 45,7+2.,8
T6h 47,345,1 39,741,2 42,245,5 43,0£3,2 48,3+2,6
T12h 45,315,0 39,7+2,3 42,0£3,5 42,3+2,2 47,0£3,1
T24h 46,0+4,2 38,3+2,2 38,3+2,7 39,3+£3,1 46,7+4,6
T2d 44,0+4,2 39,0+2,5 34,0+2,8 37,319 43,3£3,4
T3d 40,7+2,2b 38,3+1,4 32,0+2,3 35,0+£2,1 * 37,0+£1,3*
T5d 44,083,8abcd 32,0+1,9 33,312,6 a 34,7¢1,2*ab 41,0£39abc
T7d 38,243,6 34,3+1,4 37,3+2,0 36,0+1,6 * 44,3£3,6

* diferente de T-20 (ANOVA de uma via com repeticbes multiplas, seguido pelo teste de Dunnett, p<0,05)

a diferente de GCRO (ANOVA de uma via com repeticdes mdltiplas, seguido pelo teste Student-Newman-Keuls,
p<0,05)

b diferente de GM (ANOVA de uma via com repetigbes multiplas, seguido pelo teste Student-Newman-Keuls, p<0,05)

c diferente de GK (ANOVA de uma via com repeticdes multiplas, seguido pelo teste Student-Newman-Keuls, p<0,05)

d diferente de GF (ANOVA de uma via com repeticdes multiplas, seguido pelo teste Student-Newman-Keuls, p<0,05)
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Figura 3 — Freqliéncia cardiaca (média) observada durante os 7 dias de afericdo apds a administracao de
NaCl 0,9% (GC), crotalfina (GCRO), morfina (GM), U50-488H (GK) ou fenilbutazona (GF), em
cavalos PSA.

A manutencdo dos valores de frequéncia cardiaca até T2d sugere que as
alteracbes posteriores decorram de influéncia externa, podendo ser até mesmo
dependente da temperatura ambiente ja que este estudo foi conduzido sob condicbes
naturais de climatizacdo. A auséncia de alteracdo no grupo tratado com crotalfina pode
ser explicada com base na interacdo do farmaco com receptores kappa, pois
KAMERLING et al. (1988) ja haviam relatado que a administracéo intravenosa de U50-
488H em equinos causa apenas a instalacdo de minimos efeitos colaterais autondmicos
e comportamentais.

Os valores de frequéncia respiratoria (Tabela 9 e Figura 4), entre tempos,
apresentaram diferenca apenas em GCRO, quando se verificou que T3h, T6h e T24h
foram maiores que T-20. Entre grupos, ndo houve diferenca. Isto é interessante ao se
considerar que a crotalfina, a exemplo de outros opibides, poderia deprimir a funcao
respiratoria. Os agonistas mu, como a morfina, podem reduzir a frequéncia respiratéria
(COMBIE et al.,, 1979; MUIR I, 1991; THURMON et al., 1996), mas isso nao foi

observado no presente estudo, que apontou a dose de 0,1mg/kg de morfina como
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segura para ser empregada em equinos. No que tange a crotalfina, o resultado é ainda
mais satisfatério, pois de trés a doze horas apoés a injecao do farmaco houve, inclusive,
aumento da freqléncia respiratéria, sugerindo que este principio ativo talvez ndo seja
capaz de promover depressdo respiratoria, todavia essa confirmacdo depende da
afericdo do volume-corrente, volume-minuto, saturacédo periférica de oxigénio (SPO,),
pressdo parcial de O, do sangue arterial (PaO;), dioxido de carbono no fim da
expiracao (ETCO,) e pressao parcial de CO, do sangue arterial (PaCO,). Ademais, a
crotalfina interage com receptores kappa e KAMERLING et al. (1988) ja relataram
auséncia de alteracdo na funcéo respiratoria apds o uso intravenoso do agonista kappa
U50-488H em eqinos.

O fato do U50-488H e da crotalfina ndo alterarem as freqiéncias cardiaca e
respiratoria os diferencia de outros opibides, particularmente dos agonistas mu, cuja
interferéncia na funcdo respiratéria os limita para tratamento da dor trans-operatéria
(KAMERLING et al., 1988).

Tabela 9 — FreqlUiéncia respiratéria (mpm) (média + erro padréo) observada durante os 7 dias de afericao
apos a administragdo de NaCl 0,9% (GC), crotalfina (GCRO), morfina (GM), U50-488H (GK)
ou fenilbutazona (GF), em cavalos PSA:

Tempo GC GCRO GM GK GF
T-20 26,7%3,2 19,0+2,8 23,345,1 22,743,0 23,543,1
T-10 24,3+4,4 21,04£3,0 21,3+2,6 18,0+4,0 25,5+4,3

TO 26,7+£3,0 22,7+2.8 30,7+1,9 26,7457 26,0+2,9
T30 27,0827 25,3+2,3 29,7+3,8 30,045,3 25,7+2,2
T60 28,7+2,3 27,0£2,9 32,343,0 32,7+4,7 27,5£2,4
T90 25,343,2 27,027 34,4+4,0 25,7+3,6 26,7+2,4
T2h 26,8+3,0 25,3+3,3 29,3+4.0 28,7+3,4 25,7+2,6
T3h 32,7+4,6 41,3+4,8 * 31,7£2,6 37,7+6,7 32,3+4,6
T6h 27,0+1,8 30,7+2,5* 31,7+2,2 28,7+6,1 21,3+1,9
T12h 23,3+2,4 22,0+2,3 24,7+3,6 19,043,0 23,343,1
T24h 28,445,3 30,3+2,6 * 27,343,9 22,8434 30,543,7
T2d 26,345,7 23,7+1,7 22,3+4,4 23,3+2,7 24,0£2,7
T3d 26,344,2 26,0+£3,4 22,04£3,7 22,7+1,4 25,7+2,6
T5d 26,7+3,4 25,5#2,0 30,0+4,8 30,0+3,4 23,644.,4
T7d 25,245,0 20,742,4 21,043,9 19,044,2 32,0£2,7

* diferente de T-20 (ANOVA de uma via com repeti¢cdes multiplas, seguido pelo teste de Dunnett, p<0,05)
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Figura 4 - Frequéncia respiratéria (mpm) (média) observada durante os 7 dias de afericdo apds a

administragdo de NaCl 0,9% (GC), crotalfina (GCRO), morfina (GM), U50-488H (GK) ou
fenilbutazona (GF), em cavalos PSA.

A temperatura retal (Tabela 10 e Figura 5), entre tempos, foi maior que T-20 nos
tempos TO, T3h e T12h do GC; nos tempos T3h, T6h e T12h de GCRO; nos tempos
T60, T90 e T12h de GK. Entre grupos, houve diferenca em T7d, quando GF foi maior
gue GK e GCRO. As alteragbes ocorreram de trés a doze horas apos a injecdo dos
farmacos, ou seja, entre 12:00h e 21:00h, sendo necessario salientar que este estudo
foi conduzido sob condi¢gbes naturais, sem climatizacdo controlada, e provavelmente a
temperatura ambiental tenha interferido nos valores, pois a temperatura média em
Jaboticabal durante agosto e setembro de 2007, quando este experimento foi realizado,
foi de 21°C a 31°C (CENTRO DE PREVISAO DE TEMPO E ESTUDOS CLIMATICOS,
2007; TEMPO AGORA; 2007). De qualquer forma, as alteracbes foram sutis e se
limitaram a faixa fisiologica de temperatura retal para a espécie equina (FEITOSA,

2004; SPEIRS, 1999), apontando para auséncia de interferéncia dos farmacos neste
parametro.
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Tabela 10 — Temperatura retal (C) (média + erro pa dréo) observada durante os 7 dias de afericdo apés a
administragdo de NaCl 0,9% (GC), crotalfina (GCRO), morfina (GM), U50-488H (GK) ou
fenilbutazona (GF), em cavalos PSA:

Tempo GC GCRO GM GK GF
T-20 37,5+0,1 37,340,1 37,1+0,2 37,3+0,1 37,620,2
T-10 37,740,1 37,440,1 37,440,2 37,540,2 37,840,2

TO 37,840,1 * 37,440,1 37,4+0,2 37,60,2 37,8+0,1
T30 37,740,1 37,610,1 37,610,2 37,710,1 37,840,0
T60 37,840,1 37,540,1 37,6%0,2 37,9+0,1 * 37,840,1
T90 37,8+0,1 37,540,1 37,620,3 37,940,2 * 37,7+0,1
T2h 37,7+0,1 37,740,1 37,5+0,3 37,840,2 37,910,1
T3h 37,940,1 * 38,1+0,1 * 37,70,2 37,840,2 37,740,1
T6h 37,840,1 37,940,1 * 37,710,1 37,710,1 37,540,1
T12h 38,1+0,1 * 38,1+0,1 * 37,9+0,2 38,0+0,1 * 37,9+0,2
T24h 37,740,2 37,610,1 37,610,3 37,240,2 37,740,2
T2d 37,5+0,1 37,3+0,2 37,3+0,2 37,240,1 37,620,1
T3d 37,740,2 37,240,2 37,240,1 37,340,1 37,740,1
T5d 37,8+0,1 37,340,1 37,620,1 37,540,1 37,7+0,2
T7d 37,540,1 37,240,1 37,340,1 37,1+0,1 37,7#¢0,1ac

* diferente de T-20 (ANOVA de uma via com repeti¢cdes multiplas, seguido pelo teste de Dunnett, p<0,05)

a diferente de GCRO (ANOVA de uma via com repeticBes mudltiplas, seguido pelo teste Student-Newman-Keuls,
p<0,05)

c diferente de GK (ANOVA de uma via com repeticdes multiplas, seguido pelo teste Student-Newman-Keuls, p<0,05)
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—&— crotalfina
- morfina
-4 U50-488H
-/ -+ fenilbutazona
38,0 1
~—~
@)
Nt
o
|_
37,5 1
37,0 T T T T T T 1 I T T T T T T T T T T T T 1
— o — N ™ < n O N < © 0 O N T ©O 0O N I © ©
' I N M < O~ 0O OO O AN M I ©
L B I B I B |

tempo (horas)

Figura 5 — Temperatura retal (C) observada durante os 7 dias de afericdo apds a administracao de NacCl
0,9% (GC), crotalfina (GCRO), morfina (GM), U50-488H (GK) ou fenilbutazona (GF), em
cavalos PSA.
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Nenhum animal apresentou ataxia e nem ptose labial. Quanto a altura de cabeca

em relacdo ao solo (Tabela 11 e Figura 6A) e ptose palpebral (Tabela 12 e Figura 6B),

houve

variacdo nao significativa e pode-se observar que o0s grupos tratados com

opidides (GCRO, GM e GK) apresentaram variacdo semelhante e nos mesmos tempos.
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Figura 6 — Porcentagem (média) de manutencdo da altura de cabeca em relagdo ao solo (A) e

porcentagem de animais que apresentaram ptose palpebral (B) observadas durante os 7 dias
de afericdo apds a administragdo de NaCl 0,9% (GC), crotalfina (GCRO), morfina (GM), U50-
488H (GK) ou fenilbutazona (GF), em cavalos PSA.
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Tabela 11 — Manutengédo da altura de cabega em relagédo ao solo em porcentagem (média + erro padréo)
observada durante os 7 dias de afericdo apds a administracdo de NaCl 0,9% (GC), crotalfina
(GCRO), morfina (GM), U50-488H (GK) ou fenilbutazona (GF), em cavalos PSA:

Tempo GC GCRO GM GK GF
T-20 100+0 100+0 100+0 10040 1000
T-10 100+0 100+0 100+0 10040 10040

TO 100+0 96,7+3,3 100+0 10040 1000
T30 100+0 91,744,0 100+0 90+8,2 10040
T60 100+0 95,04+3,4 100+0 91,7+48,3 10040
T90 100+0 96,7+2,1 96,743,3 96,7+3,3 10040
T2h 100+0 96,7+2,5 100+0 91,7+4,0 1000
T3h 100+0 100+0 100+0 10040 10040
T6h 100+0 100+0 100+0 10040 1000

T12h 100+0 100+0 100+0 10040 1000
T24h 100+0 100+0 100+0 10040 10040
T2d 100+0 100+0 100+0 10040 10040
T3d 100+0 100+0 100+0 10040 1000
T5d 100+0 100+0 100+0 10040 1000
T7d 100+0 100+0 100+0 10040 1000

Tabela 12 — Porcentagem de ptose palpebral observada durante os 7 dias de afericdo apds a
administragdo de NaCl 0,9% (GC), crotalfina (GCRO), morfina (GM), U50-488H (GK) ou

fenilbutazona (GF), em cavalos PSA:

Tempo GC GCRO GM GK GF
T-20 0 0 0 0 0
T-10 0 0 0 0 0

T0 0 33,3 16,7 16,7 0
T30 0 66,7 33,3 33,3 0
T60 0 50,0 50,0 0 0
T90 0 33,3 16,7 16,7 0
T2h 0 16,7 0 16,7 0
T3h 0 0 0 0 0
T6h 0 0 0 0 0
T12h 0 0 0 0 0
T24h 0 0 0 0 0
T2d 0 0 0 0 0
T3d 0 0 0 0 0
T5d 0 0 0 0 0
T7d 0 0 0 0 0

Embora néo tenha ocorrido diferenca significativa no parametro altura de cabeca

em relacdo ao solo, o U50-488H foi o farmaco que mais interferiu nos valores deste

parametro, seguido pelos outros opioides. O U50-488H e a crotalfina sdo agonistas
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kappa e ja no estudo comportamental foi observado algum grau de sedagdo
caracterizado pela calma dos animais. Uma das vantagens do uso de U50-488 é a
analgesia prolongada e sedacdo, pois receptores opidides mu e kappa induzem
analgesia, mas o receptor kappa ainda esta implicado na sedacdo (KAMERLING et al.,
1988; KAMERLING et al., 1989) devido a liberacdo extracelular de dopamina (PAN,
1998), conforme ja foi evidenciado em experimentos de microdialise que analisaram o
ndcleo accumbens de ratos tratados com U50-488H (DI CHIARA & IMPERATO, 1988).
Portanto, sugere-se que a crotalfina também minimize a liberacdo de dopamina,
levando ao estado de sedagdo comportamental e essa hipotese € baseada em estudos
gue mostraram que 0S agonistas de receptores kappa produzem sedacao
comportamental, analgesia e miose, mas promovem poucos efeitos na frequéncia
cardiaca, temperatura corporal ou frémito cutdneo (KAMERLING et al.,, 1985;
KAMERLING et al., 1988; KAMERLING et al., 1989).

Os valores obtidos para a motilidade intestinal estdo apresentados na Figura 7 e
na Tabela 13. No quadrante superior direito (ceco), entre tempos, houve reducdo nos
tempos T30, T60, T90 e T2h do GM. Ente grupos, GM foi menor que GCRO em TO e
menor que GCRO e GF em T90 e T2h. No quadrante superior esquerdo (intestino
delgado) ndo houve alteracdo da motilidade intestinal entre tempos. Entre grupos, GM
foi menor que GCRO e GF em TO; menor que GC, GCRO, GK e GF em T60 e T90;
menor que GC, GCRO e GF em T2h; menor que GCRO em T3d. Além disso, GC foi
maior que GK em T3h. No quadrante inferior direito (célon ventral direito), entre tempos,
a motilidade intestinal do GM foi menor em T30, T60, T90 e T2h. Entre grupos, GM foi
menor que GC, GCRO, GK e GF em T30, T60, T90 e T2h; em T2h, GC foi maior que
GM e GK. No quadrante inferior esquerdo (célon ventral esquerdo), entre tempos, foi
menor no GM de T30 a T2h. Entre grupos, GM foi menor que GCRO em TO; menor que
GC, GCRO, GK e GF em T60; menor que GC, GCRO e GF em T90; menor que GC em
T2h. Além disso, em T60 o valor obtido em GK foi menor que GCRO.

Cabe salientar que este estudo foi conduzido sob condi¢bes naturais a fim de

simular os possiveis efeitos promovidos pela crotalfina aplicada clinicamente em
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equinos. Assim, os animais utilizados n&o foram submetidos a jejum hidrico ou

alimentar previamente a administracédo dos farmacos.
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Figura 7 — Média dos escores de motilidade intestinal no quadrante superior esquerdo (A), superior direito
(B), inferior esquerdo (C) e inferior direito (D) (média) observadas durante os 7 dias de
afericdo ap6s a administragdo de NaCl 0,9% (GC), crotalfina (GCRO), morfina (GM), U50-

488H (GK) ou fenilbutazona (GF), em cavalos PSA.
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Tabela 13 — Escores de motilidade intestinal (média = erro padrao) no quadrante superior direito (A),

superior esquerdo (B), inferior direito (C) e inferior esquerdo (D) observados durante os 7

dias de afericdo apo6s a administragdo de NaCl 0,9% (GC), crotalfina (GCRO), morfina (GM),
U50-488H (GK) ou fenilbutazona (GF), em cavalos PSA.

Tempo T-20 T-10 TO T30 T60 T90 T2h T3h T6h Ti2h T24h T2d T3d T5d T7d
QsD 15+ 1,3+ 12+ 12+ 15+ 12+ 13+ 15+ 18+ 22+ 15+ 13+ 1,7+ 15x 13+
0,3 0,3 0,2 0,2 0,2 0,2 0,3 0,2 0,2 0,3 0,4 0,3 0,2 0,4 0,3
QSE 20 22+ 20+ 17+ 20+ 17+ 22+ 20+ 18+ 20+ 1,7+ 1,3+ 18t 17+ 272+
(@] 0 0,2 0,4 0,3 03b 03b 02b 0,3 0,2 04 0,2 0,3 0,2 0,3 0,2
o QID 1,8+ 1,5+ 1,3+ 1,7+ 1,7+ 1,7+ 2,0 1,8+ 2,0 2,2+ 2,0+ 1,7+ 1,8+ 2,0+ 1,8+
0,4 0,3 0,2 03b 02b 02b 00bc 0,2 0,3 02b 0,4 0,2 0,2 0,3 0,3
QIE 22+ 20& 1,7+ 15+ 1,7+ 18+ 2,0+ 1,7+ 22+ 22+ 17+ 17+ 18+ 18+t 2,0+
0,2 0,3 0,2 0,2 02b 03b 03b 0,2 0,2 0,5 0,2 0,2 0,2 0,2 0
QSD 1,7+ 20+ 20+ 1,7+ 13+ 18+ 13+ 2,0+ 18+ 18+ 20+ 17+ 15+ 15+ 17+
0,2 0,3 0,3 0,2 0,4 0,2 0,2 0,3 0,2 0,4 0,3 0,4 0,3 0,2 0,4
o QSE 2,0+ 2,5+ 2,3+ 1,7+ 2,0+ 2,0 2,0 1,8+ 2,0 2,2+ 1,8+ 2,2+ 2,3+ 1,2+ 1,8+
x 0,3 0,2 0,2 0,2 0,3 0,3 04 0,3 0 0,3 0,5 0,3 0,2 0,4 0,4
8 QID 2,0+ 18+ 22+ 20+ 1,7+ 20+ 17+ 18+ 17+ 18+ 22+ 22+ 18+ 13x 1,7¢
0 0,3 0,2 0 0,2 0 0,2 0,2 04 0,4 0,3 0,4 0,2 0,3 0,4
QIE 2,0 2,0 2,0 1,7+ 2,2+ 2,0 1,8+ 2,0 1,8+ 2,2+ 1,5+ 1,8+ 2,0 1,5+ 1,8+
0 0 0 0.2b 0,2 0,3 0,3 0 0,2 0,2 0,4 0,2 0 0,2 0,4
Qsb 18 10+ 08+ 02+ 05+ 03+ 03+ 15+ 20+ 18+ 18+ 14+ 15+ 18+ 18+
04 0,4 0,3 02a 02 02ad 02ad 05 0,3 0,2 0,4 0,4 0,2 0,2 0,3
QSE 03+ 05+ 05+
1,7+ 17+ 08 07+ 02a 02a 03a 13+ 12+ 15+ 15+ 15+ 12+ 18+ 15%
0,3 02 03ad 03 cd cd d 0,2 0,3 0,3 0,3 0,2 04a 0,3 0,4
% QID 05+ 05+ 05* 1,8+
2,0+ 1,2+ 1,2+ 0,2 02 02*a 0,7+ 1,7+ 1,8+ 0,2 2,0+ 2,0+ 1,7+ 1,7+ 2,2+
0,3 03 0,2 acd acd cd 0,3 04 04 acd 0,3 0 0,2 03 03
QIE 0,3+
18+ 18+ 10+ 07+ 02 0,7+ 08+ 15+ 15+ 20+ 1,7+ 15+ 15+ 17+ 17+
0,2 0,2 0.4 0,3 acd 02ad 04 0,2 0,2 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,2
QsD 17+ 15+ 1,7+ 1,7+ 13+ 13+ 08+ 15+ 18+ 1,7+ 1,7+ 12+ 10+ 17+ 17+
0,2 0,2 0,3 0,3 0,3 0,4 0,2 0,3 0,2 0,3 0,3 0,4 0,3 0,4 0,4
QSE 18+ 18+ 18+ 13+ 17+ 15+ 12+ 10+ 18+ 22+ 17+ 2,0+ 15+ 17+ 2,0%
N4 0,2 0,2 0,3 0,4 0,3 0,2 0,3 0,3 0,3 0,2 0,3 0,4 0,2 0,2 0,3
© Qi 18+ 20+ 15+ 15+ 15x 18+ 10+ 17+ 2,0+ 23+ 18+ 1,3+ 13+ 18+ 18%
0,2 0 0,3 0,2 0,2 0,3 0,3 0,2 0 0,2 0,2 0,5 0,3 0,2 0,4
QIE 2,0+ 20+ 15+ 12+ 15+ 13+ 1,3+ 13+ 20+ 23+ 17+ 18+ 17+ 17+ 2,0+
0 0 0,2 0,2 0,2a 0,2 0,4 0,2 0,3 0,2 0,2 0,4 0,2 0,2 0,3
QsD 17+ 18+ 1,7+ 1,7+ 13+ 17+ 17+ 15+ 20+ 20+ 15+ 20+ 18+ 13+ 20+
0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,3 0,3 0,3 0 0,2 0,3 0
QSE 20+ 22+ 22+ 18+ 17+ 2,0+ 18+ 18+ 15+ 20+ 1,7+ 20+ 18t 17+ 20%
L 0,3 0,3 0,2 0,2 0,2 0 0,2 0,2 0,2 0 0,2 0,3 0,2 0,3 0,3
O Qb 1,8+ 20+ 15+ 15+ 15+ 18+ 10+ 1,7+ 20+ 23+ 18+ 13+ 13+ 18+ 18%
0,2 0 0,3 0,2 0,2 0,3 0,3 0,2 0 0,2 0,2 0,5 0,3 0,2 0,4
QIE 2,3+ 1,8+ 1,8+ 2,0+ 1,7+ 2,2+ 1,8+ 2,0 1,5+ 2,2+ 1,7+ 2,0+ 2,0+ 1,8+ 2,0+
0,2 0,3 0,2 0 0,2 0,2 0,2 0 0,2 0,2 0,2 0 0 0,4 0,3

- as areas em cinza indicam que o valor é diferente de T-20 (Friedman ANOVA com repetices multiplas em blocos,
seguido pelo teste de Dunnett, p<0,05)

a diferente de GCRO (Friedman com repeticdes mudltiplas em blocos, seguido pelo teste Student-Newman-Keuls,
p<0,05)

b diferente de GM (Friedman com repeticdes multiplas em blocos, seguido pelo teste Student-Newman-Keuls,
p<0,05)

c diferente de GK (Friedman com repeticdes mudltiplas em blocos, seguido pelo teste Student-Newman-Keuls,
p<0,05)

d diferente de GF (Friedman com repeti¢des multiplas em blocos, seguido pelo teste Student-Newman-Keuls, p<0,05)
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A crotalfina ndo alterou a motilidade intestinal, fato reforcado pela manutencéo
da taxa de defecagdo. Como a crotalfina € um opiodide kappa, as observacoes feitas
para o U50-488H possivelmente justifiguem os efeitos causados pela crotalfina. A
auséncia de alteracbes na motilidade intestinal j& foi observada por ROGER et al.
(1994) que apontam o U50-488H como farmaco de escolha no alivio da dor visceral
nos quadros de colica causados por hipomotilidade, ja que este medicamento ndo
prejudica o transito gastrintestinal como ocorre apos o0 uso de agonistas mu.

No presente estudo, a morfina reduziu a motilidade de modo significativo no
intestino grosso e, mesmo que sem diferenga estatistica, no intestino delgado. Essas
observacdes decorrem do efeito promovido pelo agonistas mu, como é o caso da
morfina que diminui a motilidade do intestino grosso por até 120 minutos (THURMON et
al., 1996), exatamente como foi verificado. TAYLOR (2005) salienta a necessidade de
se investigar melhor os efeitos do uso sistémico de morfina, em equinos, e o presente
estudo mostrou que a injecao intravenosa de morfina (0,1mg/kg) em cavalos PSA foi
segura e causou apenas alteragdes leves e transitorias na motilidade intestinal, que foi
restaurada apos a segunda hora de avaliagdo, sem que os cavalos apresentassem
outras manifestacoes. A inexisténcia de efeitos colaterais maiores em equinos tratados
com 0,1mg/kg morfina corrobora com CAMARGO et al. (2005) que também n&o
observaram alteragcdes da motilidade intestinal. Alguns dos autores que citam a
instalacdo de efeitos colaterais apdés o uso intravenoso de morfina, referem-se ao
emprego de doses superiores a 0,3mg/kg (KALPRAVIDH, 1984; THURMON et al.,
1996; HUBBELL, 2006).

CONCLUSAO

A administragéo intravenosa de dose Unica de crotalfina (3,8ng/kg), em equinos,

ndo causa alteracdes clinicas relevantes por até sete dias.
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EXPERIMENTO 3 - AVALIACAO ANTINOCICEPTIVA DA CROTAL FINA EM
EQUINOS SUBMETIDOS A MODELO INCISIONAL DE DOR INFLA MATORIA:
COMPARACAO COM MORFINA, U50-488H, FENILBUTAZONA OU NaCl 0,9%

MATERIAL E METODOS

A. Comité de Etica e Bem-estar dos Animais

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e Bem-estar Animal (CEBEA) da
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, Campus de Jaboticabal, da

Universidade Estadual Paulista e recebeu o protocolo numero 009974-05.

B. Animais

Foram selecionados 18 eqiinos da raca Puro Sangue Arabe (PSA) apés exame
clinico, hemograma completo e proteina total, sendo nove machos castrados e nove
fémeas ndo prenhes e fora do periodo de estro, de quatro a seis anos de idade, com
377 + 27kg, pertencentes ao Departamento de Clinica e Cirurgia Veterinaria — FCAV —
UNESP. Durante o estudo, os animais foram mantidos no Setor de Equideocultura -
FCAV — UNESP, em piquetes de tifton, receberam feno de coast-cross, arragoamento
individual a base de milho, soja, farelo de trigo e premix mineral e vitaminico
(3kg/animal/dia), além de acesso irrestrito ao sal mineral e a agua.

Trinta dias antes do inicio do experimento, os animais foram vermifugados com
ivermectina (50pg/kg, im), vacinados contra encefalomielite, tétano e influenza e iniciou-
se 0 manejo diario a fim de adaptar os cavalos a rotina experimental. Na véspera de

cada ensaio experimental, os animais foram pesados.

C. Delineamento Experimental
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Este estudo foi realizado de modo cego, a escolha do farmaco ocorreu ao acaso
e, para minimizar as alterac6es decorrentes do ciclo circadiano, padronizou-se o inicio
do experimento para as 8:00h, quando os equinos foram levados ao tronco de
contencdo. A dose de crotalfina foi estabelecida previamente e o modelo incisional de
dor inflamatéria foi adaptado de outros trabalhos com equinos (OLESKOVICZ, 2001;
OLESKOVICZ et al., 2001; REDUA et al., 2002 ; MORAES, 2003; GUIRRO, 2005).

O estudo foi desenvolvido em duas fases experimentais, sendo que na primeira
ocorreu a avaliacdo em pele integra, enquanto que na segunda fase verificou-se o
efeito dos farmacos em pele incisionada. Em cada uma das fases, houve distribuicdo
aleatdria dos animais entre 0s grupos experimentais, excluiu-se a possibilidade de um
equino receber o mesmo farmaco mais de uma vez (Apéndice C e Apéndice D). O
intervalo entre as duas fases experimentais foi de trinta dias.

C.1. Efeito Antinociceptivo em Pele integra

Inicialmente, as regides escapular e isquiatica contra-lateral foram submetidas a

12
|

tricotomia (10X10cm) e pintura com tinta preta lavavel™ para padronizar a absorcéao e

reflexdo da luz. Apés secagem, utilizou-se tinta branca hidrossolavel*®

para desenhar
um ponto central e circulos a 1, 3 e 5cm distantes deste ponto em cada uma dessas
regides (Figura 8). Em seguida, a cauda dos animais foi enfaixada e houve repouso de
30 minutos antes que se realizassem duas avaliagdes basais (T-20 e T-10). Em TO,
ocorreu a administracdo intravenosa dos farmacos, conforme o grupo:

= GC (grupo controle, n=6) — 5mL NaCl 0,9%

= GCRO (grupo crotalfina, n=6) - 3,8ng/kg de crotalfina

= GM (grupo agonista mu morfina, n=6) - 0,1mg/kg de morfina

= GK (grupo agonista kappa U50-488H, n=6) - 160 pg/kg de U50-488H

= GF (grupo antiinflamatorio n&o-esteroidal fenilbutazona, n=6) - 4,4mg/kg de

fenilbutazona

'2 Tinta Preta Pilot para Carimbo® — Pilot, Sdo Paulo, SP, Brasil
'3 Toque Magico® (corretivo a base de agua) — Hélios Carbex, Barueri, SP, Brasil
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ponto central

Figura 8 — Regido isquidtica tricotomizada e preparada para a aplicacdo do estimulo em eqiino PSA.

Nota-se um ponto central e circulos equidistantes a 1, 3 e 5¢cm.

Apb6s T2h, os equinos foram levados a uma baia anexa e eram reconduzidos ao

tronco de contencdo 15 minutos antes das demais afericdes. Na avaliacédo

antinociceptiva verificou-se:

laténcia para o reflexo do frémito cutaneo na regido da regido escapular (LRFCesc):
o limiar nociceptivo foi verificado a partir da exposi¢cdo de um feixe de luz artificial
emitido por um processador**, direcionado para o ponto central desenhado na regiéo
da escapula, a distancia necesséaria para que se obtivesse foco adequado. A
contagem do tempo era interrompida quando o animal respondia de forma adversa a
estimulacdo e, para evitar lesdbes de pele, estabeleceu-se o tempo de corte do
estimulo aos 10 segundos. Essa avaliacdo foi realizada em TO, T15min, T30min,
T60min, T90mMin, T2h e T3h;

laténcia para o reflexo do frémito cutaneo na regido isquiatica (LRFCisq): semelhante
a LRFCesc, porém realizada na regido isquiatica contra-lateral, nos mesmos tempos;
limiar nociceptivo ao estimulo mecénico na regido escapular (LNEMesc): avaliou-se a
sensibilidade cutanea a 1, 3 e 5cm dos mesmos pontos testados com a lampada por

meio da estimulacdo mecanica promovida pelos filamentos de von Frey®. Utilizou-se

!4 Dolorimeter model 3312, IITC Life Science Inc., Los Angeles, Califérnia, Estados Unidos
!> von Frey filaments®, Stoelting Company, Chicago, lllinois, Estados Unidos



42

um conjunto de 20 filamentos de nailon que foram sequencialmente pressionados ao
redor do tecido a partir do filamento de menor calibre e, na auséncia de reacdo
aversiva, foi substituido pelo filamento imediatamente mais calibroso. A resposta
aversiva deveria envolver componentes supra-espinhais e, portanto, foi caracterizada
pela movimentacdo da cabeca e/ou cauda, tentativa de observar o avaliador, reagao
de esquiva, recolhimento dos posteriores, frémito cutdneo, coices ou quaisquer
outras demonstracdes de defesa ao estimulo supra-limiar. O LNEM foi determinado a
partir do filamento imediatamente anterior aquele que capaz de promover resposta
aversiva, cujo valor foi convertido em gramas, conforme escala fornecida pelo
fabricante (Apéndice E). Adotou-se o valor do flamento mais espesso nos casos em
gue inclusive o filamento mais espesso foi incapaz de gerar resposta aversiva. Tal
avaliagcao foi realizada na ordem dos quadrantes dorsal, direito, esquerdo e ventral,
nos tempos TO, T3h, T6h, T12h, T24h, T2d, T3d, T5d e T7d,;

® limiar nociceptivo ao estimulo mecéanico na regido isquiatica (LNEMisq): semelhante

a LNEMesc, porém realizada na regido isquiatica contra-lateral, nos mesmos tempos.
C.2. Efeito Antinociceptivo em Pele Incisionada

As regides da escapula e do isquio contra-lateral foram submetidas a tricotomia
(10X10cm) e, em seguida, foram lavadas com agua e sabdo neutro, secadas com
compressa cirurgica, a cauda dos animais foi enfaixada e houve repouso de 30
minutos. Na regido escapular e isquiatica previamente preparadas, procedeu-se a
pintura com tinta preta lavavel para padronizar a absorcéo e reflexdo da luz e utilizou-se
tinta branca hidrossoluvel para desenhar uma linha vertical central de 5¢cm e retangulos
a 1, 3 e 5cm equidistantes desta linha em cada uma dessas regides. Foram infiltrados
5mL de lidocaina 2% no tecido subcutaneo da linha central, realizou-se antissepsia

com iodopovidona®’ e decorridos 10 minutos da infiltracdo do anestésico local, efetuou-

16 Xylestesin® 2% sem vasoconstritor, Cristalia, Itapira, Sdo Paulo, Brasil.
" Riodine Tépico (liodopovidona P.V.P.-I.) — Rioquimica Indistria Farmacéutica, S. J. Rio Preto, SP,
Brasil



se a incisao vertical da linha de 5cm, abrangendo pele e tecido subcutaneo na regiao
escapular e isquidtica contra-lateral, imediatamente antes da sutura com fio néilon 2-0,

no padréo ponto simples separado (Figuras 9 e 10).

Figura 9 — Modelo incisional de dor inflamatéria realizado na regido escapular e utilizado na avaliagdo
antinociceptiva em equinos PSA. A ilustra regido escapular tricotomizada. B exibe regido
escapular incisionada e suturada.

Figura 10 — Modelo incisional de dor inflamatéria realizado na regido isquiética e utilizado na avaliagdo
antinociceptiva em equinos PSA. A ilustra a regido tricotomizada, cauda enfaixada e o
momento inicial da infiltracdo local de lidocaina 2%. B exibe regido isquiatica ja infiltrada,
previamente a incisdo. C mostra regido isquiatica incisionada e suturada.



Ato imediato, os farmacos foram injetados conforme os grupos experimentais:

GCRO (grupo crotalfina, n=6) - 3,8ng/kg de crotalfina

GM (grupo agonista mu morfina, n=6) - 0,1mg/kg de morfina
GK (grupo agonista kappa U50-488H, n=6) - 160 ug/kg de U50-488H

GF (grupo antiinflamatério ndo esteroidal fenilbutazona, n=6) - 4,4mg/kg de
fenilbutazona
Nesta fase, ndo se instituiu um grupo tratado apenas com NaCl 0,9%, pois este
procedimento seria contrario ao bem-estar animal, aos principios éticos e humanitarios.
Realizou-se a avaliacdo antinociceptiva da pele incisionada por meio da
avaliacdo de LNEMesc e LNEMisq, conforme ja foi descrito para a avaliacdo em pele
integra. As afericdes ocorreram em TO, T3h, T6h, T12h, T24h, T2d, T3d, T5d e T7d.
Apoés cada afericdo, os equinos foram levados a baia anexa e eram reconduzidos ao

tronco de contencdo 15minutos antes da afericdo seguinte.

C.3. Outras Comparacoes

A partir dos dados obtidos na avaliacdo antinociceptiva da pele integra e da pele
incisionada, foi possivel fazer outras comparagcdes sobre os efeitos promovidos pela
crotalfina, morfina, U50-488H e fenilbutazona, segundo as respostas obtidas:
= entre a regido escapular e isquiatica, em pele integra,
= entre a regido escapular e isquiatica, em pele incisionada;
® naregido da escapula, entre pele integra e pele incisionada;

® naregido isquiatica, entre pele integra e pele incisionada.

D. Analise Estatistica

Diversos testes estatisticos foram utilizados neste estudo, sempre considerando
o nivel de significancia p<0,05, como pode ser visualizado na Tabela 14. Utilizaram-se
programas computacionais apropriados para realizacdo dos testes estatisticos e dos

gréficos. Os resultados foram apresentados de modo descritivo, em tabelas e gréficos.
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O erro padréo e os simbolos de significancia foram ilustrados somente nas tabelas para

melhorar a visualizacdo dos gréficos.

Tabela 14 — Testes estatisticos empregados durante a avaliacao do efeito antinociceptivo promovido pela
crotalfina, morfina, U50-488H, fenilbutazona ou NaCl 0,9%, em eqtinos PSA:

Teste Estatistico Variavel

® |aténcia para o reflexo do frémito cutdneo na regido da
escipula (LRFCesc), entre grupos

® |aténcia para o reflexo do frémito cutdneo na regido
isquidtica (LRFCisq), entre grupos

® |aténcia para o reflexo do frémito cutaneo na regido da
escapula (LRFCesc), entre tempos

® |aténcia para o reflexo do frémito cutdneo na regido
Friedman em blocos com repeticdes isquiatica (LRFCisq), entre tempos

multiplas, seguido pelo teste de Dunnett ® |imiar nociceptivo ao estimulo mecanico na regido da

escapula (LNEMesc), entre tempos, em pele integra

® |imiar nociceptivo ao estimulo mecénico na regido
isquiatica (LNEMisq), entre tempos, em pele integra

® |imiar nociceptivo ao estimulo mecanico na regido da
escapula (LNEMesc), entre tempos, em pele incisionada

® |imiar nociceptivo ao estimulo mecénico na regido
isquiatica (LNEMisq), entre tempos, em pele incisionada

® |imiar nociceptivo ao estimulo mecanico na regido da
escapula (LNEMesc), entre grupos, em pele integra

® |imiar nociceptivo ao estimulo mecénico na regido
Kruskal-Wallis em blocos, seguido pelo isquiatica (LNEMisq), entre grupos, em pele integra

teste de Dunn ® |imiar nociceptivo ao estimulo mecanico na regido da

escépula (LNEMesc), entre grupos, em pele incisionada

® limiar nociceptivo ao estimulo mecénico na regido
isquidtica (LNEMisq), entre grupos, em pele incisionada

® |imiar nociceptivo ao estimulo mecéanico entre regido da
escépula (LNEMesc) e isquiatica (LNEMisq), em pele
integra

® |imiar nociceptivo ao estimulo mecéanico entre regido da
escépula (LNEMesc) e isquiatica (LNEMisq), em pele

Mann-Whitney incisionada

® |imiar nociceptivo ao estimulo mecanico na regido da
escapula (LNEMesc), entre pele integra e incisionada

® |imiar nociceptivo ao estimulo mecénico na regido
isquiatica (LNEMisq), entre pele integra e incisionada
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RESULTADOS

Na avaliacdo da laténcia para o reflexo do frémito cutdneo na regido escapular
(LRFCesc), entre tempos, o valor de T2h foi maior que T-20 no grupo controle. Entre

grupos, nao houve diferenca. Esses dados estao expostos na Tabela 15 e na Figura 11.

Tabela 15 — Laténcia para o reflexo do frémito cutaneo na pele integra da regido escapular (segundos)
(média + erro padrdo) observada apdés a administragcdo de NaCl 0,9% (GC), crotalfina
(GCRO), morfina (GM), U50-488H (GK) ou fenilbutazona (GF), em cavalos PSA.

Tempo GC GCRO GM GK GF
T-20 3,310,5 3,7+0,7 4,740,7 4,940,8 3,9+0,6
T-10 3,540,6 3,4+0,4 3,310,4 4,7+0,8 3,2+0,4

TO 3,240,4 3,010,4 4,3+0,5 4,840,7 3,2+0,3
T30 3,1+0,3 3,5+0,4 4,3+0,6 4,8+0,8 4,6+0,7
T60 3,310,3 3,640,5 4,0+0,6 5,7+0,8 3,6+0,6
T90 3,840,5 4,1+0,5 5,0+0,7 4,7+0,7 3,4+0,5
T2h 4,8+0,5 * 3,2+0,4 5,840,8 4,3+0,6 3,9+0,6
T3h 3,3+0,4 3,840,5 4,5+0,7 4,5+0,7 4,0+0,5

* diferente de T-20 (Friedman em blocos com repeti¢ces multiplas, seguido pelo teste de Dunnett, p< 0,05)
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Figura 11 — Laténcia para o reflexo do frémito cutdneo na pele integra da regido escapular (segundos)
(média) observada ap6s a administragdo de NaCl 0,9% (GC), crotalfina (GCRO), morfina
(GM), U50-488H (GK) ou fenilbutazona (GF), em cavalos PSA.
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Na avaliacdo da laténcia para o reflexo do frémito cutaneo na regido isquiatica
(LRFCisq), entre tempos, o valor de T30 foi maior que T-20 no GK. Entre grupos, no TO
o valor obtido em GF foi menor que o de GM e GK e, em T30 e T60, a laténcia de GK
foi superior & de GC, GCRO, GM e GF, como expdem a Tabela 16 e a Figura 12.

Tabela 16 — Laténcia para o reflexo do frémito cutdneo na pele integra da regido isquiatica (segundos)
(média + erro padrdo) observada apés a administracdo de NaCl 0,9% (GC), crotalfina
(GCRO), morfina (GM), U50-488H (GK) ou fenilbutazona (GF), em cavalos PSA.

Tempo GC GCRO GM GK GF
T-20 5,1+0,6 5,1+0,7 5,5+0,6 5,9+0,6 4,240,6
T-10 5,8+0,7 4,340,6 5,240,5 5,4+0,7 3,8+0,6

TO 4,7+0,5 5,1+0,7 5,9+0,6 7,1+0,7 3,680,5bc
T30 5,0+0,5¢c 3,8+0,4 4,8+0,6 8,6£05*abd 4,0+0,6
T60 4,6+0,6 c 4,4+0,6 5,240,6 7,4+06abd 4,1+0,7
T90 6,1+0,7 4,610,7 5,9+0,7 5,9+0,7 4,5+0,7
T2h 5,6+0,7 4,2+0,5 5,240,6 5,9+0,7 4,610,6
T3h 5,1+0,5 5,7+0,8 5,3+0,7 6,940,6 4,3+0,6

* diferente de T-20 (Friedman em blocos com repeti¢cdes multiplas, seguido pelo teste de Dunnett, p< 0,05)

a diferente de GCRO (Friedman em blocos com repeti¢des multiplas, seguido pelo teste de Dunnett, p< 0,05)
b diferente de GM (Friedman em blocos com repeti¢des multiplas, seguido pelo teste de Dunnett, p< 0,05)

c diferente de GK (Friedman em blocos com repeti¢c6es multiplas, seguido pelo teste de Dunnett, p< 0,05)

d diferente de GF (Friedman em blocos com repetices multiplas, seguido pelo teste de Dunnett, p< 0,05)
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Figura 12 - Laténcia para o reflexo do frémito cutdneo na pele integra da regido isquiatica (segundos)
(média) observada ap6s a administragdo de NaCl 0,9% (GC), crotalfina (GCRO), morfina
(GM), U50-488H (GK) ou fenilbutazona (GF), em cavalos PSA.



Tanto na regido escapular como na isquiatica, o estimulo térmico gerado pela
lampada (140<C) ocasionou queimadura cutdnea nos cavalos e a lesdo permaneceu
até o sétimo dia de aferi¢cdo (Figura 13).

Figura 13 — Lesado de pele decorrente de queimadura provocada pela exposi¢do ao foco de luz artificial
sete dias apds a aplicagcdo do estimulo térmico, na regido isquiatica de um equino PSA.

Na avaliacdo do limiar nociceptivo ao estimulo mecanico na regido escapular

(LNEMesc) em pele integra (Tabela 17 e na Figura 14) observou-se:
= entre tempos:

o em GC, TO foi maior que T3h, T6h, T12h, T24h, T2d, T3d e T5d;
em GCRO, TO foi maior que T3h, T2d, T3d, T5d e T7d;
em GM, TO foi maior que T3h, T6h e T12h;
em GK, TO foi menor que T6h e maior que T5d e T7d;
em GF, TO foi menor que T3h, T6h, T12h e maior que T7d.

o o o o

® entre grupos:
o em TO, GC foi maior que GCRO, GM, GK e GF; GM foi maior que GCRO e GF,;
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o em T3h, GK foi maior que GC, GCRO, GM and GF; GM foi maior que GC, GCRO
e GF; GC foi maior que GCRO; GF foi menor que GC e GCRO;

o em T6h, GM foi maior que GC, GCRO, GK e GF; GK foi maior que GCRO e GF;
GF e GC foram superiores a GK; GC foi maior que GCRO e GF.

o em T12h, GK foi maior que GC, GCRO, GM e GF; GM foi maior que GC, GCRO
e GF; GCRO foi maior que GF e menor que GC;

o em T24h e T5d, GK foi maior que GC, GCRO, GM e GF; GM foi maior que GC,
GCRO e GF.

o em T2d, GCRO foi maior que GC, GM, GK e GF;

o em T3d, ndo houve diferenca;

o em T7d, GK foi maior que GCRO.

Tabela 17 — Limiar nociceptivo ao estimulo mecanico (gramas) (média * erro padrao) observado apés a
administracdo de NaCl 0,9% (GC), crotalfina (GCRO), morfina (GM), U50-488H (GK) ou
fenilbutazona (GF), na pele integra da regido escapular de cavalos PSA.

Tempo GC GCRO GM GK GF
T0 261+27abcd 80+23 211+30ad 153+29 75423
T3h 17¥12*abcd 515 * 59+21 *ad 57+18 abd 2+2*a
T6h 104+25*abcd 5%5 141+29*acd 51#19*a d 0+0*
T12h 75,6823 *abc 39+17d 11126 *ad 284+29abd 0+0*
T24h 85+24*bc 21+11 15628 a d 29827 abd 5019
T2d 172+30 * a 86x23*bcd 222429 29729 158429
T3d 223+31°* 81+23 * 216+30 224430 68+22
T5d 193#45*b c 78422 * 255+30 ad 30828 *abd 135+28
T7d 224+31 120427 * 27330 294429 * a 214428 *

* diferente de TO (Kruskal-Wallis em blocos, seguido pelo teste de Dunn, p< 0,05)

a diferente de GCRO (Kruskal-Wallis em blocos, seguido pelo teste de Dunn, p< 0,05)
b diferente de GM (Kruskal-Wallis em blocos, seguido pelo teste de Dunn, p< 0,05)

c diferente de GK (Kruskal-Wallis em blocos, seguido pelo teste de Dunn, p< 0,05)

d diferente de GF (Kruskal-Wallis em blocos, seguido pelo teste de Dunn, p< 0,05)
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Figura 14 — Limiar nociceptivo ao estimulo mecénico (gramas) (média) observado apds a administragédo
de NaCl 0,9% (GC), crotalfina (GCRO), morfina (GM), U50-488H (GK) ou fenilbutazona (GF),
na pele integra da regido escapular de cavalos PSA.

Na avaliacdo do limiar nociceptivo ao estimulo mecanico na regido isquiatica
(LNEMisq) em pele integra (Tabela 18 e Figura 15) verificou-se:
® entre tempos:
O nao ocorreu mudanca significativa em GM e GK;
o em GC, TO foi maior que T3h, T6h, T12h e T24h;
o em GCRO, T0 foi maior que T3h;
o em GF, TO foi maior que T3h e T12h.
® entre grupos:
o em TO, GCRO foi maior que GC, GM, GK e GF; GC foi maior que GM, GK e GF;
GK foi maior que GM;
o em T3h, GCRO foi maior que GC, GM, GF e GK; GF foi menor que GC, GM e
GK;
o em T6h, GCRO foi maior que GC, GM, GK e GF;
o em T12h, GCRO foi maior que GC, GM, GK e GF; GK foi maior que GC e GF;
GM foi maior que GC e GF;
o em T24h, GC foi menor que GCRO, GM, GK e GF;
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o em T2d, ndo ocorreu mudanga significativa;

o em T3d, GCRO foi maior que GC, GM, GK e GF;

o em T5d, GCRO foi maior que GC, GM, GK e GF; GC foi maior que GM,;
o em T7d, GCRO foi maior que GM.

Tabela 18 — Limiar nociceptivo ao estimulo mecanico (gramas) (média * erro padrao) observado apés a
administragdo de NaCl 0,9% (GC), crotalfina (GCRO), morfina (GM), U50-488H (GK) ou
fenilbutazona (GF), na pele integra da regido isquiatica de cavalos PSA.

Tempo GC GCRO GM GK GF

TO 390+17abcd 438+8 b cd 276+29 326+27 b 280426
T3h 204+29*ad 316428 *b cd 269+29 281429 91+23 *bc
T6h 213+30* 361+24 213+29 298429 217430
T12h 167+28*abc 378+20bcd 209+29 298429 10724 *bc
T24h 2184+30*abcd 377122 263+29 292429 273429
T2d 30029 373+23 26330 313428 241427
T3d 315428 a 444+3bcd 224431 339+26 194427
T5d 365+24 ab 4470 b cd 236+29 324127 303+26
T7d 372+23 44710 b 292+29 359+24 376418

* diferente de TO (Kruskal-Wallis em blocos, seguido pelo teste de Dunn, p< 0,05)

a diferente de GCRO (Kruskal-Wallis em blocos, seguido pelo teste de Dunn, p< 0,05)
b diferente de GM (Kruskal-Wallis em blocos, seguido pelo teste de Dunn, p< 0,05)

c diferente de GK (Kruskal-Wallis em blocos, seguido pelo teste de Dunn, p< 0,05)

d diferente de GF (Kruskal-Wallis em blocos, seguido pelo teste de Dunn, p< 0,05)
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Figura 15 — Limiar nociceptivo ao estimulo mecéanico (gramas) (média) observado apds a administragédo
de NaCl 0,9% (GC), crotalfina (GCRO), morfina (GM), U50-488H (GK) ou fenilbutazona (GF),
na pele integra da regido isquiatica de cavalos PSA.
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Na avaliacdo do limiar nociceptivo ao estimulo mecéanico na regido escapular
(LNEMesc) em pele incisionada (Tabela 19 e Figura 16), observou-se:
= entre tempos:
o em GCRO, T0 foi menor que T3d e T5d; TO foi maior que T12h, T24h, T2d e T7d,
o em GM, TO foi maior que T6h, T12h, T24h, T2d, T3d, T5d e T7d;
o em GK, TO foi maior que T12h, T24h, T2d, T3d, T5d e T7d;
o em GF, TO foi menor que T24h, T3d e T5d; TO superou T6h, T12h, T2d e T7d.
= entre grupos:
o em TO, GK foi maior que GCRO e GF; GM foi maior que GCRO e GF;
o em T3h, GK foi maior que GM e GF; GF foi menor que GCRO e GM,;
o em T6h, GK foi maior que GCRO, GM e GF; GF foi menor que GCRO e GM;
o em T12h, GM foi maior que GCRO e GF; GF foi menor que GK;
em T2d, GF foi menor que GCRO e GM;
em T3d, GF foi menor que GCRO e GM; GF foi maior que GK;
o em T5d, GF foi maior que GM; GF foi menor que GCRO; GCRO foi maior que
GK;

o em T24h e T7d, ndo houve diferenca significativa.

O

O

Tabela 19 — Limiar nociceptivo ao estimulo mecénico (gramas) (média + erro padréo) observado na
regido escapular apds a administracao de crotalfina (GCRO), morfina (GM), U50-488H (GK)
ou fenilbutazona (GF), em cavalos PSA submetidos a modelo incisional de dor inflamatdria.

Tempo GCRO GM GK GF

TO 61+17 197+25ad 285+26ad 28+11
T3h 155+ 24 121 +20 158+22bd 1+0ab
T6h 56 + 16 41 +13*ad 202+28abd 2+0*ab
T12h 56 +17 * 59 +16* 22+8* 0+x0*c
T24h 38+15* 64 +£17 * 30+14* 54 +15*
T2d 61+18* 43 +15* 0+£0* 0+0*ab
T3d 72 +19* 69 +£17 * 42 +16 * 48+14*abc
T5d 100+21*c 15+9* 33+14* 50+15*ab
T7d 13+9* 7+6* 67 +21* 12+6*

* diferente de TO (Kruskal-Wallis em blocos, seguido pelo teste de Dunn, p< 0,05)

a diferente de GCRO (Kruskal-Wallis em blocos, seguido pelo teste de Dunn, p< 0,05)
b diferente de GM (Kruskal-Wallis em blocos, seguido pelo teste de Dunn, p< 0,05)

c diferente de GK (Kruskal-Wallis em blocos, seguido pelo teste de Dunn, p< 0,05)

d diferente de GF (Kruskal-Wallis em blocos, seguido pelo teste de Dunn, p< 0,05)
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Figura 16 — Limiar nociceptivo ao estimulo mecénico (gramas) (média) observado na regido escapular
apo6s a administracdo de NaCl 0,9% (GC), crotalfina (GCRO), morfina (GM), U50-488H (GK) ou
fenilbutazona (GF), em cavalos PSA submetidos a modelo incisional de dor inflamatéria.

Na avaliagdo do limiar nociceptivo ao estimulo mecénico na regido isquiatica

(LNEMisq) em pele incisionada (Tabela 20 e Figura 17), verificou-se:

= entre tempos:
o em GCRO, T0 foi menor que T3h;
o em GM, TO foi maior que T6h e T12h;
o em GK, TO foi maior que T12h;

o em GF, TO foi maior que T24h.

= entre grupos:
em TO, T24h, T2d, T5d e T7d, GF foi menor que GCRO, GM e GK;

em T3h, GCRO foi maior que GM, GK e GF; GF foi menor que GM e GK;
em T6h, GCRO foi maior que GM e GF; GK foi maior que GF;

em T12h, GCRO foi maior que GM, GK e GF;

em T3d, GF foi menor que GCRO, GM e GK; GCRO foi maior que GM;

O

0O

O
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Tabela 20 — Limiar nociceptivo ao estimulo mecanico na regido isquiatica (gramas) (média + erro padréo)
observado na regido isquiatica apés a administracdo de crotalfina (GCRO), morfina (GM),
U50-488H (GK) ou fenilbutazona (GF), em cavalos PSA submetidos a modelo incisional de

dor inflamatéria.

Tempo GCRO GM GK GF

T0 353+19 349 +18 336 £ 23 19324 abc
T3h 440+5*bcd 284 +23 297 +24 176 £23bc
T6h 348 +18Dbd 246 £23 * 304 £25d 187 £ 22
T12h 395+15bcd 267 +22* 244 + 28 * 228 + 23
T24h 387 +17 330 + 23 33624 159+23*abc
T2d 394 +16 321 +22 299 £ 27 194 +22abc
T3d 388+16Db 287 +24 351+24 214+20abc
T5d 374+16abc 373+20 397 £ 16 190 £ 22
T7d 388+14abc 328 £ 20 356 +23 132 +18

* diferente de TO (Kruskal-Wallis em blocos, seguido pelo teste de Dunn, p< 0,05)

a diferente de GCRO (Kruskal-Wallis em blocos, seguido pelo teste de Dunn, p< 0,05)
b diferente de GM (Kruskal-Wallis em blocos, seguido pelo teste de Dunn, p< 0,05)

c diferente de GK (Kruskal-Wallis em blocos, seguido pelo teste de Dunn, p< 0,05)

d diferente de GF (Kruskal-Wallis em blocos, seguido pelo teste de Dunn, p< 0,05)
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Figura 17 — Limiar nociceptivo ao estimulo mecanico (gramas) (média) observado na regido isquiatica
apos a administragédo de NaCl 0,9% (GC), crotalfina (GCRO), morfina (GM), U50-488H (GK) ou
fenilbutazona (GF), em cavalos PSA submetidos a modelo incisional de dor inflamatéria.
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Comparando-se os dados obtidos na afericdo do LNEMesc e LNEMisgq em pele

integra observou-se que os valores obtidos para a regido isquiatica foram superiores

aos valores observados na regido escapular em todos os tempos de GCRO e GF; T3h,
T12h e T24h de GM; TO, T3h, T6h e T3d de GK. Em nenhum momento os valores da

regido escapular foram maiores que aqueles observados na regido isquiatica. Esses

dados podem ser visualizados na Tabela 21 e na Figura 18.

Tabela 21 — Limiar nociceptivo ao estimulo mecanico (gramas) (média + erro padrdo) observado na
regido da escéapula (LNEMesc) e da regido isquiatica (LNEMisq), em pele integra de eqlinos
PSA tratados com crotalfina (GCRO), morfina (GM), U50-488H (GK) ou fenilbutazona (GF).

GCRO GM GK GF
Tempo LNEMesc LNEMisq LNEMesc LNEMisq LNEMesc LNEMisq LNEMesc LNEMisq

To 80+ 438+ 211+ 276+ 153+ 326+ 75+ 280+
23 8 # 30 29 29 27 # 23 26 #

T3h 5+ 316+ 59+ 269+ 57+ 281+ 2+ 91+
5 28 # 21 29 # 18 29 # 2 23 #

Teh 5+ 361+ 141+ 213+ 51+ 298+ 0+ 217+
5 24 # 29 29 19 29 # 0 30 #

T12h 39+ 378+ 111+ 209+ 284+ 298+ 0+ 107+
17 20 # 26 29 # 29 29 0 24 #

T24h 21+ 377+ 156+ 263+ 298+ 292+ 50+ 273+
11 22 # 28 29 # 27 29 19 20 #

T2d 86+ 373+ 222+ 263+ 297+ 313+ 158+ 241+
23 23 # 29 30 29 28 29 27 #

T3d 81+ 444+ 216+ 224+ 224+ 339+ 68+ 194+
23 3# 30 31 30 26 # 22 27 #

T5d 78+ 44+ 255+ 236+ 308+ 324+ 135+ 303+
22 0# 30 29 28 27 28 26 #

T7d 120+ 446+ 273+ 292+ 294+ 359+ 214+ 376+
27 0# 30 29 29 24 28 18 #

* diferente do valor verificado na regido escapular (teste Mann-Whitney Runk Sam, p<0,05)
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Comparando-se os valores obtidos na afericdo do LNEMesc e LNEMisq em pele
incisionada, nao houve diferenca significativa apenas no TO do GK; em todos os outros
tempos de todos os grupos os valores de LNEMisq foram superiores aos de LNEMesc.

Esses dados podem ser visualizados na Tabela 22 e na Figura 18.

Tabela 22 — Limiar nociceptivo ao estimulo mecanico (gramas) (média £ erro padrdo) observado na
regido da escapula (LNEMesc) e da regido isquiatica (LNEMisq), em pele incisionada de
equinos PSA tratados com crotalfina (GCRO), morfina (GM), U50-488H (GK) ou
fenilbutazona (GF).

GCRO GM GK GF

Tempo LNEMesc LNEMisq LNEMesc LNEMisq LNEMesc LNEMisq LNEMesc LNEMisq

To 61+ 353 + 197 + 349 + 285 + 336 + 28 + 193 +
17 19# 25 18# 26 23 11 24 #

T3h 155 + 440 * 121 + 284 + 158 + 297 £ 1+ 176 +
24 5# 20 23# 22 24 # 0 23 #

Teh 56 + 348 + 41 + 246 + 202 + 304 + 2+ 187 +
16 18 # 13 23# 28 25# 0 22 #

T12h 56 + 395 + 59 + 267 £ 22+ 244 £ 0+ 228
17 15# 16 22 # 8 28 # 0 23 #

T24h 38+ 387 £ 64 + 330 £ 30+ 336 + 54 + 159 +
15 17# 17 23 # 14 24 # 15 23 #

T2d 61+ 394 = 43 + 321 % 0+ 299 £ 0+ 194 +
18 16 # 15 22 # 0 27 # 0 22 #

T3d 72+ 388 + 69 + 287 £ 42 + 351+ 48 + 214 +
19 16 # 17 24 # 16 24 # 14 20 #

T5d 100 + 374 £ 15+ 373 £ 33+ 397 £ 50 + 190
21 16 # 9 20# 14 16 # 15 22 #

174 13+ 388 + 7+ 328 £ 67 356 * 12 + 132 +
9 14 # 6 20# 21 23 # 6 18#

* diferente do valor verificado na regido escapular (teste Mann-Whitney Runk Sam, p<0,05)
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Na comparacdo entre os valores obtidos de LNEMesc entre pele integra e
incisionada, observou-se que os valores encontrados na pele integra foram superiores
aos valores verificados na pele incisionada em GCRO nos tempos T2d, T3d e T7d; GM
nos tempos T12h, T24h, T2d, T3d, T5d e T7d; GK nos tempos T12h, T24h, T2d, T3d,
T5d e T7d; GF nos tempos T2d, T3d, T5d e T7d. Os valores encontrados na pele
incisionada foram superiores aos valores verificados na pele integra em GCRO nos
tempos T3h, T6h, T24h e T5d; GM no tempo T3h; GK nos tempos TO, T3h e T6h; GF

nos tempo T24h. Tais dados estdo exibidos na Tabela 23 e na Figura 18.

Tabela 23 — Limiar nociceptivo ao estimulo mecanico (gramas) (média + erro padrédo) observado em pele
integra ou incisionada na regido da escapula (LNEMesc) de eqlinos PSA tratados com
crotalfina (GCRO), morfina (GM), U50-488H (GK) ou fenilbutazona (GF).

GCRO GM GK GF
Tempo integra  incisionada integra incisionada integra incisionada integra incisionada
T0 80+ 61 + 211+ 197 + 153+ 285+ 75+ 28 +
23 17 30 25 29 26 & 23 11
T3h 5+ 155 + 59+ 121 + 57+ 158 + 2+ 1+
5 24 & 21 20 & 18 22 & 2 0
Téh 5+ 56 = 141+ 41 + 51+ 202 (023 2+
5 16 & 29 13 19d 28 & 0 1
T12h 39+ 56 = 111+ 59 % 284+ 22 £ (023 0z
17 17 26 16 & 29 8 & 0 0
T24h 21+ 38+ 156+ 64 + 298+ 30+ 50+ 54 +
11 15 & 28 17 & 27 14 & 19 15 &
T2d 86+ 61+ 222+ 43 + 297+ 0z 158+ 0+
23 18 & 29 15 & 29 0& 29 0&
T3d 81+ 72 + 216+ 69 + 224+ 42 + 68+ 48 £+
23 19& 28 17 & 30 16 & 22 14 &
T5d 78+ 100 £ 255+ 15+ 308+ 33+ 135+ 50 =
22 21 & 30 9& 28 14 & 28 15 &
T7d 120+ 13+ 273+ 7+ 294+ 67 214+ 12 +
27 9& 30 61 & 29 21 & 28 6 &

& diferente do valor verificado na pele integra (teste Mann-Whitney Runk Sam, p<0,05)
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Na comparacdo entre os valores obtidos de LNEMisg entre pele integra e
incisionada, observou-se que os valores encontrados na pele integra foram superiores
aos valores verificados na pele incisionada em GCRO em TO, T5d e T7d; GF nos
tempos T24h, T2d, T5d e T7d. Os valores encontrados na pele incisionada foram
superiores aos valores verificados na pele integra em GCRO no tempo T3h; GM nos
tempos T3d e T5d; GF nos tempos T3h e T12h. Esses achados encontram-se ilustrados
na Tabela 24 e na Figura 18.

Tabela 24 — Limiar nociceptivo ao estimulo mecéanico (gramas) (média + erro padréo) observado em pele
integra ou incisionada na regido isquiatica (LNEMisq) de equinos PSA tratados com crotalfina
(GCRO), morfina (GM), U50-488H (GK) ou fenilbutazona (GF).

GCRO GM GK GF
Tempo integra incisionada integra incisionada integra incisionada integra incisionada
To 438+ 353+ 276+ 349 326+ 336 = 280+ 193 +
8 19& 29 18 27 23 26 24
T3h 316+ 440 269+ 284 + 281+ 297 91+ 176 +
28 5& 29 23 29 24 23 23 &
Téh 361+ 348 + 213+ 246 + 298+ 304 + 217+ 187 +
24 18 29 23 29 25 30 22
T12h 378+ 395 + 209+ 267 298+ 244 + 107+ 228 +
20 15 29 22 29 28 24 23 &
T24h 377+ 387 + 263+ 330 292+ 336 273+ 159 +
22 17 29 23 29 24 29 23 &
T2d 373+ 394 + 263+ 321 % 313+ 299 + 241+ 194 +
23 16 30 22 28 27 27 22 &
T3d 444+ 388 + 224+ 287 + 339+ 351 + 194+ 214 +
3 16 31 24 & 26 24 27 20
T5d 447+ 374 + 236+ 373+ 324+ 397 + 303+ 190 +
0 16 & 29 20 & 27 16 26 22 &
T7d 447+ 388 + 292+ 328 + 359+ 356 + 376+ 132 +
0 14 & 29 20 24 23 18 18 &

& diferente do valor verificado na pele integra (teste Mann-Whitney Runk Sam, p<0,05)
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Figura 18 — Limiar nociceptivo ao estimulo mecéanico (gramas) (média + erro padréo) observado em pele
integra ou submetida a modelo incisional de dor inflamatéria na regido escapular ou isquiatica
de cavalos PSA tratados com crotalfina (A), morfina (B), U50-488H (C) ou fenilbutazona (D).



60

DISCUSSAO

Os estimulos nociceptivos sdo conduzidos por diferentes fibras sensitivas e
estimulam os receptores glutaminérgicos no corno dorsal da medula espinhal. O
sistema opioidérgico modula a resposta nociceptiva produzindo efeito antinociceptivo
periférico pronunciado no tecido inflamado (STEIN, 1993; ANTONIJEVIC et al., 1995;
TRUONG et al.,, 2003). A expressdo de receptores e sua distribuicdo no tecido
lesionado (HASSAN et al., 1993; CAHILL et al., 2003) interferem na poténcia dos
agonistas opidides de acordo com a natureza do estimulo e o tecido lesionado
(MILLAN, 1986) e conforme o estagio da reacdo inflamatéria, ha ativacdo dos
receptores opioides periféricos (STEIN, 1993). A distribuicdo espinhal dos receptores
mu se da por toda a medula, enquanto os receptores kappa e delta restringem-se,
respectivamente, aos segmentos lombo-sacro e cervical (CHRUBASIK et al., 1993;
SINATRA, 1993). Sabe-se que os agonistas kappa estdo implicados na sedacédo e
analgesia isentas de efeitos sobre a frequéncia cardiaca e temperatura corporal
(KAMERLING et al., 1985; KAMERLING et al., 1989). O U50-488H é considerado o
agonista kappa padrdo (DHAWAN et al., 1989; RANG et al., 2004a) e, em equinos, gera
analgesia ao aumentar o limiar nociceptivo, além de promover sedacdo e efeitos
colaterais minimos (KAMERLING et al., 1988).

Como a crotalfina € um agonista de receptores kappa, espera-se que muitas das
observagbes obtidas com o U50-488H lhes sejam comuns. Da mesma forma, os
estudos realizados com a administracdo do veneno crotalico favorecem a obtencao de
subsidios para que se interprete o efeito antinociceptivo da crotalfina, em equinos.

Assim, na avaliagdo da laténcia para o frémito cutaneo na regido escapular e
isquiatica verificou-se que o efeito produzido pela crotalfina foi praticamente nulo,
corroborando com STEIN (1993) e ANTONIJEVIC et al. (1995) que inferem que agao
antinociceptiva dos agonistas opidides é pronunciada no tecido inflamado, mas pouco
evidente em tecidos integros. Neste particular, foi similar o efeito também observado
para a morfina. O U50-488H superou as expectativas ao aumentar a laténcia ao

estimulo térmico entre T30 e T60, mas notou-se reducdo dessa resposta nos periodos
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subsequentes. Possivelmente, um dos aspectos a ser enfocado € o fato da crotalfina
induzir a liberagédo de IL-10 e, portanto, exercer acao antiinflamatoria (FIORENTINO et
al., 1991; WALL MALEFYT et al., 1991). Por outro lado, a aplicacdo do estimulo térmico
sobre o mesmo ponto pode ter favorecido a instalacdo de hiperalgesia (LEMONICA &
PEREIRA, 1992). Ndo ha duvida que o modelo de estimulacdo térmica seja valido para
avaliar o efeito da crotalfina, pois j& se empregou com sucesso o modelo da placa
guente em ratos submetidos a administracdo do veneno crotalico (BRIGATTE et al.,
2001), no qual a crotalfina mostrou-se analgésica.

Na avaliacdo do limiar nociceptivo ao estimulo mecénico em pele integra, a
crotalfina foi mais eficiente, mas ainda é preciso considerar que o efeito antinociceptivo
das agonistas opidides € mais pronunciado no tecido inflamado (STEIN, 1993;
ANTONIJEVIC et al., 1995). Nesta avaliacdo houve diferenca de agédo da crotalfina
conforme o local de avaliagdo, sendo que na regido escapular o U50-488H foi o
farmaco que promoveu melhor resposta, mas na regido isquiatica a crotalfina mostrou-
se mais eficaz. No modelo de estimulagcdo mecénica, a crotalfina foi importante,
principalmente quando o estimulo foi realizado na regido isquiatica, exibindo a
importanica da distribuicdo lombo-sacra dos receptores kappa na medula espinhal
(CHRUBASIK et al, 1993; SINATRA, 1993), fato que favorece a resposta
antinociceptiva na regiao isquiética.

Ao aferir o limiar nociceptivo ao estimulo mecanico em pele incisionada nota-se
melhor a acdo da crotalfina. A crotalfina mostra maior capacidade de elevar o limiar
nociceptivo na regido isquiatica, pois este farmaco interage com receptores kappa, que
se concentram na regido lombo-sacra da medula espinhal (CHRUBASIK et al., 1993;
SINATRA, 1993), deixando claro que a localizacdo dos receptores kappa e o local da
injaria sdo importantes para que o farmaco induza analgesia satisfatoria. Como se
utilizou modelo experimental de dor inflamatéria, os relatos prévios de efeito
antinociceptivo apos a administracdo do veneno de cascavel em roedores submetidos a
diferentes modelos experimentais de dor inflamatoria podem ser extrapolados (GIORGI
et al., 1993; PICOLO et al., 2000; BRIGATTE et al., 2001; PICOLO & CURY, 2004). No

modelo da hiperalgesia induzida por carragenina em ratos, uma unica dose preventiva
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do veneno promoveu efeito analgésico potente quando o estimulo foi realizado no
membro pélvico (PICOLO et al., 1998), efeito antiinflamatério sobre o edema por até
sete dias e sobre a migracao celular por até 21 dias (NUNES et al., 2007). Diante da
evidéncia que o veneno de cascavel possui atividade antiinflamatoéria, seu efeito
antinociceptivo é melhor quando a administracdo ocorra ap0s o inicio da inflamacao
(NUNES et al., 2007), conforme foi realizado neste experimento. Assim, fica 6bvio que
para a agao antinociceptiva promovida pela injecdo intravenosa de crotalfina seja
maxima, em equinos, existe dependéncia da presenca de reacao inflamatdria e, ainda,
da localizag&o da injuria.

O tempo de acdo da crotalfina € melhor explorado ao se utilizar a regido
isquidtica submetida ao modelo incisional de dor inflamatoria. Notam-se duas fases
importantes, sendo que a primeira vai de TO a T6h, quando a forca necessaria para
provocar reacao aversiva € significativamente maior que os valores encontrados em
pele intergra. Uma segunda fase vai de T6h até T3d, quando o limiar nociceptivo ao
estimulo mecénico é igual ao verificado em pele integra, evidenciando que o farmaco
conseguiu combater a instalacdo da hiperalgesia, evitando estados hipernociceptivos.
SO ap6s T3d nota-se que a regido lesionada apresenta limiar menor que o da pele
integra, mostrando que o farmaco ja ndo € capaz de impedir a hiperalgesia.

A antinocicepc¢éao prolongada da crotalfina corrobora com os relatos sobre a acao
do veneno crotalico que evidenciam efeito analgésico potente e duradouro (PICOLO et
al., 1998), além de acdo antiinflamatoria importante por até sete dias e sobre a
migracdo celular por até 21 dias (NUNES et al., 2007) devido a menor liberagédo de
prostaglandinas, inalteracdo da expressédo protéica de COX; e nédo inducdo da
expressao de COX; por até 24 horas apés a injecdo (MOREIRA et al., 2007). Esses
sinais de efeito antiinflamatdrio ocorrem porque o veneno crotélico aumenta a liberacéo
da citocina antiinflamatéria IL-10 (FIORENTINO et al., 1991; WAAL MALEFYT et al.,
1991) e eleva o nivel plasméatico de glicocorticéides por meio da estimulacdo do eixo
adrenal-hipofise-hipotalamo (CHISARI et al., 1998). Estes eventos sdo evidentes nas
vitimas de acidentes ofidicos com a serpente Crotalus durissus terrificus, pois ndo se

verifica reacdo inflamatoria significante no local da picada e, ainda, ha relato de
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analgesia na éarea afetada (SOUSA E SILVA et al., 1996). Esses relatos do efeito
antiinflamatoério promovido pelo veneno podem ser utilizados para explicar a acao da
crotalfina e explicar e tempo prolongado da acéao anti-hipernociceptiva.

Outro aspecto a se considerar é a possivel capacidade da crotalfina em inibir a
sensibilizagdo central, o que justificaria o efeito anti-hipernociceptivo por até trés dias,
como foi observado. Sabe-se que os estimulos nocivos mecéanicos ou térmicos
sensibilizam o0s nociceptores especificos e causam hiperalgesia primaria na regido
lesionada e inflamada, além da hiperalgesia secundaria evidenciada pela maior
sensibilidade na &rea nédo lesionada ao redor da injuria, refletindo as alteracdes
decorrentes da sensibilizacdo central (STUBHAUG et al.,, 1997; FINE & ASHBURN,
1998). Quanto aos opioides, ja foi comprovado que a administracdo sistémica
preventiva de doses baixas de morfina inibe a sensibilizacdo central e,
consequentemente, os estados hipernociceptivos. Todavia, apos estabelecimento da
sensibilizacdo central sdo necessarias maiores doses de morfina para que se alcance
analgesia adequada, o que pode promover efeitos colaterais (WARNCKE et al., 2000).
Assim, ha melhor analgesia pos-operatoria se os opidides forem administrados de modo
preventivo (KEEGAN et al., 1995) devido a prevencado da sensibilizagdo central que é
comprovada pela reducao da dor e retardo da necessidade de analgesia pos-cirdrgica
em humanos pré-tratados com opidides (SCULL et al., 1998). Assim, o longo periodo de
acao anti-hipernociceptiva da crotalfina provavelmente se deva a capacidade deste
farmaco de combater a sensibilizagdo central e, consequientemente, inibir os estados
hipernociceptivos. Ademais, embora o farmaco néo tenha sido aplicado antes da injuria,
foi administrado imediatamente ap0s a sutura, o que talvez ainda tenha favorecido a
prevencéo da hiperalgesia.

Neste estudo utilizou-se a dose de crotalfina (3,8 ng/kg) que foi calculada por
escalonamento logaritico a partir da extrapolagdo alométrica da dose de crotalfina
administrada com sucesso em ratos e, posteriormente, estudada por meio de avaliacdo
comportamental. Portanto, ndo se realizou a curva dose-efeito da crotalfina em relacéo
ao efeito antinociceptivo. Assim, embora seja conhecido que os opibdides atuem melhor
mediante tecido inflamado (CHISARI et al., 1998; MOREIRA et al., 2007; NUNES et al.,
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2007), talvez o aumento da dose de crotalfina poderia promover maior eficiéncia na
instalacdo de efeito anti-nociceptivo, inclusve em pele integra. Outro aspecto € que a
analgesia gerada pela ativacdo dos receptores kappa geralmente esta associada a
analgesia visceral (THURMON et al., 1996), comprovado pela analgesia eficiente apés
0 uso de butorfanol em equinos portadores de disturbios gastrintestinais (DUCHARME,
2003; GLEED, 2003) e, no presente estudo aferiu-se a presenca de desconforto em
tecido somatico. Embora CHRUBASIK et al. (1993) e SINATRA (1993) relatem que 0s
receptores kappa nao interfiram na nocicep¢cdo somatica, em gatos ja foi demonstrado
gue doses baixas de butorfanol promovem analgesia visceral efetiva e prolongada por
até seis horas, mas com doses mais altas pode-se obter analgesia somatica por até
duas horas (WAGNER, 1999). Dessa forma, € possivel sugerir que como neste estudo
observou-se analgesia somética com o uso de 3,8ng/kg de crotalfina, provavelmente
esta dose j& seria capaz de promover analgesia visceral efetiva em equinos, mas isto
ainda requer estudos futuros.

Assim, provavelmente a crotalfina possa ser indicada como um analgésico
eficiente no combate a dor em equinos e futuros estudos que avaliem a acdo da
crotalfina frente a modelos de dor que incluam a participacédo de cavalos portadores de
processos algicos de origem visceral e somatica, assim como pesquisas que avaliem
outros protocolos de administracdo da crotalfina, poderdo auxiliar o uso deste farmaco
na espécie equina. Além disso, a realizacdo de pesquisas sobre a utilizacdo da
crotalfina em outras espécies animais e no ser humano surge como uma importante

alternativa terapéutica para beneficiar a satude e o bem-estar desses individuos.

CONCLUSAO

A administracdo intravenosa de crotalfina (3,8ng/kg), em equinos, gera efeito
antinociceptivo por até seis horas e inibe a instalacdo de estados hipernociceptivos por
ate trés dias, em modelo incisional de dor inflamatéria realizado em regido isquiatica. O
uso de crotalfina em pele integra e em regido escapular incisionada ndo promove efeito

antinociceptivo relevante.
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Apéndice A - Ordem aleatdria dos equinos PSA utilizados na avaliagdo comportamental dos efeitos
promovidos por NaCl 0,9% (GC), crotalfina (GCROa, GCROb e GCROc) ou U50-488H

(GK):
. GCROa GCROb GCROG GK
Dia do estudo GC (1.4 ng/kg) (2.2 ng/kg) (3,8 ng/kg) (160 pg/Kg)
1 5F 5M
> 2F oM
3 3F 3M
4 8M 8F
5 6F 6M
6 M 1F
7 ™ 7F
8 aF aM
9 5F 5M
10 oF oM
11 oM oF
12 3aMm 3F
13 8M 8F
14 6F 6M
15 ™ 7F

M = macho; F = fémea



7

Apéndice B - Ordem dos equinos PSA usados na avaliagdo dos efeitos clinicos causados por crotalfina,

morfina, U50-488H, fenilbutazona ou NaCl 0,9%:

Dia do NacCl 0,9% Crotalfina Morfina U50-488H Fenilbutazona

Estudo
1 4F
2 3M 4F
3 3M 4F
4 1M 3M AF
5 8M /1M 3M 4F
6 1M/ 8M 3M 4F 9F
7 1M/ 8M 3M 6M 4F 9F
8 1M/ 8M 3M 6M 6F / 9F
9 1F/ 1M/ 8M 6M 6F / 9F
10 IM/8M/ 1F 4AM 6M 6F / 9F
11 8M/ 1F 4M 6M 6F / 9F
12 8M/ 1F 4M 6M 7™ / 6F /| 9F
13 1F 4M 6M TF 7™ | 6F
14 1F 4M TF 7™ | 6F
15 1F 4M TF ™
16 4M TF ™
17 TF 3M/7M
18 5F TF 3F/7M /[ 3M
19 2F / 5F 5M TF 3M/3F
20 5F/ 2F 9M / 4F / 5M 3M/3F
21 5F/ 2F 9M / 4F | 5M 6M /1M 3M/3F
22 5F/ 2F 9M / 4F | 5M 6M /1M 3M/3F
23 5F/ 2F 9M / 4F | 5M 6M /1M 3M/3F
24 5F/ 2F 9M / 4F | 5M 6M /1M 3F
25 2F 2M / 6F 9M / 4F | 5M 6M /1M
26 ™ 1F/ 2M | 6F 9M / 4F 6M /1M
27 ™ 1F/2M/ 6F 9F / 6M /1M 8M
28 ™ 1F/2M/ 6F 9F 8M
29 ™ 1F/2M /[ 6F 9F 8M
30 ™ 1F/2M/ 6F 9F 8M
31 ™ 1F/2M [ 6F 9F 8M
32 ™ 1F 9F 8M
33 8F oF 8M
34 8F 7F
35 8F 3F/7F 3M
36 8F 3F/ 7F 3M
37 8F 3F/ TF 3M
38 8F 3F/ 7F 3M
39 8F 3F/ TF 3M
40 3F/ 7F 3M
41 3F 3M

M = macho; F = fémea
letra preta indica o inicio de cada ensaio e, em cinza, os outros seis dias de afericdo de cada animal
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Apéndice C - Ordem aleatéria dos eqliinos PSA utilizados para verificar o efeito antinociceptivo gerado
pela administracdo intravenosa de crotalfina, morfina, U50-488H, fenilbutazona ou NaCl
0,9%, em pele integra:

EDsl,?ug?) NaCl 0,9% Crotalfina Morfina U50-488H Fenilbutazona
1 4F
2 4F
3 4F
4 M 4F
5 8M /1M 4F
6 1M/ 8M 4F 9F
7 1M/ 8M 6M 4F 9F
8 1M/ 8M 6M 6F / 9F
9 1F/ 1M/ 8M 6M 6F / 9F
10 IM/8M/1F ™ 6M 6F / 9F
11 8M/ 1F ™ 6M 6F / 9F
12 1F ™ 6M ™M/ 6F | 9F
13 1F ™ 6M 7F 7™ | 6F
14 1F ™ 7F 7™M | 6F
15 1F ™ 7F ™
16 ™ 7F ™
17 7F 3M/ 7M
18 5F TF 3F/7M/3M
19 2F / 5F 5M 7F 3M/3F
20 5F/ 2F 9M / 4F /| 5M 3M/3F
21 5F/ 2F 9M / 4F | 5M 6M/ 1M 3M/3F
22 5F/ 2F 9M / 4F /| 5M 6M /1M 3M/3F
23 5F/ 2F 9M / 4F /| 5M 6M /1M 3M/3F
24 5F/ 2F 9M / 4F /| 5M 6M /1M 3F
25 2F 8M / 6F 9M / 4F /| 5M 6M /1M
26 2M 1F/ 8M / 6F o9M / 4F 6M /1M
27 2M 1F/8M/6F 9F / 6M / 1M aM
28 2M 1F/8M /6F 9F 4M
29 2M 1F/8M/6F 9F 4M
30 2M 1F/8M /6F 9F 4M
31 2M 2M / 1F / 8M / 6F 9F 4M
32 2M 1F/ 2M 9F 4M
33 8F / 2M 9F 4M
34 8F /2M 7F
35 8F/2M 3F/ 7F 3M
36 8F /2M 7F / 3F 3M
37 8F / 2M 7F | 3F 3M
38 8F 7F | 3F 3M
39 8F 7F | 3F 3M
40 7F | 3F 3M
41 3F 3M

M = macho; F = fémea
letra preta indica o inicio de cada ensaio e, em cinza, os outros seis dias de afericdo de cada animal
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Apéndice D - Ordem aleatéria dos equinos PSA submetidos a modelo incisional de dor inflamatoria para
verificar o efeito antinociceptivo gerado pela administracéo intravenosa de crotalfina, morfina,
U50-488H ou fenilbutazona:

Dia do

Crotalfina Morfina U50-488H Fenilbutazona

Estudo

1 2M 8M

2 2M M 7™M / 8M

3 2M 9M 4F | 1M 8M /7M

4 8F / 2M oM 1M/ 4F 9F/8M/7TM

5 6F / 2M | 8F 6M / 9M 1M/ 4F 8M/7M/9F

6 2M / 8F | 6F 6M / 9M 1M/ 4F 8M/7M /[ 9F

7 1F/ 2M/ 8F | 6F 6M / 9M 1M/ 4F 5F/8M/7M/9F

8 AM | 8F / 6F | 1F 6M / 9M 3M /1M /[ 4F 5F/7M [ 9F

9 8F/6F/1F / 4M 2F / 6M [/ 9M 7F / 3M | 4F 5F / 9F

10 1M/ 8F/6F/1F/ 4M 5M/6M/9M [ 2F 3M/7F 5F / 9F

11 6F / 1F / 4M [ 1M 6M /9M / 2F / 5M 2M / 3M | TF 5F

12 1F/ 4M /1M 4F | 2F | 5M 3M/7F/2M 5F

13 1F / 4M /1M 2F / 5M [ 4F 3M/7F/2M 6F / 5F

14 AM | IM 8F/ 2F / 5M [ 4F 3M/7F/2M 6F

15 1M 2F /5M [ 4F | 8F 9F/ 7F | 2M 9M / 6F

16 1M 5M / 4F | 8F 2M / 9F 6F / 9M

17 4F | 8F 2M / 9F 6F / 9M

18 4F | 8F oF 6F / 9M

19 8F 9F 6F / 9M

20 8F 9F oM

21 9F oM

M = macho; F = fémea
letra preta indica o inicio de cada ensaio e, em cinza, 0s outros seis dias de afericdo de cada animal
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Apéndice E — Numeragdo dos filamentos de von Frey com os correspondentes valores em forca
(gramas), didmetros e converséo logaritmica

+2

Filamento Forca Diametro Log Log
1,65 0,005 0,064 -2,35 -0,35
2,36 0,023 0,076 -1,64 0,36
2,44 0,028 0,102 -1,56 0,44
2,83 0,068 0,127 -1,17 0,83
3,22 0,166 0,152 -0,78 1,22
3,61 0,407 0,178 -0,39 1,61
3,84 0,692 0,203 -0,16 1,84
4,08 1,202 0,229 0,08 2,08
4,17 1,479 0,254 0,17 2,17
4,31 2,041 0,305 0,31 2,31
4,56 3,63 0,356 0,66 2,66
4,74 5,495 0,381 0,74 2,74
4,93 8,511 0,406 0,93 2,93
5,07 11,749 0,432 1,07 3,07
5,18 15,136 0,483 1,18 3,18
5,46 28,84 0,559 1,46 3,46
5,88 75,858 0,711 1,88 3,88
6,1 125,892 0,813 2,1 4,1
6,45 281,838 1,016 2,45 5,45

6,65 446,683 1,143 2,65 4,65
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