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OLIVEIRA, FA. Efeito antinociceptivo, gastrointestinal e na atividade
locomotora espontanea da administracdo intravenosa de metadona em
equinos. Botucatu. 2011. 67p. Dissertacédo (Mestrado). Faculdade de Medicina
de Botucatu da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”,
campus de Botucatu.

RESUMO

As substancias mais potentes utilizadas para o alivio da dor conhecidas sao os
opioides. No entanto, estes farmacos ndo sdo amplamente utilizados em
equinos, devido ao substancial estimulo simpatico, excitacdo do sistema
nervoso central e reducdo da motilidade do trato gastrointestinal observados
guando administrados principalmente pela via intravenosa (IV). Objetivou-se
avaliar os efeitos da metadona na antinocicepc¢do, na atividade locomotora
espontanea e na motilidade gastrointestinal de equinos tratados com metadona
IV. Foram utilizados seis equinos adultos em um delineamento em blocos
aleatorizados. Cada animal foi submetido a trés tratamentos: salina (controle),
metadona (0,2 mg/kg — MET0,2) e metadona (0,5 mg/kg — MET0,5) pela via 1V,
com intervalo minimo de 1 semana entre cada tratamento. Foi avaliado o efeito
antinociceptivo por meio da laténcia para o reflexo de retirada do membro
(LRRM) com uma lampada de projecéo de calor e voltagem para o reflexo de
retrada do membro (VRRM) apds estimulo elétrica (fase 1); atividade
locomotora espontdnea (ALE) em baias comportamentais por meio da
interrupcao de feixes de raios infravermelho (fase 2) e motilidade intestinal por
meio de escores de auscultacdo (fase 3). As variaveis paramétricas foram
analisadas pela ANOVA seguida pelos testes de Dunnett ou Tukey. Para a
ALE e auscultacéo intestinal foi ajustado um modelo linear generalizado para
medidas repetidas considerando o erro aleatério assumindo distribuicdo de
Poisson e funcdo de ligacdo log. As diferengas foram consideradas
significantes quando p< 0.05. Para o estimulo nociceptivo elétrico ndo foram
realizados os testes com a dose 0,5 mg/kg IV de metadona. No teste
nociceptivo térmico, ndo houve aumento no tempo de LRRM no grupo METO0,2,
no entanto, apdés a administracdo de 0,5 mg/kg de metadona IV, houve

aumento no tempo de LRRM aos 15 e 30 minutos em relacdo aos valores



basais e em relacdo aos grupos controle e MET0,2, elevando-se de 3,21
segundos (média) para 8,61 e 9,11 segundos, respectivamente (p<0,05). A
VRRM aumentou significativamente em relacdo ao basal em todos os
momentos no grupo MET0,2, mas nao diferiu significativamente do grupo
controle. Houve aumento dose-dependente na ALE, perdurando dos cinco
minutos até 2 horas no grupo METO0,5, em relacdo ao basal e ao grupo controle.
No grupo METO0,5 houve reducdo significativa da motilidade intestinal aos 15
minutos perdurando por 2 horas. Conclui-se que a metadona, na dose de 0,5
mg/kg, produz efeito antinociceptivo de curta duracdo para o estimulo
nociceptivo térmico, com aumento da ALE e reducdo nos escores de

auscultacao intestinal.

Palavras-chaves: analgesia, antinocicepcdo, atividade locomotora

espontanea, equinos, metadona, motilidade intestinal.
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auscultation scores, and spontaneous locomotor activity in horses.
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Abstract

Opioids are the most potent substances used for pain relief. However, these
drugs are not widely used in horses, due to substantial sympathetic stimulation,
excitement of the central nervous system and decreased of the gastrointestinal
motility observed when opioids are administered intravenously. The effects of
methadone on antinociception, spontaneous locomotor activity and
gastrointestinal motility were investigates. Six adult horses were used in a
randomized crossover design. Each animal was subjected to three treatments:
saline (control), methadone (0.2 mg / kg - METo0.2) and methadone (0.5 mg / kg
- METo0.5) intravenously (IV), within 1 week between each treatment. The
antinociceptive effect was evaluated by the hoof- withdrawal reflex latency
(HWRL) after painful stimulation with a heat lamp and voltage for the withdrawal
reflex of the limb (VRRM) after electrical stimulation (phase 1). Spontaneous
locomotor activity (SLA ) was investigated in a behavior box by use of infrared
photoelectric sensors (phase 2) and gastrointestinal motility by abdominal
auscultation (phase 3). Parametric variables were analyzed by ANOVA followed
by Dunnett or Tukey test. For SLA and abdominal auscultation was fitted the
generalized linear models with Poisson error and log link function for repeated
data. Differences were considered significant when P <0.05. No electrical
noxious stimulation test was performed with the dose of 0.5 mg/kg methadone
IV. The HWRL did not increase in animals treated with MET0,2. However, after
administration of 0.5 mg/kg of methadone IV, HWRL increased significantly at
15 and 30 minutes compared to baseline and control groups and METO0,2, rising
from 3,21 seconds (average) to 8.61 and 9.11 seconds respectively (P
<0.05). VRRM increased significantly from baseline at all time points in group
METo 2, but did not differ significantly from control group. There was a dose-
dependent increase in SLA, lasting from 5 minutes to 2 hours in group METO0,5

when compared with baseline values and control group. The abdominal



auscultation scores decreased significantly from baseline from 15 minutes to 2
hours in animals treated with METO0,5,. Methadone produces antinociceptive
effect of short duration for thermal stimulus, but increases SLA, produce

adverse behavioral effects, and causes a reduction in gastrointestinal motility.

Key-words: antinociception, abdominal auscultation, methadone, spontaneous

locomotor activity, horses.
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1. Introducéo

Os opioides sao amplamente utilizados no tratamento da dor em medicina
veterinaria e humana, além de serem utilizados como agentes analgésicos em
anestesia balanceada. Estes agentes interagem com receptores opioides localizados
no Sistema Nervoso Central (SNC) e em tecidos periféricos (y, 6, k) (Yaksh, 1997).

A administracdo da maioria dos opioides agonistas ou agonistas-antagonistas
em cavalos adultos produz graus variados de analgesia, moderada sedacdo,
tremores musculares e aumento da resposta a estimulo sonoro (Muir, 1991). A
estimulacdo dos receptores opioides y causa analgesia, fendmeno excitatério,
bradicardia e depressao respiratoria (Szoke et al., 1998).

Ha uma crescente demanda e necessidade de terapia antélgica em equinos.
Assim como em outras espécies, a clinica equina necessita de farmacos analgésicos
para promover alivio ou prevenir a dor, aléem de produzir contencdo quimica
adequada para exames clinicos e procedimentos cirargicos menores (Schatzmann et
al., 2001). No entanto, a utilizacdo de opioides em equinos ainda é limitada, devido
ao substancial estimulo simpatico e excitacdo do SNC observados quando
administrados pela via IV (Kamerling et al., 1985b), aliado ao aumento da atividade
locomotora e reducéo na motilidade gastrointestinal (Muir, 1991; Mama et al., 1993;
Carregaro et al., 2006). Por outro lado esses sinais clinicos podem ser abolidos ou
diminuidos com a administracao de opioides antagonistas u ou com pequenas doses
de tranquilizantes ou sedativos (Muir, 1991).

Historicamente, a dor tem sido negligenciada em grandes animais, no entanto
na ultima década houve avancgo consideravel no seu tratamento. A dor ainda nao é
tratada de forma apropriada, devido principalmente a falta de conhecimento com
relacdo ao tratamento e o medo dos efeitos colaterais. No Brasil, em pesquisa
recente, observou-se que as preocupacdes sobre 0s aspectos negativos do uso de
opioides em equinos foram, o risco de excitacdo (78%) e a sindrome colica (80%)
(Lorena et al., 2010). Demonstrou-se também que o farmaco mais utilizado para o
tratamento da dor pds-operatdria em equinos e bovinos foi o flunixin meglumine
(83%) e que foram administrados analgésicos em 62% dos equinos e 33% dos
bovinos apds a orquiectomia (Lorena et al., 2010). Além disso, os veterinarios de

animais de grande porte apresentam uma grande dificuldade no reconhecimento da
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dor, o que limita a determinacdo da necessidade de intervencédo analgésica, bem

como a avaliagcéo da eficiéncia do tratamento.

A metadona € um farmaco que possui grande potencial para a utilizacdo em
medicina veterinaria, uma vez que no homem verifica-se efeito analgésico
prolongado, minimizando a necessidade de terapia analgésica suplementar no
periodo peri-operatoério (Gourlay et al., 1982). A metadona difere dos outros opioides
devido a sua meia-vida longa, por possuir atividade antagonista do receptor N-metil-
D-aspartato (NMDA) (Santiago-Palma et al., 2001), além de inibir a recaptacdo de
monoaminas no SNC (Davis & Walsh, 2001). Adicionalmente a combinagdo da
atividade agonista y e antagonista dos receptores NMDA produz uma resposta
analgésica aditiva, enquanto limita a tolerancia a opioides (Davis & Walsh, 2001), o

que faz da metadona um analgésico de bom potencial.



Revisao de Literatura
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2. Revisao de literatura

Os analgésicos opioides sdo amplamente utilizados no tratamento da dor
moderada a severa (Holtman & Wala, 2007). Em diversas espécies, 0s opioides sao
frequentemente utilizados no periodo peri-operatorio, fazendo parte de uma
anestesia balanceada e com isso reduzindo o requerimento anestésico bem como os
efeitos depressores cardiovasculares causados pelos agentes inalatérios (Bennett &
Steffey, 2002).

O estimulo da atividade locomotora provocada pela administracdo de opioides
tem sido amplamente estudado em camundongos e ratos (Pascoe & Taylor, 2003).
Ha uma forte associacdo entre a liberacdo de dopamina e a estimulacao locomotora
(Kamerling et al., 1985b, Di Chiara & Imperato, 1988), que pode ser revertida com
antagonista da dopamina (Morelli et al., 1989). Em equinos, a naloxona reverteu
completamente as respostas locomotoras induzidas pelo p-agonista fentanil em
animais sem dor e houve reducdo em 75% destes efeitos causados com a
administracdo de uma alta dose de morfina, indicando que estas alteragdes ocorrem

via receptores opioides (Combie et al., 1981).

No entanto, a dopamina também pode estar envolvida neste mecanismo, uma
vez que a acepromazina bloqueou parcialmente os efeitos locomotores do fentanil e
da morfina (Combie et al., 1981). Porém, Pascoe & Taylor (2003) demonstraram que
0S antagonistas puros da dopamina nao preveniram a estimulagcdo locomotora
induzida pelo alfentanil, portanto a participacéo da dopamina na resposta locomotora

produzida pelos opioides em equinos ainda néo € clara.

As respostas comportamentais em equinos frente a administracdo de altas
doses de opoides tém sido bem documentadas e consiste na estimulagdo do SNC
com subsequente aumento na atividade locomotora espontanea (Thomasy et al.,
2007). Todos estes efeitos sdo dose-dependentes e a administracédo de um sedativo,
COmo a,-agonistas, antes do opioide pode reduzir a extensdo de sua expressao
(Combie et al., 1981).
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Muitos estudos demonstram que a administracdo de opioides p-agonistas,
como o fentanil, morfina, metadona, meperidina, pentazocina, anileridine,
apomorfina, hidromorfona e o alfentanil (Combie et al., 1979, Tobin et al., 1979;
Kalpravidh et al., 1984a; Kamerling et al., 1985b; Mama et al., 1993, Pascoe et al.,
1991, Pascoe e Taylor, 2003) aumentam a atividade locomotora espontanea e
promovem alteragdes comportamentais em equinos. Estes efeitos também foram
relatados com o uso do agonista-antagonista buprenorfina (Széke 1998, Carregaro
et al., 2007) e o agonista parcial butorfanol (Kalpravidh et al., 1984b; Nolan et al.,
1994;Sellon et al., 2001).

Com a administracdo de tramadol IV, ndo foram observados estes efeitos
classicos (Dhanjal et al., 2009), como o aumento da ALE e ataxia, como tem sido
relatado com o0 uso de outros opioides, mas 0s animais pareceram mais alertas e
sensiveis aos estimulos. Estudos anteriores demonstraram que com a administracao
do k-agonista U50,488H, ndo houve estimulagcdo locomotora (Kamerling et al.,
1988b; Mama et al., 1993), mas quando combinado com o fentanil em dose alta

estes efeitos foram observados (Mama et al., 1993).

A utilizacdo de baixas doses de opioides em associagdo com da,.agonistas
reduz os efeitos colaterais produzidos pelos opioides além de haver a
potencializacdo dos efeitos analgésicos e sedativos. A administracdo de butorfanol
(25 ug/kg) e levometadona (100 ug/kg) em associacdo a detomidina (10 pg/kg)
prolongou a duracdo da antinocicepc¢éo de 15 para 75 minutos quando comparado
com a detomidina isolada, tanto no estimulo térmico quanto pressorico (Schatzmann
et al., 2001). Em estudo realizado pelo nosso grupo de pesquisa, com a associacao
de detomidina (10 pg/kg) e metadona (0,2 mg/kg) IV houve prolongamento da
sedacdo e da analgesia de 15 para 30 minutos, quando comparada com a

administracéo isolada de detomidina (Pignaton, 2011).

Os receptores opioides estdo distribuidos pelo SNC e trato gastrointestinal
(Boscan et al., 2006a) e os mecanismos pelo qual muitos destes farmacos exercem
seu efeito analgésico central envolvem vias também encontradas no sistema
nervoso entérico o qual tem importante papel no controle da motilidade do trato
gastrointestinal (Merritt et al., 1998). A morfina reduziu a motilidade propulsiva

gastrointestinal em equinos (Sojka et al., 1988), o fentanil induziu respostas motoras
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com eventos espasmodicos ou constipacdo, mas estes efeitos nédo foram

observados com a administracéo do k-agonista U50488H (Roger et al., 1994).

A administracdo Unica de butorfanol (0,1 mg kg-1) IV, foi associada com
efeitos adversos comportamentais e no trato gastrointestinal incluindo ataxia,
reducao dos borborigmos intestinais e da defecacao (Sellon et al. 2001). Os escores
de auscultacdo reduziram significativamente durante 4 horas ap6s a administracédo
IV de buprenorfina,(10 pg/kg) (Carregaro et al. 2006) e com a administracdo de
morfina IV (0,5 mg/kg) a cada 12 horas durante 6 dias, foi observado diminuicdo na
motilidade gastrointestinal e no teor de umidade das fezes no limen do trato
gastrointestinal (Boscan et al. 2006a). No entanto, Andersen et al. (2006)
demonstraram em um estudo retrospectivo, que o uso de morfina ndo foi associada
com aumento de célica no periodo pos-operatério. Dessa forma, o uso de opioides
deve ser feito com cautela, principalmente em animais que ja& tenham

comprometimento da motilidade do trato gastrointestinal.

Metadona

A metadona € um agonista sintético dos receptores p-opioides com
propriedades farmacologicas similares a morfina (Davis & Walsh, 2001; Coda, 2009).
Foi desenvolvida na década de 40 pelos aleméaes no periodo entre as duas Guerras
Mundiais (Shaiova, 2005). A falta de morfina para tratar os feridos da guerra induziu
a necessidade de se conseguir desenvolver um analgésico sintético, mas foi s6 ap6s
o fim da 22. Guerra Mundial que a metadona foi descoberta nos arquivos aleméaes
sendo os Estados Unidos responsaveis pelas pesquisas posteriores (Paulino &
Carvalho, 2000)

A metadona difere dos outros opioides devido a sua longa meia-vida de
eliminacdo em humanos, acédo agonista nos receptores u e atividade analgésica nao
opioide, com moderada acdo antagonista nos receptores N-metil-D-aspartato
(NMDA), além de inibir a recaptacdo da serotonina e norepinefrina no sistema
nervos central (SNC) (Faisinger et al., 1993; Davis & Walsh, 2001; Santiago-Palma
et al., 2001, Inturrisi, 2002, Inturrisi, 2005; Shaiova, 2005; Leppert, 2009).
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Este farmaco possui propriedades que o distingue de todos o0s outros
opioides, 0 que a torna um excelente analgésico (Linardi et al., 2009). A metadona
tem um carbono assimétrico que resulta em dois enantibmeros, (R) ou levo- (I-) ou
(S) ou dextro- (d-) isdBmeros, mas a mistura racémica € a forma mais comumente
utilizada clinicamente e em estudos laboratoriais (Inturrisi, 2005). O isébmero d-
metadona é inativo ou fraco como um opioide, enquanto o |-metadona produz
analgesia por afinidade nos receptores opioides p (Davis & Walsh, 2001), além de
ser de 8 a 50 vezes mais potente que a d-metadona, a qual tem propriedade

antitussigena predominante (Faisinger et al., 1993; Shaiova, 2005).

A metadona é altamente lipofilica (Shaiova, 2005), com alta ligacdo as
proteinas plasmaticas (Brown et al., 2004) e é amplamente distribuida para os
tecidos (Faisinger et al., 1993; Brown et al., 2004). Seu inicio de acao apos
administracdo parenteral é rapida, em torno de 10 a 20 minutos (Coda, 2009) e apods
a administracdo oral pode produzir atividade analgésica a partir de 30-60 minutos
com duracao de acao de 4 a 8 horas (Shaiova, 2005). Seu uso no tratamento da dor
cronica é favorecido por ser um farmaco altamente eficaz e com efeitos analgésicos
prolongados quando administrado pela via oral (Gourlay et al., 1986; Inturrisi, 2002)
devido a sua alta biodisponibilidade (Coda, 2009), que varia de 41 a 99%, ou seja

trés vezes a biodisponibilidade oral da morfina (Davis & Walsh, 2001).

Devido a sua meia-vida de eliminacdo longa, a metadona é frequentemente
utilizada para o tratamento da dor crbnica e neuropatica e no tratamento da
sindrome de abstinéncia aos opioides (Santiago-Palma et al., 2001, Brown et al.,
2004; Coda, 2009). Também é empregada no controle da dor ndo responsiva a
outros p opioides como o fentanil, hidromorfona e oxicodona (Davis & Walsh, 2001).
Apesar de ser menos empregada no tratamento da dor peri-operatéria, a
administracdo IV de uma dose Uunica de metadona proporciona analgesia
prolongada, reduzindo o requerimento de doses suplementares de analgésicos no
periodo pds-operatorio (Gourlay et al., 1982; Chui & Gin, 1992). A administracdo de
metadona na dose total de 20 mg em 23 pacientes submetidos a varios tipos de
cirurgia, aboliu completamente a necessidade de analgesia suplementar no periodo
pés-operatorio em 39% dos individuos (Gourlay et al., 1982). Neste estudo, houve a
necessidade de analgesia suplementar com opioides somente apdés cerca de 18

horas do término da cirurgia em 35% dos pacientes, enquanto que 0s 26% restantes
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necessitaram apenas de analgésicos néo opioides, decorridas 26 horas do periodo
poOs-operatorio (Gourlay et al, 1982).

Em humanos, quando se compara a eficacia analgésica da metadona e da
morfina, apos cirurgia abdominal, o tempo para a administracdo da primeira dose
suplementar foi significativamente diferente no grupo metadona (20,7 + 20,2h) em
relacdo ao grupo morfina (6,2 + 3h) (Gourlay et al.,, 1986). Em outro estudo
comparando os efeitos analgésicos pés-operatérios da metadona e da morfina em
pacientes submetidos a cirurgias abdominais, observou-se que 67% dos individuos
que receberam metadona (0,25 mg/kg, 1V) durante a anestesia ndo necessitaram de
analgesia suplementar com opioides, enquanto todos os pacientes tratados com
dose equipotente de morfina (0,25 mg/kg, 1V) necessitaram de pelo menos duas
doses adicionais de morfina para o controle da dor pdés-operatoria (Chui & Gin,
1992). Entretanto apesar da maior eficacia analgésica da metadona, ocorreu uma

maior incidéncia de nadusea e vomito em relagdo a morfina ( Chui & Gin, 1992).

No homem, a meia-vida plasmética da metadona € de 24 horas (Inturrisi,
2002) podendo chegar a 27 horas (Gourlay et al., 1982). Também apresenta uma
rapida fase de distribuicio e meia-vida de eliminagdo altamente variavel e
prolongada nesta espécie, sugerindo-se que a analgesia prolongada se deva a lenta
fase de eliminacdo (Gourlay et al., 1984). As concentracfes sanguineas
consideradas terapéuticas da metadona para dor aguda variam entre 33 e 59 ng/mL
no homem (Gourlay et al., 1982; Gourlay et al., 1986).

A metadona € menos sedativa que a morfina e sua nhatureza altamente
lipofilica produz menos nausea (Davis & Walsh, 2001). No entanto, muitos efeitos
colaterais comuns s&o associados com o uso da metadona, em comum com 0S
outros g agonistas, como vomito, tontura, constipacdo, sudorese e depresséo
respiratoria (Davis & Walsh, 2001, Shaiova, 2005; Coda, 2009). O efeito adverso
mais comum dos opioides € a constipacdo, pois estes farmacos atuam em varios
sitios no trato gastrointestinal e na medula espinhal e produzem reducdo na
secrecéo intestinal e peristaltismo, o que resulta em ressecamento das fezes e
constipacéo (Inturrisi, 2002). De forma similar a morfina, a metadona também pode
causar constipacdo principalmente em pacientes submetidos a tratamento

prolongado (Yuan et al., 1998).
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Em humanos, o citocromo P450 (CYP) 3A4 é a principal enzima envolvida na
biotransformagé&o dos enantiomeros da metadona por N-desmetilacéo, produzindo 2-
etileno-1,5-dimetil-3,3-difenilpirrolodina (EDDP) e 2-etil-5-metil-3,3difenil-1-pirrolina
(EMDP) como o principal metabolito inativo terapéutico (Eap et al., 2002; Lugo et al.,
2005). Sugere-se que o CYP2B6, CYP2D6 e outras enzimas podem também
contribuir para o metabolismo da metadona, mas em menor extenséo (Foster et al.,
1999; Shaiova, 2005). O EDDP e EMDP sé&o considerados metabdlitos menores e o
CYP3A4 pode nao ser a principal enzima do metabolismo em cées (Kukanich et al.,
2005).

Na espécie canina, diferente do homem, a metadona é rapidamente eliminada
e apresenta meia-vida de eliminacdo entre 1,53-1,75 (Kukanich et al, 2005;
KuKanich & Borum, 2008). O uso da metadona pela via oral ndo € recomendada
devido a sua baixa biodisponibilidade (Kukanich & Borum, 2008). Em outro estudo, a
administracado de 0,4 mg/kg de metadona apresentou meia-vida de eliminacdo de
3,9 = 1 horas apés administracao intravenosa e 10,7 + 4,3 horas ap0s administracao
subcutédnea, mas por esta via a variacdo individual nas concentracdes plasmaticas
foi maior em comparagdo com a administracao IV em cées (Ingvast-Larsson et al.,
2010). Apdés administracdo IV, a concentracdo plasméatica de metadona em 10
minutos foi de 82,1 + 9,2 ng/mL, o volume de distribuicdo de 9,2 + 3,3 L/kg e a
depuracdo plasmatica de 27,9 + 7,6 minutos/mL/kg. Apés a administracdo SC, o
tempo para a concentracdo plasmatica méaxima foi de 1,26 + 1,04 horas e a
concentracdo plasmatica maxima de metadona foi de 23,9 £ 14,4 ng/mL (Ingvast-
Larsson et al., 2010).

Em equinos, a administracdo oral de metadona foi bem tolerada e resultou em
alta e rapida concentracdo sérica consistente com analgesia em outras espécies,
sem a ocorréncia de efeitos colaterais comportamentais e fisiologicos (Linardi et al.,
2009). O perfil farmacocinético da metadona foi caracterizado por alta depuracéo,
pequeno volume de distribuicdo e curta meia-vida de eliminagéo, mas outros estudos
sdo necessarios para determinar a biodisponibilidade oral e farmacodindmica da

metadona em equinos (Linardi et al., 2009).

Alteracbes comportamentais também sé&o observadas com a administracao de

metadona em animais conscientes e sem dor, assim como para 0S outros p
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agonistas (Pascoe, 2000). Em caes é relatado comportamento disforico, taquipnéia
excessiva, vocalizacdo e aumento na frequéncia de choro ap0s a administracdo de
metadona IV (Maiante et al., 2009; Garofalo, 2010, Ingvast-Larsson et al., 2010). No
entanto, em estudo realizado por Kukanich et al. (2005) néao foi observado disforia ou
excitacdo. Em outro estudo em cées, a metadona produziu sedacdo moderada, mas
qguando associada a xilazina ou acepromazina produziu maior sedacdo e melhor
analgesia (Monteiro et al.,, 2008; Monteiro et al., 2009). Nestes estudos nao foi
observado a ocorréncia de émese e esta pode ser considerada uma vantagem em

relacdo a morfina.

Sua grande poténcia analgésica e baixo custo tornam a metadona popular
para o uso parenteral como analgésico ou em combinacdo com tranquilizantes para
sedacédo (Leibetseder et al., 2006). No entanto, em medicina veterinaria, apesar do
seu grande potencial analgésico, existem poucos estudos avaliando a eficacia da
metadona. Em gatas submetidas a ovariohisterectomia, a administracdo de 0,5
mg/kg de metadona IM como medicacdo pré-anestésica produziu analgesia pos-
operatoria com duracéo que variou de 1,5 até 6,5 horas (Dobromylskyj, 1993). Tanto
a metadona racémica (0,6 mg/kg IM) como a levo-metadona (0,3 mg/kg [M)
promoveram analgesia em gatas apds ovariectomia, sem relatos de efeitos

comportamentais e cardiorrespiratérios adversos (Bley et al., 2004).

Leibetseder et al. (2006) observaram que a administracdo extradural de
metadona reduziu significativamente o requerimento de isoflurano comparado com a
metadona IV durante cirurgia da articulacdo fémoro-tibial em cées, entretanto nao
houve diferenca na duracdo da analgesia pds-operatoria associada com a via de
administracdo. Em felinos, com a administracdo de 0,2 mg/kg SC de metadona,
houve aumento no limiar nociceptivo térmico demonstrando que a metadona pode
ser uma alternativa promissora nesta espécie (Steagall et al., 2006). Ja& em ovinos a
administracdo IM de metadona ndo produziu efeito antinociceptivo (Grant et al.,
1996).

Em equinos existem poucos relatos dos efeitos analgésicos da administragéo
de metadona. Tanto a administragdo subaracnoidea de metadona hiperbarica como

a administracdo peridural de metadona produziu analgesia sem depressao
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cardiorrespiratéria, ataxia ou excitacdo do SNC (Olbrich & Mosing, 2003; Natalini et
al.; 2006).

Como a terapia antalgica em equinos ainda estd longe da ideal, pela
dificuldade de se obter um opioide eficaz para a analgesia e desprovido de efeitos
colaterais, a metadona pode ser uma boa op¢ao no tratamento da dor em equinos,
considerando-se todas as vantagens citadas anteriormente para outras espécies.



Objetivos
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3. Objetivos

Objetivou-se avaliar o efeito antinociceptivo, na atividade locomotora
espontanea e gastrointestinal da administracdo intravenosa de metadona por via

intravenosa.



Materiais e Métodos
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4. Materiais e métodos

Esta pesquisa foi aprovada pela Camara de Etica em Experimentacéo Animal
da Faculdade de Medicina da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita
filho”, Campus de Botucatu/SP, sob o protocolo n°® 175/2008- CEEA.

4.1. Animais

Foram utilizados seis equinos adultos, fémeas, de peso 382 + 18,2 kg. Os
animais foram vermifugados a intervalos de trés meses com abamectina' e
submetidos ao controle de ectoparasitas regularmente com produto a base do
organofosforado fention?. Os animais eram alojados em piquetes coletivos e
mantidos a pasto de capim “coast-cross” , silagem e racdo® comercial para equinos.
A higidez dos animais foi comprovada por meio do hemograma e exame bioquimico

(perfil renal e hepatico).

4.2. Delineamento e protocolo experimental

O estudo foi dividido em trés etapas, detalhadas em seguida, as quais
apresentam dois ou trés grupos experimentais, formados por seis animais

autocontroles em cada grupo.

Cada animal recebeu um dos trés diferentes tratamentos pela via 1V, apos
cateterizacdo” da veia jugular, com intervalo minimo de uma semana entre cada
tratamento:

v" Controle: 10 ml de solugéo salina.
v' METo,2: Metadona® 0,2 mg/kg, seguido de 10 ml de solucéo salina .
v METo,5: Metadona 0,5 mg/kg, seguido de 10 ml de solugéo salina.

! Avotan gel®, Intervet Schering-Plough Animal Health, Cotia-SP.

2 Tiguvon 15 Spot-on®, Produtos Bayer Health Care, Sdo Paulo-SP.

® Ragdo Equinos Campestre, Fanton Nutricio Animal, Bauru-SP.

* Insyte 14 G, Beckton Dickinson, S&o Paulo, SP, Brasil

® Mytedon®, Cristalia Produtos Quimicos e Farmacéuticos, Itapira-SP.
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Os tratamentos IV foram administrados durante 1 minuto. Em caso de efeitos
colaterais exacerbados, que trouxessem riscos para 0 animal e para a equipe de
trabalho, foi realizada a reversdo destes efeitos com naloxona® na dose de 0,01

mg/kg IV.

4.3. Etapa 1: avaliacdo da atividade antinociceptiva

A avaliacdo da atividade antinociceptiva foi obtida por meio do teste de
laténcia para o reflexo de retirada do membro aos estimulos térmico e elétrico. Os
testes com o estimulo térmico foram realizados nas instalacdes do Departamento de
Morfologia e Fisiologia Animal da Faculdade de Ciéncias Agrérias e Veterinarias, da
UNESP, Campus de Jaboticabal. Os testes com o estimulador elétrico foram
realizados no Centro de Biotecnologia em Reproducédo Equina (CERBEC - Posto de
Monta) na Fazenda Lageado da Faculdade de Ciéncias Agréarias, da UNESP,

Campus de Botucatu.

Com base em metodologia previamente descrita, a dor somatica foi avaliada
por meio de estimulacdo nociceptiva de natureza térmica (Kamerling et al. 1985a,;
Carregaro et al 2007) e elétrica (Jochle e Hamm, 1986). Antes de cada experimento,
0s animais foram submetidos a jejum alimentar de doze horas, com agua ad libitum.
No dia do experimento, foi realizada a tricotomia da face lateral da falange proximal
do membro toracico esquerdo, sendo na semana seguinte utilizado o membro
oposto. A area foi pintada com tinta preta a base de agua para uniformizar o campo
de incidéncia da luz e a absorcdo do calor. A lampada com projecdo de calor’ foi
focada sobre uma distancia de 20 cm da area e mantida ligada até o inicio do reflexo
de retirada (Figura 1A). O tempo de laténcia foi obtido por meio de um cronémetro
de precisdo em centésimos de segundos, acoplado ao aparelho, o qual era acionado
e desativado simultaneamente com a lampada. O aparelho possui também uma
lampada secundéria, ndo focalizada, que era acionada no intervalo das
mensuracgdes, para evitar a ocorréncia de reflexo condicionado a percepcédo de luz
(Figura 1B).

® Narcan®, Cristalia Produtos Quimicos e Farmacéuticos, Itapira-SP.
” Lampada de Irradiagdo de Calor. Kentucky University, USA..
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Figura 1: Acionamento da lampada de projecdo de calor (A) e acionamento da
lampada néo focalizada (B) na face lateral da falange proximal do membro toracico.

O reflexo de retirada ao estimulo elétrico foi avaliado pelo estimulador de
nervos de corrente continua®. Dois eletrodos adesivos foram firmemente fixados ha
sete cm de distancia um do outro (Figura 2), sobre a banda coronéaria submetida a
tricotomia de um dos membros toracicos (Figura 2). O estimulo elétrico seriado de
50 Hz, corrente alternada, quadrada e com 10 ms de duracéo foi iniciado com 1 V e
aplicado de forma crescente (1 V para cada 5 s, com intervalo de 15 segundos entre
cada estimulo) até o reflexo de retirada, a fim de avaliar a antinocicepcéo. As
respostas dolorosas foram consideradas positivas apds movimentos intencionais de
retirada dos membros e/ou tentativas de escoicear, apos o estimulo. Para evitar

dano tissular, o estimulo maximo aplicado foi limitado a 40 V.

Em cada momento foram realizadas trés mensuracdes e realizada a média
dos valores. Os registros realizados imediatamente antes do tratamento foram
considerados como valores basais. Ap0s o tratamento as mensuracdes foram
realizadas aos 15, 30, 60, 120 e 180 minutos apdés os tratamentos. No grupo
controle o tempo de mensuracao foi antes da administracdo da solucéo salina e aos
15, 30 e 60 minutos.

8 Grass S48 Square Pulse Stimulator. Grass Technologies, Astro-Med Industrial Park, West Warwick, USA.- Fapesp Proc
00/02583-3
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Figura 2: Demonstracdo do posicionamento dos eletrodos adesivos na banda
coronaria e adaptacao dos jacarés nesses eletrodos. Notar cabo intermediario fixado
na canela (seta) que era ligado ao cabo principal do equipamento de
eletroestimulacao.

4.4, Etapa 2: avaliacdo da atividade locomotora espontanea (ALE)

A avaliacdo da atividade locomotora espontanea (ALE) foi realizada no
Departamento de Fisiologia e Morfologia Animal da Faculdade de Ciéncias Agrarias

e Veterinarias, Unesp, Campus de Jaboticabal, Sdo Paulo.

Para a avaliacdo da ALE foi utilizada a metodologia descrita por Kamerling et
al. (1985b). Cada animal foi alocado em baia individual medindo 16m? (Figura 3A)
com quatro paredes de sensores fotoelétricos® emissores de feixe infravermelhos
(Figura 3B). A interrupgao do feixe infravermelho entre os pares de sensores pelo
movimento das patas gerava um pulso, traduzido em contagens por minuto e

armazenado em um computador.

9 Banner, Engineering Corp., Minneapolis, MN, USA.
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Os equinos foram alojados nas baias na tarde anterior aos experimentos para
familiarizacdo com o ambiente, quando recebiam 1 kg de racdo comercial, feno e
agua ad libitum. Na manha seguinte, eram novamente alimentos e uma hora apos,
era retirado o resto da comida e agua, a fim de que ndo interferissem na
movimentacdo do animal e consequentemente nas leituras. A ALE foi registrada por
30 minutos antes da administracdo do tratamento. O tempo imediatamente antes da
administracdo do tratamento foi considerado como basal (tempo 0). Apdés o
tratamento a ALE foi registrada aos 5, 10, 15, 30, 60 e 90 minutos e duas, trés,

quatro e cinco horas.

Durante todo o periodo do experimento, o comportamento dos animais foi
observado de forma que o animal ndo pudesse ver o observador, através de uma
pequena janela espelhada internamente com o observador posicionado fora da baia.
Os sinais de excitacdo (agitacdo, balancar de cabega, movimentos de cavar,
relinchos, trote, galope) foram registrados, mas nédo quantificados. O computador
registrou como dados o numero de interrupcbes de cada feixe de luz durante a
primeira hora a cada 1 minuto e apos este periodo a cada 5 minutos. Os valores
foram somados e a média foi calculada por minuto de acordo com o intervalo de

tempo.

Desta forma, os resultados da ALE foram calculados como a soma do numero
de interrupgfes por minuto durante o intervalo de tempo entre a Ultima contagem e
contagem seguinte. Por exemplo, a ALE atribuida ao tempo de 5 minutos refere-se
ao numero de interrupcdes que ocorreram entre zero hora e 5 minutos, dividido pelo
namero de minutos (neste caso, 5 minutos). Da mesma forma, a ALE de 15 minutos
e 30 minutos referem-se ao numero de interrupcdes que ocorreu entre 5 e 15
minutos e 15 e 30 minutos, respectivamente, dividido pelo nUmero de minutos (neste
caso, 10 e 15 minutos respectivamente). A partir dos 60 minutos a ALE foi calculada

a partir da meia hora anterior ao momento (nimero de passos/30 minutos).
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B

Figura 3: Representacdo esquematica das baias comportamentais com
sensores fotoelétricos conectados ao computador central (A) e da disposicao
dos pares de sensores fotoelétricos (AA’, BB’, CC’ e DD’) (B).

4.5. Etapa 3: avaliacdo gastrointestinal

Os escores de auscultacdo abdominal foram obtidos por estetoscopia
abdominal, segundo Teixeira Neto et al. (2004a,b). Para tal, o flanco lateral direito foi
dividido em duas porcdes, avaliando-se a abertura da valvula ileo-cecal, na fossa
paralombar (porcédo dorsal) e célon ventral direito, préximo ao rebordo das Ultimas
trés costelas. O mesmo foi realizado no lado esquerdo, avaliando-se a motilidade do
cblon dorsal, na por¢cédo caudal da fossa paralombar e o célon ventral, na porcéo

ventral do abdome.

Cada quadrante foi auscultado por no minimo um minuto, com um intervalo de
poucos segundos entre eles. Uma pontuacdo subjetiva foi designada para cada
quadrante: 0-auséncia de som; 1-sons tipo crepitacdo, pouco audiveis e abafados,
com frequéncia de uma vez por minuto; 2- sons tipo crepitagdo, pouco audiveis e
abafados, com frequéncia de duas vezes por minuto; 3-sons tipo borborigmas, bem
audiveis, com frequéncia de uma vez por minuto; 4- sons tipo borborigmas, bem

audiveis, com frequéncia de duas vezes por minuto.

Para padronizacéo, a auscultagéo foi realizada por apenas uma pessoa. As
pontuagcbes foram somadas, e variaram entre 0, ou seja, parada completa das

movimentagdes do intestino, a 16, atestando motilidade normal do intestino.
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4.6. Analise Estatistica

A estatistica foi realizada utilizando-se o programa SASY. Para as variaveis
paramétricas LRRM e VRRM foi aplicada a analise de variancia (ANOVA) para
amostras pareadas com posterior teste de Dunnett para comparacdes de médias
dentro de cada grupo em relacdo ao valor basal. Para comparacfes entre grupos,
em cada momento foi realizado o teste de Tukey. Para as variaveis ALE e
auscultacao intestinal, foi ajustado um modelo linear generalizado para medidas
repetidas considerando o erro aleatério assumindo distribuicdo de Poisson e funcao
de ligacdo log. Para comparacbes entre grupos em cada momento e entre
momentos em cada grupo foi aplicado o teste da razdo de verossimilhanca. As
diferencas foram consideradas significativas quando p<0,05. Todos os resultados
paramétricos foram expressos em meédia + desvio padrdo. A ALE e auscultacéo

intestinal foram expressas em mediana.

W SAS Institute Inc, versio 9.1.3, Gary, NC, USA.
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5. Resultados

Durante o estudo com estimulo nociceptivo térmico, ALE e auscultacdo
intestinal, foram observados algumas alteracbes comportamentais e efeitos
colaterais no grupo METO0,5, tais como ataxia, tremor muscular na face, ao redor dos
olhos, pescoco, garupa e membros, abertura do quadrilatero de apoio, hiperestesia,
andar rigido e em circulos, sialorreia em trés animais, sudorese intensa em um
animal, sudorese discreta na cabeca, membros e peito. Os animais apresentavam
comportamento normal apos 1 hora da administracdo da metadona. Ja no grupo
METo0,2 em todos os animais foi observado um efeito sedativo discreto e transitério.
No entanto, durante a avaliacdo da ALE, dois animais do grupo METO0,2
apresentaram sinais de excitacdo, leve ataxia, movimentos de cabeca, andar em
circulos, mas pouco rigido, por cerca de 30 minutos, voltando ao normal apés este

periodo.

Durante a realizacdo do estimulo elétrico, apos a administracdo da dose de
0,5 mg/kg IV de metadona em um animal, o primeiro que estava sendo avaliado, as
alteracbes comportamentais desencadeadas pelo farmaco impossibilitaram
posicionar os jacarés nos eletrodos. Devido a sudorese e movimentacao intensas
dentro do tronco de contencao os eletrodos se soltaram, ndo sendo possivel realizar
o estimulo. Além disso, devido a excitacdo, o animal comecou a se bater no tronco,
e para evitar que o animal se machucasse e por seguranca da equipe de trabalho,
optou-se pela reverséo destes efeitos com naloxona na dose de 0,01 mg/kg IV. Em 1
minuto o animal voltou a seu estado normal. Sendo assim, ficou inviavel a realizacéo

deste tipo de estimulo em animais tratados com altas doses de opioides.

Nao houve aumento no limiar de dor ap6s um estimulo nociceptivo térmico no
grupo MET0,2. A LRRM foi significativamente maior aos 15 e 30 minutos apés a
administracéo de 0,5 mg de metadona/kg, em comparacao com a LRRM nos grupos
controle e METo0,2 (Tabela 1 e Figura 4). Para o limiar de dor em resposta a
estimulacdo elétrica, houve uma tendéncia de aumento nos valores de VRRM ao
longo do tempo com diferenca significativa em todos os tempos no grupo MET0,2 em
relacdo aos valores basais, mas nao houve diferenca significativa em relacdo ao

grupo controle até os 60 minutos (Tabela 2 e Figura 5).



37

Em todos os grupos, observou-se uma uniformidade da ALE nos 30 minutos
que antecederam a administracdo dos tratamentos, com aproximadamente 12
interrupcdes/minuto. Todos os animais do grupo MET0,5 demonstraram-se excitados
5 minutos apds a administracdo da metadona e ao longo do tempo esta excitacdo se
exacerbou. Observou-se inquietude, movimentos estereotipados com a cabecga,
ataxia, tremores musculares na cabeca e/ou membros pélvicos, andar rigido e em
circulos, hiperestesia, cauda em bandeira e leve sudorese. Ja no grupo METO0,2
apenas dois animais apresentaram sinais de excitacdo, sendo estes mais sutis e de
curta duracao. Nos grupos MET0,5 e MET0,2 houve aumento significativo na ALE em
relacdo ao momento basal dos 5 e 15 minutos, respectivamente até 2 horas (Figura
6). Ao se comparar 0s grupos em cada momento, houve diferenca significativa do
grupo METO0,5 em relagcdo ao grupo controle dos 15 minutos até 2 horas. Ja aos 90

minutos a ALE foi maior no grupo METO0,5 em relacéo ao grupo MET0,2 (Tabela 3).

Apesar de pequenas oscilagdes, o0 escore de auscultacdo abdominal basal no
grupo controle foi de 10,5 (10 a 16) e nenhuma alteragéo significativa foi detectada
por 2 horas apOs a administracdo de solucdo salina. Apés a administracdo de 0,5
mg/kg de metadona, a motilidade intestinal diminuiu significativamente aos 15
minutos (Figura 7), permanecendo diminuida por 2 horas, com maior reducao aos 30
minutos (Tabela 4). Houve diferenca significativa no grupo MET0,5 em relagcdo aos
grupos controle e MET0,2 dos 15 aos 90 minutos e as 2 horas o grupo MET0,5 diferiu
significativamente apenas do grupo MET0,2. Nao houve diferenga significativa entre
0s grupos MET0,2 e METO0,5 das 3 as 8 horas (Figura 7). Apesar da reducdo dos
escores de auscultacdo apos a administracdo de 0,5 mg/kg de metadona, nenhum

dos animais apresentou sinais clinicos de desconforto abdominal (célica).
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Tabela 1: Valores médios (+ desvio padrao) do tempo de laténcia para o reflexo de
retrada do membro (segundos) em resposta ao estimulo térmico, apdés a
administracao intravenosa de solucdo salina (controle) ou metadona (0,2 mg/kg -
METO0,2; 0,5 mg/kg - MET0,5) em equinos (n=6).

Tempo (minutos) Tratamentos
Controle METO0,2 METO0,5

Basal 4,54 + 0,85 4,09+1,19 3,21 +£0,83
15 4,56 + 1,02" 3,94 +1,37" 8,61+ 1,60%
30 4,50 + 0,57* 4,08 + 1,54" 9,11 +1,97%
60 4,72 + 0,96 3,47 0,61 4,00+1,21
120 - 3,29+1,75 3,12+ 0,54
180 - 3,25+ 0,69 3,28+ 1,21

AB Diferenga significativa entre os tratamentos (médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre
si). * Diferenca significativa em relagdo ao momento basal ao longo do tempo em cada grupo (tempo
0)(p<0,05)
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Figura 4: Valores médios (+ desvio padrao) do tempo de laténcia para o reflexo de
retirada do membro (segundos) em resposta ao estimulo térmico apds a
administracao IV de solucédo salina (controle) ou metadona (0,2 mg/kg - MET0,2; 0,5
mg/kg - METO0,5) de equinos (n=6).

AB Diferenca significativa entre os tratamentos (médias seguidas da mesma letra
ndo diferem entre si). * Diferenga significativa em relagdo ao momento basal ao
longo do tempo em cada grupo (tempo 0). (p<0,05)
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Tabela 2: Valores médios (+ desvio padrdo) do limiar de dor (Volts) em resposta ao
estimulo elétrico apds a administracéo intravenosa de solucdo salina (controle) e
metadona (0,2 mg/kg -MET0,2) em equinos (n=6).

Tempo (minutos) Tratamentos
Controle METo0,2
Basal 3,92 +1,02 3,40 + 0,42
15 3,83 £ 0,86 4,40 £0,75
30 3,75+ 1,14 4,70 +0,83"
60 3,88 + 0,95 4,27 0,69
120 - 4,67 +0,77
180 - 4,27+0,78

* Diferenca significativa em relacdo ao momento basal ao longo do tempo em cada grupo (tempo 0).
(p<0,05)
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Figura 5: Valores médios (+ desvio padrdo) do limiar de dor (Volts) apdés a
administragcao IV de solucéo salina (controle) ou metadona (0,2 mg/kg - METO0,2) em
equinos (n=6).

* Diferenca significativa em relacdo ao momento basal ao longo do tempo em cada
grupo (tempo 0). (p<0,05)
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Tabela 3: Medianas da atividade locomotora espontanea apos a administracao IV de
solucéo salina (controle) ou metadona (0,2 mg/kg - MET0,2; 0,5 mg/kg - MET0,5) em
equinos (n=6).

Tempo (minutos) Tratamentos
Controle METO0,2 METO0,5
-20 13 17 9
-10 6 10 9
Basal 3 6 14

5 18 26 63*

15 gh 49" 104
30 47 78" 103%
60 6" 69"%" 123%
90 124 56" 84%"
120 ot 2578 68%"
180 10 13 22
240 5 15 10
300 7 8 11

AB Diferenga significativa entre os tratamentos (médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre
si). * Diferenca significativa em relagdo ao momento basal ao longo do tempo em cada grupo (tempo
0). (p<0,05)
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Figura 6: Medianas da atividade locomotora espontanea apos a administracao IV de
solugéo salina (controle) ou metadona (0,2 mg/kg - METO,2; 0,5 mg/kg - MET0,5) em
equinos (n=6).

B Diferenca significativa entre os tratamentos (médias seguidas da mesma letra néo
diferem entre si). * Diferenca significativa em relacdo ao momento basal ao longo do
tempo em cada grupo (tempo 0). (p<0,05)
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Tabela 4: Medianas dos escores da auscultacdo intestinal apés a administracao 1V
de solucéo salina (controle) ou metadona (0,2 mg/kg - METO,2; 0,5 mg/kg - METO0,5)
em equinos (n=6).

Tempo (minutos) Tratamentos
Controle METO0,2 METO0,5
Basal 10,5 11,5 12,5
15 10,5" 10,5" 7%
30 9,5% 12* 2,5%
60 10* 11,5% 4,55
90 9,5% 12% 4,5%
120 9,5"F 13,5" 6,5
180 - 13 9,5
240 - 13,5 9,5
360 - 13 12,5
480 - 12,5 13

~® Diferenca significativa entre os tratamentos (médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre
si). * Diferenca significativa em relagdo ao momento basal ao longo do tempo em cada grupo (tempo
0). (p<0,05)
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Figura 7: Medianas dos escores da auscultacdo intestinal apds a administragédo IV
de solucéo salina (controle) ou metadona (0,2 mg/kg - METO,2; 0,5 mg/kg - METO0,5)
em equinos (n=6).

AB Diferenca significativa entre os tratamentos (médias seguidas da mesma letra
ndo diferem entre si). * Diferencga significativa em relagcdo ao momento basal ao
longo do tempo em cada grupo (tempo 0). (p<0,05)



DiIsScussao



46

6. Discussao

Em medicina veterinaria, a terapia analgésica em equinos com opioides ainda
€ muito limitada, principalmente pelos poucos estudos que avaliam os efeitos
analgésicos e colaterais, como excitacdo, alteracbes hemodinamicas e
gastrointestinais. Frente a este fato, ha a necessidade de mais estudos para prover

informacdo relativa a técnicas analgésicas seguras em equinos.

Os estimulos nociciceptivos empregados neste estudo foram os somaticos
térmico e elétrico. A lampada de calor € um método amplamente utilizado como teste
nociceptivo em equinos e tem sido utilizada para alguns farmacos como ;-
agonistas e opioides (Pipi & Lumb, 1979; Kamerling et al, 1985a; Kamerling et al.,
1988a; Zamur, 2002; Carregaro et al., 2007; Dhanjal et al., 2009).

Hamm et al (1995), determinaram o limiar nociceptivo apds alteracdo da
corrente elétrica continua, utilizando eletrodos colocados na banda coronéria e na
cernelha de equinos para avaliar o efeito antinociceptivo e sedativo da detomidina e
romifidina em equinos. Este estimulo foi utilizado por Schatzmann et al (2001) na
banda coronaria para avaliar o efeito sinérgico do butorfanol e da levometadona
associados a detomidina em equinos. No presente estudo, utilizou-se metodologia
semelhante com a diferenca que o incremento na voltagem foi a variavel do método
e ndo o incremento da corrente elétrica. Com esse estimulo, foram observadas
respostas claras e bem definidas de retirada do membro de equinos estimulados na

banda coronaria.

Em equinos, a percepcao da nocicepcao é dificil de ser avaliada, pois 0s
resultados séo influenciados pelo aumento da ALE e dos efeitos excitatorios. Com
isso, a interpretacdo da resposta do animal ao estimulo nociceptivo pode ser
errbnea. Tanto que para o estimulo elétrico, que foi realizado dentro de um tronco de
contencédo, a excitacado produzida pela metadona impossibilitou que os eletrodos e
jacarés permanecessem fixos e posicionados de forma correta, além do risco do
animal se machucar, ndo sendo possivel realizar este tipo de estimulo submetidos a
administracdo da dose mais alta do opioide. J& durante a avaliagdo nociceptiva para
o estimulo térmico, os animais foram mantidos em baias, e por meio da contencao

dos mesmos foi possivel realiza-lo.
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Devido aos efeitos excitatérios e aumento da ALE, Carregaro et al. (2007)
avaliaram o efeito antinociceptivo da buprenorfina direcionando a luz para a regiao
da cernelha, avaliando-se o frémito cutdneo. Os autores observaram um menor
tempo de laténcia do frémito cutdneo, em relacdo ao tempo até a retirada do
membro, o qual pode ter sido influenciado pelo aumento do tonus muscular e
espasmos normalmente observados com o uso de opioides em cavalos (Kalpravidh
et al., 1984a; Mircica et al., 2003). Sugeriram que mesmo com aumento na atividade
locomotora, a LRRM parece ser melhor que a laténcia para o reflexo do frémito
cutaneo (LRFC) para a avaliagdo da antinocicep¢cdo. Somando-se a resposta menos
evidente previamente reportada, as dificuldades em se executar os testes em
ambiente isento de moscas, aliado a boa acuidade da avaliacdo da LRRM, optou-se
por ndo se usar a avaliacdo da resposta ao estimulo nociceptivo térmico aplicado na
cernelha. Tendo em vista que as médias basais foram uniformes e com pequeno
desvio-padrdo, demonstra-se que a utilizacdo do membro para a realizagdo do
estimulo nociceptivo ndo comprometeu a avaliacdo. Além disso, durante o pico

analgésico os valores chegaram ao tempo maximo de estimulacéo de 10 segundos.

Neste estudo constatou-se um efeito dose-dependente tanto na ALE quanto
na LRRM apds o estimulo térmico. Uma vez que os no grupo METO0,5 a resposta
nociceptiva chegou ao tempo maximo de estimulacdo, no entanto por apenas 30
minutos. O diferencial entre a ALE e o efeito antinociceptivo esta no periodo de
acdo, ja que o aumento da ALE perdurou por um tempo maior que o efeito
antinociceptivo. Esta diferenca também foi observada por Carrregaro et al. (2007)
que compararam as doses de 5 ug/kg e 10 ug/kg de buprenorfina 1V, sendo
observado aumento dose-dependente na atividade locomotora espontanea,
enguanto que apenas a dose de 10 pg/kg induziu efeito antinociceptivo.

Pippi & Lumb (1979) avaliaram a analgesia da metadona (0,22 mg/kg) em
equinos para o estimulo nociceptivo térmico e nao foi observado aumento no limiar
nociceptivo quando comparado com valores basais. Tanto o estudo anterior, quanto
este em pauta sugerem que a dose utilizada clinicamente recomendada deva ser
aumentada para que seja efetiva em animais sadios e desprovidos de dor, no
entanto ha aumento dos efeitos colaterais. Esta observacado esta de acordo com o0s
resultados deste estudo, uma vez que a metadona causou aumento nos efeitos

colaterais de forma dose-dependente, sendo que apenas com a dose de 0,5 mg/kg
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de metadona houve efeito antinociceptivo para o estimulo térmico, chegando-se ao

tempo maximo de estimulo (10 segundos).

O efeito antinociceptivo da metadona também tem sido avaliado em outras
espécies. Em gatos, apdés administracdo SC deste opioide houve aumento
significativo no limiar térmico e pressérico, de 1 a 3 horas e de 45 a 60 minutos
respectivamente (Steagall et al., 2006). Esta diferenca no inicio de acdo pode estar
relacionada com a via de administragdo. Ja em ovinos, ndo foi detectado nenhum
efeito antinociceptivo apds administracdo de 0,2 a 1 mg/kg IM para o estimulo
nociceptivo elétrico (Grant et al., 1996). A falha da metadona em produzir algum
efeito analgésico significativo pode estar relacionada com a natureza do estimulo
nociceptivo, a via de administracdo que pode alterar o perfil farmacolégico dos
farmacos e as alteragbes comportamentais como aumento na ALE, que pode levar a

uma interpretacéo errada da resposta ao estimulo (Grant et al., 1996).

Devido a estimulacéo central causada pelos opioides u, a administracéo local
destes farmacos tem sido estudada. A administragédo de metadona pela via epidural
na dose de 0,1 mg/kg em equinos produziu aumento significativo no tempo de
reagdo ao estimulo nociceptivo térmico durante 5 horas, enquanto a lidocaina
administrada pela mesma via resultou em 3 horas de analgesia (Olbrich & Mosing,
2003). Em outro estudo a administracdo de metadona hiperbéarica subaracndide,
produziu analgesia de 2 horas, além disso, nestes estudos ndo foram observados
efeitos colaterais comportamentais e hemodinamicos, o que pode ser considerado
uma vantagem em relacdo a administracdo parenteral de opioides (Natalini et al.,
2006). A administracao oral de metadona (0,1; 0,2 e 0,4 mg/kg) foi bem tolerada em
equinos, houve rapida absorcdo e sem efeitos adversos como excitacdo, sedacdao,
alteracdes comportamentais e fisioldgicas (Linardi et al., 2009). Neste caso ocorreu
uma concentracdo plasmatica de metadona alta e rapida, consistente com analgesia
em outras espécies, mas ainda ndo esta determinada em equinos (Linardi et al.,
2009).

Neste estudo, verificou-se um aumento significativo na ALE apés a
administracdo de metadona. No grupo MET0,5 e MET0,2, este efeito foi observado
aos 5 e 15 minutos respectivamente, perdurando por 2 horas. Este curto periodo de
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7

laténcia também €& observado em humanos (Coda, 2009) e pode ser devido a

metadona possuir caracteristica lipofilica e alta ligacéo as proteinas plasmaticas.

A excitacdo do SNC foi descrita apés a administracéo de opioides pela via IV
em equinos (Kamerling et al., 1985b). Narcoéticos, como morfina, fentanil,
pentazocina e butorfanol séo potentes estimulantes locomotores em equinos, por
mecanismo ainda néo esclarecido, mas pode ser resultado da liberagc&o cerebral de
noriepinefrina e dopamina (Combie et al., 1979; Combie et al., 1981, Kamerling et
al., 1985h). O aumento na ALE e a excitacdo do SNC produzida pela metadona
provavelmente ocorra via receptores opioides, uma vez que com administracao de
naloxona (0,01 mg/kg 1V) houve reversao completa das alteracées comportamentais

desencadeadas pela metadona.

A naloxona quando administrada na dose de 0,015 mg/kg blogueou
completamente a atividade locomotora induzida pelo fentanil (0,02 mg/kg IV) em
equinos e a estimulacdo motora produzida pela morfina administrada na dose de 2,4
mg/kg IV foi reduzida em 75% pela naloxona (Combie et al.,, 1981). Ja a
acepromazina, bloqueou parcialmente as respostas motoras induzidas pelo fentanil
e a morfina, 0 que indica a participagdo de outros sistemas receptores, tanto
adrenérgico como dopaminérgico (Combie et al., 1981). Entretanto, em outro estudo,
0s antagonistas puros da dopamina nao inibiram a atividade locomotora induzida
pelo alfentanil e ambos os farmacos pareceram provocar estimulacdo locomotora por
si mesmo, demonstrando assim que o envolvimento da dopamina neste mecanismo

nao é claro em equinos (Pascoe & Taylor, 2003).

Em estudo anterior, a metadona nas doses de 0,5 e 1 mg/kg IV aumentou as
respostas locomotoras, que atingiu um pico com cerca de uma hora e durou em
torno de quatro horas com a dose mais alta (Combie et al., 1979). Neste estudo, com
a dose mais alta todos os equinos ficaram incoordenados e batendo repetidamente
nas paredes da instalacdo com tendéncia a cair, enquanto que com a dose menor foi
observado incoordenacdo em dois de quatro animais. No presente estudo, com a
dose maior de metadona o pico da ALE ocorreu em uma hora e perdurou duas
horas. Tal diferenca pode estar relacionada a variacdo individual, inter-racial,
metodologia utilizada e a dose. Observou-se que quanto maior a dose mais rapido e

prolongado € o efeito da metadona. Além disso, todos as animais ficaram ataxicos,
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mas nao a ponto de cair e apenas um deles se batia nas paredes da baia enquanto

caminhava.

Muitos relatos tém demonstrado que opioides causam excitagcdo e aumento
na atividade locomotora em equinos (Kamerling et al.,1988a; Combie et al;, 1981;
Pascoe et al.,, 1991; Mama et al.,, 1993; Szdke et al.,, 1998; Sellon et al., 2001,
Boscan et al., 2006a; Carregaro et al.,, 2007). Todos estes efeitos sdo dose-
dependentes e a administracado de um sedativo, como a,-agonistas, antes do opioide
pode reduzir a extensdo de sua expressdo (Combie et al., 1981). A maior
sensibilidade aos farmacos opioides na espécie equina deve-se a uma elevada
concentracdo de receptores u de alta afinidade, a qual é parecida com a do cortex
cerebral de ratos, assim como de outras espécies nas quais ocorre estimulacdo do
SNC induzida por opioides, como o camundongo e porquinho da india (Thomasy et
al., 2007). Deve-se também a diferengca na distribuicdo dos receptores -
adrenérgicos e nos tipos de receptores opioides no encéfalo equino (Hellyer et al.,
2003).

Em todos os estudos anteriores, a estimulacdo do SNC ocorreu em animais
desprovidos de dor. Aparentemente estes efeitos ndo ocorrem patologias que
cursam com dor. Em estudo retrospectivo a administracdo de baixas doses de
morfina (100-170 pg/kg) no periodo intra-operatorio ndo foi associado com
alteracbes comportamentais na recuperacao (Mircica et al., 2003). Adicionalmente, a
qualidade da recuperacédo foi melhor nos equinos que receberam morfina quando
comparado aos que nao receberam (Love et al.,, 2006; Clark et al.,, 2005). A
auséncia destas alteracdes comportamentais pode ser devido ao efeito sedativo dos
farmacos utilizados como parte da anestesia e por ser uma dor real com o opioide

exercendo seu efeito analgésico (Clutton, 2010).

A reducao na motilidade intestinal ja era esperada, uma vez que os opioides
produzem um aumento no tonus da musculatura lisa do intestino, e os eventos
mecanicos sequenciais que sao responsaveis pela motilidade propulsiva sao
inibidos, o que resulta em constipacao (Roger et al., 1994) . Diante deste cenario, a
metadona assim como a morfina reduzem a atividade propulsiva do intestino e
podem causar constipacdo (Coda, 2009). Esta reducédo foi inversamente

proporcional a dose utilizada, uma vez que com a dose de 0,2 mg/kg IV ndo houve
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reducdo nos escores de auscultacdo e com 0,5 mg/kg IV a reducao foi intensa,

principalmente aos 30 minutos voltando aos valores normais apos duas horas.

Os efeitos adversos observados com administracdo de metadona, como
aumento da ALE poderia ser minimizado ou abolido com a associacdo a outros
farmacos, como sedativos ou tranquilizantes. Entretanto, alguns destes farmacos
COMO 0S dy-agonistas, 0s quais possuem 0s mesmos efeitos sobre a motilidade
gastrointestinal poderiam agravar este quadro. Merritt et al. (1998) demonstraram
gue a detomidina na dose de 0,0125 mg/kg e a associacao de xilazina (0,5 mg/kg)
com o butorfanol (0,05 mg/kg) causaram profundo efeito supressor na motilidade
duodenal, sugerindo que o uso destes agentes para o manejo da célica deve ser

levado em consideracéao.

Por outro lado em estudo realizado pelo nosso grupo, demonstrou-se que
tanto a administragdo da associagdo de detomidina (10 pg/kg) e metadona (0,2
mg/kg) IV como a isolada de detomidina reduziram significativamente a motilidade
gastrointestinal em relacdo aos valores basais aos 30 minutos e uma hora,
entretanto ndo houve diferenca entre os grupos (Pignaton, 2011). Isto estad de
acordo com nossos dados, uma vez que a metadona na dose de 0,2 mg/kg nao
reduziu a motilidade, sendo este efeito supressor acao do a,-agonista. Em animais
submetidos a cirurgias ndo abdominais, a reducdo temporaria da motilidade
intestinal produzida pela metadona pode ndo apresentar maiores transtornos ao
animal, uma vez que a constipacdo acentuada ocorreu por 30 minutos elevando-se

gradualmente até os valores basais.

Muitos estudos demonstram a reducdo da motilidade gastrointestinal apds a
administragao de opioides (Roger et al., 1994; Sellon et al.,, 2001, Boscan et al,
2006a, Boscan et al., 2006b; Carregaro et al., 2006). A administracao IV de fentanil
(0,01 e 0,05 mg/kg) em pobneis, induziu uma fase inibitoria relacionada com a dose,
em que os complexos migratérios foram abolidos e em baixas doses induziu o
fechamento do esfincter cecocdlico, fazendo com que ocorresse a parada do transito
intestinal (Roger et al., 1994). U50488H, um kappa agonista induziu uma fase dose-
dependente de inibicdo da motilidade intestinal, mas a migragdo dos complexos

associados com a abertura do esfincter cecocoélico ocorreu em uma taxa normal,
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indicando que os agonistas kappa nao atrasam o transito intestinal, ao contrario dos

agonistas p (Roger et al., 1994).

Embora a administracdo unica IV de butorfanol (0,1 mg/kg) ter sido associada
com efeitos adversos no comportamento e no trato gastrointestinal incluindo ataxia,
reducdo nos borborigmos, com redugdo no escore de auscultacdo e reducédo da
defecacdo (Sellon et al., 2001), a administracdo de butorfanol em infusdo continua
durante 24 horas (0,0027 mg/kg/h), resultou em menor interferéncia nos escores de
auscultacdo abdominal e o tempo médio de transito intestinal ndo diferiu do controle
em nenhum dos tratamentos (Sellon et al., 2001). A administracao de 10 pg/kg IV de
buprenorfina reduziu os escores de auscultacdo quando comparado com os valores
basais dos 15 minutos até 4 horas apds sua administracao, no entanto nenhum dos
animais apresentou sinais de desconforto abdominal (Carregaro et al., 2006). Da
mesma forma com a metadona no presente estudo, também nao foram observados

sinais de desconforto abdominal apés o periodo de avaliacéo.

Boscan et al. (2006a) avaliaram os efeitos da morfina na funcdo do trato
gastrointestinal em equinos e observaram que a administragéo IV de 0,5 mg/kg de
morfina a cada 12 horas alterou o comportamento, reduziu o nimero de movimentos
intestinais, a quantidade de fezes produzida e a umidade do conteudo fecal e
aumentou o tempo de transito do trato gastrointestinal, demonstrando que esta dose
pode causar efeitos deletérios na funcdo do trato gastrointestinal por quatro a seis 6
horas. No entanto, a dose utilizada no estudo citado anteriormente é mais alta que a
utilizada na rotina clinica. Em outro estudo, a administracdo do opioide antagonista
N-metilnaltrexona juntamente com a morfina, ndo inibiu os efeitos excitatorios da
morfina e preveniu em parte os efeitos depressores do trato gastrointestinal pela
morfina (Boscan et al.,, 2006b). Esta reversdo parcial pode ser devido a alta
concentracdo de morfina ocupando os receptores, pelo efeito da metilnaltrexona ser
mais transitorio que o da morfina ou os efeitos da morfina no trato gastrointestinal

serem mediados parcialmente em nivel de SNC (Boscan et al., 2006b).

A metilnaltrexona, um opioide antagonista dos receptores u, ndo ultrapassa a
barreira hematoencefalica ou reverte a analgesia da metadona (Davis & Walsh,
2001). Em humanos, a metilnaltrexona quando administrada pela via IV pode

reverter a constipacao induzida pelo uso cronico de metadona e melhorar o tempo
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de transito oral-cecal por blogueio seletivo nos receptores p localizados
perifericamente, neste caso no trato gastrointestinal (Yuan et al., 1999; Yuan et al.,
2000), poupando os efeitos dos opioides no SNC, principalmente a analgesia (Yuan
et al., 2000). Esta pode ser uma alternativa viavel para prevenir os efeitos dos u
agonistas no trato gastrointestinal sem reverter a analgesia, no entanto, outros
estudos s@o necessérios para elucidar este mecanismo e avaliar seu efeito quando

associado a metadona em equinos.

Alguns estudos demonstram que o uso de doses baixas de morfina no
periodo intra-operatdrio ndo esta relacionado com o desenvolvimento de célica pés-
operatoria (Mircica et al., 2003; Andersen et al., 2006). Além disso, outros fatores
podem favorecer o desenvolvimento de distirbios na motilidade, como a
hospitalizacdo, mudancas de manejo e alimentacdo, bem como a dor, e estes

fatores também devem ser levados em consideracgéao.
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7. Conclusoes

- Apenas a dose de 0,5 mg/kg IV de metadona promove efeito

antinociceptivo térmico por 30 minutos.

- A metadona produz aumento dose-dependente na ALE além de

alteracdes comportamentais.

- Apenas a dose de 0,5 mg/kg IV de metadona reduz a motilidade

intestinal por duas horas, mas sem provocar sinais de colica.
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Apéndice

APENDICE A — Valores individuais do tempo (segundos) de laténcia para o
reflexo de retirada do membro (LRRM) de 6 equinos submetidos a
administracdo intravenosa de solugdo salina ou metadona (0,2 mg/kg —
METo,2; 0,5 mg/kg — MET0,5).

Grupos Momentos (min)

Controle Basal 15 30 60 120 180
Animal 1 4,52 3,53 4,59 3,80 - -
Animal 2 3,6 4,23 3,55 3,80 - -
Animal 3 456 3,77 4,74 3,72 - -
Animal 4 3,15 3,42 3,97 4,60 - -
Animal 5 5,38 6,19 5,16 6,06 - -
Animal 6 5,07 4,08 4,37 3,5 - -
METo0,2 Basal 15 30 60 120 180
Animal 1 5,45 3,20 3,04 3,14 1,65 2,66
Animal 2 5,19 5,43 6,47 3,48 4,14 3,44
Animal 3 4.56 3,34 3,81 3,36 3,19 3,87
Animal 4 2,51 2,83 2,45 2,89 2,38 2,43
Animal 5 3,84 5,94 5,41 4,65 6,36 4,17
Animal 6 2,97 2,89 3,29 3,27 2,00 2,91
METo0,5 Basal 15 30 60 120 180
Animal 1 2,60 5,67 471 2,86 2,40 2,42
Animal 2 3,12 8,61 10 6,18 3,68 5,60
Animal 3 2,46 10 10 3,75 3,43 3,26
Animal 4 2,84 8,17 10 3,13 2,73 2,59
Animal 5 4,72 9,83 10 4,56 3,65 3,43

Animal 6 3,53 9,39 10 3,56 2,80 2,40
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APENDICE B — Valores individuais da voltagem para o reflexo de retirada do
membro (VRRM) de 6 equinos submetidos a administragdo intravenosa de
solucéo salina ou metadona (0,2 mg/kg — MET0,2; 0,5 mg/kg — METO0,5).

Grupos Momentos (min)

Controle Basal 15 30 60 120 180
Animal 1 2,67 3,33 4,67 4,33 - -
Animal 2 3,00 3,00 2,00 2,67 - -
Animal 3 4,00 3,33 3,00 3,17 - -
Animal 4 3,22 3,89 2,47 3,33 - -
Animal 5 3,00 4,00 2,35 3,67 - -
Animal 6 3,22 4,00 2,45 5,33 - -
METo,2 Basal 15 30 60 120 180
Animal 1 3,33 4,00 4,00 3,33 4,33 3,67
Animal 2 4,00 5,67 5,33 4,67 5,00 5,33
Animal 3 3,00 4,67 6,00 5,00 5,33 5,00
Animal 4 3,00 4,00 4,17 4,33 5,33 3,67
Animal 5 3,67 3,67 4,00 4,00 3,33 3,67

Animal 6 3,00 5,00 4,33 3,33 4,33 3,67
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APENDICE C - Valores individuais da atividade locomotora espontanea (passos/minuto) de 6 equinos submetidos a administragéo
intravenosa de solucao salina ou metadona (0,2 mg/kg — MET0,2; 0,5 mg/kg — METO0,5).

Grupos Momentos (min)

Controle -20 -10 Basal 5 15 30 60 90 120 180 240 300
Animal 1 20,3 17,5 17,5 28 22,7 30,3 22,2 26,8 40,9 48,7 35,1 18,1
Animal 2 47,6 38,2 26,4 27,8 30,3 42,7 18,5 13 9,1 49,4 15,3 3,5
Animal 3 6 0,2 1,4 22,8 9,7 0,6 2,9 12,9 9,4 10,2 2,7 8,4
Animal 4 14,5 8,6 3,1 8,6 6,9 3,5 5,8 2,4 1 4,1 1,7 17,6
Animal 5 1,3 2,6 3 6,8 0,6 15 7,1 11,2 14,8 9,7 6,2 4,7
Animal 6 11,6 2,8 1 12,6 15 4,6 0,8 1.3 2,5 4,5 2,8 11
METO,2 -20 -10 Basal 5 15 30 60 90 120 180 240 300
Animal 1 17,5 14,1 13,4 31,4 56 95,4 102,4 64 33,1 34 20,7 6,7
Animal 2 21,9 6,3 0,2 8 31,4 74,30 48,9 52,1 17,3 4,6 8,7 10,6
Animal 3 11,3 2,8 5,8 7,2 20,7 27 27,6 20,6 7 10 1,7 2,3
Animal 4 15,6 15,2 16,4 25,8 89,2 82,5 89,5 60,5 42,8 17 21,3 8,3
Animal 5 18,7 1,8 3,5 34 41,1 215 16 13,6 16,5 9,9 4,1 4,7
Animal 6 11,8 13,5 6,4 26,4 105,3 123,5 107,7 75,4 83,9 60,4 78 33,9
METO0,5 -20 -10 Basal 5 15 30 60 90 120 180 240 300
Animal 1 22,5 22,9 20,3 119,4 168,5 163,4 162,3 163,4 147,6 88,4 31,7 26,7
Animal 2 22,8 13,8 20,4 7,4 40,9 30,6 20,4 73,3 87,4 271 8,3 12,7
Animal 3 8,7 8,5 2,4 150,6 143,7 162,5 143,2 93,7 42,6 16,8 6,7 7,8
Animal 4 9 7,6 20 155,2 172,2 133,1 154,9 142,2 118,7 58,8 39,8 23,5
Animal 5 7,4 10 8,1 7 63,5 72,4 102,5 75,2 48,4 10,8 11,6 5,6

Animal 6 7,6 0,7 0,1 5,8 32,4 23,8 37,6 43,8 13,6 8,1 2 9
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APENDICE D — Valores individuais dos escores de auscultacéo intestinal de 6 equinos submetidos a administracdo intravenosa de

solugéo salina ou metadona (0,2 mg/kg — METO0,2; 0,5 mg/kg — METO0,5).

Grupos Momentos (min)

Controle Basal 15 30 60 90 120 180 240 360 480
Animal 1 11 10 9 9 9 11 - - - -
Animal 2 16 10 10 10 12 11 - - - -
Animal 3 13 14 12 10 9 12 - - - -
Animal 4 10 10 10 11 8 8 - - - -
Animal 5 10 11 9 11 10 8 - - - -
Animal 6 10 12 9 9 13 7 - - - -
METo0,2 Basal 15 30 60 90 120 180 240 360 480
Animal 1 10 8 11 8 10 13 9 13 10 13
Animal 2 10 13 12 10 11 14 12 10 13 12
Animal 3 15 12 12 16 14 15 14 15 16 13
Animal 4 11 9 12 11 11 10 6 9 10 12
Animal 5 14 15 14 15 13 14 15 14 15 16
Animal 6 12 9 9 12 15 11 14 14 13 9
METo,5 Basal 15 30 60 90 120 180 240 360 480
Animal 1 14 7 4 3 6 4 14 15 13 15
Animal 2 11 11 3 3 8 14 13 14 14 9
Animal 3 13 7 5 9 3 5 8 10 13 12
Animal 4 15 6 2 8 4 1 8 7 11 15
Animal 5 12 2 1 2 5 9 9 9 11 13
Animal 6 10 7 2 1 4 8 10 8 12 13
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