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Propofol, morfina e metadona como moduladores da dor em lambaris

submetidos a estimulo nociceptivo

RESUMO

Nas ultimas décadas, as informacdes sobre dor e nocicepcdo em peixes se intensificaram por
meio de pesquisas envolvendo testes nociceptivos com diferentes espécies, contribuindo para a
compreensdo dos processos envolvendo a pesquisa da existéncia da dor. O lambari (Astyanax
lacustris) tem sido utilizado como modelo experimental em diferentes areas de pesquisa e
atualmente, os estimulos quimicos sdo 0s mais empregados para o estudo da nocicepcdo em
peixes. Dentre os farmacos analgésicos, sabe-se que os opioides sdo 0s mais indicados para o
tratamento de dor moderada a severa de curta duracdo e durante eventos dolorosos agudos.
Além disso, a modificacdo da resposta a estimulos nocivos por analgésicos é um dos critérios
usados para fundamentar a capacidade de percep¢do de dor pelos animais. Assim, 0 presente
estudo testou trés diferentes concentragfes de propofol (2mg/Litro; 5 mg/Litro e 10 mg/Litro)
e avaliou as alteracdes fisioldgicas e comportamentais em lambaris (Astyanax lacustris)
submetidos a injecdo de acido acético na boca para identificar comportamentos relacionados a
dor. Também avaliou os efeitos da morfina e da metadona, sob diferentes doses (5, 10, 25, 50
e 100 mg/Kg) nos peixes com e sem estimulo doloroso. Como resultados a concentracéo de 5
mg/litro de propofol demonstrou caracteristicas relevantes como acéo e recuperacgdo rapidas,
seguranca e menor ocorréncia de hiperatividade nos animais testados. A injecdo de acido
acetico evidenciou alteracdes fisioldgicas e comportamentais como aumento da frequéncia
respiratdria, auséncia de comportamento alimentar, hiperatividade, lesées no local da injecdo
entre outros. J& as doses testadas de morfina (10 e 25 mg/Kg) metadona (10 e 25 mg/Kg)
mostram-se seguras e capazes de modular alteracbes fisiologicas e comportamentais
relacionadas & dor em peixes. No entanto, mais pesquisas Sa0 necessarias para a investigacdo
de protocolos de analgesia, uma vez que ha importante variacdo nas respostas comportamentais

e fisiologicas em diferentes pesquisas que avaliaram o controle da dor nestes animais.

Palavras-chave: Senciéncia; Peixes; Nocicepc¢do; Modelo experimental; Anestesia.



Propofol, morphine and methadone as pain modulators in lambaris submitted to

a nociceptive stimulus

ABSTRACT

In the decades, as recent investigations into different and nociceptive processes have intensified
through research into non-scientific research, research to investigate the existence of different
processes. The lambari (Astyanax lacustris) has been used as an experimental model in different
areas of research and currently, chemical stimuli are the most used for the study of nociception
in fish. Among the observed opioids, it is known that opioids are more indicated for the
treatment of moderate pain to several acute events and during the acute duration. Furthermore,
the possibility of a noxious stimulus for fundamental responses is one of the criteria used for
the animals' ability to perceive. Thus, the present tested three behavioral changes of propofol
(2mg/Liter; 5 mg/Liter and 10 mg/Liter) and the logical change in lambaris (Astyanax lacustris)
studies to identify behavioral and acetic differences in the mouth related to pain. It also
evaluated the effects of morphine and methadone at different doses (5, 10, 25, 50 and 100
mg/kg) in fish with and without stimulation. As a concentration of 5 mg/liter of relevant results
properties such as fast safety, lower occurrence of hyperactivity and action in the animals tested.
Acetic acid injection showed physical and behavioral changes such as increased breathing, lack
of eating behavior, hyperactivity at the injection site, among others. The tested doses of
morphine (10 and 25 mg/Kg) and methadone (10 and 25 mg/Kg) are shown to be safe and
capable of modulating physiological and behavioral changes to pain in fish. However, more
research is found to investigate protocols, since there are different behavioral and physiological

responses in researches that evaluate pain control in animals.

Keywords: Sentience; Fishes; Nociception; Experimental model; Anesthesia.
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1 Introdugéo

Nas ultimas décadas, as informacdes sobre dor e nocicepcdo em peixes se intensificaram
por meio de pesquisas envolvendo testes nociceptivos com diferentes espécies, contribuindo
para a compreensdo dos processos envolvendo a pesquisa da existéncia da dor dentro deste
grupo (Almeida, 2018; Chatigny, 2019; Roques et al., 2012).

Tanto na aquicultura quanto nas pesquisas, diferentes procedimentos considerados
invasivos como coleta de sangue, marcacdo de barbatanas, testes toxicolégicos, manejo
reprodutivo e procedimentos cirdrgicos sdo rotineiramente realizados em peixes (Braithwaite
& Ebbesson, 2014; Wolkers & Hoffmann, 2014; Nordgreen et al., 2009). Recomenda-se que
peixes submetidos a procedimentos que causem lesdo tecidual devem receber tratamento
humanitario pelo uso de anestésicos e analgésicos com o objetivo de reduzir o estresse, a dor e
0 desconforto (Sneddon, 2009a; Ross, L. & Ross, B., 2008). Da mesma forma, Pedrazani et al.
(2007) inferem que tanto na experimentacdo quanto na criacdo de peixes, procedimentos
considerados invasivos devem ser realizadas de modo a ndo causar dor ou qualquer sofrimento
visando respeitar questdes éticas relacionadas ao sofrimento.

A utilizacdo de peixes como modelo experimental em pesquisas médicas tem como
objetivo buscar modelos experimentais mais simples, porém com perfil farmacoldgico e
genético semelhante aos dos seres humanos, fato que impulsiona a busca por protocolos de
analgesia em peixes (Harms & Lewbart, 2011; MacRae & Peterson, 2015). O lambari (Astyanax
lacustris) tem sido utilizado como modelo experimental em diferentes areas de pesquisa e
apresenta algumas caracteristicas marcantes para uso em laborat6rio, como facil manejo, alta
prolificidade, facilidade de adaptacdo a alimentacdo comercial, além de alcancar rapidamente
a fase adulta e a maturidade sexual (Gomes, 2015; Yasui et al., 2015).

O debate sobre senciéncia em peixes se fortaleceu a partir do momento em que foram
identificados nociceptores em peixes teledsteos (Iwama, 2007; Sneddon, 2002, 2003, 2009a).
Sneddon (2003) concluiu que os nociceptores dos peixes possuem caracteristicas muito
semelhantes aos nociceptores encontrados nos vertebrados superiores, respondendo a estimulos
mecanicos, térmicos e quimicos. Além disso, pesquisadores também encontraram receptores
opioides presentes no cérebro de peixes (Alvarez et al., 2006; Harms et al., 2005).

Smith & Boyd (1991) criaram um conjunto de critérios que devem ser cumpridos para
estabelecer uma analogia da percepcdo da dor em animais em relagdo aos seres humanos, e
concluiram que somente os mamiferos cumprem todos os critérios listados (Oliveira &
Galhardo, 2007). No entanto, Sneddon, Braithwaite & Gentle (2003) e Sneddon (2003)
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realizaram estudos posteriores com peixes teleGsteos e constataram a existéncia de trés destes
critérios. Além disso, Bateson (1991) afirma que a modificagdo da resposta a estimulos nocivos
por analgésicos é um dos critérios usados para fundamentar a capacidade de percepc¢éo de dor
pelos animais.

Os peixes teledsteos apresentam alteracBes comportamentais e sinais de desconforto
diante da submisséo a procedimentos potencialmente dolorosos (Marques et al., 2021). Reilly
et al. (2008) sugerem a existéncia de diferencas especificas tanto comportamentais quanto
fisioldgicas entre diferentes espécies de peixes frente a estimulos potencialmente dolorosos.

Os stimulesestimulos quimicos tem sido bastante empregados para o estudo da
nocicepgdo em peixes, sendo as pesquisas que utilizam substancias como a formalina e o &cido
acetico as mais comumente realizadas (Almeida, 2018). A injecdo de &cido acético estimula 0s
nociceptores locais e tem sido usada para pesquisas que envolvem a nocicep¢do em peixes
(Baker et al., 2013; Newby et al., 2007; Sneddon, 2003).

Dentre os farmacos analgésicos, sabe-se que 0s opioides sdo 0s mais indicados para o
tratamento de dor moderada a severa de curta duracdo e durante eventos dolorosos agudos
(IASP, 2018). O uso da morfina foi validado como analgésico efetivo em alguns peixes
teledsteos, porém a validacdo de outros opioides é primordial para demonstrar que Sao seguros
para uso em peixes e para determinar a dosagem eficaz, principalmente quando houver injuria
tecidual (Sneddon, 2009b). A metadona é um opioide sintético agonista dos receptores p, com
poténcia e farmacocinética semelhantes as da morfina (Lumb & Jones, 2017). Em uma pesquisa
realizada por Crivelaro et al. (2019) com tilapias do Nilo submetidas a remocdo do apice
cardiaco por video cirurgia, testou-se a metadona como analgésico, porém o0s autores
observaram apenas efeito sedativo do farmaco e concluiram que mais pesquisas sdo necessarias
para melhor determinacédo da dose analgeésica efetiva em peixes.

Dentre os anestésicos disponiveis para uso em peixes, o propofol foi definido como um
agente hipnético e sedativo agonista do receptor GABA, além de inibir o receptor N-metil-
Daspartato (NMDA), mecanismo pelo qual também pode contribuir para seus efeitos sobre o
sistema nervoso central (Fantoni & Cortopassi, 2016; Lumb & Jones, 2017).

Além disso, foi descrito como uma droga depressora segura e eficaz em varias espécies
de peixes, alem de ser considerado um composto quimico com relativa solubilidade na agua e
de ja ter sido testado em peixes teledsteos (Gholipour & Ahadizadeh, 2013; Martins et al., 2018;
Valenca-Silva et al., 2014; Valentim et al., 2016).

O propofol tem como caracteristicas: acdo e recuperagdo rapidas, seguranga e minimos
efeitos adversos (Gomulka; Wlasow & Miroslaw, 2014). Gholipour & Ahdizadeh (2013)
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afirmam que a eficécia e a seguranca de qualquer agente anestésico podem variar de acordo
com a espécie e apontam que apenas um numero limitado de estudos avaliou a eficicia do
propofol em peixes. Assim, sugerem que estudos adicionais devem ser realizados para
estabelecer as condi¢des operacionais apropriadas e as vantagens comparativas do uso deste
anestésico em relacdo a outros anestésicos usados em peixes.

Diferentes pesquisas realizadas com farmacos anestésicos e analgésicos propdem a
investigacdo de novas drogas ou de associacGes farmacologicas mais efetivas para uso em
peixes porém, com menor ocorréncia de efeitos adversos (Mettan et al., 2011; Montandon &
Slutsky, 2019). Uma pesquisa realizada por Barbas et al. (2021) com peixes anestesiados com
eugenol demonstrou que, apesar dos animais terem apresentado imobilidade, também
apresentaram excitabilidade neuronal intensa semelhante a convulsdo, sugerindo entdo uma
toxicidade neuronal com o uso deste anestésico. Com isso 0 autor recomenda cautela com o uso
deste anestésico em peixes, 0 que vem a reforcar a busca por anestésicos mais seguros.

Assim, o presente estudo utilizou o &cido acético como ferramenta para investigar

propofol, morfina e metadona como farmacos moduladores da dor em lambaris (A. lacustris).
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2 Objetivos

» Auvaliar as alteracBes fisiologicas e comportamentais em lambaris (A. lacustris)
submetidos a um estimulo com potencial de dano (injecéo de &cido acético na boca).

» Identificar comportamentos relacionados a dor desencadeada por estimulo nociceptivo.

» Auvaliar os efeitos do propofol, da morfina e da metadona em lambaris submetidos a
injecdo de acido aceético na boca.

» Contribuir para as pesquisas que utilizam peixes como modelo experimental e com a

discussdo atual sobre senciéncia em peixes.
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3 Material e Métodos

3.1 Local de estudo e origem dos peixes

O experimento foi iniciado ap6s a devida aprovacio pelo Comité de Etica no Uso de
Animais da Universidade Estadual do Oeste do Parana (Protocolo n° 23-20) e foi desenvolvido
no Laboratorio de Tecnologia da Reproducdo dos Animais Aquéticos, da Universidade
Estadual do Oeste do Parand, Campus de Toledo no periodo de agosto de 2021 a janeiro de
2022. Neste estudo, foram avaliados 156 lambaris com peso médio de 15 gramas, provenientes
do plantel de reprodutores do Laboratério de Tecnologia da Reprodugdo dos Animais

Aquaticos.

3.2 Instalagdes, preparo e manejo dos animais

Previamente ao inicio do experimento, 0s animais permaneceram alojados em viveiros
escavados de 200 m? com abastecimento constante de agua para reposicdo da evaporacio e
infiltracdo e foram alimentados com ragdo comercial contendo 32% de proteina bruta (PB),
quatro vezes ao dia. Em seguida, 156 animais foram transferidos e igualmente divididos entre
trés aquarios de PVC na cor preta com volume util de 60 litros, equipados de aeracao e
circulacdo de agua constantes, aquecimento elétrico e filtro mecanico e bioldgico. Desta forma,
a densidade foi de 52 animais por aquario. A renovacao de agua de 50% do volume total foi
realizada diariamente, sendo metade pela manha e metade no final da tarde, quando foi realizada
a sifonagem para a retirada de fezes e alimentos ndo ingeridos.

Os animais permaneceram nos aquarios de PVC durante 7 dias antes do inicio das
observagdes, para aclimatacdo. Dois dias antes do inicio das observacgdes, 30 peixes foram
transferidos para um aquério de vidro com volume util de 40 litros de agua e com aeragéo
realizada por filtro mecanico. Os peixes foram mantidos nesse aquario para aclimatacéo frente
a presenca e movimentacao dos observadores. Manteve-se a alimentacdo com ragdo extrusada
comercial (32% de proteina bruta), trés vezes ao dia. A renovacao de agua de 50% do volume
total tambem foi realizada diariamente, assim como a sifonagem para a retirada de fezes e
alimentos nao ingeridos.

Para a execucdo do experimento, e durante a realizagcdo das observacgdes, 0s animais
testados foram transferidos individualmente para aquarios de vidro com volume Gtil de 20 litros,

seguindo as mesmas condicOes de aeracao e renovacao de agua citadas acima. Todos os animais
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testados foram alimentados com racéo extrusada comercial com 32% de PB, trés vezes ao dia.
Considerou-se como unidade experimental um aquério contendo um peixe. A partir disso, a
realizacdo do experimento foi executada em quatro ensaios. O primeiro ensaio buscou
determinar a dose-resposta da concentragdo do propofol para lambaris, em 3 diferentes
diluicbes (2, 5 e 10 miligramas/litro de agua). O segundo ensaio avaliou a injecdo de acido
acético no labio superior como modelo de dor aguda nos peixes testados. O terceiro ensaio
avaliou a dose-resposta da morfina e da metadona sob 5 diferentes doses (5, 10, 25, 50 e 100
mg/Kg) e o quarto ensaio avaliou os efeitos do anestésico propofol e de duas diferentes doses
de morfina e metadona (10 e 25 mg/Kg) em lambaris submetidos a estimulo nociceptivo (Figura
1).

Ensaio 1 Ensaio 2
Determinacio da Determinagao do
dose-resposta do modelo de dor

propofol em aguda em
lambaris lambaris

Ensaio 3 Ensaio 4

Avaliagio dos
efeitos do propofol
morfina e metadona

Determinacio da
dose-resposta da

morfina e da em lambaris
metadona em submetidos a
lambaris estimulo nociceptivo

Figura 1 - Etapas da experimenta¢do para a avaliacdo dos efeitos do propofol, morfina e metadona em lambaris
submetidos a estimulo nociceptivo.

3.3 Ensaio 1 — Determinacdo da dose-resposta da concentracdo do propofol em lambaris (A.

lacustris)

Neste ensaio, 0 objetivo foi padronizar a concentragdo adequada do propofol para
anestesia de lambaris. Foram testadas trés diferentes doses de propofol 1%, para a obtencao do
estagio de anestesia profunda. Para cada dose testada, houve oito repeticbes. As seguintes
concentracdes do anestésico foram testadas: 2mg /litro de agua, 5 mg/litro de agua e 10 mg/litro
de agua, respectivamente, 0,25 ml de propofol 1% por litro de agua, 0,5 ml de propofol 1% por
litro de &gua e 1 ml de propofol 1% por litro de agua. No total, foram avaliados 24 animais e 0

tempo de observacdo foi de 120 minutos.
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Nesta etapa, para cada repeti¢do o peixe foi retirado do aquario de vidro de 40 litros com
auxilio de um pucé e imediatamente inserido em um becker contendo 1 litro de 4gua com a
respectiva diluicdo do anestésico para a determinacdo do tempo de inducdo anestésica, até a
obtencdo do estagio de anestesia profunda. Sob acompanhamento de dois observadores, assim
que o estgio de anestesia profunda foi alcangado e cronometrado, o peixe foi imediatamente
retirado do becker com auxilio do pucé e entdo inserido no aquéario de 20 litros para observacéo
individual e determinacéo do tempo de recuperacdo anestésica.

As variaveis observadas compreenderam os tempos de inducéo (periodo compreendido
desde o inicio da anestesia até atingir o estagio de anestesia profunda) e de recuperacao
anestésicas. O reconhecimento dos estagios da anestesia baseou-se nas respostas
comportamentais observadas na tabela adaptada dos estagios da anestesia em peixes (Tabela 1).
A recuperacdo anestésica foi avaliada pela resposta a estimulo externo leve (reflexo de
endireitamento quando empurrado para uma posic¢ao lateral) e pelo desvio de obstaculo (objeto

posicionado na frente do animal) (Balko et al., 2017) (Tabela 1).

Tabela 1 - Estagios da anestesia em peixes.

Estagio Descricao Parémetro avaliado
(Resposta fisioldgica e comportamental)

1 Sedacéo leve Leve perda da resposta a estimulos externos,
batimentos operculares mais lentos, equilibrio
normal.

2 Sedacdo profunda Perda da resposta a estimulos externos, exceto aos

mais fortes, leve queda do movimento opercular,
equilibrio normal.

3 Narcose Resposta apenas a estimulos tateis fortes, elevacdo
na taxa de movimentos operculares, perda do ténus
muscular, nado errético.

4 Anestesia profunda Perda dos reflexos medulares, movimentos
operculares lentos e regulares, perda do ténus
muscular e do equilibrio.

5 Anestesia cirdrgica Perda total da resposta a estimulos, movimentos
operculares lentos e irregulares, perda total dos
reflexos.

6 Colapso medular Auséncia de movimentos operculares, parada

cardiaca e morte.

Recuperacdo anestésica  Resposta a estimulos externos leves, batimentos
operculares regulares, equilibrio normal, desvio de
obstéaculo*.

Fonte: Adaptado de Bowser, 2001; *Balko et al., 2017.
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Também foram avaliados comportamento alimentar, ocorréncia de comportamentos
andmalos (natacdo erratica, hiperatividade e perda do equilibrio), além da ocorréncia de
mortalidade até 48 horas ap0s o inicio do ensaio. O consumo de alimento foi registrado apos a
ultima avaliacdo (120 minutos), quando entdo o alimento foi oferecido. Considerou-se como
natacdo erratica quando foram observadas as seguintes alteracfes: natacdo em circulos ou
girando ao redor do proprio eixo. A hiperatividade foi considerada quando foram observados
episddios subitos e intermitentes de aumento de atividade de natacdo. Ja a perda de equilibrio
foi constatada nas observacdes em gque os animais apresentavam dificuldade em se manter na
coluna de agua durante a natagcdo ou em repouso.

A mensuracdo dos tempos foi cronometrada pelo pesquisador e em seguida os dados
obtidos foram anotados em uma planilha. Os registros das atividades também foram realizados
por video-filmagem.

Ao final das avaliacBes, os peixes retornaram as caixas de polietileno, separados em
grupos de acordo com o tratamento a que foram submetidos, onde entdo permaneceram sob as
mesmas condicdes anteriormente citadas até 48 horas ap6s o inicio da anestesia para a avaliacao

da ocorréncia de mortalidade.

3.4 Ensaio 2 - Determinagdo do modelo de dor aguda em lambaris (A. lacustris)

Este ensaio teve como objetivos determinar o acido acético a 5% como modelo de dor
aguda e identificar comportamentos relacionados a dor quando injetado no labio superior dos
animais testados. Nesta etapa, foram avaliados trés tratamentos com 5 repeti¢cOes cada. Os
animais permaneceram nos aquarios de PVC na cor preta com volume util de 60 litros,
equipados de aeracao e circulacdo de agua constantes, aquecimento elétrico e filtro mecanico e
bioldgico durante 7 dias do inicio do ensaio.

O primeiro tratamento foi realizado com a injecdo de 0,05 mililitros (ml) de acido
acético a 5 % no labio frontal superior dos animais testados. O segundo tratamento foi realizado
com a injecdo de 0,05 ml de solug&o fisiolégica (NaCl 0,9%) no labio frontal superior do grupo
testado e o terceiro tratamento foi composto por animais sem nenhuma aplicagéo de injegéo.
Para as inje¢des, foram utilizadas seringas de 0,3 ml com agulha de calibre 8 X 0,30 milimetros
(mm). Todos os animais testados foram cuidadosamente retirados do aquario de vidro de 40
litros com auxilio de um puca e imediatamente colocados sobre uma superficie macia para
contencdo e aplicagdo da injecdo. Imediatamente apds a injecdo, o animal foi inserido no

aquario de 20 litros para as observacgdes individuais.
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O registro de todas as atividades foi realizado por dois observadores e por video-
filmagem e os tempos foram cronometrados pelo pesquisador. Os registros foram realizados a
1 minuto, 5 minutos, 15 minutos e 30 minutos apos a injecdo do acido acético ou da solucao
fisioldgica, totalizando 4 avaliagGes. O grupo que ndo recebeu injecdo também foi avaliado
seguindo a mesma metodologia. Nesse ensaio, foram avaliadas as alteragdes comportamentais
e fisioldgicas observadas para cada tratamento. Os dados obtidos nas etapas de observagéo
foram agrupados em cinco categorias seguindo uma adaptacdo da escala de Baker et al. (2013)
(Tabela 2).

Tabela 2 - Variaveis avaliadas para identificacdo de comportamentos relacionados a dor em lambaris submetidos
a estimulo nocivo.

Variavel Descrigéo
Frequéncia respiratoria (batimentos Quantidade de batimentos operculares em um
operculares / minuto) minuto.
Frequéncia de batimentos da nadadeira Quantidade de batimentos da nadadeira peitoral em
peitoral /minuto um minuto.

1= repousando no fundo
Posicdo na coluna de dgua do aquario 2 = localizado no terco inferior

3 = localizado no terco médio

4 = localizado no terco superior

Atividade natatéria em um minuto (%) Porcentagem de tempo de natacdo esponténea
avaliada em um minuto.

Comportamento alimentar (ao término do Alimentou-se ao final ensaio.
ensaio). N4o se alimentou ao final do ensaio.

Fonte: Adaptado de Baker et al., 2013.

As variaveis de interesse incluiram a frequéncia respiratoria (quantidade de batimentos
operculares em um minuto), frequéncia de batimentos da nadadeira peitoral /minuto
(quantidade de batimentos da nadadeira peitoral em um minuto), posicao na coluna de 4gua do
aquario (Figura 2), atividade natatéria em um minuto (porcentagem de tempo de natagdo
espontanea avaliada em um minuto) e comportamento alimentar (consumo de alimento

oferecido ao final das avaliagdes) como mostra a Tabela 2.
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Figura 2 - Variavel avaliada para identificagcdo de comportamentos relacionados a dor em lambaris submetidos a
estimulo nocivo: Posi¢do na coluna de agua do aquério (1 - repousando no fundo, 2 - localizado no terco inferior,
3 - localizado no tergo médio, 4 - localizado no tergo superior).

Além disso, comportamentos andmalos (natacdo erratica, hiperatividade e perda do
equilibrio), também foram registradas. O comportamento alimentar foi registrado ao término
das observacbes (30 minutos), quando o alimento foi oferecido. A avaliacdo realizada para
verificar a porcentagem de morte, consumo e hiperatividade foi realizada de forma qualitativa,
portanto, ndo foi possivel aplicar o teste de Tukey para comparacdo das medias. Ainda,
levantou-se a hip6tese que poderia haver correlacdo entre a atividade natatoria e 0s movimentos

da nadadeira peitoral.

3.5 Ensaio 3 — Determinacdo da dose-resposta da morfina e da metadona em lambaris (A.

lacustris)

Nesta etapa foram avaliadas cinco doses crescentes dos opioides injetados por via
intramuscular, abaixo da nadadeira dorsal, tanto para a morfina 1% (5, 10, 25, 50 e 100 mg/Kg)
guanto para a metadona 1% (5, 10, 25, 50 e 100 mg/Kg). As doses de morfina e metadona foram
determinadas pela extrapolacéo de dosagens encontradas em pesquisas com outras espécies de
peixes (Fowler & Miller, 2003; Tennant, 2005). Para cada ensaio, houve trés repeti¢cdes. Além
dos tratamentos com cinco doses crescentes de morfina e metadona houve o grupo controle que
recebeu a injecdo de 0,05 ml de solug&o fisiologica (Nacl 0,9%) também abaixo da nadadeira

dorsal e por via intramuscular. Os animais foram avaliados nos tempos 10, 30, 60, 90 e 120
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minutos apos a injecdo. O registro de todas as atividades foi realizado por dois observadores e
por video-filmagem e os tempos foram cronometrados pelo pesquisador. A partir dos resultados
obtidos nesta avaliagdo, duas doses de cada opioide testado foram selecionadas para a execugéo
da etapa seguinte que compreendeu a avaliacdo de duas diferentes doses de morfina e de
metadona em peixes submetidos a estimulo nociceptivo e anestesiados com propofol.

Neste ensaio, todos os animais testados foram cuidadosamente retirados do aquério de
40 litros com auxilio de um puca e imediatamente colocados sobre uma superficie macia para
contencdo e aplicacéo da injecdo. Para as injecOes tanto da morfina quanto da metadona e da
solucgdo fisioldgica foram utilizadas seringas de 0,3 ml com agulha de calibre 8 X 0,30 mm e o
local da aplicagdo foi abaixo da nadadeira dorsal, por via intramuscular. Em seguida a
aplicacdo, o animal foi inserido no aquéario de vidro de 20 litros para a observacao individual.

As variaveis de interesse incluiram a frequéncia respiratoria (quantidade de batimentos
operculares em um minuto), frequéncia de batimentos da nadadeira peitoral/minuto (quantidade
de batimentos da nadadeira peitoral em um minuto), posicdo na coluna de agua do aquério,
atividade natatoria em um minuto (porcentagem de tempo de natacéo espontanea avaliada em
um minuto) e comportamento alimentar (consumo de alimento oferecido ao final das
avaliacdes) seguindo uma adaptacao da escala de Baker et al. (2013) (Tabela 2).

Além disso, avaliou-se a ocorréncia de mortalidade e de comportamentos anémalos
(natacdo errética, hiperatividade e perda do equilibrio). O consumo alimentar foi registrado 120
minutos apds a aplicacdo do farmaco quando entdo o alimento foi oferecido. Diante dos efeitos
adversos reconhecidos dos opioides, também foram registrados quaisquer efeitos similares
como vémito, depressao respiratoria, entre outros observados com o uso de opioides, inclusive

aqueles relatados em outras espécies.

3.6 Ensaio 4 — Avaliagdo dos efeitos do propofol, morfina e metadona em lambaris (A.

lacustris) submetidos a estimulo nociceptivo

Neste ensaio realizou-se a avaliagdo dos efeitos do propofol associado a morfina ou
metadona sob duas diferentes doses em lambaris submetidos a estimulo nociceptivo pela
injecéo de acido acético no labio frontal superior. Para isso, foram testados 80 lambaris pesando

em média 15 gramas compreendendo 10 tratamentos e 8 repeticbes como mostra a figura 3.



21

Tratamento 1 Tratamento 2
o . Trat t Trat to 4
Propofol 5 mg/litro Propofol 5 mg/litro Propoﬁ:ln;e:l:/l:tro Pm;:f:r;;go/litro
Metndon 10 mp/Kg Metadona 10 mg/Kg Metadona 25 mg/Kg Metadona 25 mg/Kg
Acido acético Solugio fisiolégica Acido acético Solugio fisiolégica
e J ‘ ‘
L r N
8 repeticoes 2ol
8 repeticoes
Tratamento § : Tratamento 6 :
S Tratamento 6 Tratamento 8
ll:'rop:fol lsomg/htm Propofol S mg/litro Propofol § mg/litro Propefol § mg/litro
‘Kcli:: “'.':f/oxg Mnrﬁfm 10. m'g/P(g Morfina 25 mg/Kg Morfina 25 mg/Kg
Solugio fisiolégica Acido acético Solugio fisiolégica
| Y ‘
|
8 tico
LRI OLS 8 repeticoes
Tratamento 9 Tratamento 10
Propofol § mg/litro Propofol § mg/litro
Solugio fisiolgica Solugio fisiolégica
Acido acético Solugio fisiolégica
Y
. o~
8 repeticoes

Figura 3 - Delineamento experimental do ensaio 4 para a avaliacdo dos efeitos do propofol, morfina e metadona
em lambaris submetidos a estimulo nociceptivo.



22

O tratamento 9 (solucdo fisiologica + acido acético) foi considerado como controle

positivo e o tratamento 10 (solucao fisioldgica + solucdo fisioldgica) foi considerado como

controle negativo.

Para cada tratamento o animal testado foi cuidadosamente retirado do aquario de vidro
de 40 litros, com auxilio de um pucé e imediatamente inserido em um becker com capacidade
para 1 litro de &gua contendo a dilui¢do de propofol na proporg¢éo de 5 mg/litro (1 ml de propofol
a 1% por litro de agua). Ao atingir o quarto estagio de anestesia o peixe foi retirado do becker
com anestésico e colocado sobre uma superficie macia para a injecdo de morfina, metadona ou
de solugdo fisioldgica por via intramuscular, abaixo da nadadeira dorsal. O volume aplicado foi
calculado de acordo com a dose testada de morfina ou metadona. O volume injetado de solugéo
fisioldgica foi de 0,05 ml. Apds as injecdes os animais foram inseridos individualmente em
aquarios de vidro contendo 20 litros de 4gua sem anestésico para a recuperacao anestésica e
observacgdo. Apo6s 30 minutos o peixe foi entdo retirado do aquéario e novamente colocado sobre
uma superficie macia para a aplicacdo do acido acético ou da solucéo fisiolégica no labio frontal
superior. O volume aplicado tanto de acido quanto de solucgéo fisiologica foi de 0,05 ml. Para
as injecdes foram utilizadas seringas de 0,3 ml com agulha de calibre 8 X 0,30 mm.

Imediatamente apds as inje¢des 0s animais retornaram para o aquario de 20 litros para
as observac0es individuais.

O registro de todas as atividades foi realizado por dois observadores e por video-
filmagem e os tempos foram cronometrados pelo pesquisador. Os registros foram realizados a
1 minuto, 5 minutos, 15 minutos e 30 minutos apos a injecdo do acido acético ou da solucéo
fisiologica totalizando 4 avaliacbes. Nesse ensaio, foram avaliadas as alteracGes
comportamentais e fisioldgicas observadas para cada grupo testado. Os dados obtidos nas
etapas de observacdo foram agrupados em cinco categorias seguindo uma adaptacdo da escala
de Baker et al. (2013).

As variaveis avaliadas foram a frequéncia respiratoria (quantidade de batimentos
operculares em um minuto), frequéncia de batimentos da nadadeira peitoral/minuto (quantidade
de batimentos da nadadeira peitoral em um minuto), posi¢do na coluna de agua do aquério,
atividade natatoria em um minuto (porcentagem de tempo de natacdo espontanea avaliada em
um minuto) e comportamento alimentar (consumo de alimento oferecido ao final das
avaliagdes). Além disso também foi avaliada a ocorréncia de comportamentos andmalos e a
ocorréncia de mortalidade até 48 horas ap0s o término das observacgdes. Para a avaliacdo do

comportamento alimentar, ao término das observac@es (30 minutos), o alimento foi oferecido.
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4 Andlise Estatistica

As ferramentas utilizadas nestes ensaios foram a Andlise de Variancia (ANOVA) e o
Teste de Tukey. A ANOVA teve por objetivo comparar a média de trés ou mais grupos,
buscando determinar se estes possuiam médias estatisticamente iguais ou ndo, ao nivel de 95%
de confianga. Ja o teste de Tukey, por se tratar de um teste paramétrico, comparou as médias,
isto €, apos a aplicacdo da ANOVA, este teste foi realizado para verificar quais grupos diferiram

entre si, considerando um nivel de confianca igual a 95%.
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5 Resultados e Discussao

5.1 Ensaio 1 — Determinacdo da dose-resposta da concentracdo do propofol em lambaris (A.

lacustris)

Pesquisas apontam o propofol como um anestésico promissor para uso em peixes,
devido a estabilidade morfoldgica e bioquimica promovida, preservacdo dos niveis
hematoldgicos, rapida metabolizacdo, além de produzir anestesia adequada (Balko et al., 2017,
Gongcalves & Giaquinto, 2020; Obirikorang et al., 2020; Prieto et al., 2017). Neste contexto, as
varidveis avaliadas para determinacdo da dose-resposta do propofol em lambaris foram os
tempos de inducdo e recuperacdo, comportamento alimentar ao final das avaliagbes e a
ocorréncia de mortalidade (Balko et al., 2017; Gomulka et al., 2015; Oda et al., 2014,
Ostrensky; Pedrazzani & Vicente, 2016).

A concentracdo de 2 mg/litro apresentou maior (p <0,05) tempo de indugéo anestésica,
em comparagdo com as demais (Figura 4), enquanto, a concentragao de 10 mg/litro apresentou
maior (p <0,05) tempo de recuperacao anestésica (Figura 5).

P-valor < 0,05

2,0
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10

0,5 L\
1 »

0,0

Tempo de Indugdo Anestésica (minutos)

Propofol (mg/L)

Figura 4 - Tempo de inducdo anestésica para o tratamento com o propofol em lambaris (A. lacustris).
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Figura 5 - Tempo de recuperacdo anestésica para o tratamento com o propofol em lambaris (A. lacustris).

Em contrapartida, a concentracdo de 5 mg/litro quando comparada as outras
concentracdes testadas mostrou tempos de inducdo e recuperacdo menores (p <0,05), portanto,
foi possivel observar que todas as concentracOes testadas apresentaram efeito. Assim, a
concentracdo de 5 mg/litro demonstrou caracteristicas relevantes como agdo e recuperacao
rapidas, seguranca e menor ocorréncia de hiperatividade nos animais testados, demonstrando
ser a mais adequada dentre as concentra¢des testadas, pois corrobora com as recomendacdes de
Roubach & Gomes (2001) que propdem que tanto a indugdo quanto a recuperacdo anestésica
devem ocorrer de forma rapida, visando a reducdo de reacGes de hiperatividade e estresse.

Os peixes submetidos aos trés tratamentos (2, 5 e 10 mg/litro) alimentaram-se 2 horas
apos o inicio da anestesia e, em todas as concentrac6es, foram observados peixes em estado de

hiperatividade, porém com maior representatividade na concentracdo de 10 mg/litro (Tabela 3).

Tabela 3 - Resultados obtidos para as varidveis avaliadas em lambaris submetidos a trés diferentes concentracdes
do propofol a 1%.

Dose Propofol (mg/litro de &4gua)

Variaveis
2 5 10 p-valor
Tempo de inducédo
) 1,822+ 0,54 0,60° + 0,15 0,41°+ 0,06 <0,05
(min)
Tempo de
. 12,52 + 2,38 14,19 + 1,32 18,13* + 6,52 <0,05
recuperacdo (min)
Morte (%) 0 0 0 -
Consumo de
] 100 100 100 -
alimento (%)
Hiperatividade
27,3 9,09 72,7 -

(%)
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N&o ocorreu mortalidade até 48 horas ap6s o inicio da anestesia, bem como ndo houve
auséncia de consumo alimentar (anorexia) ao final das observacgdes. Entretanto, apesar dos
resultados aqui apresentados, € importante ressaltar que tanto a eficacia, quanto a seguranca de
qualquer agente anestésico, podem variar de acordo com a espécie (Gholipour & Ahadizadeh,
2013).

5.2 Ensaio 2 - Determinagdo do modelo de dor aguda em lambaris (A. lacustris)

No que se refere a metodologia para a determinagdo do modelo de dor aguda utilizou-
se a injecdo de &cido acético na concentracdo de 5% (Almeida, 2018; Mettan et al., 2011,
Newby et al.; 2007; Wilkie & Stevens, 2009; Reilly et al., 2008). Ja as variaveis avaliadas
(frequéncia respiratoria, quantidade de batimentos de nadadeira por minuto, consumo
alimentar, posicao na coluna de dgua do aquario de observacdo e taxa de atividade de natagdo
em um minuto) foram fundamentadas de acordo com a escala proposta por Baker et al. (2013).

A nocicepcdo depende da ativacdo de receptores periféricos de dor de alto limiar
(nociceptores) que incluem substancias quimicas irritantes como o acido acético (Almeida,
2018; Gaynor & Muir, 2009). A primeira fase (dor neurogénica ou aguda) inicia-se
imediatamente apds a injecdo e se estende pelos primeiros 5 minutos (3-5 min). A segunda fase
(inflamat6ria) comeca cerca de 15-20 minutos depois da inje¢do e dura em média 30 minutos
(Magalhées et al., 2017).

Diante do estimulo quimico testado nesse ensaio e sua relacdo aos tempos definidos para
as avaliacdes (primeiro minuto, cinco minutos, quinze minutos e trinta minutos apos a inje¢do)
ressalta-se a importancia de que a dor aguda tem inicio subito e término rapido (Carrol, 2012;
Fantoni, 2011; Otero, 2005). Assim, Nordgreen et al. (2009) indicam testar 0s animais
submetidos a injecdo em intervalos curtos, como foi preconizado nesse estudo, onde a primeira
avaliagdo ocorreu no primeiro minuto e mostrou efeito nos animais testados.

O grupo tratado com &cido acético apresentou maior (p < 0,05) quantidade de batimentos
operculares por minuto, no primeiro minuto de teste (Figura 6). No tempo referente a 5 minutos
o tratamento com acido acético apresentou a maior (p < 0,05) média de batimentos operculares
por minuto em relacdo ao grupo controle, porém ndo houve diferenca quando comparado ao
grupo solucdo fisioldgica (Figura 6). Nos tempos 15 e 30 minutos ndo houve diferenca

estatistica na comparagédo dos trés tratamentos.
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Figura 6 - Avaliagdo da diferenca entre os resultados obtidos em 4 diferentes tempos para o pardmetro de
batimentos operculares/ minuto para os tratamentos com 4cido acético, solugdo fisiolégica e grupo controle em
lambaris. (A - primeiro minuto, B - 5 minutos, C - 15 minutos, D - 30 minutos).

A injecdo de 4cido acético como estimulo nociceptivo evidenciou nos animais testados o
aumento na taxa de batimentos operculares por minuto. Estes resultados sdo semelhantes aos
de pesquisas realizadas com peixes teledsteos que demostraram aumento da taxa de batimentos
operculares imediatamente ap6s estimulacdo nociceptiva com injecdo de &cido acético,
sugerindo que a taxa de ventilacdo é um indicador Gtil de nocicep¢do ou percep¢do de dor em
peixes (Ashley et al., 2009; Baker et al., 2013; Mettan et al., 2011; Newby, 2009; Reilly et al.,
2008; Nordgreen et al., 2009; Sneddon, Braithwaite & Gentle, 2003; Zaig et al., 2021).

Né&o foi observada alteracdo dos movimentos da nadadeira peitoral logo apos o estimulo
nos peixes testados (p<0,05) (Figura 7), porém, avaliando o comportamento ao longo de toda a
faixa de tempo, o grupo controle apresentou maior (p<0,05) quantidade de movimentos da
nadadeira peitoral, exceto no tempo 30 minutos quando todos os tratamentos foram

estatisticamente iguais (Figura 7).



28

p-valor = 0,318 p-valor=0,511
a

130

]
]

T A

|
o

120

]
]

M0 4

E S ]
£ 100
L

S0

2
=)

-

w
=

Movimentos da nadadeira peitoral em um minuto
~
A
/

Movimentos da nadadeira peitoral em um minuto

Acido acético 5% Solugdo Fisiolégica Controle Acido acético 5% Solugio Fisiolégica Controle

p-valor < 0,05 p-valor= 0,065

180 150

a C

a

150
o

140
130 1 a
130

120
120

10 10

100
100 1

0

S0
80+

Movimentos da nadadeira peitoral em um minuto
Movimentos da nadadeira peitoral em um minuto

80

Acido acético 5% solugio Fisioldgica Controle Acido acérico 5% Solugdo Fisiolégica Controle

Figura 7 - Avaliagdo da diferenga entre os resultados obtidos em 4 diferentes tempos para o pardmetro de
movimentos da nadadeira peitoral/minuto para os tratamentos com &cido acético, solugdo fisiol6gica e grupo
controle em lambaris. (A - primeiro minuto, B - 5 minutos, C - 15 minutos, D - 30 minutos).

Quanto a avaliacdo da taxa de batimentos da nadadeira peitoral, ndo foi observada
alteracdo dos movimentos logo apds o estimulo nos peixes testados, porém, avaliando o
comportamento ao longo de toda a faixa de tempo, o grupo controle apresentou maior
quantidade de movimentos da nadadeira peitoral. Nos peixes teledsteos, as nadadeiras peitorais
estdo em posicao lateral ao corpo e em geral controlam o equilibrio e a sustentacdo (Bemvenuti
& Fischer, 2010). Assim, a diminuicdo dos batimentos da nadadeira peitoral seria considerada
como um indicativo de anormalidade como perda de equilibrio e de sustentacdo, pois o
contrario foi observado nos peixes sem tratamento.

Para a variavel posicdo na coluna de agua, ndo foram observadas diferencas entre os
grupos. No entanto, conforme apresentado na Tabela 4, observa-se que grande parte dos animais

avaliados permaneceram na posi¢édo 2 da coluna de agua.

B

D
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Tabela 4 - Avaliacdo da diferenca entre os resultados obtidos em 4 diferentes tempos para o parametro de localizacéo
na coluna de agua para os tratamentos com acido acético, solugdo fisiologica e grupo controle em lambaris (posicao 1,
2,3e4).

Tempo (minutos)

1 5 15 30

Localizacdo na coluna de agua

1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4

Tratamentos Porcentagem de peixes na posicao (%)

Acido

. 429 429 0 142 286 428 0 286 429 429 142 0 142 716 0 142
acético

Solugdo

o 333 66,7 O 0 333 667 0 0 333 667 0 0 O 833 16,7 0
Fisioldgica

Controle 0 833 1,7 0 167 833 0 O 0 1000 0 0 0 1000 O 0

Média 254 643 56 47 262 643 0 95 254 365 47 0 47 850 56 47

Muitos ensaios sugerem alteracGes no comportamento dos peixes como um indicador
confiavel de estresse e ansiedade. Nesse contexto, dentre estas alteracdes, a localizagdo no
fundo do aquério é considerada como uma alteracdo comportamental relevante (Figura 8) e
pode ser atenuada ou exacerbada dependendo do grau de estresse ou da exposi¢do a drogas e
substancias nocivas (Cachat et al., 2010; Nahar & Deepali, 2021; Saraiva et al., 2021).

Figura 8 - 1 — Posi¢do no fundo (menor nivel de bem-estar). 2 -Pairando ou nadando na coluna de &gua (maior
nivel de bem-estar). Adaptado de Saraiva et al., 2021
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Para a varidvel atividade natatoria, os tratamentos utilizados impactaram na atividade
natatoria dos peixes, uma vez que o acido acético diferiu dos demais grupos, apresentando
maior (p < 0,05) atividade natatéria em um minuto (Tabela 5). Observou-se também a
ocorréncia de hiperatividade somente no grupo tratado com &cido acético. Para nenhum dos
tratamentos a correlagdo entre movimentos da nadadeira peitoral e atividade natatoria se
confirmou, uma vez que o coeficiente de correlacdo para o &cido (r=-0,302), para a solugéo
fisioldgica (r=0,175) e para o controle (r=-0,081) foram muito baixos. Varios estudos utilizaram
a atividade de natacdo como parametro para a avaliacdo da nocicepcdo em peixes (Correia et
al., 2011; Curtright et al., 2015; Reilly et al., 2008; Taylor et al., 2017).

Tabela 5 - Avaliacéo da diferenca entre os resultados obtidos em 4 diferentes tempos para todos os parametros
avaliados nos tratamentos com &cido acético, solucdo fisioldgica e grupo controle em lambaris.

Tratamento (considerando todos 0s tempos)

Solugéo

Parametro Avaliado g&do Acetico Fisioldgica gc:lrifl?ole p-valor
(NaCl 0,9%)

Batimentos operculares por 46 42, ¢ 95 33,7% + 4,95 31,80+ 2,73 <0,05
minuto
Movimentos da nadadeira 23,8+ 6,80 24,75+ 8,40 29,8 + 5,65 <0,05
peitoral por minuto
;;S:"Za‘?ao na coluna de 2,00° + 0,98 1,79° + 0,51 2,00° £ 0,29 0,47
Atividade natatoriaem um g4 5, 55 33,6°+ 27,8 30,7°+ 28,7 <0,05
minuto (%)
Morte (%) 0 0 0 -
Consumo (%) 0 85,7 100 -
Hiperatividade (%) 14,3 0 0 -

Diante dos resultados sugere-se que a atividade natatéria € um bom parametro para
avaliacdo da resposta a estimulo nocivo em peixes. Esse dado difere do que foi proposto por
Correiaetal. (2011) que constataram diminuicédo na atividade natatéria apos aplicacéo do acido

e de outros estudos que demonstraram reducdo da atividade natatéria em resposta a diferentes
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estimulos nocivos em peixes (Harms et al., 2005; Reilly et al., 2008), bem como em outras
espécies, mas corrobora resultados obtidos por Zaig et al. (2021), que demonstrou aumento na
atividade de natacdo em larvas de peixe expostas a formalina.

Nordgreen et al. (2014) referem que a reducdo na atividade natatoria diante de um
estimulo nocivo pode ser interpretada como uma resposta protetora para evitar mais lesées. No
entanto, supde-se que essa reacdo possa ser esperada em estimulos nocivos térmicos ou de
contato com o agente irritante, diferente do estimulo aplicado nesse ensaio.

Além disso, a suspensdao do comportamento alimentar também € considerada como
parametro indicador de dor em peixes (Ashley et al., 2009; Baker et al., 2013; Mettan et al.,
2011; Newby, 2009; Newby et al., 2007; Wilkie & Stevens, 2009; Reilly et al., 2008; Nordgreen
et al., 2009; Sneddon, Braithwaite & Gentle, 2003; Zaig et al., 2021) o que corrobora com 0s
resultados deste ensaio onde no tratamento com acido acético o consumo alimentar foi suspenso
em todos os tempos avaliados.

Todos os animais que foram tratados com injecdo de &cido acético apresentaram
alteracdes teciduais que ocorreram no local da injecdo e/ou préximo do ponto de injecdo
(mudanca de coloragdo no local da injecdo, protrusao do globo ocular e opacidade de cornea)

como mostra a figura 9.

aplicacdo; B - protrusdo do globo ocular esquerdo; C - opacidade de cornea).

A protrusao do globo ocular e a opacidade de cornea ocorreram somente no tratamento
com é&cido acético, demonstrando que o &cido atingiu tecidos adjacentes como a regido
retrobulbar. Sabe-se que o &cido induz a inflamacdo tecidual e apoptose celular (Sneddon, 2003;
Sneddon, Braithwaite & Gentle, 2003; Xiong et al., 2018).
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5.3 Ensaio 3 — Determinacdo da dose-resposta da morfina e da metadona em lambaris (A.

lacustris)

A investigacdo de drogas analgésicas para peixes possui grande relevancia, pois
entende-se que a modificacdo da resposta a estimulos nocivos pelos analgésicos constitui um
dos critérios para fundamentar a capacidade de percepc¢do da dor pelos peixes (Bateson, 1991;
Mettan et al., 2011; Zaig et al., 2021). Neste ensaio, buscou-se a dose-resposta das
concentracdes de morfina e metadona. Além disso, avaliou-se a ocorréncia de comportamentos
anomalos, efeitos adversos e mortalidade.

De acordo com os resultados da tabela 6, a variavel batimentos operculares por minuto
na dose de 50 mg/kg de metadona apresentou maior média, porém devido ao desvio padréo
amostral relativamente alto os tratamentos apresentaram-se iguais. O mesmo ocorreu com a

variavel movimentos da nadadeira peitoral por minuto na mesma dose.

Tabela 6 - Resultados obtidos no ensaio 3 para a avaliacdo das variaveis nos tratamentos com 5 doses crescentes
de metadona (5, 10, 25, 50 e 100 mg/Kg) e o grupo controle (0 mg/Kg).

Parametro Metadona (mg/Kg) valor
Avaliado 0 5 10 25 50 100

Batimentos

operculares  1054b+  1043b+  1166°+  1189b+ 14179+  122,3%+ 008
por minuto 147 17.4 7.7 142 226 28,6 ’

Movimentos

daeﬂi‘::fjegf 114,8°+ 109,3? 110,3% + 107,48 1204%+ 98,52 + 015
pertoral p 21,2 +16,0 14,4 +14,4 195 35,7 ’

minuto

Localizacdo

na Cgé‘aga de 130405 24°405 209%+06 27°+05 39°+03 31°+11 <0,05
Atividade

natatériaem 17,7+ 89,42 + 82,7+ 92,7+ 75,82 + 84,72 + <005
um minuto 20,6 13,2 133 114 253 27,7 ’

(%)

Para a variavel localizacdo na coluna de agua a concentracdo de 0 mg/kg (controle)
apresentou a posi¢do mais baixa (p < 0,05) e a concentragdo de 50 mg/kg de metadona
apresentou a maior (p < 0,05) posi¢do na coluna de agua (Figura 10).

Uma pesquisa realizada por Giacomini et al. (2016), demonstrou que 0 estresse
aumentou o tempo de permanéncia dos peixes testados na area inferior do aquario, porém,

naqueles submetidos a tratamento com fluoxetina e diazepam esse comportamento nao ocorreu,
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assim os autores concluiram que estas drogas causaram a diminui¢do da ansiedade nos animais
testados.

Sabe-se que o0s agentes pré-anestésicos sdo Uteis para a reducdo do estresse e da
ansiedade e que atualmente os opidides representam uma das categorias de medicamentos pré-
anestésicos e analgésicos mais comuns na medicina veterinaria (Delgado, Silva & Nunes,
2021). Assim, diante dos resultados obtidos nesse ensaio com a metadona e com a variavel
posicdo na coluna de agua pode-se sugerir que o mesmo efeito tenha ocorrido com o uso da

metadona nos animais testados.
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Figura 10 - Resultados obtidos da variavel localizacdo na coluna de 4gua no ensaio 3, para os tratamentos com 5
doses crescentes de metadona (5, 10, 25, 50 e 100 mg/Kg) e o grupo controle (0 mg/Kg).

Ainda de acordo com a tabela 6, observa-se que com excecdo do grupo controle (0
mg/kg) todas as concentragOes de metadona apresentaram-se estatisticamente iguais (p<0,05)
frente ao parametro de atividade natatoria em um minuto.

Diante dos resultados expostos na tabela 7, em relacdo aos tratamentos com morfina,
todas as doses testadas (5, 10, 25, 50 e 100 mg/Kg) apresentaram 0 mesmo comportamento que
0 grupo controle (p=0,08) para a quantidade de batimentos operculares, considerando todos os
tempos (Tabela 7). Portanto, nesse ensaio ndo foi observado efeito de depressdo respiratoria

com as doses testadas de morfina.
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Tabela 7 - Resultados obtidos no ensaio 3 para a avaliagdo das variaveis nos tratamentos com 5 doses crescentes
de morfina (5, 10, 25, 50 e 100 mg/Kg) e o grupo controle (0 mg/Kg).

Parametro Morfina (mg/Kg) valor
Avaliado 0 5 10 25 50 100
Batimentos
operculares 124,08 + 128,22+ 117,82+ 128,28 + 125,78 + 109,92 + 008
por minuto 20,5 15,0 21,2 25,9 18,5 13,2 '
Movimentos
da nadadeira
. 101,9b¢ + 111,8%c + 91,10 + 135,02 + 113,8% + c
peltqral por 378 206 231 325 240 84,2+ 204 <0,05
minuto
Localizacéo
ha Cgéﬂga de 150406 26405 179+05 27°%06 21%+04 28404 <005
Atividade
natatéria em 16,9¢ + 60,7% + 39,0 + 61,5% + 66,97 + .
um minuto 20,2 24,4 28,1 38,1 185  oL¥EITL <005
(%)

Ainda de acordo com a tabela 7, os animais que receberam a dose de 25 mg/Kg de morfina
apresentaram maior (p<0,05) quantidade de movimentos da nadadeira peitoral por minuto e no
tratamento com 100 mg/Kg de morfina observou-se o menor (p<0,05) quantidade de
movimentos da nadadeira peitoral por minuto. A diminuicdo dos batimentos da nadadeira
peitoral pode ser considerada como um indicativo de anormalidade uma vez que segundo
Bemvenuti e Fischer (2010) estas nadadeiras controlam o equilibrio do corpo e a sustentagéo.

Observa-se na figura 11 que as concentragdes de 25 e 100 mg/kg de morfina
apresentaram maior (p<0,05) posi¢édo na coluna de &gua comparada com os demais tratamentos.
Em relacdo ao grupo controle, assim como no ensaio com a metadona, 0s peixes ocuparam a
posicdo mais baixa (p<0,05) na coluna de agua (posicdo 1), frente as demais concentracdes
avaliadas. Esses resultados demonstram que os animais do grupo controle tanto do ensaio com
metadona quanto do ensaio com morfina, com base nessa variavel avaliada, demonstraram
maior estresse/desconforto quando comparados aos animais tratados com opioides, reforcando

as propriedades sedativas e analgésicas destes farmacos.
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Figura 11 - Resultados obtidos da variavel localizacdo na coluna de &4gua no ensaio 3, para os tratamentos com 5
doses crescentes de morfina (5, 10, 25, 50 e 100 mg/Kg) e o grupo controle (0 mg/Kg).

No que se refere a variavel atividade natatoria em um minuto, as concentracdes de 50 e
100 mg/kg de morfina apresentaram maior (p<0,05) tempo de natacdo durante o tempo
estipulado ao comparar com as demais concentragdes de morfina. Além disso, o grupo controle

(0 mg/Kg) apresentou o menor (p<0,05) tempo de natacéo (Figura 12).
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Figura 12 - Resultados obtidos para a variavel atividade natatéria em um minuto (morfina).

Pesquisas que utilizaram o &cido acético como estimulo nociceptivo demonstraram
importantes mudangas no comportamento de peixes como reducdo na atividade de natacéo,
perda de equilibrio, e permanéncia no fundo do aquario (Lopez-Luna et al., 2017; Eckroth et

al., 2014). Tais alteracbes de comportamento foram reduzidas pelo uso da morfina
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demonstrando efeito analgésico eficaz em peixes (Mettam et al., 2011, Newby et al., 2009,
Schroeder & Sneddon, 2016).

Estudos preliminares demonstraram que a morfina foi associada a hiperatividade
intermitente, semelhante a hiperatividade induzida pelos opidides em outras espécies, como
gatos, camundongos, cavalos e seres humanos. Esses pesquisadores descreveram 0
comportamento como hiperativo, maniaco e erratico com "movimentos extremamente rapidos
e intensos, em zigue-zague sem orientacdo™ (Baker et al., 2013; Csanyi et al., 1984). Ainda
segundo Epstein (2015), estas manifestagdes tendem a ocorrer com dosagens mais altas de
morfina em diferentes espécies de animais.

Zafarlmam et al. (2018) afirmam que os efeitos adversos relacionados aos opioides
(nauseas, vomito, depressao respiratdria), representam um desafio no tratamento da dor grave,
tornando necessario uma melhor compreensao dos seus mecanismos celulares e moleculares.
Nesse ensaio, as doses de morfina e metadona foram determinadas pela extrapolacdo de
dosagens encontradas em pesquisas com outras espécies de peixes (Fowler & Miller, 2003;
Tennant, 2005) e foram constatados diferentes efeitos adversos.

Para a comparacdo da taxa de alimentacao, efeitos adversos e taxa de mortalidade entre
as 5 doses testadas de morfina e metadona observa-se na tabela 8 que com a dose de 100 mg/Kg
de metadona, dois animais apresentaram vomito/regurgitacdo de contetdo alimentar, além de
6bito em uma das repeti¢cGes. Todos os animais testados com a dose de 5 mg/Kg de metadona
apresentaram hiperatividade e para a metadona nas doses de 50 e 100 mg/Kg os animais
apresentaram natacao erratica e perda do equilibrio (comportamentos anémalos).

Tabela 8 - Resultados obtidos no ensaio com 5 doses crescentes de morfina e metadona em lambaris, referente
ao comportamento alimentar, mortalidade, comportamentos anémalos e ocorréncia de efeitos adversos.

MORFINA METADONA
Dose Taxa de Taxa de Efeitos Comportamentos Taxa de Taxa de Efeitos Comportamentos
(mg/Kg) alimentagdo mortalidade  adversos anomalos alimentagio mortalidade adversos anomalos
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
5 66,7 - - - 100 - 333 100
10 66,7 - - - 100
25 66,7 - - - 100
50 66,7 - - 100 66,7 - 100 66.7

100 100 - - 100 0 33,3 100 100
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A depressao respiratoria é considerada como efeito adverso dos opidides especialmente
quando utilizados em altas doses e pode evoluir para apnéia seguida de dbito. Isso se deve a
acao depressora destes farmacos sobre o centro respiratorio (Lumb & Jones, 2017; Montandon
& Slutsky, 2019; Zaig et al., 2021). Além disso, com a dose de 100 mg/Kg de metadona foi
possivel constatar a ocorréncia de vomito/regurgitacdo de contetdo alimentar também citado
como efeito adverso de opidides em mamiferos.

Ainda conforme a tabela 8, observa-se que com as doses mais elevadas de morfina (50
e 100mg/Kg), ocorreu hiperatividade, assim como nos resultados encontrados por Zaig et al.
(2021). Baker et al. (2013) referem episodios de hiperatividade com dose de 5 mg/Kg de
morfina, porém, nesse ensaio isso ndo foi constatado. Uma das hip6teses pode ser justificada
pelas diferencas na farmacocinética da morfina de acordo com as espécies de peixes (Newby et
al., 2009). A hiperatividade psicomotora foi induzida ap6s a administracdo de morfina em doses
baixas apenas apés a retirada da droga por um periodo superior a 7 dias seguida de nova
exposicao ao farmaco (Bian et al., 2022).

Na mesma concentracdo de morfina (100 mg/Kg) néo foi observada mortalidade, uma
vez que em comparacao com outros opioides ela causa menor depressdo respiratéria (Gutstein,
2001). Além disso, os efeitos adversos dos opioides tendem a variar de acordo com a espécie
(Mathews et al., 2014). Fantoni & Mastrocinque (2010) afirmam que a ocorréncia desses efeitos
pode também variar de acordo com o0 momento da aplicacdo. No entanto, neste ensaio, para
todos os tratamentos, a aplicagdo ocorreu no mesmo momento.

Diante das diferencas observadas entre as doses e efeitos na comparacgéo entre morfina
e metadona em lambaris, pode-se justificar que, apesar dos dois farmacos possuirem alta
afinidade pelo receptor p, a metadona possui maior afinidade pelo receptor quando comparado
a morfina, além de interagir com o receptor N-Metil-D-Aspartato (NMDA) (Duke-Novakovski
2014; Mathews et al., 2014; Selley et al., 2001). Importante ainda ressaltar que a metadona foi
recentemente introduzida na rotina da medicina veterinaria (Cardozo et al., 2014), havendo
ainda poucos relatos de sua aplicacdo em peixes (Crivelaro et al., 2019). Frente aos dados
obtidos com a metadona, sugere-se investigar a presenca de receptores NMDA em peixes, assim
como realizar estudos direcionados a investigacao da farmacocinética e da farmacodinamica da
metadona na espécie.

Diante dos efeitos adversos observados para morfina e metadona sugere-se a utilizacéo
das doses de 10 e 25 mg/Kg tanto para a morfina quanto para a metadona para a realizacéo de

outras pesquisas.
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5.4 Ensaio 4 — Avaliacéo dos efeitos do propofol, morfina e metadona em lambaris (A. lacustris)

submetidos a estimulo nociceptivo

O uso da anestesia para manuseio dos peixes em experimentos com estimulos
nociceptivos possui pros e contras, pois uma pratica amplamente adotada € aguardar 30 minutos
apos a anestesia para iniciar as observagées comportamentais. Porém, informacdes sobre efeitos
imediatos apos o estimulo nocivo sdo perdidas, 0 que € relevante para respostas a estressores
agudos, como nesse ensaio com a injecao de acido acético (Nordgreen et al., 2014).

No entanto, a omissdo da anestesia pode afetar o bem-estar do animal de pesquisa além
de contribuir para mudancas nos parametros fisioldgicos e comportamentais avaliados,
induzidos pelo estresse. Diante dessa questdo, 0 uso ou ndo de anestésico e por quanto tempo
adiar as observacGes do comportamento em pesquisas com estimulo nociceptivo pode tornar-
se escolha pessoal de cada pesquisador (Brydges et al., 2009).

Nesse ensaio, seguiu-se a recomendacdo de Nordgreen et al. (2014), uma vez que 0S
animais foram previamente anestesiados com propofol e posteriomente, 30 minutos apds a
anestesia, iniciaram-se as observagdes. Assim buscou-se aumentar o bem-estar dos animais
testados e diminuirr a perda de informac6es a partir das avaliagdes realizadas.

Para a avaliacdo da variavel batimentos operculares por minuto, considerando-se todos
os tratamentos realizados ao longo dos trinta minutos, constatou-se diferenca entre os
tratamentos, uma vez que o tratamento com solucdo fisiologica e acido acético apresentou a
maior (p<0,05) quantidade de batimentos operculares por minuto. Além disso todos os demais
tratamentos apresentaram-se estatisticamente iguais (Tabela 9). O aumento da frequéncia
respiratoria em peixes submetidos a estimulo nociceptivo foi descrito em diferentes pesquisas
com peixes, especialmente quando estimulos quimicos foram empregados (Sneddon, 2003;
Sneddon et al., 2003, Newby e Stevens, 2008; Zaig et al., 2021).
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Tabela 9 - Resultados obtidos das variaveis avaliadas nos tratamentos do ensaio 4, com duas diferentes doses de morfina
e de metadona.

Tratamento
) Solugéo Solugéo Metadona  Metadona Morfina Morfina ~ Metadona  Metadona Morfina Morfina p-
Variavel  fisiologica fisiologica 10 mg/kg  10mg/kg  10mg/kg  10mglkg 25mglkg  25mglkg  25mglkg  25mg/kg  valor
avaliada + + + + + + + + + +
Solugdo Acido Solugéo Acido Solugio Acido Solugdo Acido Solugéo Acido
fisiolégica Acético fisiolégica acético fisiolégica  acético  fisiologica acético fisiolégica  acético

Batimentos 127,4° + 155,98+ 121,4°+ 119,6" + 122,0°+ 117,1°+ 123,1°+ 120,5° + 122,3"+ 125,8" + <

operculares 14,5 15,0 8,2 15,4 6,4 7,9 10,8 13,1 17,7 17,4 0,05
por minuto
Localizacao 1,3°+0,6 18%+11 25°+11 2,4%° + 1,4*+0,5 2,60+ 25%+09 3,1°+04 15*+05 1,5% + <
na coluna 0,7 1,2 0,5 0,05
de 4gua
Movimentos 118,6* + 113,28 + 95,32 + 94,6° £ 105,5% + 104,32 + 98,9% + 95,6° £ 107,5* + 101,52+ 0,051
da 21,0 151 14,3 22,6 23,7 16,8 12,9 6,1 36,9 10,2
nadadeira
peitoral por
minuto
Tempo de 66,3° + 59,9° + 98,0° + 97,00+ 80,0 + 67,9 + 99,82 + 78,1 + 52,57 + 71,00 + <
atividade 23,4 24,8 25 35 13,1 16,4 0,7 12,2 36,5 20,6 0,05
natatéria

(%)

Para a variavel localizacdo na coluna de agua, conforme os resultados apresentados na
tabela 9, observa-se que apds 30 minutos de observacdes confirmou-se diferenca entre os
tratamentos, pois o tratamento com metadona 25 mg/kg + acido acético apresentou média de
posicdo mais alta (p<0,05) na coluna de agua (topo do aquério). Em contrapartida, o tratamento
com solucdo fisioldgica + solucdo fisiologica apresentou média de localizacdo mais baixa
(p<0,05) na coluna de agua (fundo do aquério). A localizacdo no fundo do aquario é considerada
como uma alteracdo comportamental compativel com estresse e pode ser atenuada pela
exposicao a drogas (Saraiva et al., 2021). Assim, a metadona pode ser considerada como uma
droga moduladora de estresse e dor pela avaliacéo da variavel posi¢do na coluna de agua.

Crivelaro et al. (2019) pesquisaram o efeito da metadona na dose de 30 mg/kg em tilapias
do Nilo (Oreochromis niloticus) e diante das variaveis comportamentais e fisioldgicas avaliadas
ndo puderam afirmar que a metadona causou efeito analgésico, mas sim que causou efeitos
comportamentais como sedacdo. No entanto, estes autores atribuiram os resultados ao baixo
tamanha amostral e afirmaram que os resultados podem variar entre as espécies de peixes uma
vez que outros opioides mostraram resultados variaveis em diferentes espécies de peixes.

Quanto a variavel quantidade de batimentos da nadadeira peitoral por minuto,
considerando todos os tratamentos ao longo dos 30 minutos de avaliagdo, ndo houve diferenca
entre os tratamentos (p=0,051).

No que se refere a avaliacdo da varidvel taxa de atividade natatoria por minuto (%),

observa-se na tabela 9 que houve diferenca entre os tratamentos evidenciando que trés
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tratamentos com metadona apresentaram maior (p<0,05) taxa de atividade natatoria quando
comparado aos demais tratamentos.

Um aumento na atividade locomotora também foi associado a nocicep¢do em peixes
usando estimulos nocivos quimicos e mecanicos (Alves; Barbosa Junior & Hoffmann, 2013;
Roques et al., 2010).

De acordo com a tabela 10, considerando o comportamento alimentar (taxa de
alimentacédo), observou-se anorexia em todos os animais testados ao final das avaliacGes (30
minutos apos a injecdo do &cido acético ou da solucdo fisioldgica). Contrariando os resultados
dos ensaios anteriores em que apenas 0s animais que receberam injecao de &cido apresentaram
anorexia ao final das avaliagdes.

Muitos estudos pré-clinicos sobre opioides sdo conduzidos em animais sadios, sem
estimulo nociceptivo e ocorréncia de dor, no entanto, efeitos adversos desencadeados em
pacientes submetidos a estimulo nocivo poderéo diferir entre si (Kukanich & Wiese, 2015).

Além disso, a anorexia € um achado comum em peixes acometidos por diferentes
doencas, porém pode ser uma complicacdo apds anestesia, procedimentos diagnosticos e
cirargicos (Weber, 2011).

Nesse ensaio ndo houve mortalidade até 48 horas depois do término das observagdes
demonstrando que propofol, morfina e metadona nas doses administradas mostraram-se seguras
para a espécie testada.

Tabela 10 - Resultados obtidos no ensaio 4, com duas diferentes doses de morfina e metadona em lambaris,

referente ao comportamento alimentar, mortalidade, comportamentos anémalos, ocorréncia de efeitos adversos e
de outros efeitos observados.

Opioide/Solugéo Dose Acido Taxa de Taxa de Efeitos =~ Comportamentos Outras
fisioldgica (mg/kg) acético/Solugdo alimentacdo mortalidade adversos andmalos (%) alteracgdes
fisiologica (%) (%) (%) (%)
Solucgéo 0 0 0 0 0
10 Fisioldgica
_ Acido Acético 0 0 0 87,5 50
Morfina Solugéo 0 0 0 0 0
25 Fisioldgica
Acido Acético 0 0 0 25,0 50
Solucgéo 0 0 0 0 0
10 Fisioldgica
Acido Acético 0 0 12,5 37,5 60
Metadona Solugdo 0 0 12,5 0 0
25 Fisioldgica
Acido Acético 0 0 12,5 25,0 0
Solucéo Solucgéo 0 0 0 0 0
fisiolégica 0 fisioldgica
Solucédo Acido acético 0 0 0 50,0 100

fisiolégica 0
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Dentre os efeitos adversos foi constatado vomito/regurgitacdo apenas no tratamento
com metadona. Ressalta-se que no ensaio 3 esse efeito adverso foi observado também apenas
no tratamento com metadona. Uma pesquisa realizada por Crivelaro et al. (2019), concluiu que
a metadona influenciou na taxa de alimentacdo de tilapias do Nilo (O. niloticus) pelo efeito de
supressdo do comportamento alimentar e sugeriu que a metadona poderia ter causado nauseas,
como ocorre em mamiferos, e que esse efeito pode ser espécie-especifico ou droga-especifico.
Assim, pode-se inferir diante dos resultados desse ensaio que a metadona apresenta efeito
emético em peixes de acordo com a dose administrada.

A morfina é um opitide amplamente utilizado em peixes e tem menor risco de causar
depressao respiratoria quando comparada a opioides mais potentes como fentanil e metadona
(Gutstein, 2001). Uma pesquisa com zebrafish mostrou que que a morfina deprimiu a
frequéncia respiratdria em baixas concentracdes, mas que em concentracdes mais altas, a
morfina induziu um efeito excitatorio (Zaig et al., 2021), porém nesse ensaio com as menores
doses testadas de morfina e metadona nédo foi observado depresséao respiratoria e obito.

Os comportamentos andmalos (nado erratico. hiperatividade e perda de equilibrio)
foram observados nos tratamentos em que houve aplicacdo de acido acético, porém em menor
porcentagem nos tratamentos com as doses mais altas de morfina e metadona (25 mg/kg). Em
estudo realizado por Newby & Stevens (2008), com trutas submetidas a injecao de &cido acético
no labio, a perda de equilibrio foi observada e considerada como um comportamento
relacionado a dor. Sugere-se entdo que neste ensaio a morfina e a metadona na dose de 25 mg/kg
possam ter atenuado esse comportamento causado pelo estimulo nociceptivo decorrente da
aplicacdo do &cido acético. Chervova & Lapshin (2000) em estudo realizado com uso de opioide
em peixes concluiram que os efeitos destes farmacos sdo dose-dependentes e que quanto maior
a dose mais rapido ocorre a acdo analgésica.

Além disso dois animais testados no tratamento solucédo fisioldgica + &cido acético,
apresentaram movimentos de balancar a cabeca imediatamente ap0s a inje¢éo do acido no labio.
Essa manifestacdo foi relatada em pesquisa realizada com trutas que receberam inje¢éo de acido
acético no labio (Sneddon, 2003), em pesquisa com bacalhau do Atléntico apos insergdo de
anzol na boca (Eckroth et al., 2014) e em carpas que receberam injecdo de acido acético no
labio (Reilly et al., 2008).

Mudangas na cor da pele, hiperemia e protrusdo do globo ocular (outras alteracoes)

foram observadas apenas nos tratamentos com o acido acético (figura 13).
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- -
Figura 13 - Mudancas na coloracdo observada nos lambaris testados. A- Hiperemia e mudanca na coloracéo da
pele (escurecimento da pele) nos peixes que receberam injecdo de acido acético. B- Coloracdo da pele clara
observada nos demais grupos.

As mudancas de cor nos peixes estdo frequentemente relacionadas ao estresse. Os
principais horménios que controlam a pigmenta¢do sdo o oa-hormoOnio estimulador de
melanocitos (aMSH) e o hormonio concentrador de melanina (MCH). Estes hormonios nao
apenas controlam a pigmentacdo da pele, mas também regulam a resposta aos estressores
(Arends et al., 2000, Burton & Vokey, 2000). A mudanca de cor foi relatada em outras espécies
de peixes quando expostas ao estresse e podem atuar como um potencial indicador de dor (Van
der Salm et al., 2004).

Com relacdo a hiperemia, sabe-se que a dor aguda leva a ativacao do sistema nervoso
simpatico resultando assim em quadros de ansiedade, taquicardia, taquipnéia e aumento da
pressao arterial, sendo o endotélio o maior 6rgao-alvo da hipertenséao arterial (Vitorino et al.,
2021). As alteracdes na funcdo do endotélio em resposta a aces mecanicas, imunoldgicas e
quimicas refletem a hiperemia reativa que é baseada na resposta vascular a estimulagéo fisica
do endotélio ou a administracdo aguda de substancias doadoras de 6xido nitrico (Melo et al.,
2007).

Uma variedade de indicadores de bem-estar em peixes foi sugerida, incluindo mudancas
na cor, taxa de ventilagdo, comportamento de natacdo, ingestdo de alimentos reduzida,
crescimento lento e surtos de doencas (Sneddon et al., 2016; van der Salm et al., 2004). Diante
disso, infere-se que nesse ensaio a administracdo do acido demonstrou alguns destes
indicadores. Ademais, movimentos operculares normais e coloracdo clara, geralmente com
movimentos normais e dinamicos das barbatanas dorsal e peitoral sdo considerados indicadores

de bem-estar (Saraiva et al., 2021) sendo alguns destes também verificados nesse ensaio.
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6 Conclusdo

Os resultados apresentados nesta pesquisa demonstraram que 0s peixes testados
mostraram alteracdes comportamentais e fisiologicas diante do estimulo nociceptivo (injecéo
de 4&cido acético), como aumento na taxa de batimentos operculares, ocorréncia de
comportamentos anémalos, auséncia de comportamento alimentar e mudancas na coloracgéo.
Além disso, a ocorréncia dos diferentes efeitos desencadeados pela aplicagdo dos opioides
morfina e metadona apontam para a existéncia de receptores no lambari, os quais ja foram
relatados em pesquisas realizadas com outras espécies de peixes.

No que diz respeito a acdo do propofol, morfina e metadona frente ao estimulo
nociceptivo estes mostraram-se capazes de modular alteracGes fisioldgicas e comportamentais
relacionadas a dor nos peixes tratados, como a taxa de batimento opercular e a supressao de
alguns comportamentos relacionados a dor. Também pode-se inferir que o propofol demostrou
ser seguro e eficaz para a obtencdo do estagio de anestesia profunda nos animais testados e
dessa forma, pode ser considerado como um anestésico promissor para uso em outras espécies
de peixes.

Ainda é importante ressaltar que as alteracdes comportamentais e fisiologicas frente ao
estimulo nocivo evidenciam que estas variam de acordo com a substancia quimica,
concentracdo e local de injecdo. No entanto, cada individuo pode manifestar a dor de maneira
Unica e a ndo demonstracdo de um comportamento relacionado a dor ndo significa a inexisténcia
da mesma.

Conclui-se que apesar de as doses testadas de morfina (10 e 25 mg/Kg),
metadona (10 e 25 mg/kg) e propofol (5 mg/Litro de agua) terem se mostrado seguras e capazes
de modular alteragdes fisiologicas e comportamentais relacionadas a dor em peixes, mais
pesquisas S80 necessarias para a investigacdo de protocolos de analgesia, uma vez que ha
importante variacdo nas respostas comportamentais e fisioldgicas em diferentes pesquisas que

avaliaram o controle da dor nestes animais.
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