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Resumo

O grau de mobiliza¢do do organismo em resposta a um estimulo nocivo varia de acordo com a
evolucdo do sistema nervoso presente no mesmo e tudo indica que as respostas apresentadas
sdo espécie-especificas e variam de acordo com tipo de estimulo aplicado. Na busca de
averiguar se as respostas ao teste da formalina sdo espécie-especificas e ampliar o
conhecimento acerca da nocicepgao dentro do filo dos vertebrados, o presente estudo avaliou
as respostas nociceptivas comportamental e hormonal de individuos da espécie Oreochromis
niloticus tratados com injecao subcutanea de salina ou formalina 3% na regido posterior da
nadadeira dorsal. Aqueles que receberam a injecdo de formalina ficaram mais tempo com a
nadadeira dorsal de raio mole (NDM) abaixada e sem movimentagdo em relagdo aos animais
tratados com salina. Houve correlagdo entre essas duas variaveis e foi identificado um padrao
de escurecimento daqueles que morreram em decorréncia do estimulo nocivo. A velocidade e
distancia percorrida, o tempo de permanéncia na parte inferior do aquario, o cortisol
plasmatico, o escurecimento do corpo e dos olhos e o tempo em que a nadadeira dorsal de raio
duro (NDD) ficou erigada, ndo apresentaram diferenca significativa entre os tratamentos. O
teste da formalina ativou o sistema nociceptivo no O. niloticus e confirmou a hipdtese de que
as respostas apresentadas a esse teste sdo espécie-especificas. Além disso, a redugdo do uso
do membro afetado (NDM), comportamento similar ao de mamiferos submetidos a0 mesmo

teste, indica que a sensagdo dolorosa pode estar presente nestes animais.

Palavras-chave: Dor. Nocicep¢ao. Teste da formalina.



1. Introducao

A nocicep¢do compreende o processo de deteccdo de estimulos produtores de dor por
neurdnios sensoriais primarios também conhecidos como nociceptores (Julius e Basbaum
2001). Estes estimulos potencialmente lesivos aos tecidos sdo conduzidos ao Sistema Nervoso
Central a partir da medula espinhal e processados em regides sub-corticais, como o tronco
encefalico e outras regides que provocam respostas defensivas e recuperativas adequadas
(para revisdo ver Basbaum et al. 2009). As respostas defensivas podem ser observadas em
uma ampla gama de grupos de animais, sendo que até mesmo os invertebrados apresentam
reacdes a um estimulo nocivo, € o grau de mobilizagdo do organismo em resposta a estes
estimulos varia de acordo com a evolugdo do sistema nervoso (para revisdo ver Smith e
Lewin 2009).

Alguns estudos demonstram que peixes possuem terminagdes nervosas livres que se
assemelham aos nociceptores presentes nos mamiferos (Dunlop e Laming 2005; Roques et al.
2010; Sneddon 2002, 2003b; Sneddon et al. 2003), vias de condu¢do da informacgdo para o
encéfalo (Chandroo et al. 2004; Dunlop e Laming 2005) e respostas comportamentais €
fisiologicas quando recebem estimulos potencialmente nocivos (Sneddon 2003a; Roques et al.
2012; Reilly et al. 2008; Roques et al. 2010; Alves et al. 2013; Wolkers et al. 2013). Pelo
menos um componente da via espinhal ascendente em peixes elasmobranquios e teledsteos €
comparavel ao trato espino-talamico dos mamiferos, mas nestes, ocorre somente a informacao
nociceptiva e nos peixes ocorre a veiculagdo da informagdo da sensibilidade somatica de
diferentes modalidades, incluindo a nocicep¢do (Hoffmann 2008). Estas evidéncias indicam
que o processamento das informacdes nociceptivas, bem como as respostas desencadeadas
por elas em peixes, possa guardar similaridades com o sistema nociceptivo mamifero.

O conhecimento acerca da nocicep¢do em vertebrados basais como peixes ainda sdo

incipientes e os testes utilizados para a avalia¢do da nocicepgao sdo, em sua maioria, baseados



naqueles utilizados em mamiferos, em que geralmente, sdo utilizados estimulos nocivos
mecanicos, como o uso de clips na cauda (Roques et al. 2010) e quimicos, como a inje¢ao
subcutanea de 4cido acético nos labios (Sneddon 2003a; Sneddon et al 2003) e formalina na
nadadeira (Alves et al. 2013; Ide e Hoffmann 2002; Wolkers et al. 2013, 2015a, b), sendo este
especialmente interessante por ser uma metodologia bastante similar aquela aplicada em
mamiferos (Dubuisson e Dennis 1977). O teste da formalina foi adaptado por Ide e Hoffmann
(2002) para o estudo da nocicepcao em peixes e aplicado em outros estudos por Alves et al.
(2013) e Wolkers et al. (2013, 2015a, b), no entanto, a reposta nociceptiva comportamental,
utilizando a inje¢do de formalina, foi estudada apenas na espécie Leporinus macrocefalus,
sendo essencial a verificagdo da aplicabilidade do teste em outras espécies, visando averiguar
se estas respostas comportamentais sao espécie-especificas e ampliar o conhecimento acerca
da nocicepgdo dentro do filo dos vertebrados. A vista disso, o objetivo deste trabalho foi
avaliar a resposta nociceptiva comportamental e hormonal em peixes da espécie Oreochromis
niloticus por meio da injecdo subcutidnea de formalina 3% na regido posterior da nadadeira

dorsal.

2. Materiais e métodos
2.1. Condigoes experimentais

O estudo foi realizado no Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal da
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias da Universidade Estadual Paulista
(FCAV/UNESP). Foram utilizados 20 juvenis de tilapia-do-Nilo de ambos os sexos, cedidos
pelo Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas (IBILCE) da Universidade Estadual
Paulista. Os animais foram mantidos em caixas de 1000 L, com aeracdo e fluxo de 4gua
constantes (6,25 mL/s) e ciclo claro/escuro de 12h/12h, mantido por meio de temporizador.

Antes do experimento, os animais foram distribuidos individualmente em aquarios de 40 L,



com aera¢ao constante, preenchidos com o mesmo nivel de 4gua, e vedados nas laterais e face
posterior com papel manilha e isopor, respectivamente, permanecendo apenas a tampa e face
anterior sem cobertura opaca. Os peixes passaram por trés dias de aclimatagdo as condigdes
experimentais e foram alimentados duas vezes ao dia, as 10 horas e 16 horas, exceto no dia do
experimento. O experimento foi realizado no quarto dia, no periodo das 7 as 10 da manha,

para evitar alteragdes hormonais significativas desencadeadas pelo ritmo circadiano.

2.2. Teste nociceptivo e filmagem comportamental

Uma camera foi posicionada em direcdo a face anterior do aquario e o peixe foi
filmado por 10 minutos (linha de base, LB). Imediatamente apos esse periodo, o animal foi
retirado do aquario com auxilio de uma rede de nylon e recebeu uma inje¢ao subcutanea de 20
ul de solugdo salina ou formalina 3% na regido posterior da nadadeira dorsal (salina, n=8;
formalina, n=12). Apds a aplicagdo, o animal foi devolvido ao aquario e filmado por 10
minutos (pds-estimulo, PE). A inje¢do subcutanea de formalina 3% foi utilizada como
estimulo nocivo, reproduzindo o teste nociceptivo da formalina desenvolvido em ratos
(Dubuisson e Dennis 1977) e adaptados para estudos nociceptivos em peixes (Alves et al.

2013; Ide e Hoffmann 2002).

2.3. Anadlise hormonal
Apods a filmagem comportamental pds-estimulo, o peixe foi retirado do aquario e
anestesiado por imersdo em agua contendo benzocaina (100 mg/L). Em seguida, teve seu
sangue coletado por meio de punc¢do do vaso caudal. O material coletado foi armazenado em
microtubos graduados contendo 10 pl de heparina e centrifugado por 10 min a 1000 rpm.
Ap0s a centrifugagdo, o plasma foi separado e congelado a -4° C até a realizacdo da anélise

hormonal por ensaio imunolégico (kit DRG® Cortisol ELISA - EIA-1887). Apds a coleta do



sangue, os animais foram pesados e medidos para biometria e, em seguida, devolvidos as
caixas de manuten¢do (peixes que receberam injecdo subcutdnea de salina) ou sacrificados
(peixes que receberam injecdo subcutanea de formalina 3%), por meio de imersdo em solugdo

de benzocaina (100 mg/L).

2.4. Anadlises comportamentais

As imagens obtidas através da filmagem foram analisadas para avaliar a atividade
locomotora, o posicionamento da nadadeira dorsal de raio duro (NDD) e da nadadeira dorsal
de raio mole (NDM) e a movimentac¢ao da nadadeira dorsal de raio mole (NDM), antes e apos
a inje¢do subcutanea de formalina ou salina em cada peixe. Os dados sdo apresentados como a
variacao entre PE e LB (A= PE-LB).

A atividade locomotora (velocidade e distancia percorrida) e o tempo em que o animal
permaneceu na parte superior do aquario foram analisados por meio do software de
monitoramento e quantificagdo do comportamento, o EthoVision XT 7.1 (Noldus Information
Technology, Wageningen, Netherlands), de acordo com Wolkers et al. (2013). O
posicionamento da nadadeira dorsal foi analisado medindo-se o tempo em que o animal
permaneceu com a NDD ericada e a NDM abaixada (Fig. Ic). O tempo em que a NDM
realizava movimentos ondulatérios também foi cronometrado. Considerou-se que a NDD
estava ericada a partir do momento que a mesma saia do repouso (Fig. 1b), e as andlises em

cada porcao da nadadeira (NDD e NDM) foram feitas separadamente.

2.5. Andlises da coloracgdo da pele e dos olhos
A avaliacdo do escurecimento da pele e dos olhos também foi realizada a partir das
filmagens e os dados sdo apresentados como a variagdo entre PE e LB (A= PE-LB). O

escurecimento da pele foi analisado por meio do software de processamento de imagens



projetado para imagens multidimensionais cientificas, o /mageJ (National Institutes of Health,
United States). Inicialmente foi realizada uma selecdo da area corporal do animal com a
ferramenta freehand selections e em seguida a area selecionada foi submetida a analise para
obter uma medida em escala linear de preto e branco em que 0 equivale a preto e 255 a
branco. O valor utilizado (mean) foi obtido selecionando a op¢ao measure dentro do menu
analyze. A analise do escurecimento da pele foi unilateral.

A metodologia utilizada para a analise do escurecimento dos olhos foi adaptada de
Volpato et al. (2003) e Freitas et al. (2014), sendo estimada a porcentagem da area escurecida
da esclera dos olhos do peixe. A estimativa foi realizada de maneira unilateral, com base nas
imagens captadas através dos videos do experimento utilizando a funcdo print screen. As
imagens foram coletadas entre os minutos 2 ¢ 8 da LB e do PE, visando evitar o efeito

causado pela aproximacao do experimentador para iniciar a filmagem.
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Fig. 1 Desenho esquematico da posicdo da nadadeira dorsal do O. niloticus. (a) nadadeira dorsal de
raio duro totalmente ericada, (b) nadadeira dorsal de raio duro em repouso e nadadeira dorsal de raio
mole levantada e (¢) nadadeira dorsal de raio mole abaixada.

2.6. Anadlise estatistica

Os dados foram submetidos a analise de normalidade (teste Kolmogorov—Smirnov,
P>0,05) e homogeneidade de variancias (teste de Levene, P>0,05) para determinacdo da
utilizagdo de testes paramétricos ou ndo paramétricos. Os dados de distancia e velocidade
percorrida, tempo de permanéncia na parte inferior do aquario, cortisol, escurecimento do
corpo e tempo de permanéncia com a NDM abaixada apresentaram distribuicdo normal e
homogeneidade de varidncias e foram submetidos ao teste-t (P<0,05). Os dados de tempo de
permanéncia com a NDD ericada, tempo de permanéncia com a NDM em movimento
ondulatério e escurecimento do olho ndo apresentaram distribui¢do normal e foram

submetidos ao teste de Mann-Whitney (P<0,05). Foi, ainda, realizada a analise de correlagdo
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de Spearman entre o tempo de permanéncia com a NDM abaixada e a realizagdo de
movimento ondulatorio e entre os niveis de cortisol e as varidveis comportamentais (P<0,05).
Os resultados sdo apresentados como média + erro padrdo ou mediana/ 25% / 75% / méximo /

minimo.

2.7. Nota ética
Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais do Departamento

de Morfologia e Fisiologia Animal da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterindrias da

Universidade Estadual Paulista (CEUA/FCAV/UNESP).

3. Resultados

Dos doze peixes submetidos a injecdo subcutanea de formalina 3%, cinco (41%)
morreram durante a filmagem de pds-estimulo, sendo seus dados excluidos das analises
estatisticas. Nenhum dos peixes submetidos a inje¢do subcutanea de salina morreu durante o
experimento.

A velocidade e distancia percorrida (t = 0,105, GL = 13; P = 0,918; Fig. 2a, b), o
tempo de permanéncia na parte inferior do aquario (t = 0,825; GL = 13; P = 0,424; Fig. 3), o
cortisol plasmatico (t = -1,937; GL = 13, P = 0,075; Fig. 4), o escurecimento do corpo (t =
0,500; GL = 13; P =0,625; Fig. 5) e dos olhos (U = 25,500; P = 0,779; Fig. 6) e o tempo em
que a NDD ficou erigada (U = 25,500; P = 0,779; Fig. 7), ndo apresentaram diferenca
significativa entre os animais tratados com inje¢ao subcutinea de salina ou formalina.

Em relagdo a posicao e movimentagdo da NDM, houve diferenca significativa entre os
tratamentos (posicao, t = -3,025; GL=13; P = 0,010; Fig. 8; movimentagdo, U = 49,000; P =

0,014; Fig. 9). Os animais tratados com inje¢do subcutanea de formalina ficaram mais tempo

11



com NDM abaixada e sem movimentacao em relagao aos animais tratados com salina. Houve

correlacdo negativa entre essas duas variaveis (p = -0,576; P = 0,0241).
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Fig. 2 Atividade locomotora do O. niloticus submetida a injecdo de salina (n=8) ou formalina 3%
(n=7). Os dados sdo apresentados como a diferenga (A) entre a linha de base e o pos-estimulo. (a)
velocidade e (b) distancia de natag@o apresentada entre os tratamentos.
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Fig. 3 Tempo em que o O. niloticus submetido a inje¢do de salina (n=8) ou formalina 3% (n=7)
permaneceu na parte inferior do aquario. Os dados sdo apresentados como a diferenga (A) entre a linha
de base e o pos-estimulo.

120
100

80

—t—

60 [

40
20

Cortisol (ng.mL")

Salina Formalina

Tratamento

Fig. 4 Cortisol plasmatico do O. niloticus submetido a injecao de salina (n=8) ou formalina 3% (n=7).
Os dados sdo apresentados como a diferenga (A) entre a linha de base e o pos-estimulo.
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Fig. 5 Escurecimento do corpo do O. niloticus submetidos a inje¢ao de salina (n=8) ou formalina 3%
(n=7). Os dados sdo apresentados como a diferenca (A) entre a linha de base e o p6s-estimulo.
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Fig. 6 Escurecimento dos olhos do O. niloticus submetidos a inje¢do de salina (n=8) ou formalina 3%
(n=7). Os dados sdo apresentados como a diferenga (A) entre a linha de base e o pos-estimulo. O ¢
indica a mediana.
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Fig. 7 Tempo de permanéncia com a nadadeira dorsal de raio duro ericada de O. niloticus submetidos
a injecdo de salina (n=8) ou formalina 3% (n=7). Os dados sdo apresentados como a diferenga (A)
entre a linha de base e o pos-estimulo. O ¢ indica a mediana.
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Fig. 8 Tempo de permanéncia com a nadadeira dorsal de raio mole abaixada de O. niloticus
submetidos a injecdo de salina (n=8) ou formalina 3% (n=7). Os dados sdo apresentados como a
diferenga (A) entre a linha de base e o poés-estimulo. O * indica diferenca significativa (teste t, t = -
3,025; GL=13; P =0,010).

15



650
450
250

50

Tempo (s)

-150

—t 1%

-350

-550

Salina Formalina

Tratamento

Fig. 9 Tempo de permanéncia com a nadadeira dorsal de raio mole em movimento de O. niloticus
submetidos a injecdo de salina (n=8) ou formalina 3% (n=7). Os dados sdo apresentados como a
diferenca (A) entre a linha de base e o pos-estimulo. O * indica diferenca significativa (teste Mann
Whitney, U =49,000; P = 0,014). O ¢ indica a mediana.

Durante as analises comportamentais, foi observado que os peixes (n=5) que
receberam injecdo subcutanea de formalina e que morreram antes do final da filmagem pos-
estimulo apresentaram alteragdo no padrdao de coloragdo nos momentos que precederam a
morte, tendo sido observado cinco fases de padrdo de coloracdo (Fig. 10), além disso, na
ultima fase todos os animais que tiveram essa alteragdo apresentaram posicionamento da
nadadeira dorsal semelhante ao apresentado na Fig. 11, sendo que, essa mudanga inicia-se
tempos antes da morte do animal (proximo a fase ¢). O olho e as demais nadadeiras também
apresentaram escurecimento progressivo apds a injecdo. Essas alteracdes ndo ocorreram em

nenhum dos animais tratados com salina ou tratados com formalina e que ndo morreram

durante o periodo experimental.
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Fig. 10 Desenho esquematico do padrdo de escurecimento da pele de O. niloticus que morreram
durante os procedimentos experimentais apos a inje¢do subcutinea de formalina 3% na regido
posterior da nadadeira dorsal. (a) inicio do escurecimento da pele na regido dorsal proximo ao local da
inje¢do; (b) inicio do escurecimento da pele na regido opercular e superior ao opérculo e continuo
escurecimento da regido dorsal; (c) inicio do escurecimento da pele na regido caudal e continuo
escurecimento da regido opercular e dorsal; (d) continuo escurecimento da pele na regido dorsal,
opercular e caudal; (e) em alguns casos ha o aparecimento de listras no meio do corpo ou (f)
aparecimento de listras e manchas sobrepostas, sendo o primeiro mais comum em Nosso grupo
experimental.

N\

Fig. 11 Ultima fase do padrio de cores apresentado pelo O. niloticus que morreram durante o periodo
experimental apds a injecdo subcutdnea de formalina 3%. A seta indica a nadadeira dorsal e sua
posicao na ultima fase do padrdo de cor.
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4. Discussiao

Os resultados obtidos indicam que a inje¢do subcutidnea de formalina 3% na regido
posterior da nadadeira dorsal causa um efeito local que pode ser observado através da
diminui¢do de movimentos ondulatérios e posicionamento da NDM abaixada, corroborando a
conclusdo de Wolkers et al. (2013) de que as respostas comportamentais e fisiologicas ao
estimulo nocivo sdo espécie-especificas. A resposta comportamental a inje¢do subcutanea de
formalina, observada para a espécie O. niloticus no presente estudo difere daquela descrita
para a espécie L. macrocephalus, submetidos ao mesmo tipo de estimula¢do nociva. Em L.
macrocephalus foi observado o aumento significativo na velocidade e distancia percorrida em
resposta a inje¢ao subcutanea de formalina quando comprada a injecdo de salina (Alves et al.
2013; Wolkers et al. 2013), além de apresentarem natagdo erratica (Wolkers et al. 2013). O
estudo de Ide e Hoffmann (2002) sobre a parada cardiaca reversivel na O. niloticus mostra,
ainda, que o estresse causado pela inje¢do subcutidnea de formalina (2% e 3%) reduziu
significativamente a magnitude da parada cardiaca reversivel, além de promover imobilidade.
No presente estudo, os animais que receberam a estimulagdo nociva por meio da injecao
subcutanea de formalina ndo apresentaram alteragdes significativas no padrao de locomogao e
nao foi observado o comportamento de natagdo erratica, embora tenha sido observada uma
tendéncia a redugdo da locomocgao. Estudos utilizando outras espécies de peixes e diferentes
testes nociceptivos também demonstraram respostas diversas. Em Danio rerio, por exemplo,
o tratamento com acido acético a 10%, promoveu uma reducado significativa em sua atividade
(movimento) (Correia et al. 2011). J& em Oncorhynchus mykiss, a administragao de 0,1 mL do
mesmo 4acido provocou comportamentos andomalos como friccdo dos labios no cascalho e
contra os lados do tanque, e os animais demoram mais tempo para comecar a ingerir alimento
apés o estimulo nocivo em relagdo aos controles (Sneddon 2003a). Em Oreochromis

mossambicus, foi observado que os animais tiveram diminuicao significativa na atividade de
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natagdo por pelo menos 3 horas quando submetidos ao estimulo elétrico (Roques et al. 2012).
J& no Gadus morhua foi observada uma reducdo no uso do abrigo, ficando mais tempo
proximo ao fundo do aquario e apresentando um ligeiro atraso na recuperagdo dos batimentos
operculares quando tratados com capsaicina 1% (Eckroth et al. 2014).

No presente estudo, a inje¢do subcutdnea de formalina na O. niloticus promoveu
alteragdes no posicionamento ¢ movimentacdo da NDM, uma regido que constitui a por¢ao
final da nadadeira dorsal, localizada apds uma regido mais rigida (Geerlink e Videler 1974), a
nadadeira dorsal apresenta a fun¢do de dar maior estabilidade ao corpo do peixe durante a
natacdo (Lauder e Madden 2007). Alteracdes no padrido locomotor e posicionamento da
nadadeira ndo foram observados em estudos que aplicaram o mesmo estimulo nocivo na
espécie L. macrocephalus. E possivel que a auséncia desta resposta no L. macrocephalus
esteja relacionada ao local de injegdo, ja que, nesta espécie, a inje¢do subcutanea de formalina
foi aplicada na regido da nadadeira adiposa, uma nadadeira de tamanho bastante reduzido e
ausente em ciclideos como a O. niloticus. A alteragdo no padrdo de uso da nadadeira dorsal
observado aqui pode estar relacionada a uma redu¢do no uso de uma regido afetada com o
objetivo de evitar que a sensagdo de dor seja intensificada. De fato, em estudos realizados
com ratos e gatos, a aplicacao da injecdo de formalina 5% em uma das patas dianteiras causa
uma diminui¢ao do uso do membro afetado, sendo caracterizada pela elevagao da pata como
uma resposta a dor (Dubuisson e Dennis 1977). Entretanto, mais estudos precisam ser
realizados para elucidar essa similaridade e os mecanismos fisiologicos ativados em
decorréncia da inje¢do de formalina no O. niloticus.

Em ciclideos, a cor da pele esta relacionada a comunicagdo social, competicdo,
escolha do parceiro, forrageamento e predacdo (Maan e Sefc 2013). Além disso, os peixes
podem apresentar padrdes de cor que estdo associados a diferentes tipos de comportamentos

(Baerends e Baerends-Van Roon 1950; Baldaccini 1973; Hulscher-Emeis 1992; Lanzing e
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Bower 1973; Potts 1974). Em nosso estudo foi identificado um padrdo de escurecimento nos
animais que morreram em decorréncia da inje¢do subcutanea de formalina. O padrio de
coloracdo observado se assemelha aquele descrito para juvenis de Tilapia mossambicus
(Oreochromis mossambicus em nomenclatura atual) quando estas encontram-se excitadas,
amedrontadas e assustadas (Lanzing e Bower 1973). As listras verticais que se destacam na
fase final do padrao apresentado aqui, também aparece na Tilapia natalensis (Baerends e
Baerends-Van Roon 1950) e Tilapia zillii (listras verticais do corpo juntamente com as da
cabega) (Hulscher-Emeis 1992) quando as mesmas estdo sob potencial ameaca. No
Crenilabrus melops, ha o aparecimento de listras verticais de coloragdo castanha escura nos
agressores em encontros agressivos intensos, situagdo semelhante ¢ observada no
comportamento de corte do macho, em peixes em situacdo de medo onde os mesmos nao
conseguem escapar (causada por ameagas de peixes dominantes) e quando sdo perturbados de
alguma forma (Potts 1974). O aparecimento de listras pretas, também associadas ao estresse,
foi descrito por Ide e Hoffmann (2002) em O. niloticus submetidas a injecdo subcutianea de
formalina 2 e 3%. Embora os niveis de cortisol, no presente estudo, ndo tenham apresentado
aumento significativo nos animais submetidos a inje¢do subcutanea de formalina em relagao
aos tratados com salina, ¢ importante ressaltar que os animais que morreram durante o
experimento, que eram, possivelmente, aqueles mais responsivos ao estresse causado pelo
estimulo nocivo, ndo puderam ter seu sangue amostrado, ndo sendo possivel, portanto, avaliar
seus niveis de cortisol. Entretanto, considerando que o padrdo de escurecimento da pele
apresentado por estes peixes estd relacionado as situagdes de estresse extremo, este resultado
sugere que os animais que receberam injecdo subcutinea de formalina desenvolveram
respostas fisiologicas associadas aquelas desencadeadas por, medo e preda¢do, indicando que

o estimulo nocivo ativou o comportamento defensivo da espécie.
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Embora o padrao de coloragdo da pele tenha sido influenciado pela inje¢do subcutanea
de formalina, especialmente naqueles animais que morreram durante o experimento, o
estimulo nocivo ndo afetou significativamente o escurecimento da pele nos animais que nao
morreram devido a injecdo. Segundo Leclercq et al. (2010), estas alteragdes no escurecimento
da pele podem ser causadas por alteracdes fisioldgicas, mais especificamente com a
translocagdo (agregacdo/desagregacdo) de melanossomos dentro dos melanoféros. Embora o
escurecimento da pele tem sido associado ao estresse em diversos estudos, as alteragdes no
padrdo de coloragdo observados no presente estudo ndo parecem estar diretamente associadas
a resposta endocrina ao estresse, j& que nao foi observada uma correlagdo entre o
escurecimento da pele e os niveis de cortisol plasmatico. Em O. mykiss também ndo foi
observado correlacdo entre os niveis de cortisol e o escurecimento da pele em peixes
submetidos ao estresse social, entretanto os autores sugerem que o escurecimento da pele
esteja relacionado ao aumento nos niveis de a-MSH induzido pela ativagdo do eixo HPI
(Hoglund et al. 2000). J& outros estudos mostram haver correlagdo positiva entre os niveis de
cortisol e o escurecimento da pele em peixes subordinados submetidos ao estresse social
agudo em O. niloticus (Templonuevo e Cruz 2016). Em estudo realizado com o O. mykiss e
Salmo salar, peixes com maior responsividade ao estresse apresentam menos manchas de
eumelalina, embora ndo tenha sido observada correlagdao significativa entre os niveis de
cortisol e as manchas (Kittilsen et al. 2009). As larvas de Solea senegalensis que tinham a cor
da pele mais escura apresentaram maior nivel de cortisol quando submetidos a perturbacdo
por agitacdo em relacdo a larvas com coloracdo mais clara (Ruane et al. 2005). Os peixes da
espécie O. niloticus submetidos a niveis toxicos de substancias como o nitrito (Yanbo et al.
2006), o extrato aquoso e etandlico de folhas de Ipomoea aquatica (Ayoola et al. 2011) e
concentragdes aumentadas de amodnia (El-Shebly e Gad 2011) tiveram alteragdes

comportamentais e escurecimento na pele, contudo, a taxa de escurecimento nao foi medida e
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ndo foi demostrado correlagdes com niveis de cortisol plasmatico. Esses resultados indicam
que o escurecimento da pele pode ou ndo estar diretamente associado a resposta fisiologica do
estresse (aumento nos niveis de cortisol) e que isto pode variar entre espécies ¢ até mesmo
entre os estimulos estressores aplicados.

Com relagdo ao escurecimento dos olhos, o presente estudo ndo demonstrou alteracao
significativa entre os animais submetidos ou ndo ao estimulo nocivo. Além disso, também nao
foi observada correlacdo entre os niveis de cortisol plasmatico e o escurecimento dos olhos.
Embora em algumas espécies de peixes, incluindo a O. niloticus, o escurecimento dos olhos
venha sendo relacionada a situagdes de estrese social (Suter e Huntingford 2002; Volpato et
al. 2003; Miyai et al. 2011) e ndo social (Freitas et al. 2014), estes estudos também nao
demonstraram haver correlagdo entre este parametro ¢ a ativagao do eixo HPI, sendo possivel
que outros mecanismos, além da resposta ao estresse, sejam responsaveis por este

escurecimento.

5. Conclusio

Os resultados do presente estudo mostram que o teste da formalina ativou o sistema
nociceptivo no O. niloticus desencadeando respostas comportamentais associadas a prote¢ao
do tecido lesado e que indicam ativagdao do sistema de defesa da espécie. Além disso, a
reducdo do uso da NDM em decorréncia da inje¢do subcutanea de formalina, comportamento
similar ao de mamiferos submetidos a0 mesmo estimulo, indica que a sensa¢do dolorosa pode
estar presente nestes animais. Os resultados também confirmam a hipotese de que as respostas
apresentadas a esse teste sdo espécie-especificas e corroboram o conhecimento acerca da
nocicep¢do dentro do filo dos vertebrados. Mais estudos precisam ser realizados para
averiguar quais mecanismos fisioldgicos sdo ativados em decorréncia da inje¢ao de formalina

nesta espécie.
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text citntions and reference |isl,

* EndMote style (zip, 2 kB)

+ Todas as tabelas devem ser numeradas usando algarismos ardbicos
¢ Ag inbalas devem sempre ser citadas em texio em ordem numiérica consecufiva.

* Para cada tsbels. fomegs uma legenda da tabeta (titule) explicando os
componentes da tabela

= dentifique qualquer matenal publicedo antericrments, formecendo & fonls onginal na
forma dé uma referdncia no final da legenda da tabela.

» As notss de rodeps das labslas devem ser indicades por latres minlscutes
sobrescrilas (ou astenscos para valores de significéncin @ oulros dados esiatisticos)
@ incluidas abaixo do corpo da tabeia
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ARTWORK AND ILLUSTRATIONS GUIDELINES

Electronic Figure Subnmission

+ Supply all igures electronically

* Indicate whal graphics program was usasd (o oreate the artwork,

* For vector graphics, the praferred format is EPS; for halflones, pleass use TIFF
format. MSOMce fles are also accoplabls

* Vector graphics containing fonts must have the fonts embedded in the files.
* Name your figure flles with "Fig" and the figure number, 8.g,, Fig! eps

Line Art
100

10 &

Microglial cell-density [cells/mm”)
P"
'
z.l
>
;

™
SN
TEANOVA: Pe01 * sach
5 ' ANOVA: Po0.04
DLPFC  ACC
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Definition: Black and white graphic with no shading
Do not use faint lines andlor letfenng and check that all lines and isttening within the

figures are legible st final size

All ines should be at ieast 0.1 mm (0.3 pt) wide
Scanned line drawings and line drawings in bitmap format should have a minimum
resolution of 1200 dp

Vaclor graphics caontaining fonts must have the fonls embaddad in tha files

Halfione Art
Definition: Photographs, drawings, or paintings with fine shading
gic
i any magnification is vsed in the photographs, indicate this by
using scale bars within the figures thamsalves

Hafftones should have & minimum Esolution of 300 dm

Combination An
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¥ Definition: a combination of haifione and line art, a.g., halfionas containing lins
drawing, exiansive istiering, color diagrams, elc.
¥ Combination artwork should have a minimum resolution of 600 dpi

Color Ant

# Color art is fres of chargae for online publication_

[ black and white will be shown in the print version, make sure that the mam
information will still be visible. Many cofors ars nol distinguishable from one another
whan conventad o black and white_ A simple way 1o chack this 2t make a
xerographic copy o see if the necessary distinclions between the different colors are
stilf apparent

if thee figures will be printed in black and white, do not refer io color in the captions.
Color ilustrations should be submitted as RGB (8 bits per channel)

U]

Fignre Lettening

&= To add leftering, il is best to use Helvelica or Anal (sans senf fonls)

& Keep lettering consistently simad throughout your final-sirad artwork, usually about
2-3mm (8-12 pl)

= Vanance of type size within an illustration should be minimal, 2.g .. do not use B-pt
type on an axis and 20-pt type for the sxie labed

& Avoid sffects such as shading, outline lsfters. elc

* Do nol includs titles or caplions within your iflustrations:
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Figure Numbering

# Al figuras are to be numbered using Arabic numenais.

¥ Figures should always be ciled in text in consecutive numerical order,

¥ Figure parts should be denoted by lowercasa latters {a, b, ¢, elc.).

# i an appendix appears in your arficle and it contains one or more figures, continue
the consacutive numbering of the main text. Do not number the appendix figures,

“A1, A2 A3, elc” Figures in online appendices (Electronic Supplemantary Material)
ghould, howsver, be numbered separntaly,

Figure Captions

& Each figure should have & concise caption describing accurately what the figure
depicts. Include the captions n the text fiies of tha manuscript, not in the figurs file.
» Figure captions bagin with the term Fig. in bold type, folliowed by the figure number,

also in bold type.
& No punciuation |= to be included after tha number, nor ie any punctuation to be
placed at the end of the caption.

* jdentify all slemants found in the figum in tha figure caphon; and use boxes, circlas,
eic., as coordinate points in graphs.

* (dantify previously published materal by giving the onginat source in the form of a
reference citahon et the end of the figure caption.

Figure Placement and Size

= Figures should be submitied saparately from the taxt, if possible.

F When preparing your figures, size figures to fit in the column width.

I+ For most journais the figures should be 38 mm, 84 mm, 128 mm, or 174 mm wide
and not higher than 234 mm.

¥ For books and bock-sized joumals, the figures should ba 80 mm or 122 mm wide
and not higher than 188 mm.,

Parmissions

If you include figures thal have siready beean published elsewhere, you must obtain permission
from the copyTight owner(s) for both the prnt and online format. Please bo aware that soma
publishers do not grant elecironic rights for free and that Springar will not be able to refund any

costs thal may have occurned to recsive thess parmissions. In such cases, material from othar
souwrces should be used.

" bl

In orded 1o give people of all abdities and disabililies acceds 10 the conten! of your figures,
please make sure that

¥ All figures have descripiive captions {blind users could then use a texd.io-speech
software of & texi-io-Braille hardware )

F Paltems ame used instead of or in addition to colors for conveying information
(colorbhing users would then be able to distingutsh the visual slemants)

F Any figuie lettering has o contras! ratko of ot east 4 5.1
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Springer accepts slectronic multimedia files (animations, movies, audio, ete.) and other
supplemantiry flles to ba published online along with an article or a book chapter. This feature
can add dimension to the author's article, as certain information cannot be prnted or Is more
convaniant in elactranic form,

Before submitting research datasets as electronic supplementary matenal, suthors should read

the joumnal’s Ressarch data policy. We encourage research data io be archived in data

repositories whemver possible,

Submission

¥ Supply all supplemantary material in standard fila formats

¥ Pleass include in sach file the following information: articla titke, joumal name, author
names; affifiation and e-mall address of the corresponding author

¥ To accommodate user downloads, pleass keep in mind that larger-sized files may

require very long download times and that some users may exparkence olher
problams during downloading.

Aundio, Video, and Amimnations

& Aspect ratia: 16:9 or 4:3

# Maximum file size: 25 GB

B Minimum video duration; 1 sac

P Supported file formats: avi, wimw, mpd, mov, m2p, mp2, mpg, mpeg, fv, mxf, mis,
mdv, 3gp

Text and Presentations

B Submil your material in POF format; .doc or ppt files are not suitable for long-lerm

viahility.
i A collection of figures may also be combined in 8 PDF file.

Spreadshests
b Spreadshests should be submitted as csv or xlsx files (MS Excal),
Specinlized Formats

i Specialired format such as pdb (chemical), wr (VRML), .nb (Mathematica
notebook), and tex can aiso be supplied.
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Collecting Multiple Files
I+ It is possible to collect multiple files in & zip or gz file.
Numbernng

i If supplying any supplementary materal, tha text mus! make spacific mantion of the
matsrial s a citation, similar to that of figures and tables.

[¢ Refer o the supplementary files as "Online Resource’, 8.g., *... as shown In the
animation (Online Resource 3)°, °... additional data are given in Online Resource 4"

i+ Name the files consecutively, &.g. "ESM_3.mpyg", "ESM_4 pdf”

Caprions

i For aach supplemantary material, plaass supply 8 concisa caplion describing tha
content of the file,
Pracessing of supplementary files

i+ Elsctronle supplamentary malenal will be publishad as received from the authar
without any eonversion, aditing, or reformathing.

Accessibility

In arder o give paople of all abilities and disabiiities acoass 1o the contant of your

supplamantary fles, pleass make surs that

Ik The manuscript contains a descriptive caption for asch supplementary malerial
I+ Video files do not contain anything that flashes more than three times por second (so
fhat users prone to selzures caused by such effects are not put at risk)

For aditors and reviewars 1o aocurately assess the work presanted in your manuscript you need
o ensure the English ianguags is of sufficient qualily 1o be undsrstood, If you nesd halp with

writing in English you should consider;

I Asking a collsagus wha ks o native English speaker to review your manuscript for
clarity.

I Visiting the English language tuloral which covers the common mistakes when
writing in English.

¥ Usinga professional language editing service whers edilors will Improve the English
1o ensure that your maaning is clear and idantify problems that require your reviaw,
Two such services are provided by our affillates Nature Research Editing Service
and American Journal Experts, Springar authors are anbitled 1o a 10% discount on
their firs! submission to sither of thess services, simply follow the links balow,

[2 English langunge tutaral
[ Natura Resaarch Editing Sarvica
2 Amarican Journal Exparts
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Plaase note that the usa of a language editing service (s not & requirerment for publication In this
journal and does nol imply or guarantes that the articls will be selected for pear review or
accepted.

I your manuscript s accepted it will be checked by our copyaditors Tor spalling and formal style
befora publication,
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This jourmnal is commifted o upholding the Inegnty of the scientific record. As a mambsaer of the
Cormmittaa on Publication Ethlcs (COFE) tha jourmal will follow the COPE guidelines on how (o
doal with potenin sots of misconducl.

Authors should rafrain from migreprasanting ressarch results which could damages tha rust in
tha journal, the professionallsm of aciantific autharahip, and ultimataly ths antine scientific
andaavaur. Maintaining integrity of the research and its presaniation aan bo achisved by
follawing the rules of good scientific practios, which includs:

i The manuscript has not been submitied to mare than one journal for simullanecus
consideralion,

U The manuseript has not bean published previously (partly of In Tull), unless the new
work concams an axpangion of provious work (pleass provids transparsncy on thi
re-uss of materinl o avoid the hint of text-recycling ("self-plagiarsm”)),

i A single study is not splil up into sevaral pans (o increass the quantity of
aubmisaions and submitted 1o varous j[oumals or 10 one jaumal over ime (8.0,
“salami-publishing”),

» No dota have bean fabricated or manipulated (including iImages) 1o support your
conclusions

o Mo deta, text, or theorles by others ane presented as If they were the Buthor's own
("plagiariam”). Proper acknowledgemants o othar works must be given (this includes
malarial that is closely copled (near verbatim), summarized and/or paraphrased),
quotation marks ane used lor varbalim copying of material, and permissions are
secured for material that Is copynghted,

Important note: the journal may use soffware to screan for plagiarism.

& Consant to submit has bean mcalvad explicitly from all co-authors, as wall os fram
tha responsible authorities - tacitly or explicilly - at the Institute/organization where
the work has been camed out, before the work is submitted,

# Authors whosa names appear on the submission have contributed sufficlently to the

soiantific work and theralore sham collective respansibility and sccountability for tha
rasults.
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i Authors are strongly sdvised o ensure the comedt author group, corresponding
author, and order of suthors at submission. Changes of authorship or in the order of
authars are not accapled after acoaplance of a manuscripl.

* Adding andlor delating authors andlar changing the order of authors at revision
stage may be jusiifiably warmranted, A letter must accompany the revised manusoript
to explain the reason for the changeis) and the coniributicn role{s) of the added
and/or dalated authors). Further dogumantation may be requirad to suppart your
raqueast,

i Requests for sddilion or remaoval of authors a5 a resull of autharship dispules after
acceptonce are honored after formal notification by the institute or independent body
and/or when there is agreemaent between all authors,

* Upon request authors should be prepared 1o send relevant docurnantation or data in
ardar to varily the validity of the results, This could be In the form af raw data,
samples, records, ato, Seneitive nformation in the form of confidential proprietary
data is excluded.

If there is a suspicion of misconduct, the journal will carry out an imvestigation following the
COPE guidelines, . after investigation, the allegation seams to raisa valid concems, the
acousad author will be contacted and given an opponunity to address the issue, if misconduct
has bean established bayond reasonable doubt. this may resiit in the Editor-in-Chief's
implementation of the following measures, including, bul not limited io;

fir If the arficle |s still under consideration, it may be rejected and retumed fo the authar,

i I the article has aiready been published online, depending on the nature and
severity of the infracfion, either an ematum will be placed with the arficie or in savers
casss complate ratraction of the articla will oocur. The reason must be given in the
publizhed srratum or retrection note. Plaasa nota that retraction maans that tha
paper s maintained on the platform, watarmarked "retracted” and axplanation for
the retraction is provided in & note linked to the watermarked article,

i The author's institution may be informed,

To ensure objactivity and traneparancy in ressarch and fo ansure thal accapled principles of
athical and professlonal conduct have been followed, authars should Include information
raparding sources of funding, patential confiicts of intersst (inancial of non-financial), Informed
consent if the resaarch involved human paricipants, and a statement on welfare of animals if
the research Involved animals.

Authors should include the following statemants (if applicable) in 8 separate section antitled
"Complinnce with Ethical Standards” whan submitting 8 paper:

¥ Disclosure of potential confilets of interest

¥ Ressarch Involving Human Participants and/or Animals

¥ Informed consent

Flease note that standards could vary slightly per joumal depandent on their peer review
palicies i e. single or double bliind peer review) as wall as par joumal subject discipline. Bafore
submitting your aricle check the instructions following this sechion carsfully,

The cormesponding euthor should ba prepared to collect documentation of compllance with
ethical standards and sand if requested dunng peer review or alter publication.

Thea Editors resarva the right to reject manuscripts that do not comply with the above-mantioned
guidelines. The author will ba hald responsible for falss statements or Ballure to fulfill the above-
mantioned guidelines.

#
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Authors must disclose all relationships or interests that could have direct or potential infiuence
ar impar bias on the work, Although an author may not feel there is any conflict, disclosure of
relationships and interesis provides a more complets and transparent process, leading to an
accurate and objective assessment of the work, Awareness of a real or perceived conflicts of
interest s a perspective to which tha readers are entitied. This is not meant to imply that a
financial relationship with an organization that sponsored the research or compensation
received for consultancy work is inappropriate. Examples of potential conflicts of interesis that
are directly or indirectly related to the research may include but are not limited to the
following:

& Research grants from funding agencies (pleass give the reseanch fundsr and the
grant number)

& Honorana for speaking at symposia

* Financial support for attending symposia

i Financial support for educational programs

# Employmant or consultation

& Support from a project sponsor

I Position on advisory board or board of directors or othar typs of managamant
relationghips

it Muttiple affiliations

I Financial reiationships, for axample squity ownership of investmant interest

i Intefloctusl proparty nghits (e.g. patents, copynghts and royalties from such nghits)
i Holdings of spouse and/er children thal may have financial interest in the work

In addition, intarests hat go beyond financial iInterests and compensation (non-financial
interests) that may be important to readers should be disclosed, Thess may includs but are not
limited to personal ralationships or compating inferests directly or indirectly ted to this reseanch,
of profassional inlerests or parsonal bolists thal may nflusnos your ressarch.

The comasponding author collects the conflict of interest disclosure forms from all authors. In
author collaborations whers formal agreaments for reprasentabion allow i, it is sufficient for the
cormesponding author to sign the disclosure form on behall of all authors, Exomples of farms can
b found

2 hare

The corresponding author will include o summary statemant in the text of the manuscript in a
saparnle section bafore the rafarance list, thot reflects what (s recorded in the potential oonfiiet
of interest disclosure form(s)

Saa below axamples of disclosuras:

Funding: This study was funded by X (grant number X)

Caonflict of Intarest: Authar A has recaived resaarch grants from Company A, Author B has

recaived n spaaker honararium from Company X and owns stook in Company Y, Author C s o
mambar of committes Z.

It me confliot exists, the authors should siete:
Conflict of Interest: The authors declars thal they have no canfiict of intarast

He
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Support for Research Data Sharing

Moy journale and funding agencies sncourngs or require date sharing in reposiones. If you
need halp organisng and sharng vour ressarch data (iIncluding code. text, raw and procsssad
data, video and images) you should congider:

[+ Finding a suitable data repository for your data
I+ Uploading your data to Springer Nature Research Data Support
I+ Contacting Spinger Nature's Research Data Support Halpdesk for advics

[£ List of recommended data repositones

[2 Apcass Research Dala Support

[£ Mora information on Ressarch Data Suppont
[2 Contac! the Research Data Helpdask

Resaarch Data Support is an optional Springer Nalure sarvice available to all researchers who
have datasets they want to make easier to ote, share and find. The service provides & secure
portal for data upload, and data and metadata are curated and improved by professional
Research Data Editors. The publication of datasels i& coordinated by our Research Data Editors
in consultation with the researcher, and a DO is provided to allow the datasst to be cited and
shared.

Checks are camed out 8s part of 8 submission screening process (o ensure thet researchers
whio should use a specific community-endorsed repository are advised of the best option for
sharing and archiving their data, Uss of Ressarch Data Suppart is optional and doss nol imply
or guaranies that a manuscript will be accepted.

Opan Choios sliows you o publish open access in more than 1850 Springer Nature journals,

making your rasaarch more vislbie and nccessible immediately on publication,
Bensfits:

¥ Increasad researchar angagament. Opan Cholce enables access by anyone with an
intermel connection, iImmadiataly on publication.

I Higher visibility and Impact; In Springer hybrid journals, OA articles are accassed 4
times mone oflien on average, and ciled 1.7 more limas on averags®.

I Easy compliance with funder and institutional mandates: Many funders requira apaen
access publishing, and some take compliance into account when assessing fulure
grant applications

It is easy to find funding to support open access - please sas our funding and support pages for
more information,

*) Within the first thres years of publication. Springar Mature hybrid joumal OA impact analysis,
2018,

& Open Cholca
£ Funding and Suppart pages
Copyright and leense term - CC BY

Cipon Choice arficles do not regquire transfer of copyright as the copyright remains with the
muthor, In opling for open acosss, the author(s) agros o publish the article under the Crealive
Commons Altribution License

2 Find mora about the loense agresment
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