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primitiva e infantil — e, mesmo assim, é a coisa

’
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RESUMO

A sugestdao de que os peixes podem perceber a dor e ter a capacidade de sofrer desencadeou
varios debates no meio cientifico. Estudos acerca da dor e nocicep¢do em peixes sao
relativamente recentes na literatura e t€ém aumentado devido a necessidade de se compreender
a evolugdo do sistema nociceptivo nos vertebrados, além de se ampliar a gama de modelos
biologicos a serem utilizados para o estudo da dor. Assim, o trabalho foi elaborado a partir de
uma revisao bibliografica sistematica de artigos cientificos das bases de dados ScienceDirect
e Scopus acerca da nocicepcdo em peixes; 45 artigos destas bases foram utilizados para a
revisdo. As espécies de peixes mais utilizadas nos estudos analisados foi o Danio rerio € o
Oncorhynchus mykiss, € em relagdo aos tipos de testes nociceptivos mais aplicados, observou-
se que a maior parte dos testes utilizados sdo quimicos, principalmente aqueles utilizando o
acido acético e o formaldeido como estimulo nocivo. Esta revisdo demonstrou que o estudo
da nocicepcao em peixes tem ganhado forca na ultima década, ampliando os conhecimentos
acerca da evolug¢do da dor e colocando o peixe como alternativa aos modelos bioldgicos

mamiferos para estudo da dor e nocicepgao.

Palavras-chave: Dor; Modelo bioldgico; Zebrafish.
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1. INTRODUCAO

Os sistemas sensoriais possuem o papel importante de informar o sistema nervoso
central (SNC) sobre as condigdes do ambiente externo e o estado do meio interno de um
organismo (Le Bars et al. 2001; Alves et al. 2017). A dor ¢ definida pela Associagdo
Internacional para o Estudo da Dor (IASP 1979) como sendo “uma experiéncia emocional e
sensorial desagradavel associada com uma lesdao tecidual real ou potencial ou descrita em
termos de tal lesdo”. Trata-se de uma submodalidade da sensagdo somatica que consiste em
uma cascata complexa de experiéncias sensoriais, emocionais e cognitivas desagraddveis
provocadas por um real ou potencial dano tecidual manifestado por reagdes autdnomas,
psicoldgicas e comportamentais (Vitor et al. 2008; Sneddon 2009; Dubin e Patapoutian 2010).

A dor ¢ um tipo de percepcao que faz parte de um sistema complexo, o sistema
nociceptivo, que compreende um conjunto geral de mecanismos responséaveis pelo controle da
homeostase (Le Bars et al. 2001; Alves et al. 2017). Assim, a mesma representa um sinal de
alerta, que tem como funcdo ajudar na protecdo do organismo, desencadeando reacdes que
induzam comportamentos especificos que evitem ou reduzam os estimulos que estejam
causando-a, resultando potencialmente no encerramento ou na limitacdo de danos
consequentes. Com isso, comportamentos resultantes da dor podem facilitar outras fungdes
biologicas, como a manuten¢do e regeneracdo de tecidos, sendo que a importancia desses
comportamentos € bem ilustrada em seres humanos por meio de casos patologicos de
insensibilidade congénita a estimulos dolorosos, onde as experiéncias patoldgicas
normalmente nao percebidas pela dor podem ter consequéncias catastroficas (Le Bars et al.
2001; Alves et al. 2017).

No inicio do século XX, Sherrington (1910) desenvolveu o conceito e introduziu o
termo nocicepc¢ao. Mais tarde Dennis e Melzack (1983) consideraram que a dor/nocicepgao

tem pelo menos trés fungdes: (1) alertar o individuo sobre a existéncia de um dano tecidual,



(2) alertar o individuo sobre a probabilidade de ocorrer dano tecidual ao perceber um estimulo
que pode causar esse dano, e (3) alertar um grupo social do perigo tdo logo ele exista para
qualquer um de seus membros (Le Bars et al. 2001). Sendo assim, a nocicepg¢dao ¢ um
mecanismo sensorial que permite que os animais percebam e também evitem potenciais danos
dos tecidos, sendo de grande importancia para a sobrevivéncia. Este processo depende de
receptores especializados, os nociceptores, que sdo neuroénios que tem como fungao detectar e
responder a formas de energia potencialmente prejudiciais como calor, estimulos mecanicos e
quimicos do meio ambiente. Na nocicepgao ocorre, portanto, a codificagdo e o processamento
dos estimulos ambientais (fisicos e quimicos) ou patologicos, que resultam na dor, através de
uma cascata complexa de eventos da periferia até as estruturas superiores do SNC (Tracey
2017).

Dessa forma, a dor pode ser considerada uma submodalidade da sensagao somatica,
que resulta de varios eventos que tem inicio na ativagdo de terminais de neuronios sensitivos
primarios periféricos, a transmissao do sinal nociceptivo para o encéfalo, o processamento
nociceptivo em dareas distintas do encéfalo e, por ultimo, a conversdo da informacao
nociceptiva em percep¢ao da dor. Portanto, as atividades que sdo induzidas nos nociceptores e
nas vias nociceptivas pelos estimulos prejudiciais ainda ndo podem ser chamados de dor, pois
¢ a interpretacdo de sinais nociceptivos no encéfalo, sob a influéncia de fatores cognitivos e
emocionais, que converte a nocicep¢do em dor (Basbaum e Jessel 2000; Julius e Basbaum
2001; Segner 2012; Wolkers 2014). Com isso, descrever a dor como uma experiéncia (IASP
1979) separa a mesma da nocicep¢ao. A nocicepgao ¢ um processo neural que vai envolver a
transducdo e transmissdo de um estimulo nocivo ao encéfalo em vias ascendentes, e a dor
seria o conjunto complexo de interrelagdes entre sistemas sinalizadores, modulacdo de centros

superiores € uma percepg¢ao individual tnica (Steeds 2013).
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A defini¢ao e o reconhecimento da dor em seres humanos dependem da capacidade de
comunicar os ‘“‘sentimentos” ou estados subjetivos, e sdo fortemente influenciadas por
experiéncias, ja que compreende aspectos afetivos sensoriais, sendo uma experiéncia
consciente, ou seja, o individuo sabe que esta sentindo a mesma. Porém, devido a auséncia
desta ‘“‘comunica¢dao”, a avaliagdo da dor em animais nao humanos ¢ desafiadora ¢
frequentemente depende das definigdes baseadas nas usadas nos humanos, surgindo assim a
questao do que a dor significa quanto transferimos este conceito aos animais (Chandroo et al.
2004; Sneddon 2009).

A capacidade dos animais em perceber estimulos que causam dor em humanos (como
pressdo mecanica significativa, temperaturas extremas e substancias quimicas nociceptivas) €
facilmente demonstravel. Contudo, ndo ¢ possivel medir o componente afetivo emocional
negativo promovido por este estimulo, que pode ser descrito como desconforto, sofrimento ou
consciéncia da dor, ndo sendo, portanto, possivel saber como um animal “sente” propriamente
a dor. Neste contexto, quando nos referimos a dor animal, ndo podemos nos ater a defini¢ao
dada pela IASP (1979), ja que esta considera uma experiéncia dificil de ser avaliada em
animais que ndo podem expressar verbalmente sua sensagdo. Ainda, no que se refere a dor em
animais, a defini¢do proposta por Molony (1997) pode ser mais apropriada, pois considera
que: “a dor animal ¢ uma experiéncia sensorial aversiva, representando a consciéncia, pelo
animal, de dano ou ameacga a integridade dos tecidos. Promove mudancas na fisiologia e
comportamento do animal, buscando reduzir ou evitar os danos, a probabilidade de repeticao
e promover recuperacao” (Segner 2012). Sendo assim, as defini¢des de dor animal baseiam-se
no que pode ser observado e medido (Sneddon 2009) e a experiéncia sensorial do animal
quando exposto a um estimulo nocivo dependera do grau de desenvolvimento de seu SNC.

Quando estamos falando de dor em peixes, por exemplo, lidamos com uma forma

qualitativamente diferente de experiéncia, provavelmente mais primitiva e simples (Segner
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2012). Nos seres humanos, a dor, o medo e o estresse dependem de fungdes que sao
controladas e executadas pelo hipocampo, amigdala, lobos frontais e neocortex, que sdo
estruturas altamente desenvolvidas. Nos peixes, o telencéfalo, ¢ menos complexo, o que levou
muitos a concluir que os mesmos ndo podem sentir dor, medo ou estresse. Assim, um dos
esforcos da pesquisa sobre o bem estar dos peixes tem como principio a avaliacdo da
consciéncia, que esta na base da experiéncia da dor e do medo. Hoje ja existem evidéncias
que os peixes podem sim experimentar estresse e dar respostas comportamentais e
neuroenddcrinas para lidar com o mesmo (Wendelaar Bonga 1997), e, para algumas espécies,
ha evidéncia de que podem ter a capacidade de perceber estimulos dolorosos (Oncorhynchus
mykiss, Sneddon 2002; Gadus morhua, Nilsson et al. 2008; Carassius auratus, Nordgreen
2009b; Oncorhynchus mykiss, Roques et al. 2010; Salmo salar, Bjorge et al. 2011; Leporinus
macrocephalus, Wolkers et al. 2013).

Ja que a nocicepg¢dao ¢ um mecanismo sensorial usado para perceber e detectar um
estimulo ou dano em potencial nos tecidos, sendo a base da experiéncia da dor, sua percepgao
envolve tanto a maquinaria sensorial nociceptiva quanto também a traducdo real dos
estimulos nocivos para a sensa¢do de dor (Roques et al. 2010; Malafoglia et al. 2013). Dessa
forma, os peixes podem possuir um sistema nociceptivo e algumas capacidades cognitivas
para experimentar, detectar e conceituar a dor em um sentido “humano” (Roques et al. 2010).
E embora a dor disponha de um componente dificil de transmitir sem palavras, um individuo
nao verbal ainda pode senti-la. Nos seres humanos, os métodos que sao utilizados para avaliar
e quantificar a dor centraliza em habilidades cognitivas e sentimentos subjetivos € em outros
mamiferos, os métodos sdao mais fisioldgicos e comportamentais. Porém, poucos desses
métodos foram empregados para demostrar estimulos dolorosos em peixes (Roques et al.

2010).
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1.1. Evolucio da dor e nocicepcao

Os animais possuem trés tarefas basicas que sdo essenciais para a sobrevivéncia: (1)
encontrar recursos (alimentos) para manter sua demanda energética, (2) reproduzir-se com
sucesso € (3) evitar e ou minimizar danos corporais graves (Burrell 2017). Os mesmos sao
suscetiveis a uma variedade de riscos naturais que podem causar danos aos tecidos como
objetos pontiagudos, dentes ou mandibulas de predadores, espinhos defensivos em plantas ou
animais, substancias quimicas e extremos térmicos. No entanto, 0s animais possuem
mecanismos que aumentam sua capacidade de manter a integridade de seus tecidos por meio
da deteccdo de estimulos nocivos e acdo para fugir deles ou minimizar seus efeitos
prejudiciais. A habilidade de um animal em reagir e detectar adequadamente a um estimulo
aversivo ¢ de fundamental importancia para a sobrevivéncia, sendo essa capacidade
importante tanto para os invertebrados (locomocdo para longe de estimulos nocivos
observados nos animais considerados mais “simples”, incluindo protozoarios, platelmintos e
aguas-vivas) quanto para os vertebrados (Clatworthy 1999; Elwood 2011; Burrell 2017).

A nocicepg¢do fornece, portanto, um meio para se perceber e escapar de um estimulo
que pode continuar a causar danos na auséncia da acdo, existindo, desta forma, claros
beneficios na nocicep¢do. Uma resposta nociceptiva pode ser organizada como um reflexo,
mas pode ndo estar associada a uma memoria duradoura e mudanga motivacional. A dor, por
outro lado, pode induzir uma memoria de longo prazo e ser associada a aprendizagem para
evitar situagdes que deram origem a experiéncia original de dor. Quanto maior o dano tecidual
na experiéncia original, maior a resposta emocional desagradavel e maior a motivacao para
evitad-lo no futuro. Assim, a experiéncia da dor tem um efeito mais duradouro e protege o
animal de danos futuros de uma maneira mais eficaz do que a nocicep¢ao sozinha (Elwood
2011). As habilidades nociceptivas sao encontradas na maioria dos principais filos animais e,

portanto, ¢ presumivelmente um produto de evolugdo muito primitiva. Elas claramente
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antecederam na "explosao" cambriana, um periodo de aproximadamente 530 a 550 milhdes de
anos atras, durante o qual os principais filos modernos evoluiram. O préoximo passo no
desenvolvimento da dor provavelmente foi um elo entre a nocicepgao (com a resposta reflexa
associada) e uma mudanga motivacional de longo prazo (com processamento central e
memoria). Alguns pesquisadores acreditam o surgimento da dor s6 ocorreu nos vertebrados e
que ¢ evidente em peixes e, talvez, na lampreia mais primitiva. Neste contexto, surge o
questionamento se a dor teria sido um atributo novo surgido com os vertebrados ou se a
capacidade de sentir dor antecedeu a divisdo dos vertebrados dos ancestrais de alguns outros
filos, podendo, neste caso, estar presente em alguns grupos de invertebrados existentes.
Alternativamente a esta teoria e considerando a vantagem em sentir dor, pode ser que ela
tenha evoluido em mais de uma ocasido (Elwood 2011).

Estudos entre filos incluindo Chordata, Mollusca, Annelida, Nematoda e Arthopoda
revelaram caracteristicas conservadas e distintas da biologia nociceptiva, incluindo fatores
moleculares e mecanismos de sinalizacdo, destacando a utilidade de investigacdes em
vertebrados e invertebrados na descoberta de potenciais mecanismos subjacentes a nocicep¢ao
humana a dor (Himmel et al. 2017). As anémonas-do-mar respondem a estimulos mecanicos e
a picadas de outras anémonas, mas ndo a estimulos térmicos (Mather 2011), os anelideos tém
nociceptores que respondem ao acido, a capsaicina e ao calor (embora a sensibilidade ao
acido seja menor do que a observada nos vertebrados; Smith e Lewin 2009). Tanto a presenca
de nociceptores quanto do comportamento nociceptivo foram descritos em moluscos; por
exemplo, o caramujo (Cepaea nemoralis) responde a uma placa quente a > 40 ° C levantando
a porc¢ao anterior de seu pé (Kavaliers et al. 1983) e na Aplysia californica, quando atingido o
limiar do estimulo, os nociceptores aumentam o disparo de acordo com o aumento
subsequente na intensidade do estimulo e mostram atividade méxima com o esmagamento ou

a ruptura dos tecidos (Castellucci et al. 1970; Smith e Lewin 2009). Sistemas nociceptivos
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foram também descritos em particular detalhe em um nematoide (Caenorhabditis elegans) e
na mosca-da-fruta (Drosophila melanogaster) (Smith e Lewin 2009; Elwood 2011).

Sendo assim, a nocicep¢ao aparenta ter surgido cedo na escala evolutiva, e a
habilidade de responder a um estimulo nocivo pode estar presente em todos os animais (Ledn-
Olea 1993). Contudo o grau de mobilizagdo do organismo ao estimulo ¢ variavel e também
depende da evolugdo do sistema nervoso, que pode se manifestar como um reflexo guiado
pela medula espinal ou por um sistema de glandulas, no caso dos invertebrados, ou por uma
experiéncia emocional, no caso dos humanos. E a dor, se referindo a uma experiéncia
emocional mais complexa, ¢ experimentada pelo SNC, que através da informagao nociceptiva
forma respostas e sensagdes que variam em fun¢do da diferenciacdo do sistema em cada
espécie, sendo assim, animais que apresentam um SNC mais complexo sdo, provavelmente,

dotadas de componente subjetivo (Hoffmann 2008).

1.2. Peixes no estudo da dor

A sugestdo de que os peixes podem perceber a dor e ter a capacidade de sofrer
(experimentar estados emocionais ou mentais negativos) desencadeou varios debates no meio
cientifico. Alguns autores argumentam que ha evidéncias de que os peixes possuem o0s
mesmos tipos de receptores especializados que aves e mamiferos permitindo assim a deteccao
de estimulos nocivos (Ashley et al. 2007; Sneddon 2003c), e que o sistema nervoso € o
encéfalo de varias espécies de peixes parecem suficientemente complexos, o que permite
concluir que eles teriam a capacidade de sentir medo e sofrimento (Wolkers et al. 2017).
Porém outros autores propdem que o0s peixes sdo meramente responsivos, reagindo
passivamente aos estimulos quando os encontram com pouca ou nenhuma capacidade de
cognicdo ou autoconhecimento (Rose 2002; Rose 2007). H4 um interesse crescente em

resolver esse debate e em determinar se nossas interacdes com peixes causam respostas
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negativas que geram sofrimento (Braithwaite e Boulcott 2007). Na ultima década, a pesquisa
sobre o bem-estar dos peixes concentrou-se cada vez mais na possibilidade de que o bem estar
mental seja uma preocupagao legitima, particularmente a questdao de saber se os peixes sentem
dor e/ou sofrem (Rose et al. 2014).

Quando se estuda dor em animais, uma das principais dificuldades ¢ que ndo se possui
um acesso direto a experiéncia e seus sentimentos subjetivos. Embora seja possivel registrar a
sensagdo de estimulos ambientais, os sentimentos € emog¢des possivelmente associados a
sensagao dos estimulos devem ser deduzidos a partir da presenga e/ou resposta de indicadores
operacionais dos estados emocionais. Tipicamente, os parametros que se conectam de forma
identificavel e definida com a percepcao da dor no homem, sao utilizados como indicadores e
sao estudados em animais para inferir, a partir de sua presencga ou auséncia, a capacidade de
percepcao da dor (Segner 2012). Descobertas recentes no estudo da dor em animais
demostram potencial para a percep¢ao da dor em uma variedade de espécies totalmente
aquaticas, como os moluscos, crustaceos e os peixes. Assim, ¢ possivel entender como as
pressdes ecologicas e a historia diferencial de vida de um meio aquoso podem gerar novos
dados que informam a fisiologia comparativa e a evolugdo da dor (Sneddon 2015).

O estudo da nocicepgdo em peixes € recente na literatura e tem se ampliado devido a
necessidade de se compreender a evolugdo do sistema nociceptivo no filo dos vertebrados,
além da possibilidade de se ampliar a gama de modelos biologicos a serem utilizados para o
estudo da dor. Ha relatos na literatura de estudos utilizando vérias espécies diferentes de
peixes e testes nociceptivos de todas as categorias (quimicos, térmicos, elétricos e
mecanicos). Embora nas ultimas décadas (com maior frequéncia apds os anos 2000) os
estudos acerca da dor e nocicepcdo tenham sido aplicados a diferentes grupos animais,
incluindo os peixes, nao existem muitos testes nociceptivos padronizados utilizando estes

organismos como modelo biologico, sendo observada uma ampla variedade de testes, em uma
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série de diferentes espécies, desenvolvidos por diferentes pesquisadores, o que dificulta a
comparagao entre resultados e, consequentemente, a compreensao dos processos nociceptivos
estudados. Assim, a definicdo de modelos bioldgicos padronizados a serem aplicados em
peixes ¢ essencial para permitir o desenvolvimento da pesquisa neste campo. Neste contexto,
o presente estudo objetivou realizar uma revisao bibliografica sistematica acerca do estado da
arte sobre a nocicep¢do em peixes, visando uma compreensao mais ampla dos conhecimentos

obtidos até o momento.

2. METODOLOGIA

Este trabalho foi elaborado a partir de uma revisao bibliografica sistematica utilizando
as bases de dados internacionais ScienceDirect (https://www.sciencedirect.com/) e Scopus
(https://www.scopus.com/). Foram realizadas buscas sistematicas utilizando as palavras-
chaves “fish AND nociception”, em artigos publicados no periodo de 2000 a 2018, sendo
selecionados apenas artigos da categoria Research article. Os artigos selecionados na
pesquisa foram avaliados a partir da leitura dos resumos e aqueles que ndo apresentavam
relacdo direta com o tema foram excluidos. O periodo das pesquisas nas bases de dados se
deu entre os dias 4 a 17 de Outubro de 2018.

A partir da andlise dos artigos cientificos selecionados foram avaliadas as espécies de
peixes utilizadas nos estudos de dor e nocicepgdo e os testes nociceptivos aplicados nestes

artigos.

3. RESULTADOS

Somando-se as duas bases de dados (Tabela 1), foram encontrados 199 artigos (49
artigos no ScienceDirect e 150 artigos no Scopus). Apos a leitura dos titulos e resumos, foram
selecionados os que tinham relacdo com o tema e retiraram-se os que ndo preenchiam os

critérios. Foram selecionados 65 artigos que tinham relagdo com o tema em ambas as bases
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(22 artigos no ScienceDirect e 43 artigos no Scopus), sendo que 20 destes artigos apareceram
repetidamente em ambas as bases de dados. Sendo assim, foram utilizados 45 artigos (22
artigos no ScienceDirect e 23 artigos no Scopus) para a revisao bibliografica sistematica

acerca da nocicepgao em peixes.

Tabela 1 — Resultados das buscas nas bases de dados.

Base de Dados Artigos

Total  Aceitos Iguais
ScienceDirect 49 22 -
Scopus 150 43 20
Total 199 65 45

A partir das andlises dos artigos cientificos fez-se o levantamento de quais tipos de
peixes sdo mais utilizados para os testes de dor e nocicepgdo (tabela 2). Nove espécies de
peixes foram observadas, sendo elas: zebrafish ou paulistinha (Danio rerio), que foi o mais
utilizado nos trabalhos analisados, estando presente em 15 artigos (31,91%), em seguida,
truta-arco-iris (Oncorhynchus mykiss) em 14 (29,79%), piaugu (Leporinus macrocephalus) e
carpa comum (Cyprinus carpio) aparecendo em 5 artigos cada, totalizando 10,64%; goldfish
(Carassius auratus), salmao-do-Atlantico (Salmo salar) e bacalhau-do-Atlantico (Gadus
morhua) em 2 cada (4,25%) e tildpia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) e tilapia-de-

Mogambique (Oreochromis mossambicus) em 1 cada (2,13%).



Tabela 2 - Espécies de peixes utilizadas nos artigos analisados.
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ESPECIES N° de Artigos %

Zebrafish (D. rerio)" 15 31,91
Truta arco-iris (O. mykiss)’ 14 29,79
Piaugu (L. macrocephalus)* 5 10,64
Carpa comum (C. carpio)’ 5 10,64
Goldfish (C. auratus)® 2 4,25
Salmao-do-Atlantico (S. salar)’ 2 4,25
Bacalhau-do-Atlantico (G. morhua)’ 2 4,25
Tilapia-do-Nilo (O. niloticus)* 1 2,13
Tilapia-de-Mogambique (O. mossambicus)® 1 2,13

COSTA et al, 2018'; NASCIMENTO et al, 2018'; BATISTA et al, 2018"; ELLIS et al, 2018'; WOLKERS et al, 2017%;
LOPEZ-LUNA et al, 2017a'; LOPEZ-LUNA et al, 2017b'; LOPEZ-LUNA et al, 2017¢'; LOPEZ-LUNA et al, 2017d';
TAYLOR et al, 2017'; CURTRIGHT et al, 2015'; ECKROTH et al, 2014”; LUDVIGSEN et al, 2014’; WOLKERS et
al, 2015a%; WOLKERS et al, 2015b%; MALAFOGLIA et al, 2014'; ALVES et al, 2013%;, WOLKERS et al, 2013%;
METTAM et al, 2012%; ROQUES et al, 2012%, CHERVOVA & LAPSHIN, 2011°; CORREIA et al, 2011';
MAXIMINO, 2011'; BJORGE et al, 2011°; METTAM et al, 2011°; ROQUES et al, 2010*%; REILLY et al, 2009°;
ASHLEY et al, 2009°; NORDGREEN et al, 20092% PROBER et al, 2008'; REILLY et al, 2008a>; REILLY et al,
2008b"*°; NEWBY & STEVENS, 2008>; NORDGREEN et al, 2007°; ASHLEY et al, 2007°; ASHLEY et al, 2006°;
DUNLOP & LAMING, 2005>; SNEDDON, 2003a*; SNEDDON et al, 2003b*; SNEDDON, 2003c*; SNEDDON et al

2003d; SNEDDON, 2002°,

Em relagdo aos tipos de testes nociceptivos mais aplicados nos artigos analisados

(tabela 3), pode-se observar que a maioria dos testes utilizados para o estudo da dor e

nocicepg¢ao sao quimicos, sendo utilizados em 32 artigos (71,11%). Em seguida, apareceram

os testes utilizando estimulos térmicos, com 10 artigos (22,22%). Testes mecanicos foram

utilizados em 6 artigos (13,33%) e os testes menos utilizados foram os que aplicavam

estimulos elétricos, observados em 4 artigos (8,89%). Em alguns dos artigos foram aplicados

mais de um tipo de teste, assim, os mesmos apareceram em mais de uma categoria, portanto

que a soma da porcentagem ultrapassa os 100%.
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Tabela 3 — Testes nociceptivos aplicados.

Testes

Nociceptivos Artigos Total %

COSTA et al, 2018; NASCIMENTO et al, 2018; WOLKERS et al, 2017;
LOPEZ-LUNA et al, 2017b; WOLKERS et al, 2015a; WOLKERS et al,
2015b; METTAN et al, 2011; REILLY et al, 2009; ASHLEY et al, 2009;
L. REILLY et al, 2008a; REILLY et al, 2008b; NEWBY & STEVENS, 2008;
Quimicos SNEDDON, 2003a; SNEDDON, 2003b; BATISTA et al, 2018; ELLIS etal, 32 71,11
2018; LOPEZ-LUNA et al, 2017d; LOPEZ-LUNA et al, 2017¢c; TAYLOR et
al, 2017; ALVES et al, 2013; WOLKERS et al, 2013; METTAM et al, 2012;
CORREIA et al, 2011; MAXIMINO, 2011; BJORGE et al, 2011; ASHLEY
et al, 2007; SNEDDON, 2003c; ECKROTH et al, 2014; PROBER et al, 2008;
ASHLEY et al, 2006; SNEDDON et al, 2003d; SNEDDON, 2002.
Térmicos LOPEZ-LUNA et al, 2017a; NORDGREEN et al, 2009a; CURTRIGHT et al, 10 22,22
2015; MALAFOGLIA et al, 2014; ASHLEY et al, 2007; SNEDDON, 2003c;
PROBER et al, 2008; ASHLEY et al, 2006; SNEDDON et al, 2003d;
SNEDDON, 2002.
Mecanicos ROQUES et al, 2010; DUNLOP & LAMING, 2005; ASHLEY et al, 2007; 6 13,33
ECKROTH et al, 2014; ASHLEY et al, 2006; SNEDDON, 2002.
Elétricos LUDVIGSEN et al, 2014; ROQUES et al, 2012; CHERVOVA & LAPSHIN, 4 8,89
2011; NORDGREEN et al, 2007.

Os estudos que utilizavam estimulos quimicos foram categorizados de acordo com o
tipo de substancia quimica utilizada (Tabela 4). Foi observado que as duas substancias mais
usadas como estimulo quimico nocivo para estudos da dor e nocicep¢do foram o 4acido
acético, presente em 22 artigos (68,75%) e o formaldeido (8; 25,0%). Em relacdo aos estudos
utilizando o acido acético como estimulo nocivo, a maior parte dos testes utilizou como
metodologia a aplicagdo subcutanea do mesmo, nos labios frontais superiores e inferiores dos
peixes. Aplicacdo na linha media, entre as nadadeiras pélvicas e cauda, também foi observada.
Ja as concentracdes da solucdo de acido acético utilizadas variaram consideravelmente entre
os estudos, sendo observados valores entre 0,01 a 15%.

Com relagao aos estudos utilizando o formaldeido, as aplicagdes nos animais se deram
por via intramuscular nos labios e cauda, ou subcutaneamente na regido da nadadeira adiposa,
e as concentracdes usadas nos artigos foram de 0,1; 1,0 e 3 % de formaldeido. Em alguns dos
artigos encontrados os pesquisadores aplicavam mais de um tipo de substancia, assim, os

mesmos apareceram em mais de uma categoria.



Tabela 4 — Tipos de estimulos nocivos quimicos aplicados
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Estimulos nocivos Artigos Total %
COSTA et al, 2018; METTAN et al, 2011; REILLY et
al, 2009; ASHLEY et al, 2009; REILLY et al, 2008a;
i REILLY et al, 2008b; NEWBY & STEVENS, 2008;
Acido acético ASHLEY et al, 2007; SNEDDON, 2003a; SNEDDON, 22 68,75
2003b; SNEDDON, 2003c; ELLIS et al, 2018; LOPEZ-
LUNA et al, 2017d; LOPEZ-LUNA et al, 2017c;
TAYLOR et al, 2017, ECKROTH et al, 2014;
METTAM et al, 2012; CORREIA et al, 2011;
MAXIMINO, 2011; ASHLEY et al, 2006; SNEDDON et
al, 2003d; SNEDDON, 2002.
Formaldeido NASCIMENTO et al, 2018; WOLKERS et al, 2017, 8 25,0
WOLKERS et al, 2015a; WOLKERS et al, 2015b;
ASHLEY et al, 2007; BATISTA et al, 2018; ALVES et
al, 2013; WOLKERS et al, 2013.
Cinamaldeido NASCIMENTO et al, 2018; BATISTA et al, 2018; 3 9,38
TAYLOR et al, 2017.
Capsaicina NASCIMENTO et al, 2018; BATISTA et al, 2018; 3 9,38
ECKROTH et al, 2014.
Glutamato NASCIMENTO et al, 2018; BATISTA et al, 2018. 2 6,25
Salina 4cida NASCIMENTO et al, 2018; BATISTA et al, 2018. 2 6,25
Mentol BATISTA et al, 2018. 1 3’ 12
Acido citrico LOPEZ-LUNA et al, 2017¢c; METTAM et al, 2012. 2 6’25
Histamina TAYLOR et al, 2017. 1 3,12
O]eo de mostarda TAYLOR et al, 2017; PROBER et al, 2008. 2 6,25
Complete Freund's TAYLOR et al, 2017. 1 3,12
adjuvant (CFA)
Feromonio de alarme  METTAM et al, 2012. 1 3,12
Cloreto de amonio METTAM et al, 2012. 1 3,12
Bile METTAM et al, 2012. 1 3,12
Agua mineral METTAM et al, 2012. 1 3’12
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carbonatada
Citric acid phosphate ~ METTAM et al, 2012. 1 3,12
buffer

CO? water METTAM et al, 2012. 1 3,12
Freshwater METTAM et al, 2012. 1 3,12
Soda water METTAM et al, 2012; LOPEZ-LUNA et al, 2017b. 2 6,25
Bicarbonato de sédio n METTAM et al, 2012. 1 3,12
Cloreto de sédio METTAM et al, 2012. 1 3,12
Vacina BJORGE et al, 2011. 1 3,12
DMSO PROBER et al, 2008. 1 3,12
Oleo de canela PROBER et al, 2008. 1 3,12
Disulfeto de dialilo PROBER et al, 2008. 1 3,12

(DADS)
Acroleina PROBER et al, 2008. 1 3,12
4-HNE PROBER et al, 2008. 1 3,12

4. DISCUSSAO

4.1. Modelos utilizados no estudo da dor e nocicep¢io em peixes

Na revisao bibliografica sistematica acerca da nocicepcdo em peixes foi observado que
na maior parte das pesquisas o peixe utilizado como modelo bioldgico foi o zebrafish (D.
rerio), tanto em formas larvais como em formas adultas. Esta espécie, também conhecida

como peixe-zebra ou paulistinha no Brasil, tornou-se um organismo modelo popular para
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pesquisas biomédicas, principalmente em genética, biologia do desenvolvimento, biomedicina
e neurofisiologia (Spence et al. 2008; Sant’ Anna 2009; Silveira 2012; Kalueff et al. 2014).

Trata-se de um pequeno teledsteo, pertencente a familia de peixes de agua doce
Cyprinidae. Sua popularidade como modelo bioldgico na comunidade académica se deve a
algumas caracteristicas que lhe conferem vantagem frente a outros modelos, incluindo o
tamanho pequeno (3 a 4 cm), podendo ser mantido facilmente em aquarios, o baixo custo de
criacdo, a alta taxa de reproducao (reproduz-se o ano todo), prole numerosa (200 a 300 ovos a
cada 2-3 dias; um casal, se mantido em um espago favoravel, pode repetir esse ciclo a cada 5-
7 dias) e genoma completamente sequenciado com alta homologia com os mamiferos,
incluindo humanos (Spence et al. 2008; Sant’Anna 2009; Silveira 2012; Howe et al. 2013;
Kalueff et al. 2014).

No que concerne o estudo da nocicepcao, o D. rerio possui varios atributos que o
tornam um bom modelo, sendo crescentes as evidéncias que sugerem que o desenvolvimento
e a organizacdo de sistemas de processamento nociceptivo periférico e central sdo
semelhantes a de outros vertebrados, como os mamiferos. Além disso, existem estudos
demonstrando que tanto adulto quanto a forma larval, apresenta respostas comportamentais a
estimulacdo nociva e também a situagdes de estresse, medo ou ansiedade (Malafoglia et al.
2013; Curtright et al. 2015; Lopez-Luna et al. 2017c,d).

Apesar da ampla utilizagdo do D. rerio em estudos sobre dor e nocicepgdo aqui
evidenciada, observou-se que outras espécies aparecem de maneira significativa nos estudos
dessa area, sendo que muitos dos dados hoje disponiveis a respeito do processamento da
nocicep¢ao em peixes foram obtidos por meio de estudos em outras espécies, especialmente a
O. mykiss e o L. macrocephalus. Considerando que os peixes compdem o grupo de
vertebrados mais numeroso, o uso de diferentes espécies, adaptadas a ambientes diversos,

permite uma visdo mais ampla no que concerne 0s processos evolutivos associados a
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percepgao da dor e nocicepgao dentro do grupo dos vertebrados. Entretanto, também impdem
uma série de dificuldades no que diz respeito a comparacao entre resultados e a definicao de
modelos experimentais para o estudo da dor que possam ser utilizados em substituicao ao uso
de mamiferos, tendéncia observada em outras areas do conhecimento, como no estudo do
cancer, por exemplo (Tat et al. 2013). O uso de espécies endémicas de determinadas regides
torna a padronizacdo de métodos para o estudo da nocicepgdo e dor nestas espécies um
desafio dificil de transpor. De fato, para a definicdo de um modelo bioldgico ¢ essencial que a
escolha da espécie de peixe leve em consideracdo sua disponibilidade em diferentes regides,
para que possa ser utilizada por pesquisadores em todo mundo. Neste contexto, ¢ possivel
concluir que o D. rerio é a espécie que apresenta maior potencial para ser utilizado como
modelo bioldgico na padronizagdo destes testes, considerando as inGimeras vantagens ja

mencionadas e a facilidade de seu uso ao redor do mundo.

4.2. Testes nociceptivos

Existem varios tipos de testes nociceptivos que permitem o estudo e a avaliagdo da
nocicep¢ao, utilizando uma série de modelos animais. Os testes comportamentais que sao
utilizados para se estudar a nocicepcao (testes nociceptivos), constituem-se de sistemas de
“input-output”, entrada (estimulo aplicado pelo cientista) e a saida (a reacdo do animal).
Portanto, para descrever esse tipo de teste, primeiro € necessario compreender a natureza do
estimulo (quimico, mecanico, térmico ou elétrico) e depois descrever os parametros
comportamentais que serdo utilizados. Os estimulos em humanos e nos animais, para os
estudos dos mecanismos da dor exigem que os mesmos sejam apropriados para provocar a
sensagao (Le Bars et al. 2001). Mudangas comportamentais que indicam uma fungdo protetora
em resposta a um evento potencialmente doloroso sdo indicadores importantes de um

componente afetivo negativo associado a uma experiéncia sensorial (Sneddon 2009).
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O presente estudo indicou que estimulos quimicos sao os mais utilizados para o estudo
da nocicepcao em peixes, sendo os testes que utilizam substancias como a formalina e o acido
acético os mais comuns. O teste da formalina ¢ um método de avaliagdo comportamental
associado a lesdo tecidual, no qual se quantifica a resposta comportamental desencadeada pela
injecdo de formalina (Le Bars et al. 2001; Silva et al. 2013). Este teste foi, inicialmente,
desenvolvido para o estudo da nocicep¢ao em roedores por Dubuisson ¢ Dennis em 1977,
sendo, mais recentemente, padronizado para o estudo da nocicep¢do e dor em peixes por
Alves e colaboradores (2013) e Wolkers e colaboradores (2013). Estudos demonstram que,
quando expostos a este estimulo quimico nocivo, os peixes demostram uma ampla variedade
de respostas comportamentais e fisiologicas. As respostas comportamentais a formalina
podem ser divididas em duas etapas, uma fase inicial aguda (primeira fase) e por um periodo
mais longo (segunda fase) de atividade comportamental aumentada, que pode durar até cerca
de uma hora. O periodo entre as fases ¢ dito como intervalo de quiescéncia (Dubuisson e
Dennis 1977, Martins et al. 2006; Silva et al. 2013). A primeira fase (neurogénica ou aguda)
inicia-se imediatamente apos a inje¢do da formalina e se estende pelos primeiros 5 minutos
(3-5 min). A segunda fase (inflamatoria) comeca cerca de 15-20 minutos depois da injecao da
formalina e dura de 20-40 min (Hunskaar e Hole 1987, Silva et al. 2013; Magalhaes et al.
2017). A aplicacdo de inje¢des subcutaneas de formaldeido a 3% na regido da nadadeira
adiposa de L. macrocephalus promove um aumento significativo da frequéncia respiratoria do
animal e da atividade locomotora, que ¢ expressa pelo aumento da distancia percorrida e pela
velocidade de nado dos peixes associada a um padrao irregular de nado principalmente nos 5
primeiros minutos depois da inje¢ao, o que pode ser um indicativo de nocicepcao (Wolkers et
al. 2013; Alves et al. 2013; Wolkers et al. 2015a; Wolkers et al. 2015b; Wolkers et al. 2017).
Os resultados apresentados por estes estudos evidenciam, portanto, a resposta aguda a injecao

subcutanea de formalina (neurogénica), nao tendo sido analisada a existéncia de uma segunda
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fase de resposta (inflamatoria) que esta presente em mamiferos submetidos ao mesmo teste.
Outro estudo aplicando este teste por meio da inje¢ao intramuscular de solu¢ao de formalina
0,1% na cauda ou labios do D. rerio observou-se a presenca de uma resposta comportamental
caracterizada pela redugdo da atividade locomotora (Magalhaes et al. 2017).

O uso do 4cido acético como estimulo nocivo também ¢ baseado em estudos com
mamiferos. Entretanto, neste grupo de animais, o teste do acido acético, desenvolvido por
Vander Wende e Margolin, em 1956, ¢ utilizado, principalmente, em testes que avaliam
contor¢does abdominais apds a inje¢do intraperitoneal, simulando um quadro de dor visceral.
Um correlato deste teste foi aplicado por Costa e colaboradores (2018), em D. rerio, onde a
aplicagdo intraperitoneal deste acido diminuiu a locomogao, aumentou o comportamento de
congelamento e induziu um fendtipo caracteristico de constricdo abdominal (medido como
indice de curvatura do corpo), andlogo a resposta de contor¢cdes em roedores. Entretanto,
outros estudos em peixes utilizaram o 4cido acético em injecdes subcutaneas, teste raramente
utilizado em estudos com mamiferos. O. mykiss quando injetadas com &cido acético
subcutaneamente nos labios tiveram taxas de ventilagdo significantemente mais altas e
redug¢do no tempo gasto ativo, além de demorarem mais tempo para retornar a alimentagdo
(Mettam et al. 2011). Em C. carpio, D. rerio e O. mykiss, Reilly e colaboradores (2008b)
investigaram a resposta comportamental e respiratoria ao acido acético e demonstraram que
embora ndo tenham sido observadas diferencas na resposta comportamental ou na taxa de
ventilagdo da carpa, comportamentos anormais de balangar de um lado para o outro e fricgdo
dos labios contra as paredes do tanque foram observados em O. mykiss. Em contraste, o D.
rerio apresentou uma redugdo significativa na frequéncia de natagdo € um aumento na taxa de
ventilagdo, que foi semelhante aos resultados obtidos da O. mykiss, ndo apresentando
qualquer comportamento anémalo. De fato, os comportamentos andmalos descritos em O.

mykiss em resposta a inje¢cdo subcutanea de acido acético ndo foram observadas em nenhuma



26

outra espécie de peixe submetidas a testes nociceptivos quimicos, evidenciando, mais uma
vez, a natureza espécie-especifica destas respostas. Estes comportamentos anomalos
observados em O. mykiss foram descritos, pela primeira vez, por Sneddon (2003a). De acordo
com os resultados deste estudo, a injecdo de acido acético nos labios induz a realizagdo de
comportamentos atipicos, como o “rubbing”, que consiste no animal esfregando o 1abio (onde
a substancia foi injetada) na parede do aquario e o “rocking”, em que o animal fica se
movimentando de um lado a outro raspando a regido da injecdo no cascalho. Entretanto,
estudo realizado com a mesma espécie por outros pesquisadores falhou em demonstrar a
realizagdo destes comportamentos, demonstrando, apenas, a perda de equilibrio € o aumento
da frequéncia respiratdria em resposta a inje¢ao de acido acético nos labios (Newby e Stevens
2008).

Dentre estes estudos utilizando substancias quimicas como estimulo nocivo, foi
observada uma ampla varia¢ao nas concentragdes aplicadas, tanto para o acido acético (0,01 a
15%), quanto para o formaldeido (1 a 5%), sendo que as respostas comportamentais
desencadeadas por estes estimulos também diferiram em funcdo desta variagdo. Foram
observados respostas de constricdo abdominal (2,5 e 5%), reducdo de atividade locomotora
(0,5 - 5,0%) e comportamento de congelamento (5,0%) (Costa et al. 2018) apds injegdo
intraperitoneal de &cido acético. J& a inje¢do subcutanea dos labios promoveu aumento na taxa
de batimentos operculares e diminui¢do da locomogdo (5,0%) (Reilly et al. 208b), além de
comportamentos atipicos como o rubbing e rocking (0,1%) (Sneddon 2003a). Em larvas, a
colocagao de 4acido na agua promoveu reducdo (0,1 e 0,25%) ou aumento de atividade
(0,01%) dependendo da concentracdo aplicada (Lopez-Luna et al. 2017c). Ja nos testes
utilizando formaldeido, foi observado aumento da atividade locomotora e taxa de batimentos
operculares (3%) (Alves et al. 2013; Wolkers et al. 2013) apds injecdo subcutanea na

nadadeira e reducao na atividade locomotora (0,1%) apds inje¢do subcutanea na nadadeira e
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labios (Magalhaes et al. 2017). Esta ampla variedade de respostas comportamentais evidencia
que os comportamentos nociceptivos em peixes variam de acordo com a substancia quimica,
concentracdo e local de injecao utilizados.

Embora menos utilizados, os estimulos mecanicos aparecem em estudos de dor e
nocicep¢ao em peixes. Em O. niloticus, que tiveram a nadadeira caudal cortada (failfin
clipping) houve um aumento na atividade natatoria do animal, associado a um gasto maior do
tempo nas partes iluminadas do aquario, liberagdo de muco pelas células das branquias e
alteragdes nos transportadores de ions da membrana das branquias (Roques et al. 2010). Em
outro estudo feito por Eckroth e colaboradores (2014) um anzol foi colocado na boca do G.
morhua, sendo que o unico efeito observado foi breves movimentos de sacudidagao lateral da
cabeca. Entretanto, as respostas desencadeadas por este estimulo sao de dificil interpretagao,
j& que as alteragdes observadas podem estar associadas a presenca do anzol e/ou clipe, que ¢
detectada pelo peixe e induz uma mudanca de comportamento, possivelmente buscando se
livrar dele sem, contudo, estar diretamente relacionado a nocicepgao.

Estimulos térmicos também foram descritos em estudos de dor e nocicep¢do em
peixes, especialmente utilizando animais em estado larval. Estudo com D. rerio indicam que
tanto o frio quanto o calor excessivos estimulam um aumento da atividade locomotora (Prober
et al. 2008). Entretanto, devido a natureza aquatica do habitat dos peixes, estimulos térmicos
sao mais dificeis de ser aplicados, o que pode explicar a pequena quantidade de estudos
utilizando esta categoria de estimulo. Além disso, por se tratarem de organismos
ectotérmicos, estimulos térmicos podem promover alteragdes comportamentais associadas a
mudangas na taxa metabolica dos animais, dificultando a interpretagdo dos resultados.

Mamiferos podem demonstrar respostas comportamentais muito diferentes a dor entre
espécies (Flecknell et al. 2007; Sneddon 2015) e estas respostas especificas da espécie foram

mostradas em peixes (Sneddon 2015). Foram observadas respostas locomotoras como o
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aumento da atividade natatoria em resposta a inje¢do subcutinea de formalina em L.
macrocephalus ¢ em O. niloticus que tiveram a aplicagdo de um tailfin clipping na nadadeira
caudal (Roques et al. 2010; Alves et al. 2013). Em contraste, 7. mossambicus submetida a
choque elétrico, S. salar experimentando peritonite abdominal devido a vacinacao e D. rerio
recebendo nos labios a administragcdo de varias substancias algoégenas (histamina,
cinamaldeido, 6leo de mostarda, acido acético e complete Freund's adjuvant) apresentaram
diminui¢do na natacdo (Bjerge et al. 2011; Roques et al. 2012, Taylor et al. 2017). Esta
ampla variedade de respostas, dependente tanto do estimulo quanto da espécie e da
concentracdo utilizada, evidenciam a necessidade de padronizacdo dos testes e modelos

experimentais para o estudo da dor e nocicep¢do em peixes.

4.3. Evidéncias da presenca de Nociceptores

A presenca de terminagdes nervosas livres na pele de peixes, semelhantes aos
nociceptores, foi descrita pela primeira vez na década de 1970 (Whitear 1971). Porém, a
primeira evidéncia funcional relacionada a presenca de nociceptores em peixes sO foi
demostrada recentemente no inicio dos anos 2000. A andlise estrutural da nadadeira caudal de
Cyprinus carpio indicou a presenca de axonios do tipo A-6 e do tipo C, que sdo tipicos para a
transmissdo de sinais nociceptivos em vertebrados (mais derivados). Na nadadeira caudal,
foram encontrados feixes nervosos, tanto no segmento da lepidotriquia quanto no tecido mole
(hipoderme) entre os raios da nadadeira, sendo os nervos distribuidos simetricamente.
Andlises morfométricas revelaram quatro categorias de fibras, trés tipos de fibras A
mielinizadas e um tipo de fibra C ndo mielinizada. Fibras em cinco nervos foram analisadas
quanto ao didmetro para pontud-los como C e A-6, A-B e tipo A-a (Roques et al. 2010).

No estudo anatdomico e morfoldgico do nervo trigémeo de O. mykiss, os registros

eletrofisiologicos da atividade evocada do ganglio confirmaram a presenga de fibras A-f que
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foram mais comuns, seguidas pelas fibras A-0, fibras A-a e fibras C, sendo o menor nimero
de fibras encontradas. Nos vertebrados superiores, as fibras A-6 ¢ C no nervo trigémeo
transmitem informacdes cerebrais e somatossensoriais ao cérebro. Fibras C foram encontradas
em todos os trés ramos do nervo trigémeo e foram encontradas em feixes discretos
frequentemente associados a célula de Schwann, compreendendo, aproximadamente, 4% do
total dos tipos de fibras (nos mamiferos elas compreendem aproximadamente 50% das fibras),
fibras A-B foram as mais comuns (53%) seguidas pelas fibras A-0 (33%) e A-a (9%). O
nimero reduzido de fibras C nos peixes em relacdo aos mamiferos pode ser explicado
evolutivamente pela transicdo do ambiente de vida aquatico para o terrestre. J&4 que os
vertebrados terrestres possuem um maior risco de injurias devido a forca da gravidade,
variagoes de temperatura, gases e substancias nocivas e no ambiente aquatico essas mudancas
ndo ocorrem em grandes varia¢des (Sneddon 2002; Sneddon 2004).

Sneddon (2003c) examinou também o nervo trigémeo de O. mykiss para determinar
que tipos de receptores somatossensoriais estavam presentes na cabeca da truta,
principalmente nociceptores. No estudo, cinco tipos diferentes de receptores foram
encontrados, sendo eles, receptores de adaptacdo rapida e receptores de adaptacdo lenta, que
respondem a estimulos mecanicos; nociceptores polimodais que respondem a estimulagdo
térmica, quimica e mecanica; nociceptores mecanotérmicos que respondem a estimulacdo
mecanica € ao calor nocivo; e receptores mecanoquimicos responsivos a estimulagdo
mecanica e quimica. Registros eletrofisiologicos de nervos trigémeos identificaram
nociceptores polimodais na cabeca de O. mykiss com propriedades fisioldgicas semelhantes as
descritas em vertebrados superiores. Estes receptores responderam a pressdo mecanica,

temperaturas na faixa nociva (mais de 40 °C) e acido acético 1% (Sneddon et al. 2003d),

trazendo evidéncias da presenca de nociceptores em peixes teledsteos.
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4.4. Evidéncias de analgesia farmacolégica

As pesquisas recentes sugerem que os peixes sao capazes de nocicep¢ao ou por
possuirem nociceptores que podem detectar estimulos potencialmente nocivos, muito
semelhantes aos encontrados em mamiferos, além de demonstrar respostas comportamentais e
fisiologicas adversas a um evento, embora haja poucos estudos avaliando o uso de analgesia
para reduzir estas respostas.

As principais classes de farmacos analgésicos sdo os opioides, drogas anti-
inflamatorias nao esteroides (NSAID), anestésicos locais e drogas diversas que tém
propriedades para aliviar a dor (por exemplo, antidepressivos) (Sneddon 2012). Drogas
opioides produzem analgesia agindo nos trés receptores opioides (u, & e K) localizados nas
membranas celulares neuronais. A agdo pré-sinaptica dos opioides inibe a liberagao de
neurotransmissores, bloqueando ndo apenas a atividade dos nociceptores, mas também a
transmissdo central (Sneddon 2012), sendo a morfina o principal farmaco desta categoria. Foi
demonstrado que a administracdo de morfina em O. mykiss reduz os efeitos de um estimulo
nocivo potencialmente doloroso (inje¢do de 4cido acético nos labios); como resultado, as
trutas submetidas ao estimulo nocivo ndo apresentaram suspensdo da alimentagdo, além de
ndo apresentarem respostas ventilatdrias e comportamentos andmalos, sugerindo que a
morfina pode agir como um analgésico na truta arco-iris (Sneddon 2003a; Sneddon 2012). Em
D. rerio a aplicagdo da morfina também preveniu alteragdes induzidas pela aplicacao
intraperitoneal de acido acético 5,0% no indice de curvatura corporal (Costa et al. 2018). Em
C. auratus, a morfina ndo demonstrou ter um efeito analgésico no limiar térmico e no
comportamento, mas, curiosamente, neutralizou e melhorou as alteracdes adversas
subsequentes no comportamento do peixe no tanque (Nordgreen et al. 2009a). Mettam e
colaboradores (2011) testaram a eficacia de trés tipos de drogas analgésicas na redugdo da dor

em O. mykiss sendo uma delas a buprenorfina (um opioide), contudo, a mesma teve impacto
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limitado na resposta do peixe ao estimulo doloroso. Nenhum das doses de buprenorfina teve
efeito positivo sobre o reinicio da alimentagdo e no geral, o tratamento com essa substancia
mostrou agdes analgésicas ou antinociceptivas minimas.

Os anti-inflamatorios nao esteroides (NSAID) constituem uma classe de firmacos que
atuam inibindo enzimas cicloxigenase (COX) para reduzir a produgdo de tromboxanos e
prostaglandinas, fornecendo propriedades anti-inflamatorias, antipiréticas e analgésicas.
Poucos NSAID foram avaliados em relagdo a analgesia em peixes (Sneddon 2012). Costa e
colaboradores (2018) testaram o potencial antinociceptivo do diclofenaco (um NSAID) no D.
rerio apos a administragdo de acido acético 5,0%, obtendo como resultado redugdo na
curvatura abdominal anormal ap6s a administracdo do estimulo nocivo. O carprofeno foi
investigado em O. mykiss e os peixes voltaram a alimentar-se mais rapidamente que os peixes
sem analgesia. No entanto, quando uma dose de 5,0 mg. kg de carprofeno foi administrada
em O. mykiss, os peixes demostraram depressdo na atividade, podendo este ser um efeito
colateral deletério da medicagao (Mettam et al. 2011).

Agentes anestésicos locais inibem a propagacdo de potenciais de a¢do, bloqueando os
canais de sddio e afetando a fungcdo da membrana. Assim, os anestésicos locais impedem a
sensacdo de dor ao bloquear a transmissdo nociceptiva (Sneddon 2012). A lidocaina, um
anestésico local, em O. mykiss mostrou reduzir os indicadores de dor medidos no estudo
(Mettam et al. 2011). Em outro estudo utilizando larvas com cinco dias pos-fertiliza¢ao de D.
rerio expostas a uma preparagao contendo CO, (10% agua gaseificada, 7.53 mmol/l CO,) foi
observada reducdo significativa na atividade locomotora larval, sendo que a administracao de
lidocaina melhorou o impacto potencialmente nocivo da agua gaseificada (Lopez-Luna et al.
2017b).

Recentemente, estudos utilizando extratos extraidos de plantas com potencial

analgésico utilizaram o D. rerio como modelo biologico, visando substituir o uso de roedores
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para este tipo de teste. Nascimento e colaboradores (2018) avaliaram o efeito antinociceptivo
orofacial do Kaempferol-3-O-rutinosideo (KR) um composto flavonodide isolado da planta
Ouratea fieldingiana que demonstrou atividades analgésica e anti-inflamatoria no D. rerio
adulto. O KR inibiu a nocicep¢ao induzida com 0,1% de formalina, glutamato, capsaicina,
cinamaldeido e solucao salina acida, sendo o efeito antinociceptivo semelhante ao da morfina.
Batista e colaboradores (2018) analisaram a atividade antinociceptiva do extrato etanolico de
Azadirachta indica A. Juss (Neem, Meliaceae) em D. rerio adulto. EtFrNeem foi testado para
nocicepcao aguda e inflamacdo abdominal, atividade locomotora e toxicidade nos peixes,
reduzindo significativamente o comportamento nociceptivo induzido por formalina,
glutamato e solucdo salina acida, quando comparado ao grupo controle. Esses efeitos do
EtFrNeem foram significativamente semelhantes aos da morfina, usados como controle
positivo. Os resultados positivos obtidos nestes estudos demonstram o potencial do uso do D.
rerio em substitui¢do a modelos roedores no estudo de novas drogas com potencial analgésico

na industria farmacéutica.

4.5. Evidéncias de analgesia endégena

Um importante mecanismo utilizado pelos animais em situagcdes de emergéncia ¢ a
reducdo enddgena da capacidade de perceber a dor (Menescal-de-Oliveira e Hoffmann 1993).
Em situagdes de confronto agonistico, em que ¢ imprescindivel a mobilizagdo de mecanismos
de defesa, dominancia ou da adaptacdo a circunstancias extremas e ameacgadoras detectadas
no ambiente, o recrutamento de um sistema capaz de modular ou suprimir a dor pode ser
necessario (Freitas 2005). Esse sistema, denominado analgésico endogeno, ¢ de suma
importancia, uma vez que inibe reagdes comportamentais recuperativas que seguem a

percep¢ao da dor que poderiam ser extremamente desvantajosas para a sobrevivéncia do
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individuo em casos de confronto agonistico ou de confronto entre presas e predadores
(Wolkers 2014).

Em um ambiente natural ou em condi¢des experimentais, o sistema analgésico
endogeno pode ser ativado por diferentes formas de estresse como a presenca de um predador
natural, ou mesmo o odor de um coespecifico, restrigdo fisica e alimentar, rotagao,
desidratacao, isolamento, conflito social, choque elétrico, nata¢ao forgada, estimulo auditivo
intenso, dentre outros (Rodgers e Randall 1987). Assim, o sistema analgésico endégeno pode
ser mobilizado em situagdes de estresse, medo ou durante confrontos onde ha risco de injurias
para o animal.

Situacdes de estresse ativam sistemas neurais que inibem a nocicepcao. Essa resposta
adaptativa, conhecida como antinocicep¢ao induzida por estresse, depende do recrutamento
de sistemas neuroquimicos do cérebro, incluindo mecanismos opioides ¢ nao opioides (Butler
e Finn 2009). Apesar do sistema antinociceptivo induzido por estresse ser bem conhecido nos
mamiferos, o conhecimento em peixes ainda ¢ limitado (Wolkers et al. 2015b). Estudos
recentes tem demostrado que diferentes tipos de estressores externos, como subordinagao
social (Ashley et al. 2009), substancia de alarme coespecifica (Alves et al. 2013) e estresse de
restricdo (Wolkers et al. 2013), podem promover a inibi¢do da resposta nociceptiva em
peixes, sugerindo a ativagdo de um sistema enddgeno antinociceptivo (Wolkers et al. 2015b).

Em estudo feito por Ashley e colaboradores (2009), O. mykiss submetidas a
subordinagdo social apresentaram diminuicdo da resposta nociceptiva, o que pode indicar a
ativacdo do sistema analgésico endogeno desencadeado pelo estresse da subordinagdo. Em L.
macrocephalus submetidos a presenca de substincia de alarme de coespecificos, foi
observada inibi¢ao da resposta motora a aplicagdo de um estimulo nocivo, sendo esta inibi¢cao
bloqueada pelo pré-tratamento com naloxona, que ¢ um antagonista ndo seletivo de receptores

opioides, demostrando assim, que a analgesia enddgena de origem opioide pode ter sido
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induzida pelo estresse causado pela presenca da substancia de alarme (Alves et al. 2013). Em
outro estudo com L. macrocephalus, também se observou que a resposta comportamental ao
formaldeido foi inibida pela restricdo prévia do animal, o que sugere que um efeito
antinociceptivo € induzido por este estressor (Wolkers et al. 2013; Wolkers et al. 2015b). Foi
observado, ainda, que este efeito antinociceptivo pode ser mediado por receptores opioides e
canabinoides j4 que a aplicacdo prévia de naloxona (Wolkers et al. 2013) e AM251 (um
antagonista seletivo de receptor canabindide tipo I (CB1)) bloqueou a antinocicepgao
induzida pelo estresse (Wolkers et al. 2015b). A demonstragdo da existéncia de um sistema
analgésico endogeno em vertebrados basais langaram novas perspectivas no que se refere a
evolucdo da dor e nocicep¢do no subfilo sugerindo que a experiéncia negativa associada ao

estimulo nocivo pode ter surgido cedo na escala evolutiva.

4.6. Substratos neurais da nocicepc¢iao e analgesia

Virios estudos recentes mostraram que os peixes respondem fisiologicamente a muitos
tipos de estimulos nocivos (Sneddon 2003a; Newby e Stevens 2008; Reilly et al. 2008b;
Roques et al. 2010; Wolkers et al. 2013; Wolkers et al. 2015b). Entretanto, o conhecimento
sobre antinocicep¢do e seus substratos neurais e neuroquimicos ainda sdo incipientes
(Wolkers et al. 2017). A possibilidade dos peixes sentirem dor foi negada com base na
auséncia de substratos neurais para apoiar essa “experiéncia”’. Com isso, a identificacdo de
regides cerebrais envolvidas na modulagdo da nocicepcdo pode fornecer informacgdes
importantes sobre o processamento da informacgdo nociceptiva em peixes (Wolkers et al.
2015). Em relagao a anatomia do encéfalo dos peixes, os mesmos ndo possuem uma estrutura
neocortical € o cortex ¢ mais primitivo se comparado ao dos mamiferos, levando assim,
muitos pesquisadores a alegar a ocorréncia de respostas nociceptivas, mas a rejeitar a

ocorréncia da percepcao da dor. Contudo, apesar da auséncia de estruturas neocorticais, o
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telencéfalo dos peixes possui estruturas que sdo consideradas homologas a amigdala e
hipocampo dos mamiferos (Portavella et al. 2002; Portavella et al. 2004). Como tal, estas
estruturas sdo potencialmente capazes de modular respostas defensivas (Rose 2002;
Arlinghaus et al. 2007; Rose 2007; Rose et al. 2014; Wolkers et al. 2017).

De fato, devido as dificuldades metodologicas da aplicagao de drogas em regides
especificas do encéfalo de peixes, poucos estudos se dedicaram a avaliar o papel de regides
encefalicas no processamento da nocicepgao nestes animais, sendo a regido do telencéfalo
dorsomedial (Dm) a unica estudada. O (Dm) tem sido considerado uma regido palial
homologa a amigdala dos mamiferos, sendo demonstrado o seu envolvimento na modulacao
da nocicep¢ao nos peixes. No estudo feito por Wolkers e colaboradores (2015) foi testada a
participacdo do receptor GABAa-benzodiazepinico no telencéfalo dorsomedial na
antinocicep¢do induzida pela restricdo em L. macrocephalus através da microinjecdo do
ansiolitico midazolam. A microinjecdo de midazolam no Dm ndo alterou a resposta
nociceptiva, no entanto, essa droga bloqueou antinocicep¢do induzida pelo estresse de
restricdo. Esse efeito pode refletir a agdo especifica do midazolam sobre os receptores
benzodiazepinicos no telencéfalo dorsomedial, j& que o pré-tratamento com o flumazenil, um
antagonista de receptores benzodiazepinicos, inibiu os efeitos dessa droga.

Em outro estudo também feito por Wolkers e colaboradores (2017) foi avaliada a
participagdo do sistema canabinoide do telencéfalo Dm na modulagdo da nocicepgao,
utilizando também L. macrocephalus. O estudo mostrou que a microinje¢ao do canabidiol no
telencéfalo Dm inibe a resposta comportamental nociceptiva a injecdo subcutidnea de
formaldeido a 3%, e esta antinocicepcdo ¢ bloqueada pelo tratamento prévio com a
microinjecao do AM251. Além disso, a microinje¢dao de AM251 no Dm antes do estresse de
restri¢do também bloqueia a antinocicep¢ao induzida pelo estresse, demonstrando, assim, que

a ativagdo do sistema canabindide no Dm via receptores CBI1, inibe as respostas
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comportamentais a estimulagdo nociva. Estes resultados reforcam a hipdtese de que esta
estrutura telencefalica palial tem um papel fundamental na modulacdo da nocicepcao em
peixes.

Apesar da demonstragdo do envolvimento do Dm na modulagao da nocicepgao, outras
regides ainda nao investigadas podem ter um papel importante neste processamento. Em
estudo avaliando os efeitos da estimulacao nociva dobre a expressao génica em C. carpio,
Reilly e colaboradores (2009) demonstraram que o gene vangl/2, que codifica uma proteina
altamente conservada na evolugdo, foi expresso em todas as regides do cérebro apds a
estimulagdo nociva, particularmente nos neurdénios do telencéfalo e nas células ependimarias,
sendo, também detectada a expressdo em estruturas do mesencéfalo, que sdo conhecidas por
estarem envolvidas no processamento da dor em mamiferos. A expressao constitutiva do
vangl? também foi detectada no tdlamo, que ¢ uma importante estacdo de informacdo
nociceptiva nos mamiferos e no hipotalamo, que coordena a resposta enddcrina a nocicepgao.
O padrao de expressao do vangl2 no encéfalo da carpa foi parecido com de algumas proteinas
que estdo envolvidas na nocicepgdo. Proteinas como o neuropeptidio Y, o receptor CBI e o
receptor-opiaceo 0, que modulam a sinalizagdo nociceptiva, sdo todos altamente expressos no
telencéfalo de peixes Cyprinidae e salmonideos, indicando que o telencéfalo pode estar
envolvido no processamento nociceptivo em peixes (Dickenson et al. 1987; Hua et al. 1991;
Park e Moon 2002; Doyon et al. 2003; Kelly et al. 2003; Dunlop e Laming 2005; Lam et al.
2006; Leite-Almeida et al. 2006; Reilly et al. 2009).

Um dos critérios apresentado quando se avalia a nocicep¢do e o potencial para a
percep¢ao da dor em animais € que deve haver uma via de nociceptores na periferia para
regides cerebrais superiores (Dunstan et al. 1991; Bateson 1992). Esta via pode ser avaliada a
partir da avaliagdo da atividade elétrica no encéfalo apos a estimulagdo dos nervos sensoriais

periféricos, que € registrada como um potencial evocado somatossensitivo (SPE). E os SPEs
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evocados por estimulagdo nociva sao uma ferramenta importante na pesquisa sobre
nocicepgao e dor e podem ser utilizados para investigar a resposta do cérebro a estimulgao
nociva (Abdulla et al. 1989; Kakigi et al. 2000; Kakigi et al. 2005). Nordgreen e
colaboradores (2007) investigaram se uma estimulagdo galvanica na base da cauda de S. salar
provocaria um SPE no telencéfalo, ja que o telencéfalo ¢ central no aprendizado e na
memoria, e a atividade aqui pode ser um pré-requisito para o processamento de estimulos
externos em um nivel cognitivo ou emocional. No estudo, um eletrodo de registro foi inserido
no telencéfalo do peixe e o mesmo recebeu estimulos de quatro intensidades (2, 5, 10 ¢ 20
mA), tendo como resultado, que um estimulo galvanico transcutdneo aplicado na base da
cauda provocou um potencial evocado somato-sensitivo na parte dorsal do hemisfério
telencefalico contralateral no S. salar. Outro estudo feito por Ludvigsen e colaboradores
(2014) também mostrou que quando aplicado estimulagdo elétrica (estimulos 2, 5, 10 e 20
mA) cutanea na cauda de G. morhua, houve a provocagdo de SEPs no sistema nervoso central
do animal. Estes estudos evidenciam um papel importante do telencéfalo no processamento de
informagdes nociceptivas, com especial importancia do Dm, regido homologa a amigdala,
sugerindo que este sistema de processamento sensorial se assemelha ao observado em
mamiferos. Entretanto, novos estudos sdo necessarios para se determinar as vias neurais
relacionadas ao processamento destas informagdes e os substratos neurais associados as
respostas comportamentais e fisiologicas desencadeadas pelo estimulo nocivo, além da
origem das vias descendentes de controle da nocicepgao estimuladas por situagdes de estresse

jé& evidenciadas na literatura.

5. CONCLUSAO

Os conhecimentos a respeito da dor e nocicep¢do em peixes se ampliaram

significativamente na ultima década, por meio de estudos utilizando uma ampla gama de
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espécies e testes nociceptivos de diversas categorias, contribuindo para a compreensao dos
processos nociceptivos dentro deste grupo e do surgimento da sensibilidade a dor no subfilo
dos vertebrados. Entretanto, para o uso dos peixes como modelo biologico em
complementacdo e substituicdo aos modelos mamiferos no estudo da dor € necessario o
desenvolvimento de modelos experimentais padronizados, utilizando espécies de ampla

distribuicao mundial e testes nociceptivos passiveis de reprodugao em diferentes laboratérios.
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