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Resumo:

Em nossos trabalhos anteriores detectamos o potencial antinocicpetivo orofacial
do Kaempferol-3-O-rutinosideo, isolado do extrato etandlico das sementes de
Ouratea fieldingiana, em zebrafish (Danio rerio) adulto. Com o intuito de darmos
continuidade aos nossos estudos com a mesma planta, nesse trabalho
investigamos o efeito do 6leo fixo de sementes de batiputa (O. fieldingiana; #
55224; UFC), OFSBat, sobre a nocicepc¢éo orofacial em zebrafish adulto (ZFa)
induzida pela capsaicina. ZFa (60-90 dias; 0,4 + 0,1 g; n = 6/grupo), machos e
fémeas, foram anestesiados com agua gelada (12-15 °C), acondicionados em
esponja humida e tratados por via oral, com pipeta automética, com 20 pL de
OFSBat (4,0 ou 20 ou 40 mg/kg) ou veiculo (Controle; DMSO 3%; 20 uL) ou
morfina (200 mg/kg). Apos os tratamentos, os ZFa foram, individualmente,
acondicionadas em becker (250 mL) contendo 150 mL de agua retirada do
aguario. Um grupo nao tratado (Naive) foi incluido. Ap6s 1 h dos tratamentos, 5,0
ML de solugéo capsaicina (agonista TRPV1; 40,99 uM) foram aplicados na calda
do ZFa. Aproximadamente por 10 segundos, cada animal foi adicionado em
placa de Petri de vidro (dividida em quadrantes) e a resposta antinociceptiva foi
caracterizada pelo aumento do nimero de cruzamentos realizados durante 10-
20 min. O estudo foi aprovado pelo CEUA-UECE (n°® 7210149/2016). OFSBat
(4,0 ou 20 ou 40 mg/kg) inibiu significantemente (p<0,0001; p<0,01; p<0,01 vs.
Controle) a nocicepcdo em ZFa induzida por capsaicina. Tal efeito foi
significantemente semelhante ao efeito da morfina. Os resultados sugerem
possivel antagonismo de OFSBat aos canais TRPV1. Novos estudos devem ser
realizados para confirmarmos possivel mecanismos de agéo.
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Introducéo

A dor neuropética pode ser causada por lesbes e/ou disfuncées no
sistema somatossensorial. A transmissdo da informacdo nociceptiva ocorre
através das fibras aferentes primarias que iniciam a transmisséo da informacao
dolorosa e expressam o receptor de potencial transiente vaniléide 1 (TRPV1),
um receptor chave envolvido na transmissédo e modulagédo de sinais de dor
(PARISI, J. R. 2016).

O zebrafish (Danio rerio) é atualmente uma opcéo viavel para pesquisa
em dor, devido a simetria genética e fisiologica das espécies para mamiferos,
incluindo entre 70 e 80% de similaridade com humanos, além de apresentar
baixo custo e facil manuseio e manutengcdo comparado para outros modelos
animais, como roedores. Evidéncias sugerem que o0 desenvolvimento,
organizagdo e processamento dos sistemas nociceptivos periféricos e centrais
sdo semelhantes entre zebrafish e outros vertebrados. O zebrafish adulto foi
proposto como um método auxiliar para o uso de roedores em testes
nociceptivos (DO NASCIMENTO et al., 2018).

Ouratea fieldingiana devido a sua disponibilidade no Nordeste Brasileiro
e, mais especificamente, no Estado do Ceara, as espécies de O. fieldingiana,
sdo bastante utilizadas pela populacdo como tbnicas, adstringentes, anti-
inflamatdrias e em doencas da pele e no tratamento de doencas gastricas. O
extrato hexanico dos frutos do Batiputa apresentou atividades antibacteriana e
antifingica (ARAUJO, et al. 2015)

Em nossos estudos iniciais, propusemos o uso de zebrafish adulto como
modelo animal substitutivo ao uso dos roedores em testes de nocicepcao
(Magalhdes et al., 2017; 2018). Assim, investigamos o efeito do Oleo de
sementes de batiputa (O. fieldingiana; # 55224; UFC) sobre a nocicepgdo em
zebrafish adulto (ZFa) induzida pela capsaicina.

Objetivo

Avaliar o efeito do 6leo fixo de sementes de batiputa (O. fieldingiana; #
55224; UFC), OFSBat, sobre a nocicep¢édo em zebrafish adulto (ZFa) induzida
pela capsaicina.

Material e métodos
Oleo fixo das sementes de batiputa (OFSBat)

O dleo fixo das sementes de batiputa (O. fieldigiana; exsicata N° 55224;
UFC), foi obtido conforme descrito por Souza Filho (2014) e armazenado no
nosso laboratorio em geladeira (5° C) até utilizacéo.

Zebrafish

Zebrafish (Danio rerio) adulto (ZFa), selvagens, ambos 0s sexos com
idade de 60-90 dias, tamanhos de 3.5 + 0.5 cm e peso 0.4 = 0.1 g foram obtidos
da Agroquimica: Comércio de Produtos Veterinarios LTDA, um fornecedor em
Fortaleza (Ceard, Brasil). Cada grupo de 50 peixes foram aclimatados por 24 h
em aquarios de vidro (30 x 15 x 20 cm), contendo agua desclorada (ProtecPlus®)
e bombas de ar com filtros submersos, a 25 °C e pH 7.0, com ciclo circadiano de
14:10 h de claro/escuro. Os peixes receberam racéo ad libitum 24 h antes dos
experimentos. Apos 0s experimentos, 0s animais foram sacrificados por imerséo
em agua gelada (2-4 °C), por 10 minutos, até a perda de movimentos operculares
(CONCEA, 2018). Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pelo



Comité de Etica do Uso de Animais da Universidade Estadual do Ceara (CEUA-
UECE), sob protocolo n° 7210149/2016.

Protocolo geral

Os testes com zebrafish adultos foram realizados baseando-se em
metodologias propostas por Magalhées et al. (2017), Ekambaram et al. (2017)
e Collymore, Rasmussen e Tolwani (2003). No dia dos experimentos, 0S
peixes foram selecionados randomicamente, transferidos para uma esponja
Uumida, tratados com as amostras testes ou controles, via oral (v.0.). Em seguida
foram acondicionados individualmente em copos de vidro (250 mL) contendo 150
mL de agua do aquario para repouso. Para os tratamentos via oral foi usada
pipeta automatica variavel de 20 pL. Para os tratamentos via intramuscular (i.m.)
foi utilizada seringa de insulina (0,5 mL; UltraFine® BD) com uma agulha de
calibre 30G.

Atividade antinociceptiva comportamental

A concentracdo da solugcdao do agente nocivo, bem como o tempo de
andlise de acdo nociceptiva foram utilizada baseando-se nos testes conforme
descrito por do Nascimento et al. (2018). O comportamento dos animais foi
registrado por analisadores calibrados e cegos, de acordo com os modelos de
nocicepcao empregados com roedores (Pelissier et al. 2002 ).

Comportamento nociceptivo induzido por capsaicina

A nocicepcéo foi induzida com capsaicina (agonista TRPV1, 40,93 uM, 5,0
uL i.m.), na calda dos animais (n=6/grupo), 1 h apds pré-tratamento com OFSBat
(4,0 ou 20 ou 40 mg/Kg; v.0.) ou morfina (200 mg/Kg; v.0.), utilizada como
controle positivo, ou veiculo (Controle, DMSO 3%; 20 pL; v.0.). Um grupo sem
tratamentos (Naive) foi incluido. Apés tratamento com agente nociceptivo, 0s
animais foram, individualmente, adicionados em uma placa de Petri de vidro (10
x 15 cm), divididos em quadrantes, e a resposta nociceptiva foi quantificada em
termos de atividade locomotora ou cruzamentos de linhas (CL) realizadas
durante 10-20 min. Usando os CL do Naive como baseline (100% de CL ou 0,0%
de Hiperalgesia, HA) foi calculada a porcentagem de analgesia (A%)
individualmente (Magalhéaes et al. 2017) conforme:

A% = %HA (Controle) — %HA (Tratamento). Onde: HA% (controle) é o
percentual de atividade hiperalgésica no grupo controle, e HA% (tratamento) é a
porcentagemde atividade hiperalgésica no grupo de tratamento..

Sendo que HA% = [CL(Naive) — CL(Tratamento) / CL(Naive)] x 100%.
Onde: LC (Naive) é a média de cruzamentos de linhas no grupo controle, e LC
(tratamento) € a média de cruzamentos de linhas no grupo de tratamento.

Andlise estatistica

Os resultados foram expressos como valores da média + erro padréo da
média para cada grupo de 6 animais. Depois de confirmar a normalidade de
distribuicdo e homogeneidade dos dados, as diferencas entre os grupos foram
submetidas a analise de variancia (ANOVA unidirecional), seguido do teste de
Tukey. Todas as analises foram realizadas com o software GraphPad Prism v.
6.01. O nivel de significancia estatistica foi estabelecido em 5% (p <0,05).



Resultados e Discussao

Neste estudo, usamos o zebrafish (Danio rerio) adulto como modelo
substitutivo ao uso de roendores em testes de nocicepcdo induzida por
capsaicina. Como resultado, OFSBat (4,0 ou 20 ou 40 mg/Kg; v.0.) inibiu
significantemente (p<0,0001; p<0,01; p<0,01 vs. Controle) a nocicepcédo induzida
por capsaicina aplicada na calda do ZFa. Tal efeito foi siginificantemente
(p>0,05) semelhante ao efeito da morfina (200 mg/Kg; v.o.; p<0,001 vs.
Controle), Figura 1.
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Figura 1. Efeito do 6leo fixo das sementes de O. fieldingiana (OSFBat) sob a nocicepcado em
zebrafish adulto induzida por capsaicina, analisados individualmente durante 10-20 min. Cada
coluna representa a meédia * erro padrdo da média (n=6/grupo). Os numeros acima das colunas
indicam porcentagem de analgesia (%A). Controle (DMSO 3%; 20 L v.0.). Mor-morfina (200
mg/Kg; v.0.). Naive - grupo ndo tratado. ANOVA unidirecional com teste pés-hoc de Tukey
**p<0,01; **p<0,001; ****p<0,0001 vs. Controle;

Nossos resultados corroboram com achados por do Nascimento et al.
(2018). Nesse trabalho, os autores empregaram o zebrafish adulto como modelo
animal para investigar o potencial antinociceptivo orofacial do Kaempferol-3-O-
rutinosideo (KR), isolado do extrato etandlico das sementes de Ouratea
fieldingiana. Como resultado KR (2,5 ou 5,0 mg/mL; 20 puL; i.p.) inibiu
significantemente (p<0,001; p<0,05 vs. Controle) a nocicepc¢ao orofacial em ZFa
induzida pela capsaicina.

Capsaicina € responsavel pela sensacéo de queimacado na mucosa e ativa
os receptores vaniléides (TRPV1) presentes nas terminacdes nervosas da boca.
Atua também nas fibras C, responsaveis pela ativacao de terminacdes nervosas
aferentes livres que capturam estimulos nocivos. Injecdo intramuscular de
capsaicina em humanos ativa a musculatura nociceptores e induz uma sensacao
de dor profunda e intensa, bem como hiperalgesia mecanica (DO NASCIMENTO
et al. 2018).

Conclusao

O presente estudo apontou mais uma acao farmacolégica do Oleo das
sementes de Ouratea fieldingiana como um inibidor da nocicepc¢éo induzida pela
capsaicina, sugerindo, assim, possivel efeito via dos canais TRPV1. Novos
estudos devem ser realizados para confirmarmos possivel mecanismos de agao.
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