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RESUMO
[bookmark: _GoBack]Em nossos trabalhos anteriores detectamos o potencial antinocicpetivo do óleo fixo de sementes de batiputá (O. fieldingiana). Com o intuito de darmos continuidade aos nossos estudos com a mesma planta, nesse trabalho investigamos o efeito do óleo fixo de sementes de batiputá (O. fieldingiana; #55224; UFC), OFSBat, sobre a nocicepção em zebrafish adulto (ZFa) induzida por mentol. ZFa (60-90 dias; 0,4 ± 0,1 g; n = 6/grupo), machos e fêmeas, acondicionados em esponja húmida, foram tratados por via oral, com pipeta automática, com 20 μL de OFSBat (0,1 ou 0,5 ou 1,0mg/mL) ou veículo (Controle; DMSO 3%; 20 μL) ou morfina (5,0 mg/mL). Após os tratamentos, os ZFa foram, individualmente, acondicionados em becker (250 mL) contendo 150 mL de água retirada do aquário. Um grupo não tratado (Naive) foi incluído. Após 1 h dos tratamentos, 5,0 μL de solução mentol (agonista TRPM8; 0,006%) 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 número de cruzamentos realizados durante 0-20 min. O estudo foi aprovado pelo CEUA-UECE (nº #7210149/2016). OFSBat (0,1 ou 0,5 ou 1,0 mg/mL) inibiu significantemente (p<0,01 vs. Controle) a nocicepção em ZFa induzida por mentol. Tal efeito foi significantemente semelhante ao efeito da morfina (p<0,001 vs. Controle). Os resultados sugerem possível antagonismo de OFSBat aos canais TRPM8. Novos estudos devem ser realizados para confirmarmos possível mecanismos de ação.
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ABSTRACT
In our previous work we detected the antinociceptive potential of fixed oil from batiputá seeds (O. fieldingiana). In order to continue our studies with the same plant, in this work we investigated the effect of fixed oil from batiputá seeds (O. fieldingiana; # 55224; UFC), OFSBat, on nociception in adult zebrafish (ZFa) induced by menthol. ZFa (60-90 days; 0.4 ± 0.1 g; n = 6 / group), males and females, packed in a wet sponge and treated orally, with automatic pipette, with 20 μL OFSBat (0.1 or 0.5 or 1.0 mg / mL) or vehicle (Control; 3% DMSO; 20 μL) or morphine (5.0 mg / mL). After the treatments, the ZFa were individually placed in a beaker (250 mL) containing 150 mL of water taken from the aquarium. An untreated group (Naive) was included. After 1 h of the treatments, 5.0 μL of menthol solution (TRPM8 agonist; 0.006%) were applied to the ZFa solution. Approximately 10 seconds, each animal was added to a glass Petri dish (divided into quadrants) and the antinociceptive response was characterized by an increase in the number of crossings performed during 0-20min. The study was approved by CEUA-UECE (nº # 7210149/2016). OFSBat (0.1 or 0.5 or 1.0 mg / mL) significantly inhibited (p<0.01 vs. control) menthol-induced nociception in ZFa. This effect was significantly similar to the effect of morphine (p<0,001 vs. Control). The results suggest a possible antagonism of OFSBat to TRPM8 channels. New studies must be carried out to confirm possible mechanisms of action.
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INTRODUÇÃO
O potencial transitório do receptor melastatina 8 (TRPM8), um canal catiônico não seletivo, é o termossensor predominante na temperatura fria dos mamíferos e é ativado por temperaturas frias e compostos de resfriamento, como mentol. Devido ao seu papel na alodinia fria, a hiperalgesia fria e as síndromes dolorosas antagonistas do TRPM8 estão atualmente sendo perseguidas como potenciais agentes terapêuticos para o tratamento da hipersensibilidade à dor (BECCARI et al., 2017) Os canais TRPM8 já foram detectados em zebrafish adulto (SILVA et al., 2019). 
Ouratea fieldingiana, conhecida popularmente no Nordeste como batiputá, é uma planta, essencialmente arbórea ou arbustiva, pertencente à família Ochnaceae, gênero Ouratea. De seus frutos pode ser extraído um óleo que é usado tanto na culinária quanto na medicina alternativa como antinflamatório, cicatrizante e no tratamento de tosse e estados gripais. Em trabalhos anteriores demostram o potencial efeito antinociceptivo do óleo fixo das sementes de Ouratea fieldingiana em zebrafish (Danio rerio) adulto (ARAUJO et al., 2018).
Com o intuito de darmos continuidade aos nossos estudos com o mesmo óleo da planta, nesse trabalho investigamos o efeito do óleo fixo das sementes de Ouratea fieldingiana (OFSBat) sob a nocicepção em zebrafish (Danio rerio) adulto (ZFa) induzida por mentol.
MATERIAL E MÉTODOS
Animais
[bookmark: _Hlk19343303][bookmark: _Hlk19343330]Foram utilizados Zebrafish (Danio rerio) adulto da linhagem Wyld type (WT), com idade entre 60 a 90 dias (0,4 ± 0,1 g), de ambos os sexos, que foram obtidos de um fornecedor comercial em Fortaleza, Ceará, Brasil. Os animais (40-50 animais) foram mantidos em aquário (30 x 15 x 20 cm), com capacidade para 10 L, à temperatura de 28 ± 2ºC, em ciclos de claro-escuro de 14/10 horas. foi usada água da torneira (pH 7,0) previamente trata com anticloro (ProtecPlus®) e bomba de ar com filtro submerso. Os animais receberam ração ad libitum. Os bioensaios foram realizados de acordo com os princípios éticos da experimentação animal, aprovados pela Comissão de Ética para Uso de animais (CEUA) da Universidade Estadual do Ceará (#7210149/2016).
Protocolos geral com o uso de zebrafish adulto
Os testes com Zebrafish adultos foram realizados baseando-se em metodologias propostas por Ekambaram et al. (2017) e Magalhães et al. (2018). No dia dos experimentos, os animais foram selecionados randomicamente, transferidos para uma esponja úmida, tratados com as amostras testes ou controles, via oral (v.o.) (COLLYMORE, 2013) ou intraperitoneal (i.p.). Em seguida foram acondicionados individualmente em copos de vidro (250 mL) contendo 150 mL de água do aquário para repouso. Para os tratamentos via oral foi usada pipeta automática variável de 20 µL. Para os tratamentos via intraperitoneal (i.p.), ou intramuscular (i.m.), ou corneal, foi utilizada seringa de insulina (0,5 ml; UltraFine® BD) com uma agulha de calibre 30G.
Comportamento nociceptivo induzido por Mentol 
A nocicepção foi induzida com Mentol (agonista TRPM8; 0,0006%), na calda dos animais (n=6/grupo), 1 h após pré-tratamento com OFSBat (0,1 ou 0.5 ou 1,0  mg/mL; v.o.) ou morfina (Controle positivo; 5,0 mg/mL; v.o.), ou veículo (Controle, DMSO 3%; 20 µL; v.o.). Um grupo sem tratamentos (Naive) foi incluído. Após tratamentos com agente nociceptivo, os 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 conforme Magalhães et al. (2017):
 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) é a média de cruzamentos de linhas no grupo de tratamento.
O comportamento dos animais foi registrado por analisadores calibrados e cegos, de acordo com tais modelos de roedores. 

ANÁLISE ESTATÍSTICA
Os resultados foram expressos como valores da média ± erro padrão da média para cada grupo de 6 animais. Depois de confirmar a normalidade de distribuição e homogeneidade dos dados, as diferenças entre os grupos foram submetidas à análise de variância (ANOVA unidirecional), seguido do teste de Tukey. Todas as análises foram realizadas com o software GraphPad Prism v. 6.01. O nível de significância estatística foi estabelecido em 5% (p<0,05).


RESULTADO E DISCUSSÃO
A Figura 1 mostra que todas as concentrações de OFSBat (0,1 ou 0,5 ou 1,0 mg/mL; 20 µL; v.o) inibiram significativamente (p<0,01 vs. Controle) a nocicepção em ZFa induzida por mentol (0,0006%; 5 µL; i.m. na calda). Tal efeito foi semelhando ao da morfina (p<0,001 vs. Controle), Fig. 1. 
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Fig. 1. Efeito do óleo fixo das sementes de O. fieldingiana (OSFBat) sob a nocicepção induzida por mentol em zebrafish adulto (Danio rerio), analisado individualmente durante 0 - 20 min. Cada coluna representa a média ± desvio padrão (n=6/grupo). Números acima das barras indicam a porcentagem de analgesia. Controle: veículo (3% DMSO; 20 µL; v.o.). Mor - morfina (5.0 mg/mL; 20 µL; v.o.). Naive: grupo sem tratamento. One-way ANOVA com teste post-hoc de Tukey (**p<0,01; ***p<0,001 vs. Controle).

O mentol é um agonista dos canais TRPM8 e pode ter propriedades pró-nociceptivas quando administradas em altas concentração (SILVA et al., 2019). Nesse trabalho, os índices de analgesia de 55,23%, 60,70% e 56,78% do OFSBat sugerem uma possível ação antagônica aos canais TRPM8. Os resultados corroboram com estudos descrito por Silva et al., (2019). Os autores reportaram que um barra de frutas contendo graviola (A. muricata L.) e sementes de acerol (M. glabra L.) inibiu a nocicepção induzido por mentol na calda do zebrafish adulto.
CONCLUSÃO
A presente pesquisa evidencia mais uma ação farmacológica do óleo das sementes de Ouratea fieldingiana como um inibidor da nocicepção induzida por mentol, sugerindo, assim, possível efeito via canais TRPM8. Novos estudos devem ser realizados para confirmarmos possível mecanismos de ação.
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