EFEITO ANTINOCICEPTIVO CORNEAL DO ÓLEO FIXO DAS SEMENTES DE Ouratea fieldingiana EM ZEBRAFISH (Danio rerio) ADULTO: PARTICIPAÇÃO DOS CANAIS ASICs
 [Corneal Antinociceptive Effect of Fixed Oil from Ouratea fieldingiana Seeds in Adult Zebrafish (Danio rerio): Participation of ASICs Channels]
José Ismael Feitosa de ARAÚJO1*, Danilo Mota Marcos da SILVA1, Franciglauber S. Bezerra1, Kalina Kelma de SOUSA1,2, Sacha Aubrey Alves Rodrigues SANTOS4, Adriana Rolim Campos4, Francisco Ernani Alves MAGALHÃES1* 
1 Laboratório de Bioprospecção de Produtos Naturais e Biotecnologia (LBPNB), Universidade Estadual do Ceará, CECITEC, Tauá-CE, Brasil.
2 Pós-Doutoranda em Patologia e Medicina Legal, Laboratório de Biomoléculas (LiBS), Universidade Federal do Ceará, Fortaleza-CE, Brasil.
4 Núcleo de Biologia Experimental (NUBEX), Universidade de Fortaleza, Fortaleza-CE, Brasil.

*joseismael.feitosa@gmail.com; ernani.magalhães@uece.br; 
 
RESUMO
[bookmark: _GoBack]A córnea é usada para estudos de nocicepção devido à alta densidade de nervos sensoriais, sendo um dos tecidos mais ricamente inervado do corpo.  O efeito antinociceptivo corneal do óleo fixo das sementes de Ouratea fieldingiana (batiputá; OFSBat) em zebrafish adulto (ZFa) já foi previamente demonstrado. Nessa pesquisa, objetivou-se avaliar a participação dos canais iônicos sensíveis a ácido (ASICs) sob o efeito antinociceptivo corneal do OFSBat em ZFa. Animais, machos e fémeas  (60-90 dias; 0,4 ± 0,1g; n=6/grupo) foram tratados com OFSBat (1,0 mg/mL; 20 µL; v.o.) ou amilorida (antagonista ASICs; 5 mg/mL; i.p.) ou Veículo (Controle, DMSO 3%; 20 µL; v.o.). Um outro grupo recebeu amilorida 15 min antes da administração do OFSBat. A nocicepção corneal foi induzida com salina hipertônica (NaCl 5,0 M; 5,0 μL) aplicada no olho direito dos animais (n=6/grupo), 1 h após pré-tratamentos descritos anteriormente. A nocicepção corneal foi quantificada através da diminuição da atividade locomotora (cruzamentos de linhas) dos animais em placas de Petri de vidro (10 x 15 cm), durante 0-5 min. O estudo recebeu aprovação da CEUA-UECE (#7210149/2016). OFSBat reduziu significativamente (p<0,001 vs Controle) a nocicepção corneal em ZFa induzida pela salina hipertônica e este efeito foi totalmente prevenido (p<0,001 vs OFSBat) com amilorida. Portanto, esses resultados sugerem que o efeito antinociceptivo corneal do OFSBat está relacionado a uma atuação nos canais ASICs. 
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ABSTRACT
The cornea is used for nociception studies due to the high density of sensory nerves, being one of the most richly innervated tissues in the body. The corneal antinociceptive effect of the fixed oil of Ouratea fieldingiana seeds (batiputá; OFSBat) in adult zebrafish (ZFa) has been previously demonstrated. In this research, the objective was to evaluate the participation of acid-sensitive ion channels (ASICs) under the corneal antinociceptive effect of OFSBat in ZFa. Animals, males and females (60-90 days; 0.4 ± 0.1g; n = 6 / group) were treated with OFSBat (1.0 mg / mL; 20 µL; v.o) or amiloride (ASIC antagonist; 5 mg / mL; i.p) or Vehicle (Control, 3% DMSO; 20 µL; v.o). Another group received amiloride 15 min before the administration of OFSBat. Corneal nociception was induced with hypertonic saline (NaCl 5.0 M; 5.0 μL) applied to the animals' right eye (n = 6 / group), 1 h after pretreatments previously described. Corneal nociception was quantified by reducing the locomotor activity (line crossings) of the animals in glass Petri dishes (10 x 15 cm), for 0-5 min. The study received approval from CEUA-UECE (# 7210149/2016). OFSBat significantly reduced (p<0.001 vs Control) corneal nociception in ZFa induced by hypertonic saline and this effect was totally prevented (p<0.001 vs OFSBat) with amiloride. Therefore, these results suggest that the corneal antinociceptive effect of OFSBat is related to its performance in ASIC channels.
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INTRODUÇÃO
A dor ocular, em particular dor na córnea, é considerada um sintoma central de distúrbios inflamatórios ou traumáticos que afetam o segmento anterior do olho. O fenómeno da dor tem um impacto negativo de interferência na qualidade de vida dos pacientes, e é a causa mais frequente de procura aos serviços de saúde (LIMA et al., 2018).
Em relação a dor, o zebrafish vem sendo um dos mais novos modelos utilizados como substitutivo ao uso de roedores em testes de nocicepção orofacial (MAGALHÃES et al., 2017; TAYLOR et al., 2017; BATISTA et al., 2018; NASCIMENTO et al., 2018; SOARES et al., 2019; SILVA et al., 2019; LIMA et al.,  2020) e nocicepção corneal  (MAGALHÃES et al., 2018; LIMA et al., 2020).
Os canais iônicos sensíveis a ácido (ASICs) são ativados por pH extracelular baixo e que a cinética de dessensibilização é muito mais rápida no zebrafish  do que nos humanos (PAUKERT et al., 2004)
Ouratea fieldingiana, conhecido como batiputá, é uma espécie arbórea da família das Ochnaceae. O óleo fixo extraído das sementes do fruto de batiputá é usado na medicina tradicional como cicatrizantes e outras patologias. Estudos realizados a partir de extratos e frações obtidas de plantas pertencentes ao gênero Ouratea apresenta atividades biológicas importantes como antitumoral, antiviral e antimicrobiana, tornando evidente o potencial terapêutico dessas espécies (ARAÚJO et al., 2015; NASCIMENTO et al., 2018).
Diante do exposto, essa pesquisa teve como objetivo investigar participação dos canais ASICs sob efeito antinociceptivo corneal do OFSBat em zebrafish adulto.
MATERIAL E MÉTODOS.
O óleo fixo das sementes de Batiputá (O. fieldigiana; exsicata Nº 55224; UFC), foi obtido conforme descrito por Souza Filho (2014) e armazenado no nosso laboratório em geladeira (5º C) até utilização.
[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).
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 peixes foram selecionados randomicamente, transferidos para uma esponja úmida, tratados com as amostras teste 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 tópico, foi utilizada seringa de insulina (0,5 ml; UltraFine® BD) com uma agulha de calibre 30G.
Os animais (n=6/grupo) foram tratados com OFSBat (1,0 mg/mL; 20 µL; v.o.) ou amilorida (antagonista ASICs; 5 mg/mL; i.p.) ou Veículo (Controle, DMSO 3%; 20 µL; v.o.). Um outro grupo recebeu amilorida 15 min antes da administração do OFSBat. A nocicepção corneal foi induzida com salina hipertônica (NaCl 5,0 M; 5,0 μL) aplicada no olho direito dos animais (n=6/grupo), 1 h após pré-tratamentos descritos anteriormente. A nocicepção corneal foi quantificada através da diminuição da atividade locomotora (cruzamentos de linhas) dos animais em placas de Petri de vidro (10 x 15 cm), durante 0-5 min. O comportamento dos animais foi registrado por analisadores calibrados e cegos, de acordo com tais modelos de roedores. 
Os valores foram expressos como 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).
RESULTADOS E DISCUSSÃO
O efeito antinociceptivo corneal do óleo fixo das sementes de ouratea fieldingiana (OFSBat) em Zebrafish adulto (ZFa) já foi previamente demonstrado por Araújo et al. (2019). Afim de continuarmos nossas pesquisas, empregamos a menor dose efetiva do OFSBat (1,0 mg/mL) para investigar o possível mecanismo de neuromodulação. Como resultado, o efeito antinociceptivo corneal do OFSBat foi totalmente prevenido pela amilorida (# # #p>0,001 vs. OFSBat), Figura 01. 
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Fig.01. Efeito da amilorida (antagonista ASICs; 5,0 mg/mL) sob o efeito antinociceptivo corneal do OFSBat (0,1 mg/mL; 20 µL; v.o.) em zebrafish adulto. A nocicepção foi induzida com salina hipertônica (5 M; 5 µL) aplicada no olho direito dos animais. Os resultados foram expressos como valores da média ± erro padrão da média (n=6/grupo). Os números acima das colunas indicam porcentagem de analgesia (%A). Controle – DMSO 3% (20 µL; v.o.). Naive - grupo não tratado. ANOVA unidirecional com teste pós-hoc de Tukey (***p<0,001 vs. Controle; ###p<0,001. OFSBat).
Os canais ASICs em zebrafish demonstraram sua expressão generalizada nos sistemas nervosos central e periférico, especificamente no cérebro, retina, intestino e papilas gustativas, onde foi sugerido que eles estão envolvidos na transdução nervosa e na comunicação neural (VIÑA et al., 2013).
Nossos resultados indicam que o efeito antinociceptivo corneal do OFSBat é dependente dos canais ASICs, pois o efeito antinociceptivo orofacial do OFSBat foi totalmente bloqueado pela amilorida (###p<0,001 vs. OFSBat). Os resultados corroboram com estudos descrito 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-rutinoside (KR), isolado do extrato etanólico das sementes de Ouratea fieldingiana. 
CONCLUSÃO
A presente pesquisa fornece evidências de que a neuromodulação do efeito antinociceptivo corneal do óleo fixo das sementes de Batiputá (FOSBat; # 55224; UFC) é dependente dos canais iônicos sensíveis a ácido (ASICs). 
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