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A dor ocluar crbénica, em particular dor na cérnea, € um problema de salde publica, pois aumenta a
morbidade e o 6nus social. Os principais opioides enddgenos (encefalinas) sdo empregados para tal dor,
porém apresentam efeitos analgésicos transitérios devido a sua rapida degradacdo. Nesse contexto, esse
trabalho reporta o efeito antinociceptivo corneal do 6leo essencial das folhas da aroeira (OEFAro; Schinus
terebinthifolius, Fémea; #21832 UVA-Sobral-CE) em zebrafish adulto (ZFa). Os animais (60-90 dias; 0,4 +
0,1 g; n=6/grupo), machos e fémeas, foram tratados via oral (v.0.) com OEFAro (4 ou 20 ou 40 mg/kg) ou
veiculo (Controle; Salina 0,9%; 20 yL) ou morfina (40 mg/kg). Um grupo néo tratado (Naive) foi incluido.
Apds 1 h dos tratamentos, 5,0 yL de solugédo salina hiperténica (NaCl 5,0 M; agonista TRPV1) foram
aplicados na superficie do olho direito dos ZFa. Ap6s 10 segundos, cada animal foi adicionado a uma placa
de Petri (dividida em quadrantes) e a resposta antinociceptiva foi caracterizada pelo aumento do nimero de
cruzamentos realizados durante 0-5 min. O estudo foi aprovado pela CEUA-UECE (# 7210149/2016). Como
resultado, OEFAro (20 ou 40 mg/kg; v.0.) inibiu significantemente (p<0,01; p<0,001; vs. Controle) a
nocicepcao induzida por salina hipertbnica (NaCl 50 M; 5 pL) na coérnea do ZFa. Tal efeito foi
siginificantemente (p>0,05) semelhante ao efeito da morfina (40 mg/kg; v.o.; p<0,001 vs. controle). Tais
resultados sugerem acgéo antagonista aos canais TRPV1. Porém, novos estudos devem ser realizados para
investigacdo dos possiveis mecanismos de acao.
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Introducao |
A dor ocular, em particular dor na cornea, é considerada um sintoma central de
distarbios inflamatoérios ou trauméticos que afetam o segmento anterior do olho. O aumento da
prevaléncia, a morbidade e o 6nus social resultante fizeram com que a dor ocular crénica fosse
reconhecida como um sério problema de saude publica (BELMONTE et al., 2017).
Os principais opioides endégenos (encefalinas) desempenham um papel fundamental no
controle da dor, mas exibem apenas efeitos analgésicos transitérios devido a sua rapida

degradacdo (ANABELLE et al., 2018).
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O TRPV1 (Receptor de Potencial Trasitorio Vaniloide 1) € um dos receptores
nociceptivos expresso em tecidos do olho, responsavel pela transmissdo da dor corneal (DEL
FIACCO et al., 2015; SILBERSTEIN, 2015). Pesquisas pré-clinicas empregam o uso de roedores
na busca por produtos naturais com efeito antagonista aos canais TRPV1 (LEITE et al., 2014). Tal
receptor também ja foi detectado em zebrafish (KASTENHUBER et al., 2013; MAGALHAES et al.,
2018).

Schinus terebinthifolius é popularmente conhecida no Brasil como aroeira da praia. Ela
tem sido utilizada na medicina popular como anti-inflamatéria, antipirética, analgésica, agente
depurativo. Também é empregada para o tratamento de doecas sexualmente transmissiveis,
inflamacao uterina, infeccbes do trato urinario, Ulceras da pele e distbios gastroduodenais. O 6leo
essencial dos frutos de S. terebinthifolius apresenta atividades antioxidantes, anticancerigenas,
disturbios respiratérios, micose e infec¢des por candidiase invasivas (CARVALHO et al., 2015).

Baseando-se no exposto, esse trabalho reporta o efeito antinociceptivo corneal do 6leo
essencial das folhas da aroeira (Schinus terebinthifolius, FEmea) em zebrafish adulto.

Metodologia |

Oleo essencial

Nesse trabalho foi utilizado o 6leo essencial extraido das folhas da aroeira (OEFAro;
Schinus terebinthifolius, Fémea; #21832 UVA-Sobral) (AZEVEDO, 2018), armazenado no nosso
laboratério (LBPNB-UECE, Taua-CE) em geladeira (5 °C).

Zebrafish

Zebrafish (Danio rerio) adulto (ZFa), selvagens, ambos os sexos, com idade entre 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). Grupos 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 cicardiano de
14:10 h de claro/escuro. Os peixes receberam racdo ad libitum 24 h antes dos experimentos.
ApoOs os experimentos, os animais foram sacrificados por imersdo 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 foram realizados baseando-se em metodologias propostas por Magalhées et al.
(2017, 2018) e Ekambaram et al. (2017). No dia dos experimentos, os peixes foram selecionados
randomicamente, transferidos para uma esponja Umida, tratados com a amostra teste ou
controles, via oral (v.0.) (COLLYMORE et al, 2003). Em seguida foram acondicionados

individualmente em copos de vidro (250 mL) contendo 150 mL de &gua do aquério para repouso.
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Para os tratamentos via oral foi usada pipeta automatica variavel de 20 pL. Para os tratamentos
via intraperitoneal (i.p.) ou topico foi utilizada seringa de insulina (0,5 mL; UltraFine® BD) com uma
agulha de calibre 30G.

Atividade antinociceptiva corneal comportamental

Para as analises comportamentais, seguiu-se mesmas metodologias descritas por
Magalhdes et al. (2018). Os animais (n=6/grupo) foram tratados com OEFAro (4 ou 20 ou 40
mg/kg; v.0.) ou veiculo (Controle, salina 0,9%; 20 pL; v.0.) ou morfina (40 mg/kg; v.0.), utilizada
como controle positivo. Um grupo sem tratamentos (Naive) foi incluido. Apés 1 h dos tratamentos,
a nocicepc¢do corneal foi induzida com solugcéo de salina hipertdnica, NaCl (agonista TRPV1; 5,0
M; 5,0 uL) aplicada na superficie da cérnea direita do ZFa. Apds tratamentos com agente
nociceptivo, os animais foram colocados em uma placa de Petri de vidro (10 x 15 cm), divididos
em quadrantes, e a resposta antinociceptiva foi caracterizada pelo aumento da atividade
locomotora ou cruzamentos de linhas (CL), analizadas durante 5 min.

Anédlise estatistica

Os resultados foram expressos como valores da média + erro padrdo 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. 5.01. O nivel de significancia estatistica foi estabelecido em 5% (p<0,05).

Resultados e Discussao

Em nossos trabalhos iniciais, o Oleo essencial das folhas da aroeira (Schinus
terebinthifolius, Fémea), OEFAro, ndo se mostrou toxico e ndo alterou locomogéo (LIMA et al.,
2018a), bem como inibiu o efeito nociceptivo induzido pela formalina (1# Fase) aplicada na calda
do zebrafish adulto (LIMA et al., 2018b). Com o intuito de dar continuidade aos nossos estudos
com o OEFAro, empregamos o zebrafish adulto como modelo animal para avaliar o efeito do
OEFAro sob a nocicepcao corneal induzida pela salina hiperténica (NaCl 5,0 M). Como resultado,
OEFAro (20 ou 40 mg/kg; v.0.) inibiu significantemente (p<0,01; p<0,001; vs. Controle) a
nocicepgao induzida por salina hiperténica (NaCl 5,0 M; 5 pL) aplicada na superficia da cornea
direita do ZFa. Tal efeito do OEFAro foi siginificantemente (p>0,05) semelhante ao efeito da
morfina (40 mg/kg; v.o.; p<0,001 vs. controle), Fig. 1.
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Fig. 1. Efeito do AEFAro sob a nocicepgédo corneal induzida por salina hiperténica (NaCl 5 M) em zebrafish
adulto, analisados individualmente durante 0-5 min. Cada coluna representa a média + erros padrdo da
média (n=6/grupo). Controle: veiculo (salina 0,9%; 20 pL; v.0.). Naive - grupo néo tratado. Mor — morfina (40
mg/kg; v.0.). ANOVA unidirecional com teste pés-hoc de Tukey (**p <0,01; ***p <0,001; ****p<0,0001 vs.
Controle; ###p <0,001 vs. Mor).

Piccinelli et al. (2015) e Scheid et al. (2018) reportaram que o 6leo essencial dos frutos e o
uma fracdo metandlico das folhas de Schinus terebinthifolius, respectivamente, apresentaram
efeito antinocicepcao em modelos de dor neuropatica em ratos.

Nesse trabalho, os resultados apontam mais uma aplicacdo farmacoldgico do Oleo
essencial das folhas de Schinus terebinthifolius como inibidor da dor corneal em zebrafish adulto.
Tais resultados sugerem acdo antagonista aos canais TRPV1. Porém, novos estudos devem ser

realizados para investigacao dos possiveis mecanismos de agao.

Conclusao |

O o6leo essencial das folhas da aroeira (Schinus terebinthifolius, Fémea) apresentou efeito
antinociceptivo corneal em zebrafish adulto. Novos estudos devem ser realizados para

investigacdo dos possiveis mecanismos de acao.
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