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“Provavelmente, pensa a morte, houve um tempo em que 

todos os seres vivos eram uma cousa só, mas depois, a 

pouco e pouco, com a especialização, acharam-se 

divididos em cinco reinos, a saber, as moneras, os 

protistas, os fungos, as plantas e os animais, em cujo 

interior, aos reinos nos referimos, infindas 

macroespecializações e microespecializações se 

sucederam ao longo das eras, não sendo portanto nada de 

estranhar que, em meio de tal confusão, de tal atropelo 

biológico, algumas particularidades de uns tivessem 

aparecido repetidas noutros.” 

 

 

(As intermitências da morte, José Saramago). 
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RESUMO 

 

A epilepsia é uma das desordens mais frequente do sistema nervoso central 

com aproximidamente 2% de prevalência mundial e 30% de refratariedade. O 

uso das plantas medicinais é uma possibilidade de identificar novas moléculas 

com potencial terapêutico. Nesse estudo, utilizamos o modelo de convulsão 

induzida pelo ácido caínico em zebrafish adulto, para explorar o potencial 

terapêutico da samambaia Blechnum brasiliense Desv. Primeiramente, 

utilizando cromatografia liquida de ultra eficiência, foi validado método analítico 

para quantificação do ácido rosmarínio na fração acetato de etila, obtida por 

fracionamento do extrato bruto da planta. A fração apresentou teor de 0,0764 

g% de ácido rosmarínico. A partir desta fração foi realizado isolamento em 

coluna preparativa para obtenção do composto para testes em peixe-zebra. 

Nos ensaios toxicológicos em embriões de zebrafish foram avaliados o extrato 

bruto e a fração acetato de etila de B. brasiliense, bem como ácido rosmarínico 

isolado, possibilitando o cálculo das doses letais médias (DL50). Os valores 

foram 363,3 µg/mL para o extrato, 196,3 µg/mL para a fração e 250,3 µM para 

o ácido rosmarínico. Os resultados demonstraram que as amostras 

apresentaram toxicidade aos embriões apenas nas maiores concentrações 

testadas. Nos ensaios realizados com zebrafish adultos, todas as amostras 

foram capazes de modular o perfil e a intensidade da convulsão causada pelo 

ácido caínico, bem como a latência para a primeira crise clônica. As doses 

ativas foram: 20 mg/kg para o extrato bruto, 5 e 10 mg/kg para a fração acetato 

de etila e 1 mg/kg para o ácido rosmarínico, sendo capazes de reduzir as crises 

e aumentar o tempo de latência no modelo de epilepsia em zebrafish. Assim, 

nosso estudo indica a espécie Blechnum brasiliense como fonte de substância 

com potencial terapêutico a ser explorada para o tratamento da epilepsia.  

 

Palavras-chave: Epilepsia; Ácido cainico; Peixe-zebra; Blechnum brasiliense; 

Ácido Rosmarínico 
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ABSTRACT 

 

Epilepsy is one of the most frequent disorders of the central nervous system 

with approximately 2% of world prevalence and 30% of refractoriness. The use 

of medicinal plants is a possibility to identify new molecules with therapeutic 

potential. In this study, we used the caynic acid-induced convulsion model in 

adult zebrafish to explore the therapeutic potential of the Blechnum brasiliense 

Desv fern. Firstly, using ultra-efficient liquid chromatography, we validated an 

analytical method for the quantification of rosmarinic acid in the ethyl acetate 

fraction, obtained by plant crude extract fractionation. The fraction presented a 

content of 0.0764 g% of rosmarinic acid. From this fraction was carried out the 

preparative column isolation of the compound for tests in zebrafish. In the 

toxicological tests using zebrafish embryos, were evaluated the crude extract 

and the ethyl acetate fraction of B. brasiliense, as well as, the isolated 

rosmarinic acid, allowing the calculation of median lethal doses (LD50). The 

values were 363.3 μg/mL for the extract, 196.3 μg/mL for the fraction and 250.3 

μM for the rosmarinic acid. The results showed that samples presented toxicity 

to the embryos only in the highest concentrations tested. In the trials with adult 

zebrafish, all samples were able to modulate the profile and intensity of the 

convulsion caused by kainic acid, as well as, the latency for the first clonic 

crisis. The active doses were 20 mg/kg for the crude extract, 5 and 10 mg/kg for 

the ethyl acetate fraction, and 1 mg/kg for rosmarinic acid, being able to reduce 

the crises and increase the latency time in the zebrafish model of epilepsy. 

Thus, our study indicates the species Blechnum brasiliense as a source of 

substance with therapeutic potential to be explored for the treatment of 

epilepsy. 

 

Key-words: Epilepsy; Kainic Acid; Zebrafish; Blechnum brasiliense; Rosmarinic 

acid. 
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O uso de plantas medicinais na busca de tratamento, cura ou prevenção 

de doenças é de registro milenar, a qual é uma das práticas mais antigas da 

humanidade (Motta et al., 2013). As plantas são importantes fontes de 

compostos ativos de ampla diversidade estrutural e consequente importância 

farmacêutica, seja como medicamentos fitoterápicos ou fracionamento para 

produção de novos fármacos. Apesar do aumento do uso de medicamentos 

sintéticos, o emprego de plantas medicinais continua difundido em diversos 

países, como remédios caseiros ou fitoterápicos (Santos et al., 2011; Dutra et 

al., 2016). 

O emprego das plantas pode se dar por diversos motivos entre eles 

econômicos, ou aplicabilidade como medicina alternativa. Associada a essa 

realidade, tem-se a grande biodiversidade da flora brasileira, representando 

uma importante fonte de matéria-prima para a indústria de medicamentos 

(Dutra et al., 2016). Dentre as espécies que compõem essa rica flora, 

encontram-se as pertencentes ao gênero Blechnum L., foco desta dissertação, 

apresentando poucos estudos na literatura. 

São descrita aproximadamente 200 especies pertencentes ao gênero 

Blechnum, em torno de 50 destas encontram-se nas Américas (Prado e 

Sylvestre 2013). As espécies de Blechnum L. são plantas herbáceas, podendo 

apresentar poucos centímetros de altura até 3 metros de cáudice. São vegetais 

que apresentam grande potencial ornamental amplamente distribuídos no 

estado do Rio Grande do Sul (Goetz et al., 2012). 

É relatado o uso destas plantas na medicina popular no tratamento de 

doenças inflamatórias e pulmonares, infecções urinárias e complicações 

hepáticas. Estudos com extrato de folhas de B. occidentale apresentou 

atividade anti-inflamatória e antinociceptiva (Nonato, et al., 2009). Já para B. 

orientale são descritas atividade antioxidante, anticâncer e antibacteriana (Lai 

et al., 2010). Já os extratos e frações de B. brasiliense e B. binervatum destas 

plantas foram capazes de atuar sobre às enzimas monoamina oxidase (MAO) e 

catecol O-metiltransferase (COMT), além de reduzir marcadores de estresse 

oxidativo associados ao desencadeamento de doenças neurodegenerativas 

(Andrade, 2015). As análises químicas das espécies apontaram ácidos 
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hidroxicinâmicos como produtos majoritários, destacando-se os ácidos 

clorogênico e rosmarínico. 

O ácido rosmarínico (ácido O-cafeoil-3,4-diidroxifenil lático) é um 

composto hidroxilado isolado de fontes naturais, sendo um éster de ácido 

caféico e de ácido 3,4- diidróxifenil lático. Primeiramente foi isolado da espécie 

Rosmarinus officinalis, e atualmente é relatado em ampla variedade de plantas 

de diversas famílias botânicas, apresentando atividades biológicas, inclusive no 

sistema nervoso central (SNC), como por exemplo, atividade neuroprotetora in 

vivo (Del Ré e Jorge, 2012, Khamse, et al., 2015). A busca por novos 

compostos neuroprotetores é foco constante de prospecção de biomoléculas 

(Geldenhuys; Van Der Schyf, 2013).  

Uma das mais frequentes desordens que afeta o SNC é a epilepsia, 

caracterizada por crises epilépticas recorrentes e espontâneas, com 

exacerbada atividade do SNC, sendo esta de forma focal e delimitada, ou 

generalizada, afetando ambos hemisférios (Shorvon, 2011; Mussulini, 2017). 

Uma vez que 60% dos pacientes não possuem etiologia conhecida e que 30% 

são acometidos de crises epilépticas refratárias, a busca de novos fármacos é 

uma constante necessidade (Xiao et al., 2015).  

Decorrente dessa necessidade, novos modelos para avaliação de crises 

epilépticas emergiram na última década, entre eles destaca-se o zebrafish 

(Crawford et al., 2008). O Danio rerio, popularmente conhecido como zebrafish 

ou peixe-zebra, é um peixe de pequeno porte, facilmente adaptado a condições 

laboratoriais, com baixo custo de manutenção e alta fecundidade. Apresenta 

genoma mapeado com 70% de homologia ao material genético humano (Howe 

et al., 2013), alta similaridade fisiológica e anatômica, assim como uma barreira 

hemato-encefálica altamente conservada, ao comparar com os mamíferos 

(Eliceiri et al., 2011). Além disso, mapeamentos comportamentais destacam 

alta complexidade, podendo desempenhar tarefas cognitivas similares a 

roedores (Puty et al., 2014; Jones et al., 2015).  

Além destes aspectos comportamentais, o zebrafish vem se destacando 

como um bom modelo para estudos de distúrbios do SNC, entre eles a 

epilepsia (Newman et al., 2014, Mussulini, et al. 2016). A descoberta do 
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mecanismo de ação de novas drogas ou a potencial inovação tecnológica na 

obtenção de fármacos, entre eles moléculas isoladas de origem vegetal, 

dependem de testes biológicos. O zebrafish reúne características relevantes 

por atender o critério dos 3Rs (replacement, refinement, reduction), além de 

possibilitar a diminuição significativa da quantidade de compostos a serem 

testados, visto que estes podem ser administrados intraperitonealmente em 

pequeno volume (Rosemberg et al., 2011 Gheno, Rosemberg e Souza 2015). 

Apresenta assim, características que o tornam um excelente modelo animal 

para varreduras de potenciais moléculas terapêuticas (Kalueff et al., 2014). 
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2.1. Objetivo Geral 

Validar metodologia analítica por cromatografia de ultra-eficiência para 

quantificação de ácido rosmarínico na fração acetato de etila de Blechnum 

brasiliense. Além disso, o trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos 

toxicológicos em embriões de zebrafish e potencial anticonvulsivo em peixes 

adultos do extrato bruto, da fração acetato de etila de B. brasiliense e do ácido 

rosmarínico isolado, utilizando modelo de crises epilépticas induzidas por ácido 

caínico. 

 

2.2. Objetivos Específicos 



• Obter os extratos e frações de Blechnum brasiliense;  

• Isolar o ácido rosmarínico a partir da fração acetato de etila da espécie;  

• Validar método analítico para determinar o teor de ácido rosmarínico na 

fração acetato de etila da planta; 

• Avaliar a toxicidade do extrato bruto e fração acetato de etila, bem como 

do ácido rosmarínico isolado em modelo utilizando embriões de zebrafish, para 

determinação da dose letal média (DL50) das amostras;  

• Avaliar os efeitos do pré-tratamento agudo do extrato, da fração e do 

ácido rosmarínico sobre a indução de crises epilépticas pela administração de 

ácido caínico em zebrafish adulto. 
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3.1. Samambaias e o Gênero Blechnum L. 

As samambaias e licófitas pertencem ao grupo das Pteridófitas. O grupo 

apresenta-se amplamente distribuído pelo mundo, com vasta diversidade e 

riqueza de espécies (13600 aproximadamente), tendo como habitat regiões de 

clima tropical (Moran, 2008; Nunes, Michelon e Imig, 2016). 

Estudos de filogenia demonstraram que esse grupo de vegetais 

apresentam duas linhagens evolutivas monofiléticas, não proximamente 

relacionadas (Pryer et al. 2001; Prado e Sylvestre, 2016). Sendo assim, o 

termo pteridófitas, está em desuso para definir as samambais e licófitas 

conjuntamente (Rothfels et al. 2012, Prado e Sylvestre, 2016). Apenas no 

Brasil são catalogadas 1329 espécies de samambaias das quais 30 espécies 

são do gênero Blechnum L. (Prado, et al., 2015; Flora do Brasil 2020, 2016). 

O gênero Blechnum L. é composto por aproximadamente 200 espécies, 

sendo amplamente distribuídas pelo mundo. Nas Américas estima-se no 

mínimo 50 espécies (Chambers e Farrant, 2001, Dittrich, 2005, Prado e 

Sylvestre 2013). Seu nome vem do grego blechnon, um termo designado para 

definir samambaias de forma geral (Proctor, 1989). Os representantes deste 

gênero são plantas herbáceas, algumas de poucos centímetros de altura até 

plantas com cáudice de 3 metros de altura. (Tryon e Tryon, 1982, Dittrich et al. 

2007). São plantas com grande potencial ornamental e amplamente 

distribuídas pelo estado do Rio Grande do Sul (Franz e Schmitt, 2005, Goetz et 

al., 2012). 

Estudos científicos relatam efeito anti-inflamatório e antinociceptivo para 

os extratos de folhas de Blechnum occidentale, confirmando seu emprego na 

medicina popular, na qual é relatado o uso da planta no tratamento de doenças 

inflamatórias e pulmonares, infecções urinárias e complicações hepáticas 

(Barros e Andrade, 1997, Nonato, et al., 2009). Já para B. orientale são 

relatadas atividades antioxidantes, anticâncer e antibacteriana (Lai et al., 2010).  

Estudos recentes realizados por Andrade (2015) com espécies de 

samambaias indicaram que extratos e frações de plantas do gênero Blechnum 

L., especialmente B. brasiliense (Figura 1), foram capazes de atuar sobre a 

enzima monoamina oxidase (MAO) e no combate ao estresse oxidativo. Esta 
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última propriedade é importante na prevenção de danos às estruturas celulares 

(Kanada et al., 2005). 

 

Figura 1 – Blechnum brasiliense Desv. 

 

A análise química das espécies Blechnum brasiliense e B. binervatum 

mostrou ácidos hidroxicinâmicos como produtos majoritários, destacando-se os 

derivados de ácidos clorogênico e ácido rosmarínico (Figura 2).  

 

Figura 2 – Cromatograma do extrato bruto de B. brasiliense, no comprimento de onda 

de 320 nm. (A) Picos relativos aos ácidos clorogênicos (13,7; 14,3 e 17,5 minutos); B) 

Pico do ácido rosmarínico em 29,7 minutos (Andrade, 2015). 

A B 
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O ácido rosmarínico isolado de Blechnum brasiliense demonstrou 

atividade inibitória frente às enzimas MAO e catecol O-metiltransferase (COMT) 

in vitro e in silico, além de influência sobre parâmetros de estresse oxidativo 

associados ao desencadeamento de doenças neurodegenerativas. Ainda, tanto 

extratos quanto o produto isolado demonstraram ausência de efeitos tóxicos a 

células de roedores e células-tronco humanas (Andrade, 2015). 

 

3.2. Ácido Rosmarínico (C18H16O8) 

O ácido rosmarínico (Figura 3) é um éster dos ácidos caféico e 3,4-di-

hidroxifenillático, encontrado como um metabólico secundário em várias 

espécies vegetais, incluindo samambaias (Petersen e Simmonds, 2003).  

 

Figura 3 – Estrutura molecular do ácido rosmarínico.  

 

O composto apresenta inúmeras atividades biológicas, e ampla 

aplicação industrial como conservante alimentício e na indústria de cosméticos 

(Peterson e Simmonds, 2003). Estudos demonstraram que o ácido rosmarínico 

possui atividade antiviral (Swarup et al., 2007), incluindo ação contra o vírus da 

imunodeficiência humana tipo1 (Hooker et al., 2001, Dubois et al., 2008), 

antibacteriana (Salin, et al., 2011; Maskovic et al., 2011), antioxidante (Kosar et 

al., 2008; Del Ré e Jorge, 2012), anti-inflamatória (Osakabe et al., 2004), 

anticarcinogênica (Huang e Zheng, 2006; Lee et al., 2007), propriedade 

antiamnésica (Ren et al., 2009, Wang et al., 2012) e antialérgica (Makino et al., 

2001; Sanbongi et al., 2004; Costa et al, 2012). Esta substância possui também 

uma importante atividade antiproliferativa (Huang e Zheng, 2006, Zhang et al., 

2011, Wang et al., 2012). Além disso, o composto é bem absorvido pelo trato 

gastrointestinal e pela pele, sendo rapidamente eliminado da circulação 
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sanguínea após a administração intravenosa. Apresenta baixa toxicidade em 

camundongos, com Dose Letal Média (DL50) de 561 mg/kg (Zhang et al., 2011).  

O estresse oxidativo desencadeado por excesso de espécies reativas de 

oxigênio ou nitrogênio é um dos fatores primários na etiologia de diversas 

doenças e desordens que afetam o SNC. Portanto, o ácido rosmarínico, por ser 

um antioxidante natural, pode ser benéfico no tratamento de doenças que 

afetam o SNC (Oksman-Caldentey e Inzé, 2004, Qiao et al., 2005). 

 

3.3. Epilepsia  

A epilepsia é uma desordem do SNC, que se caracteriza por 

descargas neuronais excessivas e hipersincrônicas espontâneas e recorrentes 

(Shiha et al., 2014; Wang et al., 2016). As crises epilépticas podem estar 

associadas a uma variedade de sintomas, como alterações da consciência, 

movimentos e sensações (Chindo et al., 2014). Os mecanismos envolvidos no 

SNC afetado pela desordem epiléptica ainda não estão totalmente elucidados, 

mas sabe-se que há um desequilíbrio entre os principais sistemas de 

neurotransmissão excitatório (glutamatérgico) e inibitório (gabaérgico) (Eyo et 

al., 2016). 

A epilepsia é uma das desordens do SNC mais comuns e sua 

prevalência é de aproximadamente 2% (Shiha et al., 2014; S’wiader et al., 

2016), afeta pelo menos 70 milhões de pessoas em todo o mundo (Sucher E 

Carle, 2015) e 3 milhões de brasileiros (LBE, 2016; OMS, 2016). 

De acordo com os sintomas, a epilepsia pode ser classificada em três 

categorias principais: idiopática, adquirida e criptogênica. Sendo a idiopática 

uma crise sem lesão cerebral subjacente ou sem sinais e sintomas 

neurológicos, a qual acredita-se ser de origem genética ou com início na 

infância. Já na adquirida, os pacientes apresentam crises provenientes de uma 

ou mais lesão estruturais no cérebro, por exemplo, tumor, acidente vascular 

cerebral (AVC), etc. A criptogênica refere-se à epilepsia sintomática, mas sem 

etiologia estabelecida. Entre os casos descritos, aproximadamente 40% dos 

pacientes possuem etiologia conhecida, sendo as mais comuns: lesão cerebral, 
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traumas, acidente vascular cerebral isquêmico, hemorragia intracerebral, 

infecções no SNC, tumores e convulsões prolongadas associadas a febre 

(Löscher e Brandt, 2010; Yow et al., 2013). 

As crises epilépticas são majoritariamente divididas em duas categorias 

principais: crises parciais ou generalizadas, simples (sem perda da 

consciência) ou complexas (com alteração da consciência) (Reddy e Kuruba, 

2013; Mussulini, et al., 2016). Crises parciais são aquelas em que a 

despolarização ocorre localmente em um dos hemisférios e as lesões cerebrais 

são focais. A epilepsia parcial mais frequentemente encontrada é a epilepsia do 

lobo temporal (ELT) que atinge pelo menos 20% dos pacientes epilépticos e é 

considerada a mais refratária dentre as existentes (Reddy e Kuruba, 2013). 

Crises generalizadas atingem globalmente o SNC, causando lesões em 

ambos os hemisférios, e o paciente apresenta perda de consciência imediata. 

Existem vários tipos de crises generalizadas, sendo que as mais importantes 

são as tônico-clônicas (antigamente denominadas de “grande mal’’), as quais 

apresentam contração tônica e/ou clônicas da musculatura corporal; e as crises 

de ausência (“pequeno mal”) nas quais a pessoa perde a consciência por 

alguns segundos, podendo retomar o que estava fazendo em seguida 

(Mussulini, et al., 2016).  

Muitos fármacos estão disponíveis para o tratamento da epilepsia, 

porém 30% dos pacientes são refratários aos tratamentos disponíveis (Vries et 

al., 2016). Atualmente os principais fármacos no tratamento da epilepsia são o 

valproato de sódio, lamotrigina, fenitoína, carbamazepina, topiramato, 

primidona e fenobarbital. Um agravante relacionado ao uso de medicamentos 

antiepilépticos são os efeitos adversos provocados durante o tratamento, como: 

sedação, depressão, comportamento aberrante, irritabilidade, impulsividade, 

raiva, hostilidade e agressão (Brodie et al., 2016). Com isso a busca de um 

melhor tratamento e melhor compreensão da epilepsia, se tornam necessárias 

e podem levar ao desenvolvimento de novos fármacos mais eficazes e com 

menos efeitos adversos (Vries et al., 2016). 
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3.4.  Peixe-zebra 

O peixe-zebra ou zebrafish (Danio rerio) é um teleósteo, ovíparo, nativo 

dos arredores do leste da Índia (Axelord & Schultz, 1955). Essa espécie além 

de ser muito utilizada por aquaristas no mundo inteiro, também é utilizada 

como modelo animal experimental (Liao et al., 2011). O zebrafish atinge sua 

maturidade sexual por volta de 3 meses, podendo a partir disso, desovar a 

cada 2-3 dias, centenas de oócitos (Lawrence, 2007).  

Apresenta outras características vantajosas como: embrião transparente, 

o que permite a visualização da formação dos tecidos; rápido desenvolvimento 

e relativo curto ciclo de vida, possibilitando a aquisição de várias gerações 

durante o ano; fácil manejo e reprodução, reduzindo custo de manutenção e 

susceptibilidade a mutagênese, possibilitando a realização de estudos 

genéticos. Essas características facilitam a realização de testes toxicológicos, 

por ser possível a visualização do embrião no ovo e sua formação (Esch et al., 

2012). 

Já foi descrita homologia genética de mais de 70% entre humanos e 

peixe-zebra, apresentando 12.719 genes em comum (Howe, et al., 2013). Isso 

torna possível o estudo de doenças e fenômenos de forma extremamente 

controlada, com resultados científicos detalhados e relevantes. Essas 

características possibilitaram a realização de diversos estudos nas últimas 

décadas, sendo a primeira pesquisa realizada na década de 70 (Tobia, et al., 

2013). A partir de então o zebrafish apresentou expansão como modelo animal, 

sendo valiosa ferramenta para estudos de diversas doenças e desordens, 

incluindo as relacionadas ao SNC, como a epilepsia (Mathur, et al., 2010; Tran 

e Gerlai, 2014; Li, et al., 2015). 

 

3.5. Peixe-zebra como Modelo de Epilepsia 

 

O estudo de Granato e colaboradores (1996) foi o primeiro a relacionar 

comportamentos similares a crises epilépticas e mutações genéticas em 

zebrafish. O estudo identificou déficits motores e revelou uma série de 
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mutações em genes relacionados à epilepsia (Muto, et al., 2005). Este trabalho 

abriu as portas para outros estudos relacionados com o tema, com modelos de 

crises epilépticas genéticas e não-genéticas (Mussulini, et al., 2016). 

Os modelos não-genéticos de crises epilépticas, tem demonstrado ao 

longo dos anos, um importante papel no desenvolvimento de fármacos 

antiepilépticos (Mussulini, et al., 2016). Esses modelos geralmente concentram-

se em desequilibrar os sistemas neurotransmissores excitadores e inibitórios, 

ou seja, aumentam a atividade da neurotransmissão glutamatérgica (Zhou e 

Danbolt, 2014), ou diminuem a neurotransmissão gabaérgica (Schousboe, et 

al., 2014). 

Dentre os modelos não-genéticos atuais, o modelo pentilenotetrazol 

(PTZ), foi o primeiro descrito para zebrafish (Baraban, et al., 2005). 

Recentemente já são descritos outros modelos, como: ácido domoico 

(Tiedeken e Ramsdell, 2007), pilocarpina (Vermoesen, et al., 2011), hipertermia 

(Hunt, et al., 2012) e ácido caínico (Alfaro, et al., 2011). 

3.6. Ácido Caínico como Modelo Indutor de Epilepsia 

 

O ácido caínico (Figura 4) é um análogo cíclico do L-glutamato e um 

agonista dos receptores ionotrópicos de cainato (Alfaro, et al., 2011). 

Descoberto em 1950, o ácido caínico foi extraído a partir de uma espécie de 

alga vermelha (Digenea simplex), encontrada em águas tropicais e subtropicais 

(Lévesquea et al., 2013). Estudos indicaram que o ácido caínico induzia 

respostas excitatórias prolongadas em neurônios corticais, evidenciando que o 

ácido caínico podia induzir despolarizações e eventualmente morte celular, 

fenômeno também observado na epilepsia do lobo temporal (Lévesquea et al., 

2013).  

A partir dessas semelhanças foi proposto que as crises epilépticas 

induzidas pelo ácido caínico e a apoptose neuronal estão ligadas à liberação 

patológica do glutamato (Alfaro, et al., 2011). Por essas semelhanças 

comportamentais e patológicas, o ácido caínico tem sido amplamente utilizado 
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experimentalmente como indutor de crises epilépticas do lobo temporal, sendo 

o tipo mais comum de epilepsia refratária (Kao-Chang Lin et al, 2013).  

 

 
 
Figura 4 - Fórmula estrutural do ácido caínico. 
 

 
Na experimentação animal, o ácido caínico pode ser injetado 

intraperitalmente, ou via sistêmica, o que vem sendo uma vantagem em 

relação à via de administração por injeção intracerebral, pois possibilita tratar 

mais de um animal ao mesmo tempo, além de não necessitar procedimentos 

cirúrgicos (Lévesquea et al., 2013). O ácido caínico é um modelo de indução de 

crises epilépticas já bem estabelecido em roedores e conhecido por atuar 

através da super-estimulação do sistema excitatório (Quintans Júnior et al., 

2007). Porém em zebrafish o primeiro estudo com esse modelo foi realizado 

em 2011 (Alfaro, et al., 2011). 

Os animais apresentaram alterações locomotoras, classificadas como 

estágios convulsivos numerados de 1 a 7. Estágio I: imobilidade e 

hiperventilação; Estágio II: comportamento de natação semelhante a 

redemoinhos; Estágio III: movimentos rápidos da direita para a esquerda; 

Estágio IV: contrações musculares anormais e espasmódicas; Estágio V: 

convulsões rápidas de tipo clônica; Estágio VI: perda de postura e espasmos 

por vários minutos; Estágio VII: morte (Alfaro, et al., 2011).  

O estudo de Alfaro e colaboradores (2011) introduziu o peixe-zebra 

como um novo modelo experimental, para o teste de moléculas e fármacos 

injetáveis, e o ácido cainico como um modelo de indução de crises epilépticas. 
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Com base, em que o ácido caínico pode ser injetado intraperitonealmente 

assim tendo a possibilidade de evitar que a droga entre em contato com 

brânquias, olhos e pele é uma grande vantagem na busca por novos 

compostos bioativos, evitando variáveis exposições e toxicidade (Mussulini, et 

al., 2016). 

Castell e colaboradores (2014) analisaram a exposição de ovos de 

zebrafish por 72 horas, a um extrato polifenólico na concentração de 100 µM, 

quanto ao seu efeito neuroprotetor. Embora observada ausência de controles 

mais adequados, os autores conseguiram verificar importantes alterações 

neuroquímicas do sistema colinérgico, o que instiga muitos pesquisadores a 

utilizarem esse modelo para estudar desordens do SNC (Santana, Rico e 

Burgos, 2012).  

Os compostos antioxidantes naturais, como ácido rosmarínico, vem 

sendo estudados como potentes neuroprotetores, contribuindo para a 

prevenção de doenças do SNC (Khamse, et al., 2015). Diversos estudos in 

vitro, modelos animais e em seres humanos demonstraram que a 

suplementação alimentar com essa classe de metabólitos está associada a 

uma grande melhora na função cognitiva, memória e na prevenção de 

demências (Santana, Rico e Burgos, 2012). 

Inúmeras vias estão relacionadas à capacidade neuroprotetora destes 

compostos, incluindo ação anti-inflamatória, modulação das vias de sinalização 

intracelular, modulação da expressão proteica, inibição de caminhos 

apoptóticos e propriedade antioxidante (Kang, et al., 2013; Geldenhuys e Van 

Der Schyf, 2013). Os sistemas colinérgico e serotoninérgico apresentam um 

importante papel nos processos de aprendizagem, percepção da dor e funções 

de memória, nesse sentido diversos estudos com compostos polifenólicos e 

doenças neurodegenerativas, bem como epilepsia estão sendo propostos 

(Falcon, et al. 2016). 
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4. PARTE I: VALIDAÇÃO DO MÉTODO ANALÍTICO DA FRAÇÃO DE 

Blechnum brasiliense 
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O texto da parte 1, que no texto integral da dissertação defendida ocupa o 

intervalo compreendido entre as páginas 47 e 55, foi suprimido por tratar-se de 

informações constantes nos manuscritos em preparação para publicação em 

periódico científico. Foi realizada a validação de metodologia analítica da 

fração de Blechnum brasiliense para determinar o teor de ácido rosmarínico 

neste derivado da planta. A planta seca e moída foi extraída por refluxo, 

utilizando etanol 28% omo solvente extrator. Após, o solvente foi evaporado e 

particionado utilizando solventes de diferentes polaridades, obtendo, assim, a 

fração acetato de etila, a qual foi utilizada nesta parte do trabalho. O método 

analítico foi validado utilizando Cromatografia Líquida de Ultra-Eficiência, 

segundo parâmetros descritos na RDC 899 de 2003 da ANVISA. 
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5.  PARTE II: MANUSCRITO 
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O texto da parte 2, que no texto integral da dissertação defendida ocupa o 

intervalo entre as páginas 59 e 84, foi suprimido por tratar-se de informações 

do manuscrito em preparação para publicação em periódico científico. Foi 

realizada investigação da atividade anticonvulsivante do extrato bruto e da 

fração acetato de etila de Blechnum brasiliense, bem como do produto isolado 

ácido rosmanirico, utilizando modelo de indução de convulsão por ácido cainíco 

em zebrafish. Foi avalidada a toxicidade das amostras em modelo utilizando 

embriões de zebrafish, segundo protocolo da OECD e determinadas as doses 

letais médias.  
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6. DISCUSSÃO GERAL 
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Muitos são os estudos de compostos bioativos de origem vegetal 

visando a identificação de substâncias com possíveis atividades biológicas e 

farmacológicas. O gênero Blechnum é um grupo botânico de grande ocorrência 

no sul do Brasil, porém pouco estudado. Em análise química da espécie B. 

brasiliense foi identificado o ácido rosmarínico como composto majoritário 

(Cazarolli et al., 2009; Andrade, et al., 2016). Diversas atividades biológicas 

são atribuídas a esse ácido fenólico (Salin, et al., 2011; Ghaffari, et al., 2014), 

além de estudos indicando o AR apresenta boa absorção pelo organismo além 

de baixa toxicidade (Khamse, et al., 2015), esses são alguns dos fatores que o 

tornam alvo de diferentes estudos biológicos (Cardoso, Jackix e Pietro, 2016).  

As amostras testadas neste estudo foram coletadas no mês de setembro 

de 2016, na cidade de Morro Reuter município do estado do Rio Grande do 

Sul. Foram secas e trituradas com moinhos de facas, posteriormente realizado 

a granulometria (1400 um). Foi realizada, previamente a este estudo, a busca 

por um método de extração com maior rendimento em ácido rosmarínico. 

Assim, utilizamos a extração por refluxo durante 15 minutos, com solvente 

extrator etanol 28%, sendo submetido posteriormente ao fracionamento por 

meio líquido/líquido, com os solventes hexano, diclorometano e acetato de 

etila. O rendimento do extrato bruto foi de aproximadamente 20% e da fração 

acetato de etila 1%. O método proposto para quantificação de ácido 

rosmarínico em frondes de B. brasiliense foi desenvolvido e validado de acordo 

com a legislação vigente e baseando-se na literatura. Para o método em CLUE 

foi possível comprovar os parâmetros de validação, e o método se mostrou 

eficaz para o objetivo proposto. Foi possível comprovar a seletividade, 

linearidade, precisão, exatidão e robustez.  

O modelo experimental zebrafish oferece além de um genoma 

completamente caracterizado, fisiologia e SNC semelhante aos dos mamíferos, 

o que o torna um ótimo modelo para estudos de epilepsia (Kundap, et al., 

2017). A dualidade larva-adulto, o que permite a investigação mais ampla para 

doenças neurodegenerativas, como também o desenvolvimento mais rápido do 

zebrafish, o torna um modelo ideal para o estudo de desordens do sistema 

nervoso central (Kalueff, et al., 2014). O modelo de indução de crises 
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epilépticas do ácido caínico está relacionado a hiperestimulação do SNC 

(Mussulini, et al., 2016). Tal modelo também é utilizado para estudar-se dano 

neuronal e fatores neuropatológicos como hipóxia, isquemia, epilepsia e 

doença de Alzheimer (Alfaro, et al., 2011). Esse fenômeno de síndrome, já foi 

descrito em roedores, no qual foram injetados agonistas de glutamato como o 

ácido caínico, que causa crises epilépticas juntamente com neurodegeneração 

(Khamse, et al., 2015). Portanto os resultados descritos neste trabalho podem 

vir a ser fonte de estudo dos efeitos neuprotetores da B. brasiliense e seu 

produto isolado. 

Seguindo os objetivos deste trabalho, os ensaios de toxicidade foram 

realizados afim de se estimar a dose letal média (DL50) do extrato bruto, fração 

de acetato de etila das frondes de B. brasiliense e do ácido rosmarínico 

isolado. Neste contexto, o zebrafish tem sido um importante modelo 

experimental, devido à possibilidade de avaliação de múltiplos parâmetros 

incluindo: neurotoxicidade, estudos sensoriais, atividade locomotora, 

cardiotoxidade, más formações e mortalidade (Rosemberg et al., 2011). 

Os ensaios de toxicidade em embriões apresentam um protocolo bem 

estabelecido pela OECD (Organisation for Economic Co-operation and 

Development). Embora nenhuma toxicidade tenha sido relatada previamente 

para o AR, frente a culturas celulares (Andrade, et al., 2016), as larvas de 

zebrafish apresentaram alteração nos batimentos cardíacos e na sobrevivência 

quando expostas ao AR nas maiores concentrações avaliadas. A toxicidade do 

extrato bruto foi ensaiada em concentrações de 10 a 500 ug/mL, apresentando 

uma DL50 de 363 ug/mL. Diferença significativa nos batimentos cardíacos foram 

observadas somente na concentração de 500 ug/mL, indicando baixa 

toxicidade, podendo estar relacionada à presença de monofluoroacetato (Cook 

et al., 2014; Carvalho et al., 2016), bem como, potenciais oxalatos de salicilato 

de metilo (Coelho et al., 2007).  

A fração de acetato de etila apresentou uma leve toxicidade nas doses 

mais altas testadas, apresentando diferença nos batimentos cardíacos a partir 

de 100 ug/mL e diferença na sobrevivência a partir de 50 ug/mL, em relação ao 

controle negativo, com DL50 de 196,3 ug/mL. O ácido rosmarínico também 
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apresentou uma baixa toxicidade nas concentrações testadas, com DL50 de 

250,6 uM. O ácido rosmarínico apresentou diferenças quanto aos batimentos 

cardíacos na concentração de 100 uM e 500 uM. Quanto à sobrevivência, 

apresentou diferenças nas concentrações de 100, 250 e 500 uM, em relação 

ao controle negativo. Em suma, os resultados de toxicidade são satisfatórios, 

uma vez que foi observada leve toxicidade em concentrações elevadas do 

extrato, da fração e do ácido rosmarínico.  

Resultados semelhantes são descritos para outras plantas, com 

destaque para a Carthamus tinctorius com DL50 de 345,6 mg/L (Xia, et al., 

2017), Carpesii fructus com DL50 de 230,4 mg/L (Xia, et al., 2017) e Psychotria 

deflexa com DL50 de 72,18 ug/mL (Bertelli, et al., 2017). Assim, a espécie B. 

brasiliense apresenta-se como candidata à investigação de atividades 

biológicas de seus extratos e produtos isolados, uma vez que sua toxicidade é 

considerada baixa. Além disso, o AR apresentou um perfil toxicológico similar 

ao dos fármacos anticonvulsivantes conhecidos como carbamazepina, 

tiagabina, fenitoína e lamotrigina, com maior tolerabilidade em relação ao 

diazepam (AFRIKANOVA et al., 2013). 

As doses para varredura anticonvulsivante utilizadas nesse estudo, 

foram baseadas em pesquisas anteriores sobre bioprospecção e efeito 

antioxidante (Liu e Jernigan, 2011). Para os ensaios em adultos, as amostras 

foram foram diluídas em tampão fosfato, nas concentrações de 1, 5, 10 e 20 

mg/kg. Os animais foram pré-tratados de forma aguda, injetados i.p. com ácido 

caínico 7,5 mg/kg e observados por 60 minutos. No extrato bruto, observamos 

aumento significativo no tempo para o primeiro episódio de crise clônica 

apenas no grupo pré-tratado com 20 mg/kg. Esta dose e a de 10 mg/kg 

apresentaram diferenças estatísticas na intensidade da crise no intervalo de 

análise entre 2400-3600 segundos.  

Para a fração acetato de etila, as doses de 5 e 10 mg/kg apresentaram 

diferença significativa no tempo das crises, as doses de 1 e 10 mg/kg 

apresentaram diferenças significativas na intensidade da crise nos intervalos de 

0-1200 segundos. Para a dose de 5 mg/kg, a intensidade da crise foi alterada 

no intervalo de 2400-3600 segundos. O ácido rosmarínico a 1 mg/kg 
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apresentou diferença significativa na latência para a primeira crise epilética 

clônica, também apresentou diferença na intensidade da crise nos intervalos de 

0-1200 segundos e 1200-2400 segundos, enquanto a dose de 20 mg/kg 

apresentou uma diferença na intensidade da crise no tempo de 0-1200 

segundos, comparado ao controle.  

As diferenças nas doses ativas entre o extrato e a fração podem estar 

relacionadas à concentração de ácidos fenólicos e do próprio AR (Kyselova 

2011). Estudos com o modelo de roedores apontou que o AR aumentou o 

tempo de latência apenas em dose de 30 mg/kg, quando pré tratado com os 

modelos de pilocarpina e PTZ (Grigoletto et al., 2016). Em tratamento via oral 

de AR a 10 mg/kg, o mesmo foi capaz de reduzir a intensidade da crise, 

quando avaliado em modelo de ácido caínico (Khamse et al., 2015). Porém o 

AR não conseguiu provocar qualquer efeito em modelo como o engodo 

provocado pelo PTZ (Coelho et al. 2015), o que nos sugere que o AR tem um 

potencial efeito sobre os mecanismos de convulsão, mas não na reorganização 

do SNC.  

Os mecanismos descritos para o efeito anticonvulsivo do AR estão 

relacionados com a ativação do sistema GABAérgico. Estudo in vitro do extrato 

metanólico de Melissa officinalis L. demonstrou que o AR inibiu a enzima GABA 

transaminase (Awad, et al., 2009) o que causa um aumento de GABA no 

cérebro e diminuição de glutamatergia (Ben-Menachem, 2011). Este resultado 

é semelhante ao do anticonvulsivante clínico disponível, vigabatrina (VGB), ou 

ácido 4-amino-5-hexenóico, que foi sintetizada pela primeira vez em 1974 e foi 

descoberta como droga antiepiléptica em 2005 por investigadores na França 

(Brunton, 2012). Assim, a VGB foi o primeiro fármaco antiepiléptico com seu 

mecanismo de ação determinado (Yacubian, 2014).  Hoje a VGB é eficaz no 

tratamento da síndrome de West (espasmos infantis) idiopática e criptogênica, 

também é recomendada em alguns casos em terapia junto a outros 

antiepilépticos (Henrique-Sousa, et al., 2007).  

O efeito anticonvulsivo do AR também pode estar relacionado com a 

neurotransmissão, estudo de Guginski e colaboradores (2009), mostrou que 

esse produto natural causou uma inibição em teste de dose-dependente (0,3-3 
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mg/kg) na resposta nociceptiva após injeção intraplantar de glutamato. A 

atividade antiepiléptica e anticonvulsivante do gênero Blechnum não foi até 

então relatada. Assim neste trabalho demosntramos que, pelo menos parte 

dessa atividade, pode ser atribuída ao ácido rosmanirico (Fallarini et al., 2009, 

Khamse, et al. 2015). 
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7.  CONCLUSÃO GERAL 
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Neste trabalho foi validado método analítico por CLUE para a fração 

acetato de etila, possibilitando a quantificação de ácido rosmarínico na 

amostra, a qual apresentou teor de, aproximadamente, 0,076 g%. O extrato 

bruto e a fração acetato de etila de B. brasiliense, bem como o ácido 

rosmarínico isolado da planta apresentaram toxicidade apenas em altas 

concentrações quando avaliadas em modelo de zebrafish. Foram calculadas as 

DL50 das amostras, sendo iguais a 363,3 µg/mL para o extrato, 196,3 µg/mL 

para a fração e 250,3 µM para o ácido rosmarínico. 

Este é o primeiro estudo a avaliar o uso da B. brasiliense no tratamento 

de crises epilépticas. Também avaliamos o efeito do ácido rosmarínico, 

composto majoritário dessa espécie. O modelo em zebrafish, utilizando ácido 

caínico para indução das crises epilépticas, se apresentou como um bom 

modelo para rastreamento de derivados vegetais e substâncias bioativas. O 

extrato bruto (20 mg/kg), a fração acetato de etila (5 e 10 mg/kg) e o AR (1 

mg/kg) foram capazes de reduzir a crise e aumentar o tempo de latência no 

modelo de crises epilépticas em zebrafish.  
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Os anexos, que no texto integral da dissertação defendida ocupa o intervalo 

compreendido entre as páginas 117 e 135, foi suprimido por tratar-se de 

informações constantes no manuscrito em preparação para publicação em 

periódico científico.  
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