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Introdução  
 

A epilepsia é um distúrbio neurológico crônico caracterizado por uma atividade anormal 

dos neurônios cerebrais, que resulta em convulsões recorrentes e repentinas. Essa atividade 

desregulada provoca descargas elétricas excessivas, comprometendo o funcionamento cerebral 

e afetando diretamente a consciência e os movimentos físicos dos indivíduos acometidos (Long, 

2020). 

Estima-se que cerca de 30% dos pacientes com epilepsia não conseguem controlar 

adequadamente as crises com os medicamentos anticonvulsivantes atualmente disponíveis, o 

que impacta significativamente sua qualidade de vida (Milder, 2022). Outro aspecto relevante 

é que esses fármacos apresentam diversos efeitos colaterais, como sedação, prejuízo cognitivo, 

desconforto gastrointestinal e hepatotoxicidade. Outro fator preocupante é o elevado custo do 

tratamento: em 2019, os gastos globais com a epilepsia chegaram a US$ 119,27 bilhões 

(Malanik, 2023). 

Diante desse cenário, torna-se essencial a busca por novas alternativas terapêuticas mais 

eficazes e seguras para o tratamento das convulsões (Challal, 2014). Nesse contexto, os 

metabólitos secundários derivados de plantas têm se destacado como fontes promissoras de 

compostos bioativos com potencial anticonvulsivante (Knap, 2023). Um exemplo notável é o 

canabidiol (CBD), um composto isolado da Cannabis sativa, que tem sido utilizado 

clinicamente como terapia auxiliar no tratamento de convulsões refratárias, especialmente em 

crianças e adolescentes (He, 2024). 

Entre as plantas estudadas com esse potencial terapêutico, destaca-se o gênero 

Combretum, conhecido pela produção de diversos metabólitos bioativos, incluindo triterpenos. 

Pesquisas conduzidas por Silva et al. (2021) demonstraram que a espécie Combretum 

lanceolatum apresenta atividade anticonvulsivante significativa, mediada pela modulação da 

via GABAérgica, uma das principais vias envolvidas no controle das convulsões. Esses achados 

evidenciam o potencial do gênero Combretum no desenvolvimento de terapias para distúrbios 

neurocomportamentais, como a epilepsia. 

Dentro desse grupo, o ácido 5-hidroxi-arjunólico (CM6), um triterpeno cíclico isolado 

da espécie Combretum mellifluum Eichler, tem se mostrado um composto de interesse. Estudos 

indicam que sua ação também ocorre por meio da via GABAérgica (Silva, 2024). No entanto, 

ainda não existem investigações específicas sobre seu potencial anticonvulsivante. 

Para avaliar os efeitos biológicos de novos fármacos, a utilização de modelos animais é 

indispensável. Embora os mamíferos, como roedores e camundongos, sejam amplamente 

utilizados, modelos alternativos, como o zebrafish (Danio rerio), têm ganhado destaque devido 

à sua excelente performance experimental (Lemos, 2025). O zebrafish compartilha 

aproximadamente 85% dos genes associados à epilepsia humana (Malanik, 2023), sendo, por 

isso, amplamente reconhecido como um modelo in vivo eficaz para estudos sobre epilepsia, 

especialmente em triagens de compostos com potencial terapêutico (Knap, 2023). 
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Material e Métodos 

 

Amostra 

 O ácido 5-hidroxi-arjunólico (CM6) foi cedido pela Profa. Dra. Otília Deusdênia Loiola 

Pessoa, do Laboratório de Produtos Naturais e Marinhos, Departamento de Química Orgânica 

e Inorgânica da Universidade Federal do Ceará. 

 

Zebrafish 

 Foram utilizados zebrafish adultos da espécie Danio rerio, linhagem selvagem, com 

idade entre 60 e 90 dias, adquiridos de fornecedor comercial em Fortaleza–CE. Todos os 

procedimentos foram aprovados pelo Comitê de Ética no Uso de Animais da Universidade 

Estadual do Ceará (CEUA/UECE), protocolo nº 04983945/2021. 

 

Protocolo geral  

 Os animais (n = 6/grupo) foram anestesiados, posicionados em esponja umedecida e 

tratados por via intraperitoneal (i.p.) com 20 µL de CM6 (4, 20 ou 40 mg/kg), diazepam (DZP, 

4 mg/kg) ou veículo (DMSO 3%). Os dados foram analisados no software GraphPad Prism 

v.8.0, com significância estatística considerada para p < 0,05. 

 

Toxicidade aguda (96h)  

 Para avaliar a toxicidade aguda, os animais (n = 6/grupo) receberam CM6 (4, 20 ou 40 

mg/kg; i.p.) ou DMSO 3% e foram monitorados por 96 h quanto à mortalidade. A dose letal 

capaz de matar (DL₅₀) foi estimada pelo método Trimmed Spearman-Karber, com IC de 95% 

(OECD, 2019; Arellano-Aguiar, 2015). 

 

Avaliação da atividade locomotora (Teste de Campo Aberto) 

  Os zebrafish (n = 6/grupo) foram tratados com CM6 (4, 20 ou 40 mg/kg) ou DMSO 3%. 

Após 30 minutos, foram individualmente alocados em placas de Petri (10 × 15 cm) divididas 

em quatro quadrantes. A atividade locomotora foi registrada por 5 minutos, com contagem dos 

cruzamentos de linha. 

 

Convulsão induzida por pentilenotetrazol PTZ 

Os animais (n = 6/grupo) foram tratados com CM6 (4, 20 ou 40 mg/kg), DZP (4 mg/kg) 

ou DMSO 3%. Após 1 hora, foram imersos em solução de PTZ (10 mM). Os comportamentos 

convulsivos foram classificados em três estágios: estágio I, aumento acentuado da atividade de 

natação; estágio II: comportamento de natação em espiral, estágio III: convulsões do tipo 

clônus, seguidas de perda de postura. O tempo necessário para atingir cada estágio foi 

cronometrado. Após a avaliação, os animais foram eutanasiados por imersão em água gelada, 

conforme recomendações éticas (Siebel, 2015). 

 

Avaliação da neuromodulação GABAérgica 

 Para investigar a via GABAérgica, dois grupos (n = 6/grupo) foram pré-tratados com 

flumazenil (4 mg/kg; i.p.). Após 15 minutos, receberam CM6 (4 mg/kg) ou DZP (4 mg/kg). 

Trinta minutos depois, foram expostos ao PTZ (10 mM), e os estágios convulsivos foram 

avaliados conforme descrito anteriormente. 

 

Resultados e Discussão 

 

Avaliação da atividade locomotora 

As três concentrações de CM6 (4, 20 e 40 mg/kg) promoveram um aumento 

significativo no número de cruzamentos de linha em comparação ao Diazepam, sugerindo que 
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o composto não induziu comprometimento locomotor nos animais durante o período de 

observação de 5 minutos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Efeito da CM 6 no comportamento locomotor do peixe-zebra adulto no Teste de Campo Aberto (0–5 min). Os 

valores representam a média ± erro padrão da média para 6 animais/grupo; ANOVA seguido pelo teste de 

Tukey. (**p<0,01, ****p<0,0001; vs. Controle; #p<0,05, ###p<0,001, ####p<0,0001 vs. DZP). 

Toxicidade aguda 96h  

A amostra CM6 não apresentou toxicidade em Danio rerio adulto durante o período de 

96 horas de avaliação, com DL₅₀ superior a 40 mg/kg. Além disso, não foram observadas 

alterações anatômicas macroscópicas nos animais tratados. 

Tabela 1 - Resultados dos testes de toxicidade aguda 96h 

 
Amostra Mortalidade 

96h  

DL50 > 40 (mg/kg) / IC  
Ácido 5-hidroxi-

arjunólico 

CN D1 D2 D3  

0 3 2 1 

Legenda: CN- Grupo controle negativo: DMSO 3%. D1 – Dose 1 (4 mg/kg).  D2 – Dose 2 (20 mg/kg). D3 – Dose 
3 (40 mg/kg).  DL50-dose letal para matar 50% dos Zebrafish adulto; IC – intervalo de confiança. 

 

Convulsão induzida por pentilenotetrazol PTZ 

Os resultados indicam que a dose de 4 mg/kg do CM6 apresenta eficácia semelhante ao 

controle positivo Diazepam nos três estágios. Ambos os tratamentos aumentaram o tempo de 

latência para o início das três fases de convulsão analisadas. Esse resultado evidencia um 

potencial efeito anticonvulsivante do CM6 em convulsões induzidas por PTZ. 

O PTZ (Pentilenotetrazol) é amplamente utilizado como modelo de indução de 

convulsão, pois age como antagonista dos receptores GABAA no SNC de mamíferos, causando 

bloqueio seletivo da ação inibitória do GABA, um dos mecanismos centrais para o 

desencadeamento das crises convulsivas (Macdonald; Barker, 1977). 

Nesse sentido, a maioria dos agentes antiepiléticos atua favorecendo a resposta do 

receptor GABAA ao neurotransmissor inibitório GABA (Lima, 2021). Desse modo, o retardo 

na manifestação das três fases da convulsão indica que o Ácido 5-hidroxi-arjunólico causa 

possível redução da excitabilidade neural no SNC de modo semelhante aos benzodiazepínicos, 

como o diazepam (DZP).  

Tal resultado é promissor, visto que existem relatos na literatura de terpenos naturais 

capazes de modular o sistema GABAérgico e tratar doenças neurológicas, favorecendo novas 

perspectivas para o tratamento de distúrbios, como a convulsão (Manany, 2016).  

Figura 1 - Atividade locomotora de Zebrafish adulto frente ao CM6 
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Figura 2 - Efeito do CM6 frente à convulsão induzida por PTZ em Zebrafish adulto 

 

Teste anticonvulsivante da CM6 (A) Estágio I. (B) Estágio II (C) Estágio III. Efeito anticonvulsivante da 

amostra em zebrafish (Danio rerio) adulto a partir da indução de convulsão por PTZ. Controle (DMSO 3%; 20 

μL; i.p.); Dzp – Diazepam (4 mg/kg; i.p..). Os valores representam a média ± erro padrão da média (E.P.M.) para 

6 animais/grupo; ANOVA seguida de Tukey. (*p< 0,05, **p< 0,01, ***p< 0,001, ****p< 0,0001, vs. Controle; 

##p<0,01 ###p<0,001 vs. DZP). 

Avaliação da neuromodulação GABAérgica 

O ácido gama-aminobutírico (GABA) é o principal neurotransmissor inibitório do 

sistema nervoso central, cuja atuação ocorre principalmente na via GABAérgica (Seelhammer 

et al., 2018). Em particular, pode se conectar ao receptor ionotrópico GABAA e ativá-lo para 

permitir a entrada de íons cloro na célula e reduzir a excitabilidade neuronal (Rocha; Lara, 

2020).  

Na epilepsia, a disfunção ou perda de neurotransmissores inibitórios no córtex cerebral 

compromete a inibição dos neurônios excitatórios e essa hiperexcitabilidade leva à atividade 

convulsiva descontrolada (Chen; Sharma, 2025). Dessa forma, muitos anticonvulsivantes 

amplamente utilizados, como o diazepam, exercem efeito modulador da via GABAérgica, 

aumentando a ação inibitória do GABA.  
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Em contra partida, o PTZ é um estimulante que bloqueia o receptor GABAA, impedindo 

a entrada de Cl⁻ nos neurônios, o que propicia uma excitação exacerbada dos neurônios, 

culminando na indução de convulsões. 

A avaliação do mecanismo de ação envolvido no possível efeito anticonvulsivante do 

CM6 foi realizada utilizando a dose de 4 mg/kg, escolhida por ter apresentado o maior tempo 

de latência para atingir o estágio III da convulsão, considerado o mais relevante por 

corresponder a convulsões do tipo clônicas. 

 

Mecanismo de ação anticonvulsivante via GABA da amostra CM 6 (4mg/kg) no Estágio III. (Danio rerio) adulto 

no Teste de indução de convulsão por PTZ. Controle – DMSO 3% (20 µL; i.p.). DZP – Diazepam (4 mg/kg; 20 

µL; i.p.).  Os valores representam a média ± erro padrão da média (E.P.M.) para 6 animais/grupo. ANOVA seguida 

de Tukey (####p<0,0001 DZP vs. Fmz + DZP; #p<0,05 CM 6 vs. Fmz + CM 6). 

Os dados indicaram que, após o bloqueio dos receptores GABAA com flumazenil, houve 

uma redução significativa no tempo de latência para o início das convulsões, sugerindo que o 

efeito anticonvulsivante do CM6 é possivelmente mediado pela via GABAérgica. Esse 

resultado foi corroborado por análise estatística, que revelou diferença significativa entre os 

grupos tratados com CM6 isoladamente e CM6 associado ao flumazenil (CM6 vs. CM6 + Fmz, 

# p< 0,05; Fig. 2). 

Esses resultados corroboram o efeito anticonvulsivante do ácido 5-hidróxi-arjunólico, 

uma vez que fármacos anticonvulsivantes comercialmente utilizados atuam de forma 

semelhante na via GABAérgica. Essa correspondência sugere que o mecanismo de ação do 

composto é consistente com os princípios farmacológicos já estabelecidos, reforçando a 

relevância dos achados. 

 

Conclusões 

 

Conclui-se que o ácido 5-hidroxi-arjunólico (CM6), nas concentrações testadas, não 

apresentou toxicidade nem alterações anatômicas aparentes em zebrafish durante o período de 

96 horas de análise. Ademais, não foram observadas alterações significativas na locomoção dos 

animais, conforme demonstrado no teste de campo aberto. Além disso, a dose de 4 mg/kg 

demonstrou um possível efeito anticonvulsivante, evidenciado pelo aumento do tempo de 

latência em todos os estágios de convulsão induzidos por PTZ. A reversão desse efeito pelo 

antagonista flumazenil sugere o envolvimento dos receptores GABAA na sua ação 

Figura 3 - Avaliação do mecanismo de ação da amostra CM6 
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neuromodulatória. Esses achados ressaltam o potencial farmacológico do CM6 e apontam para 

novas perspectivas terapêuticas no desenvolvimento de alternativas para o tratamento da 

epilepsia. 
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