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RESUMO

O tratamento da epilepsia ¢ desafiador pela existéncia de formas resistentes aos tratamentos
farmacoldgicos e cirtrgicos, cuja refratariedade atinge 30% dos pacientes, tendo morbidade e
mortalidade consideraveis. Foi avaliado no presente estudo, o efeito protetor
(anticonvulsivante) de diferentes formulagdes de fitocanabinoides de grau farmacéutico em
veiculo oleoso e uma formulacdo aquosa em nanoparticulas, nas crises epilépticas agudas,
especificamente na forma de Status Epilepticus (SE). Foram utilizados 70 ratos Wistar adultos
machos, provenientes do Biotério do Centro de Biologia da Reprodugdo da UFJF, subdivididos
em sete grupos, nos quais as crises foram induzidas pelo modelo da pilocarpina por injecao
intraperitoneal. A inje¢do dos compostos, comparou o efeito protetor exercido pelos farmacos
antiepilépticos ja utilizados para o tratamento de crises convulsivas agudas com os
fitocanabinoides de grau farmacéutico. O efeito anticonvulsivante das diferentes formulac¢des
de fitocanabinoides de grau farmacéutico: (Canabidiol isolado, Canabidiol+Canabigerol,
Canabidiol+Canabigerol+THC, Canabinol+Canabicromeno+Canabigerol e
Canabidiol+Canabigerol+Canabicromeno em nanoparticulas aquosas), foi comparado ao
Midazolam, considerado o controle positivo, administrados por via intraperitoneal antes da
inducdo das crises. A avaliagdo incluiu a incidéncia de SE, a laténcia para o inicio das crises e
a severidade comportamental pela escala de Racine e efeitos colinérgicos. Entre os
fitocanabinoides utilizados no experimento, a combina¢do de Canabidiol, Canabigerol e THC
demonstrou o efeito protetor mais robusto (80%), com uma tendéncia similar ao Midazolam.
Por outro lado, o Canabidiol isolado apresentou no grupo testado 40% de protecao, enquanto a
formulagdo em nanoparticulas aquosas foi o grupo que obteve o pior desempenho, com apenas
30% de protecdo e a menor laténcia para o inicio das crises. As demais associagdes de
fitocanabinoides (Canabidiol+Canabigerol e Canabinol+Canabicromeno Canabigerol)
apresentaram protecao intermedidria (50%). A combinacao de fitocanabinoides, especialmente
a que inclui THC em sua formulagdo de grau farmacéutico, pode oferecer um efeito protetor
significativo contra crises epilépticas agudas, refor¢ando a hipdtese do “efeito entourage” e
indicando potencial terapéutico para o manejo de epilepsias refratarias e SE. A variacdo na
eficacia entre as diferentes formulacdes sugere que a composi¢cdo e a biodisponibilidade sdao
fatores cruciais, e a menor eficacia da formulacdo em nanoparticulas aquosas pode ser explicada
por uma possivel curva dose-resposta em "U" invertido, onde a biodisponibilidade alterada

resultaria em concentracdes fora da janela terapéutica.

Palavras-chave: Epilepsia; Status Epilepticus; Fitocanabinoides; Pilocarpina; Efeito Entourage.



ABSTRACT

The treatment of epilepsy is challenging due to the existence of forms resistant to
pharmacological and surgical treatments, with refractoriness affecting 30% of patients,
resulting in considerable morbidity and mortality. The present study evaluated the protective
(inhibitory) effect of different formulations of pharmaceutical-grade phytocannabinoids in an
oily vehicle and an aqueous formulation in nanoparticles on acute epileptic seizures,
specifically in the form of Status Epilepticus (SE). Seventy adult male Wistar rats, sourced from
the Bioterium of the Center for Reproductive Biology at UFJF, were used, subdivided into
groups, in which the seizures were induced using the pilocarpine model via intraperitoneal
injection. The intraperitoneal injection of the compounds compared the protective effect exerted
by established antiepileptic drugs for the treatment of acute convulsive seizures with
pharmaceutical-grade phytocannabinoids. The protective effect of different pharmaceutical-
grade phytocannabinoid formulations: (isolated Cannabidiol, Cannabidiol+Cannabigerol,
Cannabidiol+Cannabigerol+THC, Cannabinol+Cannabichromene+Cannabigerol, and
Cannabidiol+Cannabigerol+Cannabichromene in aqueous nanoparticles) was compared to
Midazolam, considered a positive control, administered intraperitoneally before the induction
of seizures. The evaluation included the incidence of SE, the latency to the onset of seizures,
and the behavioral severity according to the Racine scale and colinergic simptons.. Among the
phytocannabinoids used in the experiment, the combination of Cannabidiol, Cannabigerol, and
THC demonstrated the most robust protective effect (80%), with a trend similar to Midazolam.
On the other hand, isolated Cannabidiol showed 40% protection in the tested group, while the
formulation in aqueous nanoparticles was the group that performed the worst, with only 30%
protection and the shortest latency to the onset of seizures. The other phytocannabinoids
combinations (Cannabidiol+Cannabigerol and Cannabinol+Cannabichromene Cannabigerol)
showed intermediate protection (50%). The combination of phytocannabinoids, especially the
one that includes THC in its pharmaceutical-grade formulation, can offer a significant
protective effect against acute epileptic seizures, reinforcing the "entourage effect" hypothesis
and indicating therapeutic potential for the management of refractory epilepsies and SE. The
variation in efficacy between different formulations suggests that composition and
bioavailability are crucial factors, and the lower efficacy of the formulation in aqueous
nanoparticles can be explained by a possible inverted "U" dose-response curve, where altered

bioavailability would result in concentrations outside the therapeutic window.

Keywords: Epilepsy; Status Epilepticus; Phytocannabinoids; Pilocarpine; Entourage Effect.
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1 INTRODUCAO

1.1 EPILEPSIA

A epilepsia ¢ uma doenga conhecida desde o inicio da civilizagdo e, como condi¢do
patologica, precede o ser humano, acometendo outros mamiferos. Os primeiros relatos de
epilepsia sdo encontrados nos textos da medicina indiana ayurvédica no periodo entre 4500 e
1500 a.C. Sendo a citagdo mais antiga de epilepsia definindo a moléstia e indicando tratamentos
dentro da Charaka Samhita (400 a.C.), sob o nome de "apasmara", que significa perda de
consciéncia, alteragdo de memoria ou distirbio do intelecto. No Egito antigo, o papiro de Ebers,
datado de 1550 a.C., a epilepsia era descrita como "obstaculo no lado direito do organismo",
sendo indicado tratd-la com uma mistura de plantas deixadas ao ar livre por uma noite. E
descrita em tdbuas Sumério-Acadiana, seu primeiro relato com um formato clinico e religioso
desta condicdo neurologica entalhado em pedra, escrito em acadiano na antiga Mesopotamia,
entre 1067 ¢ 1046 a.C. O documento chama-se Sakikku (todas as doengas, em sumério), ¢
descreve uma suposta possessdo demoniaca relacionada aos deuses da Lua, que, pelas
caracteristicas da descri¢do, sugere a ocorréncia de uma crise epilética com todo seu cortejo
(Bruno Neto, 2013).

Na Grécia Antiga, a epilepsia era uma doenga com visdo ambigua, sendo associada a
possessao espiritual, mas também com genialidade e divindade, sendo atribuida a ela o nome
"doenca sagrada" (Morbus Sacer). A escola Hipocratica (500 a.C.), ao invés de se referir a
epilepsia como a doenga sagrada, utilizava o termo “grande doeng¢a”, dando origem ao termo
moderno “Grand mal”, usado para crises convulsivas tonico-clonicas até hoje, tendo ainda o
mérito de fazer a primeira descri¢do da epilepsia como doen¢a no mundo ocidental no tratado
médico, “corpus Hipocraticum” por volta de 400 a.C. (Passos, 2020).

O termo epilepsia ¢ derivado do grego antigo (émidoufaverv — epilambaneim), dando
origem ao termo, epileptikos definindo-se literalmente como: atacar, tomar, capturar, possuir,
ter. O que significaria por extensdo, agarrar-se bruscamente sendo tomado por espasmos,
descrevendo o estado em que o paciente se encontra no momento da crise, como se estivesse
sendo possuido por demdnios ou arrebatado por algo divino e foi utilizado pela primeira vez
por Avicena em 1.000 d.C. (Magiorkinis; Sidiropoulou; Diamantis, 2010; Rotta; Winckler,
[2010]; Seixas, 1922).

Hipodcrates e sua escola, rejeitavam a nogdo de que a epilepsia fosse causada por

espiritos e de natureza divina, determinando que sua origem nao era sagrada, e sim cerebral.
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A epilepsia ao longo dos séculos teve sua imagem na sociedade mudando de acordo
com a visdo de mundo de cada época, sendo considerada desde um “mal sagrado” (“morbus
sacer’) ou um “mal comicial”’, onde a ocorréncia de uma convulsdo durante um comicio ou
discurso no Féorum Romano, era vista como um sinal de intervencdo divina ou uma forma de
éxtase, criando um elo entre o individuo e as divindades, como no caso das sacerdotisas do
Oréculo de Delfos na Grécia antiga. A epilepsia poderia ser motivo para se desfazer um negdcio
como a devolugdo de um escravo, conforme constam no codigo de Hamurabi, legislagdes
referentes ao comércio de escravos considerados com “defeito”, incluindo ai a epilepsia (Stol,
1993).

Na Idade Média, a epilepsia passou a ser associada a uma condicdo de maldicao e
possessdo demoniaca (morbus demoniacum), sendo motivo de acusacdo de bruxaria e
condenacdo (Gomes, 2006), estigmatizando seus portadores, perdurando até os dias de hoje,
causando um impacto biopsicossocial no individuo e em seu circulo familiar, e deste ponto de
vista a epilepsia pode ser resumida como doenga que, nos dizeres de Yacubian (2014) carrega
“[...] 4 mil anos de ignorancia, supersticdo e estigma, seguidos pelos atuais 100 anos de
conhecimento, supersti¢do e estigma [...]” (Fernandes; Li, 2006; TST, 2005; Yacubian, 2014).

John Hughlings Jackson (1835-1911) na segunda metade do século XIX em 1873,
definiu a epilepsia como “uma descarga ocasional, subita, rdpida e localizada na substancia

cinzenta”. Este conceito até hoje permanece atual (Gomes, 2006).

1.2 DEFINICAO
De acordo com a Liga Internacional Contra a Epilepsia (Fisher, 2014, p. 477, tradugao

nossa):

Epilepsia ¢ uma doenga do cérebro definida por qualquer uma das seguintes
condigoes:

1. Pelo menos duas crises epilépticas ndo provocadas (ou reflexas) ocorrendo
com um intervalo superior a 24 h.

2. Uma crise epiléptica ndo provocada (ou reflexa) e a probabilidade de
ocorréncia de outras crises similar ao risco geral de recorréncia (de pelo menos
60%) ap6s duas crises epilépticas ndo provocadas, ocorrendo nos proximos 10
anos.
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1.3 EPIDEMIOLOGIA

Das patologias neuroldgicas consideradas graves a epilepsia ¢ a mais prevalente,
acometendo em torno de 40 a 60 milhdes de pessoas, ou quase 1% da populacdo mundial (Min;
Sander, 2003; Neligan; Sander, 2019), sendo que dentre os portadores de epilepsia nem todos
tem acesso ao tratamento medicamentoso de modo parcial ou integral, sendo este nimero
estimado em torno de 10 a 40% (Kale, 2002). Dentre os grupos em tratamento, 20 a 30% serao
considerados de dificil controle com forte impacto em sua qualidade de vida (Frayman et al.,
1999). A dificuldade de tratamento e a refratariedade também implicam numa taxa de
morbidade e mortalidade ligadas as crises. Sendo registrados no Brasil no periodo de 1980 a
2003, 32.655 obitos ligados a epilepsia, com variagdes de acordo com as regides (Ferreira;
Silva, 2009).

A prevaléncia mundial da epilepsia ¢ estimada em torno de 10/1.000 pessoas, sendo
uma das doengas neurologicas cronicas mais graves, atingindo cerca de 40 milhdes de pessoas
no mundo (Bazil; Pedley, 2011; Kanashiro, 2006). Tem prevaléncia na populagdo brasileira de
1,4% e estima-se que dentre estes, somente 10 a 40% recebam tratamento (Tavares et al., 2014),
dentro do grupo dos pacientes que recebem tratamento, 30% sdo considerados refratarios, ou
seja, continuam a ter crises, sem remissdo, mesmo com o tratamento adequado com os
medicamentos antiepilepticos com auséncia de resposta terapéutica ao uso de pelo menos duas
drogas antiepilépticas de primeira escolha, com os niveis séricos em concentragdes terapéuticas
(Kwan; Brodie, 2000; Regesta; Tanganelli, 1999), sendo assim, a busca de novos medicamentos
ou novas terapias se mantem relevante para ofertar tratamento a este grupo de pacientes, uma
vez que a mortalidade entre os pacientes epilépticos € duas a trés vezes maior que a populagao

geral (Tavares et al., 2022).

1.3.1 Epidemiologia — Epilepsia e mortalidade: importancia do tratamento do estado

de mal epiléptico (Status Epilepticus, Estado de Mal Epiléptico)

Dentre as causas de morte associadas a epilepsia, o estado de mal epiléptico ou status
epilepticus, corresponde a 58% dos Obitos sendo uma emergéncia clinica que impde rapida
interven¢ao, definida como uma crise prolongada com duragao de mais de 30 minutos ou crises
de menor duracdo, porém sem recuperacdo da consciéncia entre as crises (Garzon, 2008). O
status epilepticus é definido pela ILAE como consequéncia de uma falha nos mecanismos

neuronais de finalizagdo das crises ou aparecimento de mecanismos que prolongam as crises



(Trinka, 2015). O status epilepticus ¢ uma condi¢do clinica que deve ser tratada de modo
imediato por levar a consequéncias tardias tais como: morte neuronal, lesdo neuronal e
alteracdo de redes neurais, sendo as lesoes instaladas dependentes do tipo de crise e sua duragao.

O status epilepticus (SE) ou estado de mal, classificado inicialmente em dois tipos,

generalizado e focal por Engel (2001), foi atualizado em 2025 pela ILAE:

Figura 1 - Classifica¢do do Estado de Mal Epiléptico
Baseada na semiologia das crises e correlagdo eletroencefalografica

COM SINTOMAS MOTORES PROEMINENTES

Convulsivo Generalizado

* Tonico-clonico

* Tonico

* Clonico

» Mioclonico

Focal Motor

* Focal com sinais motores

* Epilepsia Parcial Continua

* Focal com evolug¢ao bilateral

Hipercinético

» Comportamentos complexos

» Movimentos automatizados

Nao-Convulsivo com Coma

* Generalizado

* Focal

* Desconhecido

Nao-Convulsivo sem Coma

* Estado de auséncia tipica

* Estado de auséncia atipica

* Focal com comprometimento da consciéncia

» Estado aféasico

Focal sem Comprometimento da Consciéncia

* Sensitivo

* Afasico

* Visual, auditivo, outros

Critérios Temporais:

t1 (tempo para iniciar tratamento): 5 minutos

t2 (tempo para definir SE refratario): 30 minutos
Durag¢do minima: >5 minutos para crises generalizadas; >10 minutos para crises focais
Fonte: Diretrizes ILAE para classificagdo do Estado de Mal Epiléptico (2025).
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O status epilepticus (SE) tem como sua principal causa entre os pacientes epilépticos
a falha no uso da medicacdo e nos seus antecedentes convulsivos, os acidentes vasculares
encefalicos e os quadros infecciosos. E uma condigdo que impde medidas imediatas quando se
constata que a crise dura além do esperado, tendo sido convencionado o chamado instante T1,
aos 5 minutos de crise, ¢ T2 aos 20 minutos. O momento que se deve iniciar as medidas
terapéuticas de urgéncia, ¢ em T1. O instante T2 a partir dos 20 minutos ¢ o momento em que
se consideram ja existir riscos e consequéncias a longo prazo decorrentes do status epilepticus,
com o risco de lesdo cerebral aumentando a medida que a crise se prolonga ao longo do tempo,
sendo indicador de prognostico.

Os marcos temporais das crises T1 (5 minutos), e T2 (20 minutos), e avaliacao do risco
de lesdes cronicas, foram estabelecidos em pesquisas experimentais em animais de laboratorio.

(Trinka, 2015).

1.4 CLASSIFICACAO DAS EPILEPSIAS

A classificagdo da ILAE (Liga Internacional Contra a Epilepsia, 2025), ¢ uma
ferramenta essencial para a melhor compreensao, diagndstico e tratamento das epilepsias, além
de impulsionar a pesquisa nessa area. A constante revisdo e atualiza¢do da classificag¢do pela
ILAE reflete o avanco do conhecimento cientifico sobre as epilepsias. Fornece informagdes em
linguagem clara e consistente que descreve os tipos de crises epilépticas e sindromes
epilépticas, com isso facilitando a comunicagao entre profissionais de satide em todo o mundo,
evitando ambiguidades e erros de interpretacao.

Por ser uma classificacdo detalhada auxilia o clinico a identificar com mais precisdo
os tipos de epilepsia sendo isso crucial, uma vez que diversos tipos de epilepsia podem
responder de modo distinto a tratamentos especificos. Auxilia ainda na escolha do tratamento
mais adequado para cada tipo de epilepsia, pois alguns medicamentos sdo mais eficazes para
crises focais, enquanto outros sao melhores para crises generalizadas

Na 4rea de pesquisa a classificacdo agrega os pacientes com caracteristicas
semelhantes para estudos em grupos homogéneos para a realizagdo de ensaios clinicos, o que ¢
essencial para avaliar a eficicia de novas medicagdes e terapias, facilitando a investigacdo das
causas da epilepsia, a identificagdo de fatores genéticos, a compreensdo dos mecanismos
subjacentes e o desenvolvimento de novas terapias.

Ao utilizar uma terminologia clara, a classifica¢do ajuda os pacientes e suas familias a

entenderem melhor a sua condi¢do, os tipos de crises que ocorrem e as opgdes de tratamento
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disponiveis. A ILAE fez uma atualizagdo em 2025 da classificacdo operacional das convulsdes
epilépticas. As modificagdes foram baseadas na experiéncia adquirida com a implementagao
clinica da classificagdo de 2017. A atual classificagdo se fundamenta em quatro classes
principais sdo:

e Focal,;

e Generalizado;

e Desconhecido (seja focal ou generalizado);

e Nao classificado.

Que classificam as epilepsias em 3 niveis:

Figura 2 - Classificacdo das Crises Epilépticas ILAE
Comparacgao entre 2017 e Atualizagdao 2025

NIVEL 1: TIPO DE CRISE

FOCAL

GENERALIZADA

DESCONHECIDA

NAO CLASSIFICADA
!
NIVEL 2: TIPO DE EPILEPSIA

EPILEPSIA FOCAL

EPILEPSIA GENERALIZADA
EPILEPSIA COMBINADA

EPILEPSIA DESCONHECIDA

!

NIVEL 3: SINDROME EPILEPTICA
SINDROME ESPECIFICA
ASSOCIACOES ESTRUTURAIS/METABOLICAS
Fonte: Beniczky et al. (2025b).

As principais mudancas feitas em 2025 em relag@o a classificagdo de 2017 foram:
redu¢do de 63 para 21 tipos de crises; distingdo clara entre classificadores e descritores;

manuten¢do das quatro classes principais.

1.4.1 Classificacdo das sindromes epilépticas

A classificagdo das sindromes epilépticas da ILAE, refinou a categorizacdo das

epilepsias, organizando-as em grupos com base em caracteristicas clinicas, idade de inicio e

etiologia. Sendo definidas como:
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o Epilepsias focais: crises originadas em uma area especifica do cérebro.
o Epilepsias generalizadas: envolvem ambos os hemisférios cerebrais desde o
inicio.
o Epilepsias combinadas (focal e generalizada): apresentam caracteristicas de
ambos os tipos.
o Epilepsias de origem desconhecida: quando ndo ha informagdes suficientes
para determinar a origem.
Além disso, a classificagdo destaca sindromes epilépticas especificas, como a
Sindrome de Dravet, Sindrome de Lennox-Gastaut ¢ Epilepsia Mioclonica Juvenil, entre

outras. As sindromes foram organizadas de acordo com a faixa etaria de inicio:

Figura 3 - Classificacdo das Sindromes Epilépticas ILAE 2022 de acordo com a idade de
inicio
NEONATOS E LACTENTES (0-2 anos)

e Sindrome de Ohtahara

e Sindrome de West

o Epilepsia Mioclonica em Lactentes
e Sindrome de Dravet

o Epilepsia Focal Migratéria Maligna
o Encefalopatia Epiléptica Precoce

e Convulsdes Neonatais Benignas

o Convulsdes Neonatais Familiares

INFANCIA (2-12 anos)

e Sindrome de Lennox-Gastaut

o Epilepsia com Auséncias da Infancia

o Epilepsia com Auséncias Mioclonicas

o Epilepsia Atonica Mioclonica

e Sindrome de Landau-Kleffner

e CSWS (Estado de Mal em Sono de Ondas Lentas)
o Epilepsia Rolandica Benigna

e Sindrome de Panayiotopoulos

ADOLESCENCIA (12-18 anos)

o Epilepsia Auséncias Juvenil

o Epilepsia Mioclonica Juvenil

o Epilepsia com Crises TCG ao Despertar
o Epilepsia Mioclonica Progressiva

o Epilepsia de Leitura

o Epilepsia Reflexa
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IDADE VARIAVEL

o Epilepsias Familiares
o Epilepsia do Lobo Temporal Mesial
e Sindrome de Rasmussen
e Crises Febris Plus
o Epilepsia Noturna do Lobo Frontal
o Epilepsia Focal Familiar
Hemiconvulsdo-Hemiplegia
Fonte Classificacao ILAE (2022) - Task Force on Nosology and Definitions.

A consciéncia ¢ um classificador importante e ¢ operacionalmente definida pela
consciéncia e capacidade de resposta. As convulsdes sdo descritas como tendo ou nao
manifestagdes observaveis (basicas) ou pela sequéncia cronologica da semiologia (expandida),

(Beniczky et al., 2025a; LBE, 2021; Wirrell et al., 2022). Sendo sintetizadas de forma grafica:

Figura 4 - Resumo dos tipos de epilepsias, sumario do tipo de crise e correlagdo com as
etiologias: ILAE — 2025

EPILEPSIA
DE INICIO
DESCONHECIDO
EPILEPSIA |
| | GENERALIZADA| __ | |
Com Sem _
comorbidade| |comorbidade [ Focal ] [Generallzada]
genética genética i Com etiologia )

estrutural/metabdilica
\ v

EPILEPSIA
DE CAUSA
ESPECIAL

Fonte: Beniczky et al. (2025a).
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Figura 5 - Apresentacdo das epilepsias e suas sindromes pela ILAE

Tipos de crises * \

Etiologias

Focais Generalizadas Desconhecidas
y Estrutural

Tipos de epilepsias Infeciosa

Focais Generalizadas Focais & Desconhecidas :
generalizadas Metabdlica
@ Imunolégica

Desconhecida
Sindromes epiléticas

Comorbilidades

.giia

Fonte: Beniczky et al. (2025a).

As mudangas na classificagdo das epilepsias pela ILAE impactam diretamente o
tratamento clinico, trazendo beneficios como:

e Diagnosticos mais precisos: A nova categorizagdo permite uma identificagao
mais detalhada do tipo de epilepsia, facilitando a escolha do tratamento
adequado.

e Melhor selecio de medicamentos: Com uma classificacdo mais refinada, os
médicos podem prescrever farmacos mais especificos para cada tipo de crise.

e Integracio com avangos genéticos: A inclusdo de fatores genéticos na
classificagc@o ajuda na personalizagdo do tratamento, considerando a origem da
epilepsia.

e Aprimoramento das diretrizes terapéuticas: As novas diretrizes oferecem
protocolos mais claros para o manejo clinico, garantindo melhores resultados

para os pacientes.

1.5 DIAGNOSTICO

J4& tendo sido conceituada como uma doenca sindrémica com diversos tipos de
manifestagdes clinicas e neurofisiologicas, o diagnostico de epilepsia deve ser baseado na

classificacdo clinica das crises, associadas ao padrdo eletroencefalografico, procurando
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classificar o paciente com uma determinada sindrome com caracteristicas clinicas e
eletroencefalograficas (EEG).

Na pratica o diagnostico da maioria das crises epilépticas ¢ realizado baseado na
histéria pregressa descrevendo a instalagdo das crises, seguida de um exame neuroldgico e
fisico. Relato de familiares ou até mesmo de transeuntes que eventualmente auxiliem o
paciente, sdo importantes dados a serem considerados. Sintomas como a aura e gatilhos
desencadeantes devem ser pesquisados, além da idade de inicio, frequéncia e data da ultima
crise. A existéncia de um diario de crises pode também auxiliar no diagndstico. Eventos pré,
peri e pds-natais, devem ser pesquisados assim como o histérico de crises febris ou espontaneas,
histérico de epilepsia familiar e fatores epigenéticos (Elger; Schmidt, 2008). No diagndstico da
epilepsia ¢ importante destacar que uma Unica convulsdo ndo caracteriza o diagnostico da
epilepsia e que além do eletroencefalograma de vigilia e suas variantes, outros recursos podem
e devem ser usados tais como imagem por ressondncia magnética e testes genéticos dentre

outros (Brigo, 2011; Cascino, 2008).

1.6 TRATAMENTO

Como a epilepsia ¢ uma condigdo cronica, afetando aproximadamente 50 milhdes de
pessoas no mundo em suas multiplas manifestacdes clinicas, deve ser diferenciada das
convulsoes sindromicas (Lima et al., 2020). Nesta avaliacdo ¢ necessario inicialmente
confirmar a epilepsia, identificar o tipo de crise e achar a causa, sendo importante no caso
especifico das formas de epilepsia de dificil controle identificar os fatores predisponentes, tais
como: inicio precoce, crises generalizadas frequentes, incapacidade de se obter o controle
rapidamente, evidencia de lesdo organica cerebral, causa especifica da crise,
eletroencefalograma com anormalidade grave, quociente de inteligéncia baixo, crises de
auséncias atipicas com atonia.

O tratamento deve objetivar eliminar as convulsdes, evitar os efeitos colaterais pelo
uso cronico dos farmacos antiepilépticos (FAE), e ainda o ajuste psicossocial. E importante
destacar que atualmente ndo existe tratamento curativo ou que impega o processo de progressao
da epileptogénese, ou seja, ndo conseguimos interromper a historia natural da doenga (Morita,
2012).

A decisdao do inicio do tratamento deve envolver todos os aspectos sociais,
vocacionais, de seguranca e risco de recorréncia da convulsdo, uma vez que o tratamento

farmacologico ndo ¢ isento de riscos e cerca de 30% dos pacientes apresentardo efeitos
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adversos, sendo que nas criangas os riscos adicionais de alteragdes comportamentais e do
desenvolvimento neurologico devem ser considerados (Bazil; Pedley, 2012).

Epilepsia deve ser considerada resolvida para os individuos que tenham uma sindrome
epiléptica idade-dependente que ja tenham ultrapassado a idade limite para esta sindrome ou
para aqueles que tenham permanecido livres de crises nos ultimos 10 anos, sem fdrmacos

antiepilépticos nos ultimos cinco anos.

1.6.1 Tratamento farmacologico da epilepsia

O tratamento medicamentoso moderno da epilepsia, teve inicio no final do século XIX,
com o uso do Brometo de Potassio a partir de 1857, prescrito por Charles Locock, um obstetra
que através de suas observagdes viu que parte de um composto sedativo com propriedades anti-
afrodisiacas, e anti-histéricas, também tinha efeito nas crises epilépticas. A incorpora¢do do
fenobarbital como antiepiléptico veio da observacao de Alfred Hauptman em 1912, que quando
usado como sedativo em pacientes epilépticos em uso de brometo, estes tinham suas crises
reduzidas, se tornando o farmaco de primeira indicagdo até o final dos anos 30, iniciando a era
moderna do tratamento farmacoldgico da epilepsia (Yacubian, 2014). A observagao do uso do
fenobarbital como droga antiepiléptica impulsionou a pesquisa clinica e Merrit e Puttnan, em
1938, trataram 200 pacientes com crises epilépticas com a fenitoina, tendo como resultado em
142 casos o controle das crises de “grande mal” (58%) e com reducdo da frequéncia das crises
em 27% (Jorge, 2014).

A partir de entdo diversas drogas foram sintetizadas ou “redescobertas, para seu uso
como anticonvulsivantes e foram utilizadas na pratica clinica com diferentes protocolos desde
a monoterapia até a politerapia, porém mesmo com o uso de novas drogas antiepilépticas,
aproximadamente 30% dos pacientes ainda apresentam crises (Guerreiro, 2006).

Os critérios de escolha dos farmacos antiepilépticos utilizados no tratamento devem
ser baseados na apresentacdo clinica da crise, de acordo com as indicagdes especificas de cada
droga, avaliando os beneficios e riscos que implicam em seu uso, comecando sempre pela
monoterapia e se necessario fazer ajuste de doses, associacdo e trocas, buscando o controle das
crises. O estabelecimento de um estado de refratariedade séria quando ndo houver controle
adequado das crises, utilizando pelo menos dois ou trés farmacos antiepiléticos, na dose
maxima pelo periodo de 18 a 24 meses, ou ainda, se as crises forem controladas, mas com
efeitos colaterais inaceitaveis € em sua maioria, os estudos de refratariedade ficam em torno

dos 30% (French, 2006; Friedman; Devinsky, 2015).
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1.6.2 Tratamento cirurgico da epilepsia

As opgdes de tratamento cirurgico das epilepsias refratarias atualmente se concentram
nas resse¢oes da amigdala e hipocampo nos casos de esclerose mesial temporal, com evidéncias
de classe I para a eficdcia da lobectomia temporal no tratamento de convulsdes intrataveis
(Miller; Hakimian, 2013). Os demais procedimentos cirtirgicos como a calosotomia,
hemisferectomia, implante de estimulador do nervo vago e implante de eletrodo cerebral
profundo, sdo opgdes cirurgicas que implicam em procedimentos que realizam ablagdes
(amigadalo-hipocampectomia, calosotomia, lesionectomia e hemisferectomia), ou implantes de
dispositivos que liberam pulsos elétricos por meio de eletrodos implantados no sistema nervoso,
sendo modulatdrios da atividade neural, como um marca-passo, mas ainda assim, ndo isentos
de complica¢des. De modo pratico, a cirurgia de epilepsia ¢ o modo mais eficaz de controlar
convulsdes em pacientes com epilepsia focal resistente a medicamentos, em muitos casos
implicando em melhora na cogni¢do, comportamento e qualidade de vida. Os riscos de eventos
adversos graves e deterioragdo do estado clinico podem ser minimizados em pacientes
cuidadosamente selecionados, sempre levando em conta os riscos inerentes aos procedimentos
neurocirurgicos a céu aberto, tais como, hemorragia, edema pos-operatorio, infegdes dentre
outros, ou os implantes de geradores de pulso para neuromodulagdo, que além destes riscos
proprios, ainda tem seu custo muito elevado mesmo em paises ricos (Chambers; Bowen, 2013;

Cukiert, 2015; Lins et al. 2012; Ryvlin; Cross; Rheims, 2014; Terra et al. 2016).
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Figura 6 - Fluxograma do algoritmo de indica¢des do uso associado dos fitocanabinoides em
epilepsia resistente

Epilepsia
farmacorresistente

l
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-~ |
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l
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Fonte : Meira e Bezerra (2024).

1.7 A PLANTA CANNABIS SATIVA

1.7.1 Taxonomia

A Cannabis sativa ¢ uma das plantas mais antigas cultivadas pelo ser humano,
originaria da Asia onde foi domesticada. Sua taxonomia é complexa e alvo de discussdo entre
os especialistas, uma vez que tem sido utilizada ha milénios por diversas comunidades e regides
do planeta como alimento, narcético e fonte de fibras para tecidos, dificultando o trabalho dos
taxonomistas pela sua diversidade genética (Costa, 2023; Schultes et al., 1974). Por esta razao,
a taxonomia da Cannabis ¢ complexa e controversa, pertencente a Ordem: Rosales, Familia:
Cannabaceae, Género: Cannabis (Lamarck, 1783 apud Pollio, 2016; Lineu, 1753 apud Pollio,
2016), com trés Espécies de acordo com Pollio (2016):

e Cannabis sativa

e Cannabis indica

o Cannabis ruderalis
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De modo pratico e funcional, ao invés da canabis ser classificada fenotipicamente, se
utiliza o conceito de quimiotipo, ou quimiovar, que ¢ uma sistematiza¢do utilizada para
qualificar plantas com base na composi¢do quimica dos compostos que elas produzem. O
quimiotipo se concentra nos principios ativos que a planta sintetiza. No caso da canabis, se

baseia principalmente na concentracdo de THC (tetrahidrocanabinol) e CBD (canabidiol).

A classificacdo por quimiotipo ¢ atualmente dividida em trés (Small; Beckstead, 1973;

Weiblen, 2015; Russo, 2019):

¢  Quimiotipo I (Dominante em THC): Proporcao 1:5
e  Quimiotipo II (Equilibrado em THC/CBD): Proporcao 1:1
¢ Quimiotipo III (Dominante em CBD): Propor¢do 5:1

De modo que uma planta fenotipicamente C. sativa pode produzir mais CBD que THC e
uma C. indica, ter os dois em concentragdes iguais. Diante dessa diversidade de associagdes e
de diversos compostos da planta de Cannabis (canabinoides, terpenos, flavonoides) que a
atuam em conjunto, diferentes quimiotipos resultam em diferentes efeitos entourage (Russo,

2019).

Figura 7 - Planta Cannabis em ilustra¢do do século XIX

Cannadineac

Fonte: Muller (1887).



26

1.7.2 Aplicacoes da Canabis

O uso da Cannabis s. remonta ha cerca de 5000 anos a.C. na China, sendo considerada
uma das primeiras plantas a ser utilizada na medicina (Pertwee, 2006). Teve uso ainda na
producdo de fibras téxteis e papel, passando pela culinaria na forma de tempero. Seus primeiros
registros com indicagdo medicamentosa foram feitos na farmacopeia chinesa, com evidéncia
documentada no ano de 2700 a.C. ¢ em tabuas Assirias em 3000 a.C., com indicagdo de
tratamento para dores reumadticas, maldria, constipagdo intestinal e cdlicas dentre outras,
principalmente na forma de sementes e ja teria sido também descritas suas propriedades
psicoativas e antiepilépticas (Zuardi, 2006, Devinsky, 2024). O extrato de canabis também era
administrado junto com vinho como anestésico em cirurgias (Li, 1974). O uso da planta tanto
como medicamento, recreacional e mistico, alcangou a India levada pelos povos nomades da
Asia Central sendo incorporada a cultura e a medicina Hindu por volta de 1000 a.C., com
indicagdo para tratamento de dores, antiepiléptico, ansiolitico, miorrelaxante, antiespasmodico,
anestésico, anti-inflamatorio, antiasmético hipnoético, digestivo, diurético, antitussigeno e
antibiotico de uso topico dentre outros (Aldrich, 1997; Mikuriya, 1969; Touwn, 1981). Logo o
uso da planta alcangou o oriente médio sendo incorporada nas praticas médicas e religiosas, e
hé relatos do uso na Europa pré-cristd sem grandes destaques em relagdo a medicina oriental
(Aldrich, 1997).

Até o século 18 da era atual, o uso da canabis como medicagdo era muito intenso na
ndia e seu uso amplamente disseminado no oriente médio, sendo a planta citada nos
compéndios escritos por médicos arabes (como Avicena em 1000 d.C.), relatando em escritos
subsequentes suas propriedades antiepilépticas e seu potencial de adicdo (Aldrich, 1997;
Fankhauser, 2002).

A canabis chegou as américas trazida pelos escravos no século 16, através do contato
com os arabes que difundiram o seu uso na Africa. Desde esta época, a planta chamou a atencio
dos médicos europeus, e sua aplicagdo na pratica clinica se intensificou no século 19 e inicio
do século 20 a partir da publicacdo dos trabalhos de Willian B. O’Shaughnessy e Jacques-
Joseph Moreau, um clinico irlandé€s e o outro psiquiatra francés, descrevendo as propriedades
usadas na terapéutica dos sintomas organicos do reumatismo e a epilepsia e para distarbios
psiquicos, configurando uma grande contribui¢ao feita a medicina numa época de escassez de
tratamentos e que contribuiu para sua difusdo e amplo uso na Europa e América do Norte, com
os extratos de canabis produzidos e comercializados por grandes laboratdrios da época e que

estao em atividade até os dias atuais (Fankhauser, 2002). Inimeros estudos e formulagdes foram
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feitos, inicialmente tentando associar o efeito dos extratos da canabis com opioides, além de
estudos descritivos e e experimentos em usuarios humanos (Costa, 2011), no século XIX.
Apesar do amplo uso e das diversas formulagdes, os principios ativos ainda ndo tinham
sido identificados, até que em 1857, J. Personne, descreveu em um trabalho a andlise de
canhamo, aparecendo algumas das primeiras formulas moleculares de elementos da resina de
Cannabis, embora, posteriormente, se demonstrou que estas formulas eram equivocadas, de
dois hidrocarbonetos denominados canabena (cannabéne, C36H20) e hidreto de canabena
(hydrure de cannabene, C12H24), sendo atribuido ao primeiro, ser o principio ativo do
canhamo da India. O conhecimento disperso, a nomenclatura dos compostos pouco
sistematizada e inimeras formulas, implicavam em respostas imprecisas ao tratamento com os
extratos de canabis (Costa, 2023), desestimulando gradativamente o seu emprego a partir das
primeiras décadas do século 20, simultaneamente foram gradativamente suplantadas as
formulagdes de canabis pelos novos farmacos descobertos pela industria farmacéutica, que
tinham indicagdes terapéuticas semelhantes (Fankhauser, 2002). Com a diminui¢do do uso,
também vieram leis que criminalizaram o uso tanto da canabis como de seus fitocanabinoides,

que se mantem restritos e estigmatizados até hoje em grande parte dos Estados Unidos e Europa.

1.7.3 Canabinoides e seus receptores

Apesar da proibi¢ao do uso da canabis em formulag¢des terapéuticas no inicio do século
20, o estudo de suas propriedades farmacoldgicas e possiveis acdes terapéuticas nio foi
interrompido e em 1940 o canabidiol foi o primeiro fitocanabindide a ser sintetizado sendo sua

estrutura conhecida em 1963 por Mechoulam, que em 1964 isolou o THC.

Figura 8 - Formulas do THC (A) e canabidiol(B)

Fonte : Martinez Naya et al. (2023).
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Foi iniciada assim uma nova série de descobertas sobre o uso farmacéutico dos
fitocanabinoides (Pertwee, 2006) e, em 1988, o primeiro receptor canabindide, CB1(CB1 e CB2
(Cannabinoid binding receptor type), De acordo com Costa (2011), os receptores canabinoides
pertencem a superfamilia dos receptores acoplados a proteina G, com sete dominios trans
membranares, ligando-se a proteinas Gi/o, embora ainda possam interagir com proteinas Gs ou
Gq pontualmente. Posteriormente em 1992, foi descoberto um neurotransmissor endégeno que
se ligava aos receptores canabinoides, a anandamida, seguida da identificagdo de um segundo
maior endocanabindide, o 2-aracdonilglicerol (2-AG). Descreveu-se assim o sistema
endocanabinoide, que seria composto por receptores, os endocanabinoides € enzimas, sendo um
sistema de sinalizacdo molecular envolvido na regulacdo de varias fungdes bioldgicas. Esse
sistema desempenha um papel importante na manutencao da homeostase dentro do organismo.

A descoberta dos receptores endocanabinoides e o isolamento dos dois principais
fitocanabinoides, o THC e CBD em 1964, inauguraram um novo ciclo de estudos para as
aplicacdes dos derivados canabinoides extraidos da planta. As indica¢des atuais ndo diferem
muito das de quase 3000 anos atrds, porém hoje com o conhecimento dos principios ativos
temos a oportunidade de abordar diversas possibilidades de uso e avaliar as indicagdes de modo
mais preciso, sendo divididos os compostos canabinoides em 3 classes:

e Endodgenos: Anandamida (N-araquidoniletanolamida) e 2 araquidonilglicerol
(2AQG).

e Fitocanabinoides (THC, canabidiol, canabinol dentre outros canabinoides ¢ demais
substancias extraidas da planta, incluindo terpenos e flavonoides, sendo atribuida a
esta interagdo de substancias presentes nos extratos, o efeito sinérgico conhecido
como “efeito comitiva” ou “efeito entourage” (Russo, 2011).

e Sintéticos, estes se dividem em terapéuticos com indicagdo precisa na pratica
clinica, com apresentagdo em uso de spray e liquidos, utilizados no tratamento da
esclerose multipla, epilepsia, cancer e sintomas da SIDA e as chamadas designers
drugs, de uso recreacional e com grande potencial de abuso e dependéncia (Alves;
Spaniol; Linden, 2012).

A estrutura quimica geral dos canabinoides mostrada na figura 9, ¢ composta por uma
base carbonada de 21 atomos de carbono, com trés anéis, um cicloexano, (anel A), um benzeno,
(anel B), e um tetrahidropirano, (anel C).

O CBD tem a mesma formula quimica que o THC, C21H3002. A principal diferenca
¢ a existéncia de um anel ciclico presente no THC, o CBD contém um grupo hidroxila, a ligagao

dupla C—C exociclica saturada nao possibilita a conversdao do CBD em A9-THC, que tem efeito



29

psicoativo euforizante. Esta diferenca na formula estrutural desses dois compostos produz

respostas farmacoldgicas diferentes.

Figura 9 - Comparacao das formulas do THC e CBD

CBD A9-THC

G oH OH
e 2 S @
OH >\o

Cicloexano, (anel A), Benzeno, (anel B), Tetrahidropirano, (anel C).
Fonte: Batista (2020) e Martinez Naya et al. (2023).
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Deste modo temos a linha do tempo com as principais descobertas relacionadas aos
fitocanabinoides e ao sistema endocanabinoide:

Figura 10 - Linha do tempo de descobertas dos fitocanabinoides e sistema endocanabinoide.
1896 | CBN isolado da resina de cannabis.

1932 | Estrutura do CBN descoberta

1940 | Isolamento do Canabinol (CBN). Roger Adams et al. Primeiro canabinoide isolado da
Cannabis sativa. Sem indicagdes clinicas entéo.

1942 | Elucidacdo da estrutura do A°-THC. Roger Adams. Principal composto psicoativo
identificado. Sem indicag¢des clinicas.

1964 | Sintese e identificacdo do A°~THC. Raphael Mechoulam et al. Base para pesquisas
farmacolégicas. Indicagdes em estudo.

1988 | Descoberta do receptor CB1. Allyn Howlett ¢ William Devane. Descoberta do sistema
enddgeno de receptores canabinoides. Aplicagdes clinicas futuras.

1992 | Identificagdo da Anandamida (AEA).Raphael Mechoulam, Lumir Hanus, William Devane.
Primeiro endocanabinoide conhecido. Indica¢des em investigagao.

1993 | Descoberta do receptor CB2. John W. Huffman et al. Receptor do sistema imunoldgico
identificado. Pesquisas iniciais.

1995 | Descoberta do 2-AG e sistema endocanabinoide ampliado. Raphael Mechoulam, Lumir
Hanus. Mais um endocanabinoide descoberto. Indicagdes clinicas investigacionais.

1998 | Conceito do efeito entourage. Mechoulam, Ben-Shabat, Ethan Russo. Sinergia entre
compostos da Cannabis proposta. Em validagao clinica.

2000 | Confirmagdo do 2-AG como ligante endogeno. Vincenzo Di Marzo et al. Base para

desenvolvimento medicinal. Aplicagdes emergentes.

1985 | Dronabinol (cannabis sintética) aprovado.
2005 | Nabixmols aprovados (primeira aprovagdo de um produto complexo a base de cannabis
boténica).

2006 Nabilone aprovado.
2011 | Artigo detalhado do efeito entourage. Ethan Russo. Consolidagdo do conceito. Indicagdes

em evolugdo.
2017 | Aprovagdo do Epidiolex (CBD) para epilepsia. Orrin Devinsky et al. Primeira droga
aprovada para epilepsias raras.
2020 | Conceito do Endocanabidioma e expansdo das pesquisas,: Epidiolex aprovado para
distarbios convulsivos adicionais.
| Orrin Devinsky, Vincenzo Di Marzo, Jessica Malouff, Ethan Russo et al.
| Endocanabidioma: conjunto fisiolégico mediado pelo CBD, modulando o sistema
endocanabinoide e outras vias, com efeitos anti-inflamatorios, neuroprotetores e ansioliticos.
| Indicagdes: ansiedade, dor cronica, TEPT, neurodegeneragio, entre outras.

Fonte : Filipiuc et al. (2021), Radwan et al. (2021) e
Devinsky, 2024.
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Quadro 1 - Apresentacdo das 11 subclasses diferentes com os compostos principais

O numero de

Classe de O primeiro composto Estrutura quimica do composto
compostos em . .
Compostos representativo da classe representativo
cada classe
A9-THC—isolado em 1964
A9-trans- 25 por Goani e Mecholum
tetrahydrocannabinol usando técnicas de
cromatografia
A8-trans- 5 A8-THC—isolado em
tetrahydrocannabinol Maryland em 1966]
CBD-C5—isolado em 1940
cannabidiol 10 do canhamo nativo de
Minnesota
cannabigerol 16 CBG—isolado em 1964
& usando cromatografia florisil
] OH
Cannabichromeno 9 CBC—isolado em 1966 por = R
Gaoni Y. b [
(0] R4
Rz
CBN sintetizado por Adams et
. al. nos EUA e pelo grupo de
cannabinol 1 Todd no Reino Unido em
1940
L CBND-C3 - isolado em 1973 OH
cannabinodiol 2

CBND-CS - isolado em 1977
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Classe de O nimero de O primeiro composto Estrutura quimica do composto
compostos em . .
Compostos representativo da classe representativo
cada classe

CBL-composto foi isolado por

cannabicvelol 3 Korte e Sieper em 1964, ¢ a
Y estrutura foi elucidada por
Crombie et al. em 1968
L CBE-CS5 - isolado em 1973 de
cannabielsoin 5 A
haxixe libanés
OH

CBT-CS5 - isolado em 1966 do OH
cannabitriol 9 canhamo, japonés, masa OH

estrutura quimica completa foi

estabelecida 10 anos depois |
(0] R
Outros tipos ndo Os primeiros isolados em
classificados de 30 1975 (exemplos: -0
canabinoides desidrocanabifurano DCBF- AN
C5, canabifurano CBF-C5) T o~

Fonte: Filipiuc et al. (2021) e Radwan et al. (2021).

Dentre todos, os fitocanabinoides mais abundantes nos extratos da planta sdo o A-9-
tetra-hidrocanabinol (A9-THC), canabinol (CBN), canabidiol (CBD) ¢ A-8-tetra-
hidrocanabinol (A8-THC). O THC ¢ o canabindide com agdo psicoativa euforizante, sendo
um composto nao cristalino lipofilico, o que lhe facilita a absor¢do no organismo e maior
rapidez de agdo, concentrando-se no caudado-putamen, tdlamo, amigdala, hipocampo, cortex
frontal, parietal e septo. O THC se metaboliza principalmente pelo sistema microssomal
hepatico, dando origem a diversos metabolitos, alguns com atividade como 11-hidroxi-9-

carboxi-THC (Gainza ef al., 2003; Netzahualcoyotzi-Pietra ef al., 2009).



33

Figura 11 - Estrutura quimica dos quatro canabinoides mais abundantes

(—=)-AS-THC (—=)-Cannabidiol

8d

A8-THC Cannabinol

Fonte: Netzahualcoyotzi-Piedra et al. (2019).

Dentre estes, o CBN possui propriedades psicoativas com menos efeitos euforizantes
que o A9-THC, tendo importancia em relagdo na percepcao dos estimulos discriminativos,
tendo maior afinidade para o receptor CB2 (periférico), do que o CB1 (central), explicando sua
participagdo no sistema imune (Carranza, 2012; Gainza, 2003; Netzahualcoyotzi-Pietra et al.,
2009). O CBD nao tem ag¢do psicoativa euforizante, sendo atribuida capacidade neuroprotetora
resultante do seu poder antioxidante contra os radicais livres de oxigénio (ROS) produzidos nos
neur6nios por libertagcdo excessiva de glutamato. Outros estudos referem a sua capacidade anti-
inflamatoria, sobre o sistema imune e antiepileptica (Carranza, 2012; Gainza, 2003;
Netzahualcoyotzi-Pietra, 2009). E por ultimo o A8 -THC apareceria somente em algumas

variedades de plantas da cannabis, com pouca agdo psicoativa e um grande poder antiemético

(Gainza, 2003).

1.7.4 Canabinoides e Epilepsia

Uma das primeiras indica¢des do uso dos extratos de canabis foi para o tratamento da
epilepsia, sendo objeto de estudo por pesquisadores brasileiros, utilizando roedores na década
de 70 do século 20 (Karniol; Carlini, 1973). O canabidiol tem sido avaliado como antiepiléptico
em modelos de convulsdo animal hd mais de 30 anos, na forma de estudos de efeito terapéutico
e sua acdo nas formas cronicas da epilepsia. os canabinoides tém agdes complexas sobre a

atividade convulsiva podendo exercer efeitos anticonvulsivantes ou pro-convulsivantes.
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O uso do canabidiol, nos estratos da canabis utilizados na terapéutica, apesar de ser
milenar, ainda tem lacunas a serem preenchidas e inimeras respostas a serem dadas, em relagao
ao seu uso no tratamento das epilepsias farmacorresistentes. As avaliagdes iniciais feitas pela
Academia Americana de Neurologia e pela biblioteca Cochrane em 2014, ndo mostraram
consisténcia que embasasse o uso racional do ponto de vista clinico. Em revisdes feitas no
periodo de 2017 a 2021 foram encontradas evidéncias clinicas para o uso do CBD como
antiepiléptico nas sindromes de Dravet, Lennox-Gastaut e Bourneville-Prinz (esclerose

tuberosa) (Wajnsztejn, 2024).

1.7.5 Sistema endocanabinoide e mecanismos de aciao

Incialmente o sistema endocanabinoide (SEC) foi considerado sendo composto pelos
receptores canabinoides, respectivos ligantes enddgenos e enzimas de produgdo, transporte e
degradacdo dos endocanabinoides (Costa, 2011). O sistema endocanabinoide (SEC) ¢ um
sistema de sinalizacdo celular presente em todos os vertebrados, atuando na regulagdo de
diversas fungdes fisiologicas e reconhecido como um relevante sistema neuromodulatorio
atuando na liberacdo de neurotransmissores, citocinas nas células da micréglia e plasticidade
neuronal, sendo importante para a homeostase do organismo e quando esta disfuncional se
manifesta com alteracdes inflamatorias, dores cronicas, doengas neuroldgicas e psiquidtricas
(Costa; Micheli, 2024; Lu; Mackie, 2016). Por ter uma interagdo complexa na biossintese,
sinalizacdo celular e modulacdo e ainda atuar com outros mediadores endogenos, este sistema
modulatério e de sinaliza¢do expandida teve acrescentado o termo "endocanabidioma", que foi
cunhado pelo pesquisador canadense Vincenzo Di Marzo, nas duas primeiras décadas do século
21, sendo os seus principais componentes:

¢ Endocanabinoides: S3o lipidios enddgenos que atuam como
neurotransmissores, ligando-se aos receptores canabinoides. Os dois
endocanabinoides mais bem estudados s3o a anandamida (N-
araquidonoiletanolamida - AEA) e o 2-araquidonoilglicerol (2-AG). Eles sao
sintetizados "sob demanda" e agem localmente.
¢ Receptores Canabinoides: Os principais receptores canabinoides sdo o CB1 e
o CB2, ambos pertencentes a superfamilia de receptores acoplados a proteina G
(GPCRs).
o CBI1: Predominantemente encontrado no sistema nervoso central

(cérebro e medula principalmente nos ganglios da base, hipocampo e
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cerebelo e em menor densidade no cortex cerebral), encontrados ainda
em terminacdes nervosas periféricas, estando também presente em
tecidos de drgdos como figado, pulmdes, testiculos e rins. Est4 envolvido
na regulacao do humor, memoria, coordenagdo motora, percepcao da dor
e apetite.

o CB2: Encontrado principalmente nas células do sistema imunoldgico
(células B, células T, macréfagos), no baco e neurdnios do sistema
nervoso periférico. Desempenha um papel na modulacdo da resposta
imune e inflamatoria.

Outros receptores que participam do sistema endocanabinoide sdo:

e O Receptor GPRS5 acoplado a proteina G, que € codificado pelo gene GPR55 ¢
antagonizado pelo CBD, sendo considerado por alguns pesquisadores como o
receptor CB3. Os receptores GPR18 E GPR19, também sdo acoplados a proteina
G, todos conhecidos como “receptores 0rfaos”. A denominacao "6rfao" ¢ usada na
biologia molecular para descrever receptores cujas fungdes e ligantes naturais ainda
ndo foram completamente identificados (Costa; Micheli, 2024).

e TRPVI, receptor de potencial transiente vanildide tipo I, localizado nas fibras
nervosas sensitivas. Interage com os endocanabinoides na neuromodulagdo e
sinalizacdo da dor. Tem distribui¢do ampla no SNC, com destaque no cortex
cerebral e hipocampo, com expressdo aumentada no cortex de modelos animais de
crises convulsivas e na epileptogénese de humanos (Martins; Pinto, 2024).

e Adenosina, nucleotideo de distribuicdo ampla nas células com diversas fungdes,
atuando ligada aos receptores transmembrana especificos produzindo efeitos na
modulacdo da excitabilidade celular, sendo considerada um anticonvulsivante
enddgeno com efeito agonista nos seus receptores subtipos Al e A2A. Em situagdes
de estresse fisioldgico como as crises convulsivas, tem sua liberacdo local
aumentada, e modula os canais de potéssio e célcio, reduzindo a entrada de célcio e
diminuido a excitabilidade neuronal e reducao de liberacao de neurotransmissores
excitatorios como o glutamato na fenda pré-sinaptica. Na membrana celular do
neurdnio pos-sindptico aumenta a saida de potassio levando a hiperpolarizagdo e
diminuindo a excitabilidade neuronal (Martins; Pinto, 2024).

Temos ainda complexos enzimaticos cujas enzimas sdo responsaveis pela sintese e

degradagdo dos endocanabinoides, garantindo a regulacdo precisa da sua atividade:
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e FAAH (Fatty Acid Amide Hydrolase/amida hidrolase de acidos graxos):
Enzima responsavel pela degrada¢do da anandamida.

e MAGL (Monoacylglycerol Lipase): hidrolisa o 2-AG.

e NAPE-PLD (N-acylphosphatidylethanolamine-specific phospholipase D):
Enzima chave na biossintese da anandamida.

e DAGL (Diacylglycerol Lipase): Envolvida na produ¢do de 2-AG. (Costa; Micheli,
2024)

Figura 12 - Representacdo esquematica da acao do sistema endocanabinoide

Os endocanabinoides sdo sintetizados e liberados na membrana dos neurdnios pos-sinapticos sob demanda e apos
o influxo de Calcio (1), ativando os receptores CB1 (2) inibindo a atividade neural. A anandamida e a 2AG, sdo
removidas da fenda sindptica por recaptagdo na pré e pos-sinapse (3). Dentro da membrana a Anandamida se
acopla a TRPV1, tendo agd@o oposta a ativacdo do CB1, sendo hidrolisada pela FAAH, do mesmo modo a 2AG ¢é
hidrolisada pela MGL (4).

Fonte: Saito, Wotjak e Moreira (2010).
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Figura 13 - Esquema completo do sistema endocanabinoide nas sinapses do cortex cerebral
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Diagrama esquematico do sistema endocanabindide nas sinapses do cortex cerebral. Os endocanabinoides
endogenos AEA e 2-AG atuam como neurotransmissores retrogrados que ativam o CB1R. A ativacdo pré-sinaptica
de CBIR leva a abertura do canal GIRK, promovendo o efluxo de K+, hiperpolarizando a membrana pré-sinaptica
e reduzindo a excitabilidade neuronal, impedindo simultaneamente a liberagdo do neurotransmissor excitatorio
glutamato e promovendo a liberagdo do neurotransmissor inibitério GABA. A ativagdo do CBIR também inibe
alguns VGCCs, reduzindo o influxo de Ca2+. Como o Ca2+ ¢ necessario para a liberagdo de neurotransmissores
na fenda sindptica, isso resulta em um efeito inibitorio geral na transmissdo sindptica. Os receptores 5-HT1A
também ativam os GIRKs e inibem a resposta do VGCC a estimulagdo pelo CBD, reduzindo também a
excitabilidade neuronal. Além disso, o 5-HT1A modula a liberacdo de vesiculas pré-sinapticas inibindo a via da
adenilil ciclase, amortecendo ainda mais a transmissao neuronal. O TRPV1, um canal cationico nao seletivo, é
ativado pelos endocanabinoides AEA, CBD e THC. No entanto, a exposi¢do prolongada a fitocanabinoides
derivados de plantas dessensibiliza o TRPV1, impedindo a ativagdo por ligantes endégenos. Nas regides pré e pos-
sinapticas, o TRPV1 aumenta a excitabilidade neuronal por meio do influxo de Ca2+ e da despolarizagdo da
membrana neuronal. Portanto, o CBD tem um efeito inibitorio geral na transmissao sinaptica. AMPA-R sdo canais
i0nicos responsaveis pela maioria da neurotransmissdo excitatoria rapida no cérebro. A ligagdo do glutamato ao
AMPA-R na membrana pos-sindptica leva ao influxo e despolarizagdo de Na+. O CBD inibe a FAAH, a enzima
responsavel pela quebra do AEA, levando ao actimulo de AEA na fenda sinaptica e aumentando seus efeitos
inibitorios. Além disso, o CBD interage com o sistema de adenosina impedindo a recaptagdo de adenosina, o que
aumenta a inibi¢do neuronal por meio da ativa¢do de GIRK e inibi¢ao das vias VGCC e adenilil ciclase. GABAAR
¢ o principal alvo do GABA. Como um canal de Cl—, sua ativa¢do pelo GABA resulta em hiperpolarizagdo da
membrana pods-sindptica, inibindo a excitabilidade neuronal. Por outro lado, o neurotransmissor excitatorio
glutamato se liga ao NMDA-R, despolarizando a membrana po6s-sinaptica e aumentando a excitabilidade neuronal.
Abreviaturas: Receptores; CB1R (Receptor Canabindide 1), GIRK (potassio retificador interno acoplado a
proteina G), VGCC (Canal de Célcio Dependente de Voltagem), TRPV1 (potencial receptor transitdrio do canal
cationico subfamilia V membro 1), GPR55 (receptor acoplado a proteina G 55), AMPA-R (receptor do acido a-
amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropionico), NMDA-R (receptor N-metil-D-aspartato), GABAAR (receptor
A do acido y-aminobutirico), FAAH (hidrolase amida de acido graxo), 5-HT1A (receptor 5-hidroxitriptamina 1 A),
endocanabinoides; AEA (Anandamida), 2-AG (2-Araquidonoilglicerol), Fitocanabinoides; THC (A9-
tetrahidrocanabinol), CBD (Canabidiol), Neurotransmissores; GABA (4cido y-aminobutirico), Glu (glutamato).
Fonte: Massey et al. (2024).
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Quadro 2 - Principais fitocanabinoides e seus receptores

Fitocanabinoide Loca~l de Receptf) res Mecanismo de acdo | Aplicacio terapéutica
acio envolvidos
Agonista parcial dos
receptores CB1 e Analgésico,
THC CB2, modulando antiemético,
(tetrahidrocanabinol) (SNC) CBI, CB2 neurotransmissores estimulante de apetite,
como dopamina e antiespasmodico
glutamato
Modula receptores . .
SNC,SNP, TRPV1, 5- Anticonvulsivante,
) ~ TRPV1 e 5-HT1A, o .
. Sistema | HT1A (ndo atua . . ~ | ansiolitico, anti-
CBD (canabidiol) . reduzindo inflamagdo | . .
Imune, diretamente nos i inflamatoério,
. e excitabilidade
visceras CB1 e CB2) neuroprotetor
neuronal
Atua como agonista
parcial dos receptores . . .
CBG (cannabigerol) SiSStI\IC?I,la CBI, CB2, CB1 ¢ CB2, além de ﬁlrf?;krl?;:(?;ilgno,ozsl;ligel
g S TRPV1 interagir com TRPV1 b
Digestivo . . neuroprotetor
para efeitos anti-
inflamatorios
E:Err:)luéi:se ao ativar Antidepressivo, anti-
CBC (cannabicromeno) SNC CB2, TRPV1 g inflamatorio,
receptores CB2 e HEUroeenico
TRPVI g
CBI, CB2 (atua | Antagonista do CB1
como em doses baixas, Supressor de apetite,
THCV . . S
. A SNC antagonista do | modulando possivel antidiabético,
(tetrahidrocanabivarina) .
CBI1 em doses | metabolismo neuroprotetor
baixas) energético e apetite
Atua como agonista .
SNC, fraco do CB2, Sedativo, .
. . CB2 . neuroprotetor, anti-
CBN (canabinol) Sistema .y promovendo efeitos . . .
(principalmente) . . inflamatorio, possivel
Imune sedativos e anti-

inflamatérios

regulador do sono

Fonte: Aratjo, Almeida e Aratijo (2023), Radwan (2021) e Saito, Wotjak e Moreira (2010).

A localizacdo de receptores CB1 no SNC ainda explicariam seus efeitos sobre a

atividade motora e memoria, sendo a anandamida seu principal ligante enddgeno. O receptor

CB2 parece estar ligado a fungdes do sistema imune com efeito supressor e seu principal ligante

endogeno € 0 2AG.

Entre os neurotransmissores que interagem com os canabinoides se destaca a

dopamina com a¢do dos canabinoides sobre os neurdénios dopaminérgicos mesolimbicos que

participam no sistema de recompensa cerebral e no desenvolvimento de comportamentos de

adi¢do quimica. Atuam ainda no sistema dos neurdnios dopaminérgicos nigroestriatais e

tuberoinfundibulares modulando a inibicao motora e ainda altera¢des na secre¢ao de hormonios

adenohipofisarios.
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Quadro 3 - Interacdo dos fitocanabinoides com a Dopamina

Canabinoide Efeito Sitios de Acédo Efeito
. ATV (Arca Tegmental Euforia, reforgo da
THC (tetrahidrocanabinol) Modulg aliberagio de | Ventral), NAc (Nucleo recomp,ensa possivel
dopamina Accumbens), Cortex Pré- ’

Frontal

dependéncia

Regula indiretamente a

ATV, Hipocampo, Cortex

Efeito ansiolitico,
neuroprotetor,

CBD (canabidiol) dopamina via 5-HT1A Pré-Frontal estabilizador do
e TRPVI
humor
Possivel modulagao Potencial
. . ¢ ATV, Estriado, neuroprotetor,
CBG (cannabigerol) dopaminérgica via L . X
Hipotalamo possivel efeito
CB1 e CB2 . .
antidepressivo
Estimula a . . , . .
CBC (cannabicromeno) neurogénese ¢ pode Hipocampo, Cortex Pré- Antldelfr?sswo’
Frontal neurogénico

influenciar a dopamina

THCV

(tetrahidrocanabivarina)

Atua como antagonista
do CBI1, reduzindo a
liberagdo de dopamina

ATV, NAc, Hipotalamo

Supressor de apetite,
possivel antipsicotico

CBN (canabinol)

Modula CB2, podendo
influenciar vias

dopaminérgicas

ATV, Hipocampo

Sedativo,
neuroprotetor

ATV (Area Tegmental Ventral), NAc (Nticleo Accumbens), Cortex Pré-Frontal.

Fonte: Costa et al. (2011).

Quadro 4 - Atuagdo dos fitocanabinoides no sistema neuroendocrino

Interacio com o

Fitocanabinoide Sistema Hormonios Afetados Efeito
Neuroendocrino
Modula o eixo
. Pode aumentar o estresse
THC hipotalamo- . . C
. . o Cortisol, Prolactina fisioldgico e alterar a
(tetrahidrocanabinol) hipofise-adrenal resposta a0 estresse
(HHA) P

CBD (canabidiol)

Regula a liberagao
de cortisol e
influencia a
melatonina

Cortisol, Melatonina

Efeito ansiolitico, melhora
do sono e neuroprotecao

Possivel influéncia

Potencial efeito anti-

CBG (cannabigerol) sobre receptores Testosterona, Cortisol inflamatorio e
hormonais neuroprotetor
Estimula a
. neurogénese € pode . . Antidepressivo
CBC (cannabicromeno) g PO Serotonina, Dopamina pre ’
modular horménios neurogénico

do humor

Atua como Supressor de apetite
THCV modulador do . . Pr P ’
. A . Leptina, Grelina possivel regulador do
(tetrahidrocanabivarina) metabolismo .
L metabolismo
energetico

CBN (canabinol)

Modula o ciclo do
sono € a resposta
inflamatoria

Melatonina, Cortisol

Sedativo, neuroprotetor

Fonte: Hillard (2015).
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Quadro 5 - Ac¢do dos fitocanabinoides com o gaba e glutamato

Interacido com

Fitocanabinoide Interacdo com GABA Efeito
Glutamato

Modula a liberagao de Inibe a liberacao de Efeito psicoativo,
THC GABA via CBI, glutamato via CB1 alteragdo da percepcao
(tetrahidrocanabinol) reduzindo a inibigao sensorial

neuronal

Potencializa a agdo do Modula a liberagao de Efeito ansiolitico,
CBD (canabidiol) GABA via GABA-A glutamato, reduzindo neuroprotetor

excitotoxicidade

Possivel modulacao do Inibe a liberacao excessiva | Potencial

CBG (cannabigerol) GABA via CB1 e CB2 de glutamato neuroprotetor, efeito

relaxante

CBC (cannabicromeno)

Estimula a neurogénese e
pode influenciar a agdo
do GABA

Modula a excitabilidade
neuronal via CB2

Antidepressivo,
neurogénico

THCV
(tetrahidrocanabivarina)

Atua como antagonista
do CBI1, reduzindo a
liberagao de GABA

Modula a liberagao de
glutamato, podendo ter
efeito estimulante

Supressor de apetite,
possivel antipsicotico

Sedativo,
neuroprotetor

Reduz a excitabilidade
neuronal via CB2

Modula CB2, podendo
influenciar a a¢do do
GABA

Fonte: Aratjo, Almeida e Aratjo (2023).

CBN (canabinol)

Em sintese os canabinoides inibem no nivel pré-sinaptico a liberagdo de glutamato e
parecem estar relacionados com a participacdo glutamaérgica na regulacdo dos processos de
memoria no hipocampo. Também se descrevem interacdes GABA-canabinoides com aumento
da acdo GABA¢érgica em relagdo ao controle motor, memoria e regulagdo neuroendodcrina,
sendo ainda relatado que a ativagdo dos receptores pré-sinapticos CB1 nos neurdnios

glutamatergicos parece exercer efeito neuroprotetor (Costa; Micheli, 2024).

1.7.6 Funcionamento do sistema endocanabinoide (SEC)

O SEC funciona como um sistema de neuromodulagdo retrograda. Quando um
neurdnio pds-sinaptico € excessivamente estimulado, ele libera endocanabinoides que viajam
para a célula pré-sinaptica, ligando-se aos receptores canabinoides. Essa ligacdo inibe a
liberagdo de neurotransmissores, regulando a atividade sinaptica e ajudando a manter a
homeostase. Foi demonstrado que os receptores canabinoides acoplados a proteina G
(receptores CB1 e CB2) regulam a excitabilidade neuronal e sdo moderadores dos efeitos
anticonvulsivantes agudos dos canabinoides em modelos animais cldssicos para o estudo da
epilepsia (Di Maio; Cannon; Greenamyre, 2015), porem 0s mecanismos responsaveis por esta
estabilidade neuronal proporcionada pelo CBD ndo estdo totalmente compreendidos, sendo o
CBD considerado uma droga “multialvo”, que interage com diversos outros receptores e

sistemas bioldgicos, com implica¢des na regulacio da excitabilidade neuronal. O CBD afeta os
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receptores acoplados a Proteina G, especificamente os receptores canabinoides CB1 e CB2, os
Receptores Acoplados a Proteina G 55 e 18 e os receptores opidides L, d e k , de modo sinérgico
modulando a liberag¢do de neurotransmissores (Cichewicz,2004). Além disso, descobriu-se que
o CBD interage com os receptores vanildoide e GABAA, sendo do tipo canais de sodio
dependentes de tensdo. Existe ainda a peculiaridade de que mecanismo primario de acdo pode
variar entre os modelos experimentais utilizados, com efeitos antagdnicos em diversos alvos e

efeitos imprevisiveis (Senn; Cannazza; Biagini, 2020).

1.7.7 Modelos experimentais em animais

No estudo da epilepsia o modelo experimental de crises induzidas se mostra uma
ferramenta importante na compreensdo da fisiopatologia da doenca. Em 1983, Turski e
colaboradores desenvolveram um modelo para estudar a epilepsia do lobo temporal (ELT) em
roedores (Turski et al., 1983). Nesse modelo a pilocarpina administrada sistemicamente pela
via intraperitoneal, em doses acima de 300 mg/Kg (Gnica ou fragmentada), sdo capazes de
induzir status epilepticus (SE) com evolu¢do para cronificagdo da epilepsia induzida,
proporcionando um modelo experimental para o estudo da epilepsia em ratos semelhante a
esclerose mesial temporal de humanos (EMT) (Guarnieri, 2013).

A indugdo da epilepsia no modelo da pilocarpina pela via sistémica (intraperitoneal e
oral) ou local na forma de injecao intracerebral por estereotaxia (Ferry; Gervasoni; Vogt, 2014)
em ratos e camundongos, provoca crises convulsivas de padrdo limbico se apresentando
clinicamente na forma de um “status epilepticus”, sendo um dos mais utilizados dentre os varios
modelos de indug¢do experimental da epilepsia, aproveitando principalmente na via
intraperitoneal (Di Maio; Cannon; Greenamyre, 2015; Yacubian, 2014). Apds a indugdo aguda
ocorre uma fase de acalmia ou laténcia, ou seja, uma fase livre de crises que dura em torno de
3 a 14 dias, ap0s este periodo os animais evoluem para uma forma cronica de crises recorrentes
e espontaneas, sendo um equivalente epileptogénico a convulsdo febril humana, com
reorganizagao neuronal muito semelhante a epilepsia do lobo temporal (Lian; Stringer, 2004;
Mello et al., 1986; Queiroz et al., 2002; Turski et al., 1983).

Os testes ja consagrados pela literatura ou classicos, como os testes de convulsdes
induzidas por meio farmacoldgico ou eletrochoque méaximo, que se baseiam no efeito
anticonvulsivante do tipo tudo ou nada, estabelecem a correlagdo da atividade clinica de um
FAE e sua eficacia no controle das crises. Na pesquisa clinica os fundamentos éticos impedem

claramente a testagem inicial de cirurgias para epilepsia e novos FAE nos pacientes epilépticos,
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por motivos 6bvios que os perigos inerentes representariam, dai a necessidade de uma selegao
criteriosa e ensaios biologicos pré-clinicos. O fato de podermos estudar previamente em
modelos animais consagrados pela literatura, as sindromes epilépticas e seu tratamento, nos
fornecem uma ferramenta importante de pesquisa e desenvolvimento de novas opgdes
terapéuticas, com seguranca ¢ mimetizando o fendmeno natural (Quintans-Junior ef al., 2007,
Yacubian, 2014).

A triagem com testes pré-clinicos sempre sera fundamental para o aparecimento de
novos meios de tratamento e avaliagdo dos farmacos, sendo o potencial anticonvulsivante
testado em desenhos experimentais nos laboratdrios por meio de iniimeras técnicas
desenvolvidas tais como o teste de indugdo do pentilenotetrazol (PTZ), eletrochoque maximo
(ECM), abrasamento quimico cortical, e uso de compostos como o &cido cainico e a pilocarpina,
em diversas vias de administragdo, sendo as mais utilizadas as vias oral, intraperitoneal e por
estereotaxia (Ferry; Gervasoni; Vogt, 2014).

Sendo assim, diante destas situacdes de refratariedade, no estudo da epilepsia os
modelos em animais continuam ativos, sendo desenvolvidos para a observagdo tanto de drogas
antigas utilizadas por novas vias de administragdo, como para o desenvolvimento de novas
drogas, se tornam relevantes como forma de estratégia a refratariedade terapéutica apresentada
por certos grupos de pacientes, uma vez que apesar de novas drogas disponiveis para uso clinico
o grupo que apresenta farmacorresisténcia (30% dos pacientes), continua inalterado (Johannsen
et al. 1995; Loscher, 2002; Loscher; Schimidt, 2002).

No presente estudo foi feita a indugcdo quimica de crises agudas pelo modelo da
pilocarpina que simula caracteristicas fenomenoldgicas da epilepsia humana do lobo temporal
(Gonzalez-Darder et al., 1991; Gonzalez-Darder; Garcia-Teno, 1995; Turski et al., 1983),
comparando os efeitos protetores nas crises agudas induzidas pela pilocarpina pelos fairmacos
consagrados e ja em uso como o fenobarbital e o midazolan com fitocanabinoides de grau
farmacéutico: Canabidiol 6.000 mg, 0% THC, concentragdo:100mg/ml,
Canabidiol 4.000mg/canabigerol 2.000mg, 0%THC concentragdo:100mg/ml,
Canabidiol 4.000mg/canabigerol 2.000mg/tetrahidrocanabinol 0,3%, concentragdo: 100
mg/ml, Canabinol 20mg/ml/Canabicromeno 10mg/ml/Canabigerol 3mg/ml, 0% THC: 33
mg/ml, Canabidiol (1000mg) / canabigerol (500mg) /Canabicromeno (500mg),0%THC:

66,6 mg/ml, aplicados pela via intraperitoneal.
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2  OBJETIVOS

2.1  Objetivo geral

Avaliar os efeitos inibidores (anticonvulsivantes) de fitocanabinoides de grau

farmacéutico nas crises agudas induzidas pelo modelo da pilocarpina, comparados

com farmacos antiepilépticos indicados para o tratamento de crises convulsivas.

2.2 Objetivos especificos

Comparar os efeitos anticonvulsivantes dos fitocanabinoides estudados, nas crises
agudas induzidas pela pilocarpina.

Avaliar o efeito comportamental produzido pela administragdo dos
fitocanabinoides e da pilocarpina, utilizando a escala de Racine.

Avaliar as alteracdes colinérgicas induzidas pela administragao de fitocanabinoides

e pela pilocarpina intraperitoneal.
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3 MATERIAL E METODOS

O protocolo experimental seguiu as normas do Guia Brasileiro de Produgdo,
Manutencao ou Utilizacdo de Animais para Atividades de Ensino ou Pesquisa Cientifica
(CONCEA) ¢ foi aprovado pela Comissao de Etica na Experimentagdo Animal da Universidade
Federal de Juiz de Fora em 15 de dezembro de 2021 na CEUA/UFJF —n°. 023/2021, de acordo
com as Resolugdes Normativas do Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal
(CONCEA, RN n°51/2021, 52/2023).

O estudo experimental foi realizado no Biotério de Experimentagdo de roedores do
Centro de Biologia da Reprodugdo (CBR) da Universidade Federal de Juiz de Fora, cadastrado
no novo CIUCA, e credenciado com o numero CIAEP (Credenciamento Institucional para

Atividades com Animais para Ensino ou Pesquisa) 02.0048.2019.

3.1 ANIMAIS

Foram utilizados 70 ratos (Rattus norvegicus, Berkenhout, 1769) da linhagem Wistar,
machos, adultos, com idade entre 5,3 meses e 15,5 meses, com peso entre 3223 e 502g,
procedentes do Biotério de Producdo de Roedores (CBR/UFJF). O N amostral foi calculado
conforme protocolo utilizado por Quintans Junior e Mello (2007) para estudo de crises
epilépticas experimentais, induzidas em ratos e nas referéncias dos célculos da equagdo de
recursos (Arifin; Zahiruddin, 2017; Charan; Kantharia, 2013).

Os animais foram mantidos em gaiolas de polipropileno (49°34"16 cm), forrada com
maravalha ndo esterilizada, dotadas de cocho aramado para disposi¢do de ragdo do tipo
peletizada e bebedouro com agua filtrada do tipo mamadeira de garrafa de polipropileno. As
gaiolas foram mantidas em estantes climatizadas ALESCO® (Brasil), em alojamentos
climatizados com temperatura controlada de 22+2° C. umidade de 40 a 80%, e dispositivos para
manter a iluminac¢ao com ciclo de claro/escuro de 12 horas. Foram escolhidos da colonia de
modo aleatdrio, em 7 grupos de 10 animais. A propor¢ao minima de animais por gaiola foi de
um individuo e a méaxima de cinco. Durante a fase de observacdo dos procedimentos
experimentais, os animais foram mantidos em gaiolas individuais, munidas com recursos de
enriquecimento ambiental.

Durante a experimentacdo, os animais tiveram livre acesso a 4gua e a ragado peletizada,

seguindo o manejo padronizado no Biotério do Centro de Biologia da Reproducdo da UFJF.
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3.2 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Os animais foram subdivididos em sete grupos experimentais de 10 animais, que foram
submetidos a indug¢do de crises convulsivas com modelo farmacologico da pilocarpina (PILO),
um agonista colinérgico muscarinico que tem a propriedade de induzir convulsdes agudas,

levando a estado de mal epiléptico.

3.2.1 Indugdo do Status Epilepticus (SE) pela pilocarpina

Foi feita com a injecdo previa intraperitoneal de metil brometo de escopolamina
(Unido Quimica, ampolas 20mg/ 1ml) — 1mg/kg intraperitoneal 30 minutos antes da inje¢ao de
330mg/kg de pilocarpina (solugdo a 8%, formulagcdo magistral), via intraperitoneal, sendo esta
sequéncia necessaria para se evitar os efeitos periféricos da ultima. No modelo de indugao
utilizado, o Status Epilepticus se desenvolve, aproximadamente, 30 minutos depois da injecao,
apresentando-se como crises tonico-clonico generalizadas, com durag¢do de horas com grande
perda de animais devido ao obito (Turski et al., 1983). Apds um periodo de laténciade 7 a 15
dias, os animais que sobrevivem, passam a apresentar crises convulsivas cronicas, devido as
alteragdes anatdmicas e neuroquimicas induzidas, com cronificagdo do quadro semelhante a
epilepsia do lobo temporal (ELT) em humanos (Freitas ef al., 2003).

Durante todo o periodo de indugdo e observacdo das crises, os animais foram
acompanhados por 90 minutos, verificando se apresentavam crises convulsivas e evoluiam para
estado de mal epiléptico (SE), que corresponde a graduacdo 5 na escala de Racine (1972).

A escala de Racine ¢ uma das ferramentas mais utilizadas para aferir a intensidade das
crises nos modelos experimentais em roedores, com cinco estagios de apresentagdo clinica e ¢
baseada no repertorio comportamental que os animais apresentam durante as crises sendo que,
quando presentes e continuadas por mais de 15 minutos, indicavam o momento de interrupg¢ao
do experimento e realizacdo da eutanasia para finalizagdo humanitaria (Liittjohann; Fabene;
Van Luijtelaar, 2009). Nesta etapa foi utilizada a cetamina na dose 500mg/kg associada a
xilazina 50mg/kg intraperitoneal, evitando sofrimento desnecessario ao animal (AVMA, 2020;

Cleiton, 2020), de acordo com score de Racine (1972).
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Quadro 6 - Escala de Racine

Grau Alteracio comportamental
1 Movimentos orofaciais
2 Abalos de cabega.
3 Clonus de membros anteriores
4 Elevacao /extensao do dorso

Elevagao com extensdao do dorso seguida de queda. Uma convulsdo motora completa, com
perda do controle postural, e abalos clonicos sera referida como uma convulsao motora de
Classe 5.

Fonte: Racine (1972).

3.2.2 Avaliacio do efeito anticonvulsivante do midazolan e os fitocanabinoides

3.2.2.1 Farmacos usados

Procuramos observar se houve o efeito inibidor sobre as crises convulsivas agudas,
induzidas em ratos pela pilocarpina, realizando a comparagdo entre farmacos de comprovado
efeito anticonvulsivante como o midazolan e o fenobarbital, com os extratos de
fitocanabindides de grau farmacéutico. Que sdo medicamentos fitoterapicos que cumprem
integralmente os requisitos sanitarios e técnicos que garantem sua qualidade, seguranca e
eficacia para o uso humano, de acordo com as RDCs da Agéncia Nacional de Vigilancia

Sanitaria (ANVISA) n°16/2014 e 301/2019.

3.2.2.2 Administragdo dos farmacos de controle pela via intraperitoneal (IP)

Foram usadas as seguintes drogas como controles das crises agudas e do status

epilepticus:

I. Midazolan:

Solugdo injetavel 5 mg/ml (ampola de 10ml) (Unido Quimica, Brasil) na dose de
10mg/kg, diluido em ABD, seguida da administragdo de metil brometo de escopolamina (Unido
Quimica, ampolas 20mg/ Iml) — 1mg/kg, 30 minutos antes da injecdo de 330mg/kg de

pilocarpina (solucdo a 8%, manipulacdo magistral).

I1. Fenobarbital:
Fenobarbital sodico, solugdo injetdvel 100 mg/ml Cristdlia Produtos Quimicos

Farmacéuticos Ltda. - 5 mg/ml (ampola de 10ml) 25mg/kg, diluido em ABD, seguida da
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administracdo de metil brometo de escopolamina (Unido Quimica, ampolas 20mg/ 1ml) —
Img/kg, 30 minutos antes da inje¢do de 330mg/kg de pilocarpina (solucio a 8%).
Fitocanabinoides testados, observando efeito protetor, administrados por via

intraperitoneal:

I11. Canabidiol 6.000 mg, 0% THC, (HealthMeds, USA), concentracio: 100 mg/ml na dose
200mg/kg (Levada et al., 2024) seguida da administracdo de metil brometo de escopolamina
(Unido Quimica, ampolas 20mg/ 1ml) — 1mg/kg, 1:30 minutos antes da inje¢do de 330mg/kg
de pilocarpina (solugdo a 8%). Solugdo oleosa TCM

IV. Canabidiol 4.000mg/canabigerol 2.000 mg, 0%THC (HealthMeds, USA)
concentraciao: 100 mg/ml,), dose 200mg/kg, (Levada et al., 2024), seguida da administra¢ao
de metil brometo de escopolamina (Unido Quimica, ampolas 20mg/ 1ml) — 1mg/kg, 1:30

minutos antes da inje¢do de 330mg/kg de pilocarpina (solucao a 8%). Solugdo oleosa TCM

V. Canabidiol 4.000mg/canabigerol 2.000mg/tetrahidrocanabinol 0,3% (HealthMeds,
USA), concentracdo: 100 mg/ml, dose 200mg/kg (Levada et al., 2024), seguida da
administracdo de metil brometo de escopolamina (Unido Quimica, ampolas 20mg/ 1ml) —
Img/kg intraperitoneal, 1:30 minutos antes da inje¢do de 330mg/kg de pilocarpina (solugdo a

8%). Solugao oleosa TCM

VI. Canabinol 20mg/ml/Canabicromeno 10mg/mL/Canabigerol 3mg/mL, 0%THC
(HealthMeds, USA), concentragdo: 33 mg/ml, dose 200mg/kg, (Levada ef al., 2024) seguida
da administragdo de metil brometo de escopolamina (Unido Quimica, ampolas 20mg/ 1ml) —
Img/kg, 1:30 minutos antes da inje¢do de 330mg/kg de pilocarpina (solucao a 8%). Solugdo
oleosa TCM

VII. Canabidiol (1000mg) / canabigerol (500mg) /Canabicromeno (500mg) concentragao:
66,6 mg/ml, 0% THC (Golden CBD Nanotech, USA), apresentacdo em nanoparticulas, dose
200mg/kg (Levada et al., 2024), seguida da administracdo de metil brometo de escopolamina
(Unido Quimica, ampolas 20mg/ 1ml) — Img/kg, 1:30 minutos antes da injecdo de 330mg/kg
de pilocarpina (solugdo a 8%). Solugdo oleosa TCM
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Técnica da aplicacio dos farmacos

Os procedimentos de administracdo dos farmacos foram conduzidos em condi¢des de
assepsia, em salas do laboratorio de procedimentos do Centro de Biologia da Reprodu¢do da
Universidade Federal de Juiz de fora - Minas Gerais.

Foram feitas inje¢des pela via intraperitoneal com auxilio do pessoal técnico do CBR-
UFJF, sendo verificada a competéncia para o experimento por meio de treinamento e
certificagdo dos recursos humanos com treinamento prévio da técnica e avaliagdo do veterinario
responsavel.

As injecdes visando o minimo de trauma tecidual e desconforto, utilizaram agulhas do
tipo Huber-Smith, com calibres 22G, devido a densidade do veiculo oleoso dos fitocanabinoides
oferecerem resisténcia a injecdo em calibres menores, € com ponta sem bizel cortante e com
uma canula limitando a entrada excessiva da agulha na cavidade peritoneal, evitando o trauma
visceral. Foram utilizadas seringas de vidro que se mostraram mais adequadas aos veiculos
aplicados, que reagem com o plastico e a tinta da marcag@o levando a perda da precisdo do
volume injetado. Procurou-se usar o menor volume da solugdo, respeitando os preceitos éticos
de experimentacdo animal, com uso ainda de medicacdo pré-anestésica e anestesia para
eutandsia se necessario em caso de SE por mais de 15 minutos e utilizada analgesia pos-
procedimento, se necessaria (Neves; Mancini Filho; Menezes, 2013; Rivera, 2002; UFRGS,

2016), postulados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (1991).

3.2.3 Observacao Clinica

A partir da indugd@o da epilepsia experimental provocando o Status Epilepticus, foram
observados e registrados, fotograficamente e em video, os seguintes parametros:

e Presenca de crises convulsivas, quando presente, foram anotadas sua quantidade e
classificando o tipo (convulsdo tdnico-clonico, clonico, atonia e outras conforme
sua graduacao).

Ap0s a administragdo dos farmacos os animais foram observados por 90 minutos com
0s parametros:

Observagcdo comportamental: foi utilizada a escala de Racine (Racine, 1972), para
graduar o tipo de crise apresentada. A escala ¢ graduada nos seguintes estagios ou classes: (1)
Movimentos orofaciais. (2) Movimentos de aceno com a cabecga. (3) Clonus de membros

anteriores. (4) Extensdo com elevagdo do dorso. (5) Extensdo com elevagao do dorso e queda
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com abalos tonico-clonico. Uma convulsdo motora completa, com perda de controle postural,
¢ considerada como uma convulsdo motora de Classe 5.

Também foram observados:

o Wet Dog Shakes — WDS, (Rondouin et al, 1987), "sacudida de cachorro molhado",
¢ uma resposta comportamental observada em roedores apds a administragdo de
pilocarpina. Esse comportamento ¢ um dos sinais de epilepsia induzida A
superestimulacdo causa uma excitagcdo neuronal excessiva, levando a uma série de
comportamentos convulsivos que se assemelham a crises epilépticas em humanos.
O comportamento WDS se manifesta como uma sacudida rapida e vigorosa do corpo
inteiro do animal, como se ele estivesse tentando se secar depois de ter sido
molhado. Essa sacudida ¢ repetitiva e pode ocorrer varias vezes em curtos intervalos
de tempo. Ele geralmente aparece na fase inicial das crises, antes que as convulsdes

mais intensas, como as crises clonicas e tonico-clonicas, se manifestem.

e Periodo de laténcia do aparecimento das primeiras crises.

e Tempo de evolugdo do status epilepticus (SE), do inicio da crise até o Status
Epilepticus e sua interrupgao com finalizagdo humanitaria.

e Numero de crises estadiadas e quais evoluiram para estado de mal epiléptico e que
foram submetidos a interrup¢ao humanitéria, com eutanasia do animal sob anestesia
por injecdo intraperitoneal de Xilazina e Cetamina.

Nos casos em que se observou o efeito inibidor dos fitocanabinoides, ou seja, quanto
ndo ocorreu a presencga das crises ou seu inicio graduado em Racine classes 1 a 3, com alteragdes
comportamentais, ndo evoluindo para SE (Racine classe 5), considerou-se que ndo ocorreu a
acdo anticonvulsivante, sendo aceito como tendo efeito os farmacos testados. Os animais foram
eutanasiados ao final do experimento, com coleta dos cérebros para realizagdo de avaliagcdo de
possiveis alteragdes patoldgicas ou anatdmicas macroscopicas, com inspe¢ao sob microscopia
com lupa 3,5 X (Designs for Vision®, 4000 Veterans Memorial Hwy, Bohemia, NY 11716,
Estados Unidos).

Todos os animais ao término do experimento foram eutanasiados e os cérebros
avaliados macroscopicamente apds craniotomia com a técnica por nds modificada, sem
necessidade de decapitacdo. O procedimento se iniciou por meio de uma incisdo linear que
comecava na regido interorbitaria se estendendo até o forame magno, em seguida com uma

espatula o couro cabeludo era descolado e afastado, com colocagdo de afastadores autoestaticos
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e o pericranio rebatido lateralmente expondo a calota craniana, permitindo a identificacdo das
suturas de referéncia para acessos ao cérebro dos ratos. A craniectomia para retirada do cérebro
foi modificada, sendo realizada sem a necessidade de decapitagdo, realizando a abertura da
calvaria com uma tesoura de Spencer de 15cm, que era introduzida na borda do forame magno
e em seguida cortava os ossos do cranio nas bordas laterais sem danificar o tecido cerebral,
apesar de invariavelmente romper os seios venosos. Em seguida com uma espatula, o cérebro
era descolado de sua base suavemente e retirado, deixando a mostra os nervos cranianos visiveis
na base do cranio. A retirada dos encéfalos procurou identificar alteragdes morfologicas
macroscopica agudas e inspecionadas com lupa cirirgica de aumento de 3,5 X, buscando
identificar areas hemorragicas visiveis no cortex cerebral que poderiam ter sido causadas pelas
crises, porém nao se encontraram alteragdes patoldgicas entre os animais de todos os grupos.

Apbs a avaliagdo os cérebros foram pesados e fixados em formol a 4%.

Figura 14 - Area da calota craniana antes da craniotomia

E ,,{’7}3 Hf

8

Fonte: Acervo pessoal.
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Figura 15 - Cérebro de rato exposto por craniotomia apos eutandsia, antes de ser retirado do
cranio do rato. Nota-se sangramento por ruptura dos seios venosos de drenagem sem sinais de
hemorragia no cortex

Fonte: Acervo pessoal.
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4 RESULTADOS

4.1 ANALISE DOS DADOS

4.1.1 Estatisticas Descritivas

As estatisticas descritivas foram calculadas aferindo a distribuicdo das frequéncias e
distribuicao de frequéncias cruzadas para as varidveis qualitativas (categdricas) e média, desvio,
minimo, méaximo, mediana e moda para as varidveis quantitativas (métricas), dos seguintes
parametros dos grupos amostrais: idade (dias de vida), peso corporal (gramas), peso do cérebro
(gramas). Além disso, os pardmetros comportamentais como sedagao, escala de Racine e sinais
colinérgicos também foram analisados, juntamente como o tempo da laténcia de inicio das
crises e o efeito protetor das drogas testadas, presente ou ndo, foram comparados com o

midazolan.

Tabela 1 - Caracteristicas morfométricas e idade dos grupos amostrais com as estatisticas
descritivas
Idade (dias) Peso corporal (G) Peso do cérebro (G)

Grupos de farmacos estudados - - - - - -
Média | Desvio | N | Média | Desvio | N | Média | Desvio | N

[.Midazolan 1634 | 96 | 10| 3450 | 154 | 10| 18 2 10
II. Fenobarbital 2535 | 47 | 10| 3474 | 242 |10 1,7 2 10
[II.Canabidiol 304,5 | 10,0 | 10| 3720 | 21,2 | 10| 18 1 10
IV.Canabidiol +Canabigerol 301,0 1,1 | 10| 3896 | 157 | 10| 1,8 1 10
V.Canabidiol+ Canabigerol+THC
300,7 | 155 | 10| 401,8 | 53,0 | 10| 19 Bl 10
VI.Canabinol+ Canabicromeno+canabigerol
2725 | 290 | 10| 3682 | 32,6 | 10| 18 Bl 10
VII.Canabidiol+canabigerol+Canabicromeno
, ~ 1965 | 69 |10 3597 | 206 |10| 18 1 10
nanoparticulas em solugdo aquosa
Total 256,0 | 53,8 | 70| 369,1 | 338 |70 | 18 Bl 70

Fonte: dados da pesquisa.

e Analise das variaveis morfométricas:

Idade (dias):
e Os animais dos grupos III (Cannabidiol) e IV (Cannabidiol + Cannabigerol)
apresentaram as maiores médias de idade (304,5 e 301,0 dias, respectivamente),

indicando que os individuos desses grupos foram os machos adultos mais velhos.
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Os animais do grupo VII (Nanoparticulas em solu¢do aquosa) tiveram a menor
média de idade (196,5 dias), sendo o grupo de machos mais jovens.
A maior variagdo na idade € no que se refere ao desvio padrao foi observada no

grupo VI (SD = 29,0 dias), indicando maior dispersdo em relagdo a média.

Peso Corporal (gramas):

Os animais do grupo V (Cannabidiol + Cannabigerol + THC) possuiam a maior
média de peso corporal (401,9 g), enquanto o grupo VII apresentou uma média
menor (359,7 g).

O desvio padrao (SD) em relagdo ao peso corporal foi maior no grupo VI (32,6 g),

sugerindo variacdes de peso dentro do grupo.

Peso do Cérebro (gramas):

Independentemente da idade em dias e do peso corporal, o peso dos cérebros dos
ratos ndo teve uma variacao consideravel entre os grupos.

A média do peso cerebral foi praticamente uniforme entre os grupos, variando entre
1,8 ge 1,9¢ (média 1,8g, desvio padrdo +/-0,1), indicando pouca diferenga nos pesos
cerebrais dos ratos Wistar adultos. Em comparacdo com o peso dos cérebros
coletado em machos adultos da colonia do CBR/UFJF por Peters e Guerra (1996),
que foi 1,4g (desvio padrao +/- 0.08g), houve um aumento percentual no peso do
cérebro dos ratos Wistar de aproximadamente 28,75% de 1996 a 2024.

A maior variacdo do desvio padrdo (SD = 0,2 g) foi observada no grupo II
(Fenobarbital), embora seja ainda muito pequena em comparagdo com as outras
variaveis, sendo este grupo ao final, descartado da analise comparativa, com os

demais fitocanabinoides, deixando como droga padrao de controle o midazolan.
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Tabela 2 - Alteragdes comportamentais vistas nos grupos amostrais conforme a escala de N-

Racine

Escala de Racine

Casos %
Nao classificados 13 18,6%
Movimentos orofaciais 18 25,7%
Abalos de cabeca 8 11,4%
Clonus de membros anteriores 5 7,1%
Elevagao/extensao do dorso 1,4%
Elevagdo com extensdo do dorso seguida de queda 25 35,7%
Total 70 100,0%

Fonte: dados da pesquisa.

Quadro 7 - Escala de Racine — avalia¢do por grupos

Grupo Associacido com Tipo de Crise (Escala de Racine)
Midazolan Movimentos orofaciais (menos severo)

Sem padrao forte, mas 60% dos casos atingiram estagio
Canabidiol P ° & &

SEvEero

Canabidiol + Canabigerol

Associado a abalos de cabeca (indicando ativagdo do
SNC)

Canabidiol + Canabigerol + THC

Associado a clonus de membros anteriores (nivel
intermediario)

Canabinol + Canabicromeno + Canabigerol

Associado a elevacio/extensiao do dorso (estagio
avancado)

Canabidiol + Canabigerol + Canabicromeno
em nanoparticulas aquoso

Associado a elevacido com queda (estagio mais severo)

Fonte: dados da pesquisa.

A Escala de Racine classifica as crises em diferentes graus de severidade. A anélise de

correspondéncia mostrou associagdes entre grupos e manifestagcdes especificas:

e O Midazolan (Grupo I) foi o unico que mostrou crises leves (movimentos

orofaciais).

e O Canabidiol isolado (Grupo III), ndo teve um padrao especifico, mas muitos

animais atingiram crises severas.

e Canabidiol + Canabigerol + Canabicromeno em nanoparticulas aquosas

(Grupo VII) teve os piores resultados, com crises de estagio maximo da Escala de
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Racine (Elevacdo com extensao do dorso seguida de queda e abalos — estagio 5 =

convulsao).

4.2.1 Distribuicio dos padroes comportamentais

. Casos nao classificados: Representam 18,6% do total (13 casos), indicando um

nimero consideravel de eventos sem classificacdo especifica.
Movimentos orofaciais: Correspondem a 25,7% (18 casos), sendo a segunda
maior categoria em frequéncia, mostrando que esses movimentos foram bem

observados.

. Abalos de cabec¢a: Com 11,4% (8 casos), s80 menos comuns €m comparacao aos

movimentos orofaciais.
Clonus de membros anteriores: Apenas 7,1% (5 casos), sugerindo uma menor

ocorréncia em relagdo as categorias anteriores.

. Elevacao/extensao do dorso: Com 1,4% (1 caso), essa € a categoria mais rara entre

os eventos descritos.

. Elevacao com extensdo do dorso seguida de queda: Com 35,7% (25 casos), ¢ a

categoria mais frequente entre os eventos, dominando a distribui¢do dos casos.

Tabela 3 - Comportamento WDS (Wet Dog Shakes) associado a exposi¢cdo do midazolan e aos

fitocanabinoides

Grupo “aSem “eCom Interpretagio

WDS WDS
Midazolan 80% 20% Baixa excitagdo colinérgica
Canabidiol 90% 10% Menor resposta hiperexcitavel
Canabidiol + Canabigerol 80% 20% Similar ao Midazolan
Canabidiol + Canabigerol + THC 60% 40% Maior incidéncia de WDS
Canabinol+Canabicromeno 60% 40% Hiperatividade significativa
+ Canabigerol
Canabidiol+Canabigerol Resposta semelhante ao Canabidiol
+Canabicromeno em solucio 90% 10% isolado
aquosa

em nanoparticulas

Fonte: dados da pesquisa.
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Canabidiol isolado teve a menor incidéncia de WDS (10%), indicando menor
ativagdo colinérgica.

Canabidiol + Canabigerol + THC (grupo V) e Canabinol + Canabicromeno +
Canabigerol (grupo VI), tiveram os maiores indices (40%), sugerindo maior

excitagdo do SNC no sistema limbico (Tursky et al., 1983).

4.2.2 Sinais Colinérgicos - Ativa¢io do Sistema Nervoso

Todos os grupos tiveram 100% de incidéncia de sinais colinérgicos, indicando que

todos os compostos ativam o sistema colinérgico em algum grau.

Como todos os grupos tiveram 100% de resposta colinérgica, a diferenga no
comportamento pode estar mais relacionada a intensidade dessa ativacdo e sua
relagdo com WDS.

O grupo Canabidiol + Canabigerol + THC, que teve alta incidéncia de WDS, pode

estar associado a maior excitacdo do SNC.

4.2.3 Grupos que apresentaram crises mais severas (Escala de Racine)

Canabidiol + Canabigerol + Canabicromeno solucio aquosa, foi o pior grupo,
se forem considerados os demais grupos sendo este o teve maior incidéncia de crises
graves.

Canabinol + Canabicromeno + Canabigerol também teve crises avancadas
(elevagao e extensdo do dorso).

O Midazolan foi o tnico que demonstrou crises leves.

4.2.4 WDS e Excitaciao do SNC

Canabidiol isolado apresentou menor incidéncia de WDS, indicando menor
hiperatividade colinérgica.
Canabidiol + Canabigerol + THC e Canabinol + Canabicromeno + Canabigerol

tiveram os piores indices de excitagdo (maior atividade colinérgica).



57

4.2.5 Ativacao Colinérgica

e Todos os compostos ativaram o sistema colinérgico com diferentes graus de
excitabilidade (100% de incidéncia), mas os grupos com mais WDS tiveram maior
impacto no SNC.

¢ O Midazolam confirmou ser o melhor inibidor de crises, pois limitou os sintomas

da Escala de Racine a estagios iniciais, ndo apresentado crises.

4.2.6 Distribuicio geral de padrao comportamental

Conforme a descricdo da escala de Racine os comportamentos foram observados em
proporgdes distintas entre os grupos, o que possibilita identificar padrdes especificos associados
a cada tratamento.

Grupos de destaque por categoria:
e Midazolam (Grupo I)
- Associou-se predominantemente a Movimentos Orofaciais (70%).
- Forte auséncia de outros comportamentos (0% nos demais niveis), indicando que o
tratamento com midazolan pode suprimir as manifestagdes mais graves da escala de Racine,

inibindo a progressdo para o Status Epilepticus.

e Fenobarbital (Grupo II)
- Foi desprezado na analise estatistica, ¢ o0 midazolan foi mantido como a droga de
controle no comparativo entre os fitocanabinoides estudados.
- No entanto, ao ser observado este grupo mostrou distribuicdo mais equilibrada, com
destaque para os Nao Classificados (60%) e para os Movimentos Orofaciais (30%).
- 1 caso de Clonus de Membros Anteriores (10%), indicando leve incidéncia de

comportamentos mais graves, sendo compativel com o perfil esperado de um anticonvulsivante.

e Canabidiol (Grupo III)
- Teve a predominancia de Abalos de Cabeca (60%).
- Menor proporcao de Movimentos Orofaciais (10%), sugerindo influéncia distinta

do composto em suprimir comportamentos leves.
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e Canabidiol + Canabigerol (Grupo IV):
- Mostrou distribui¢do balanceada entre Abalos de Cabeca (50%) ¢ Clonus de

Membros Anteriores (50%), apontando perfil intermediario de efeitos.

e Canabidiol + Canabigerol + THC (Grupo V)
- Apresentou o padrdo mais variado, abrangendo comportamentos graves como
Clonus de Membros Anteriores (40%) ¢ Elevacio com Extensdo do Dorso Seguido de
Queda (20%). Foi Unico grupo com multiplos casos nesses niveis, porém com a supressio e

ndo evolucdo para crises convulsivas (Racine 5) em 80% dos casos.

e Canabinol + Canabicromeno + Canabigerol (Grupo VI):
- Maior incidéncia de Elevacao/extensao do dorso (40%). Com Distribuigdo entre
comportamentos leves e graves, com presenga moderada em Abalos de Cabeca, Clonus de

Membros Anteriores e Movimentos Orofaciais (10% cada).

e Canabidiol + Canabigerol + Canabicromeno em nanoparticulas aquosas
(Grupo VII):

- Fortemente associado a Eleva¢dao com Extensdo do Dorso Seguido de Queda (70%).

- Evidéncia de associacdo com comportamentos severos, ausentando-se em todos os

outros niveis.

43 ASSOCIACAO ESTATISTICA BASEADO NA ANALISE DE
CORRESPONDENCIAS (ANACOR)

A Analise de Correspondéncia revelou associagdes significativas:
e Grupo | (Midazolam), estd associado a comportamentos leves, como Movimentos
Orofaciais
e Grupo 4 (Canabidiol + Canabigerol) tem forte associacdo com Abalos de Cabega.
e Grupo 5 (Canabidiol + Canabigerol + THC) apresenta a maior relagdo com Clonus
de Membros Anteriores.
e Grupo 6 (Canabinol + Canabicromeno + Canabigerol), estd associado a

Elevacao/extensao do dorso.
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e Grupo 7 (Canabidiol + Canabigerol + Canabicromeno em nanoparticulas aquosas),

destaca-se pela forte associacdo com Elevacdo com Extensdao do Dorso Seguido de

Queda, indicando maior severidade.

4.4 TEMPO DE LATENCIA PARA INICIO DAS CRISES

Tabela 4 - Comparagdo do tempo de Laténcia das Crises

Média Desvio

N Minimo Mediana

Moda Maximo

Midazolan

Fenobarbital

Canabidiol

Canabidiol +Canabigerol
Canabidiol+ Canabigerol+THC

Canabinol+ Canabicromeno-+canabigerol
Canabidiol+canabigerol+Canabicromeno

nanoparticulas aquosas

20,5
18,0
34,0
32,0
31,0
29,8

11,1

18,0
19,1
18,1
14,8
12,9

9,9

8,2

10
10
10
10
10
10

10

20,0
21,0
25,0
28,5
35,0
26,0

13,5

0 50,0

0 60,0
25,0 60,0
13,0 60,0
35,0 45,0
25,0 50,0

0 22,0

Fonte: dados da pesquisa.

O grupo VII foi o que apresentou a menor média de laténcia para inicio das crises

(Canabidiol+canabigerol+Canabicromeno nanoparticulas aquosas), também foi o que teve o

menor efeito protetor para o Status epilepticus, com 30% de prote¢dao e 70% de animais com

crises.

Tabela 5 - Comparacao das laténcias entre o midazolan e demais fitocanabinoides

Grupos

Laténcia das Crises

p-valor (vs. Midazolam)

Interpretagdo

(minutos)

Midazolam (Controle) 20,5 Ref. Referenma - agao
rapida
Tendéncia de

Canabidiol 34,0 0,059 diferenca
significativa

Canabidiol + Canabigerol 32,0 0,137 Sem diferenca
significativa

Canabidiol + Canabigerol + THC 31,0 0222 Sem diferenca
significativa

Canabinol+ Canabicromeno + T.e ndéncia de

. 29,8 0,080 diferenca

Canabigerol L .
significativa

Canabidiol + Canabigerol + Laténcia menor -

Canabicromeno 11,1 0,151 menor efeito

(nanoparticulas) protetor

Fonte: dados da pesquisa.
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Gréfico 1 - Tempo de laténcia das crises indicando o inicio das altera¢cdes comportamentais e
das convulsoes

Laténcia das Crises por Grupo
33

25
20
15

10

Laténcia das Crises (minutos)

Grupo

Fonte: dados da pesquisa.

A pilocarpina induziu alteracdes comportamentais em todos os grupos, 100%
apresentaram sinais colinérgicos, 22,9% movimentos do tipo “wet dog shake”, estereotipias em
65,7%. Um unico grupo apresentou sedacio em toda a amostra, VII
(Canabidiol+canabigerol+Canabicromeno). Os animais de todos os grupos que evoluiram com
elevagdo com extensdo do dorso seguida de queda (Racine 5), evoluiram para status epilepticus.

Relagao dos sinais colinérgicos implicam em ativag¢do do sistema nervoso:

e Todos os grupos tiveram 100% de incidéncia de sinais colinérgicos, indicando que
todos os compostos ativam o sistema colinérgico em algum grau.

e Como todos os grupos tiveram 100% de resposta colinérgica, a diferenca no
comportamento pode estar mais relacionada a intensidade dessa ativacdo e sua
relacdo com WDS.

e O grupo Canabidiol + Canabigerol + THC, que teve alta incidéncia de WDS, pode

estar associado a maior excitagdo do SNC no sistema limbico.
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4.5 AVALIACAO DO EFEITO PROTETOR (ANTIEPILEPTICO)

Tabela 6 - Comparagao do Efeito Protetor para o Status Epilepticus entre os grupos
% Sem Status

% Com Status  p-valor (vs.

Epilepti . Int taca
Grupos (ﬁieé Z;g; Epilepticus Midazolam) Tierpretagao
Midazolan(I) (Controle) 100,0% (10/10) 0,0% (0/10) Ref. Méxima protegao
onificati te pi
Canabidiol (I11) 40,0% (4/10)  60,0% (6/10) 0,014  Slenificativamente pior que
Midazolam
Canabidiol+ Canabigerol 50.0% (5/10) 50.0% (5/10) 0,390 S.em. difer'enc;a estatistica
1v) significativa
Canabidiol+ Canabigerol + . .
Tendé feit
THC 80,0% (8/10)  20,0% (2/10) 0,07 endéncia de efeito
semelhante ao Midazolam
V)
Canabinol+ Canabicromeno+ Sem diferenca estatistica
50,0% (5/10 50,0% (5/10 0,390
Canabigerol (V) 0% (5/10) 0% (5/10) -39 significativa
Canabidiol+ Canabigerol+ Sionificati te pi
Canabicromeno 30,0% (3/10)  70,0% (7/10) 0,014 ighificativametiie pior que
. Midazolam
(nanoparticulas)(VII)

Fonte: dados da pesquisa.

A variavel analisada para medir o efeito protetor foi a incidéncia ou nao de Status

Epilepticus, conforme mostrado na tabela acima.

Grafico 2 — Propor¢ao de ocorréncia de Status Epilepticus para cada grupo em percentual

Status Epilepticus por Grupo
70

60

50

Status Epilepticus (%)

Grupo

Fonte: dados da pesquisa.
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Em relagdo ao efeito protetor comparando o grupo controle (midazolan) com os demais

fitocanabinoides temos:

Midazolam (100% de protecdo) confirmando sua referéncia como
anticonvulsivante para crises epilépticas agudas e droga de primeira linha.
Canabidiol isolado e Canabidiol + Canabigerol + Canabicromeno em
nanoparticulas aquosas, apresentaram os piores desempenhos, com 60-70% dos
casos desenvolvendo Status Epilepticus (p = 0,014).

Canabidiol + Canabigerol + THC mostrou um efeito protetor mais robusto (80%),
com um p-valor de 0,07, sugerindo um efeito potencialmente similar ao controle no
modelo de crises agudas induzidas pela pilocarpina.

Os demais grupos ndo apresentaram diferencas estatisticas significativas quando
comparados ao Midazolam em relagdo ao efeito protetor anticonvulsivante em crises

agudas induzidas pela pilocarpina.

Os calculos estatisticos se encontram de modo detalhado no anexo.
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5 DISCUSSAO

O presente estudo teve como objetivo principal avaliar o efeito anticonvulsivante em
crises agudas, induzidas pelo modelo da pilocarpina em ratos Wistar, comparando a resposta
de diferentes formulagdes associadas de fitocanabinoides de grau farmacéutico e o extrato
isolado de canabidiol que ¢ o mais testado individualmente nos estudos de epilepsia e
canabinoides. O midazolam foi usado como droga de referéncia para o controle do efeito
protetor(inibidor) das crises. Os trabalhos avaliados até o momento tinham enfoque de estudo
comparando o potencial anticonvulsivante tanto nas crises agudas como cronicas, usando para
a indugdo das crises o PTZ (pentilenotetrazol), kindling, eletrochoque e pilocarpina, e fazendo
a avaliacdo do CBD em extrato isolado (Jones, 2012). Os resultados obtidos mostraram o
potencial terapéutico das associagdes de fitocanabinoides de grau farmacéutico na indicacdo de

seu uso na epilepsia refratdria e nas crises agudas, status epilepticus.

5.1 MODELO EXPERIMENTAL E VALIDACAO METODOLOGICA

O modelo de indugdo de SE por pilocarpina em roedores ¢ amplamente aceito e
validado na pesquisa em epilepsia, mimetizando caracteristicas de crises epilépticas em
humanos, particularmente a epilepsia do lobo temporal (Dond, 2006; Guerreiro, 2006; Hall;
Cohall, 2024; Quintans Junior et al., 2007; Sugaya; Kano, 2022; Turski et al., 1983). A
pilocarpina, um agonista muscarinico, induz uma superestimulacdo colinérgica que leva a
convulsoes e SE (Dona, 2006, Freitas et al., 2003; Hall; Cohall, 2024).

O modelo experimental da pilocarpina ¢ uma ferramenta validada e reconhecida por
sua capacidade de reproduzir aspectos fisiopatologicos relevantes da epilepsia humana
(Wallace et al., 2003). O estudo foi focado nos eventos convulsivos agudos, destacando que a
maioria dos estudos realizados abordam os modelos de crises epilépticas cronicas, sem
comparagdo com grupos de compostos entre si, encontrando ai a sustenta¢do nos resultados
obtidos, uma vez que a administragdo de pilocarpina, ativando receptores muscarinicos resulta
em aumento significativo da producdo de endocanabinoides cerebrais, particularmente do 2-
araquidonilglicerol na regido hipocampal durante convulsdes de curta duracdo, evidenciando a
ativagdo compensatoria do sistema endocanabinoide durante o processo convulsivo (Kow et al,
2014; Wallace et al., 2003). Estudos especificos com epilepsia do lobo temporal mesial
induzida por pilocarpina intra-hipocampal demonstraram que o Canabidiol (CBD) possui

capacidade de reduzir significativamente a frequéncia e intensidade das crises.
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Os endocanabinoides atuam nos receptores canabinoides CB1 para reduzir a liberagdo
de neurotransmissores e a gravidade das convulsdes em varios modelos de epilepsia além de
atenuar a ativacdo neuronal cronica quantificada pela proteina FosB em dareas limbicas
cerebrais.

Diferentes fitocanabinoides apresentam respostas varidveis neste paradigma
experimental, com o CBD reduzindo significativamente a percentagem de animais que
apresentaram convulsdes mais severas, enquanto a Cannabidivarina (CBDV) ndo demonstrou
efeito significativo sobre convulsdes induzidas por pilocarpina (Hill et al., 2013; Patra et al.,
2019). No entanto, em modelos de convulsdes induzidas por pentilenotetrazol (PTZ), o CBDV
tem demonstrado consistentemente efeitos anticonvulsivantes, inclusive com a supressdo da
expressao de genes relacionados a epilepsia, como Fos e Bdnf, fornecendo uma confirmagao
molecular dos efeitos comportamentais (Amada et al., 2013).

Neste estudo, a pilocarpina induziu com sucesso alteragdes comportamentais e sinais
colinérgicos em 100% dos animais de todos os grupos, confirmando seus efeitos. Isso permitiu
uma avalia¢do robusta do efeito dos tratamentos. A presenca de sinais colinérgicos em todos os
grupos indica que, embora a pilocarpina tenha ativado o sistema colinérgico em algum grau
para todos os animais, as diferencas observadas nos comportamentos e na evolugdo para SE

estdo relacionadas a capacidade moduladora de cada farmaco ou grupo testado.

52 AVALIACAO MORFOMETRICA E IDADE DOS ANIMAIS

As caracteristicas morfométricas e a idade dos grupos amostrais, apresentadas na
Tabela 1, revelaram algumas variagdes entre os grupos. Os animais dos grupos III (Canabidiol)
e IV (Canabidiol + Canabigerol) foram os mais velhos em relagdo a idade em dias, (média de
idade de 304,5 e 301,0 dias, respectivamente), enquanto o grupo VII (Nanoparticulas em
solug¢do aquosa) foi o mais jovem (média de 196,5 dias). Apesar dessas diferengas, o peso do
cérebro entre ratos adultos ndo apresentou variacao consideravel entre os grupos (média de 1,8
g, desvio padrdo de +0.1 g). Essa uniformidade no peso cerebral, independentemente das
variagcdes de idade e peso corporal, sugere que as diferencas observadas nos resultados
comportamentais e no efeito protetor ndo foram influenciadas dadas a inexisténcia de
disparidades significativas na massa encefalica dos animais. A compara¢do com dados
historicos 1,4 g de 1996 (Peters; Guerra, 1996), indicou uma varia¢ao percentual no peso do

cérebro de ratos Wistar da colonia do CBR-UFJF, com um aumento de cerca de 28,57% no
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peso dos cérebros dos ratos da colonia neste intervalo de tempo, sem impacto maior na

comparabilidade interna do estudo.

5.3 EFICACIA ANTICONVULSIVANTE

O Midazolam (Grupo I), utilizado como controle positivo, demonstrou 100% de
protecdo contra o Status Epilepticus (SE), confirmando sua eficacia como anticonvulsivante de
primeira linha em crises epilépticas agudas e sua a¢do rapida e confidvel em contextos de
emergéncia (Perucca, 2017; Silva et al., 2024; Tong et al., 2022). Tal desempenho superior foi
significativamente maior do que o observado para os fitocanabinoides isolados ou em algumas

associagoes, especialmente nas formulagdes em nanoparticulas aquosas.

5.3.1 Desempenho do Canabidiol: Correlacido com Evidéncias Clinicas

Os resultados observados com o Canabidiol (CBD) isolado (Grupo III), mostraram
apenas 40% de protecdo contra o SE em comparagdo aos 100% observados com Midazolam,
inicialmente parecem contraditorios a extensa literatura que consolida o CBD como o
fitocanabinoide com maior volume de evidéncias anticonvulsivantes (Anderson et al., 2021;
Devinsky et al., 2017; Fabro; Bazo, 2024; Hill et al. 2013; Patra et al., 2019; Perucca, 2017;
Silva et al., 2024; Souza et al., 2021).

Esta aparente discrepancia encontra explica¢do nas caracteristicas farmacodinadmicas
complexas dos canabinoides, particularmente na observacao frequente de curvas dose-resposta
em "U" invertido (bifasicas) bem documentadas para o CBD. Linares et al. (2019) confirmaram
que a administracdo aguda de CBD induziu efeitos ansioliticos com curva dose-dependente em
"U" invertido em sujeitos saudaveis, onde medidas subjetivas de ansiedade foram reduzidas
com CBD 300 mg, mas ndo com CBD 100 mg e 900 mg. Este padrao farmacologico sugere
existéncia de "dose terapéutica" 6tima, onde doses intermediarias proporcionam eficacia
maxima, enquanto doses menores sao ineficazes e doses maiores podem resultar em
diminuicio ou perda do efeito terapéutico (Linares et al., 2019; Perucca, 2017). Estudos com
pentilenotetrazol (PTZ) corroboram esta observacdao, demonstrando que o CBD apresenta
propriedades anticonvulsivantes especificas em faixas de dose de 200-400 mg/kg, suprimindo
crises de forma dose-dependente. A literatura também aponta para o efeito neuroprotetor do

CBD em doengas do sistema nervoso central (Kumar, 2024).
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A consolidacao das evidéncias terapéuticas do CBD encontra-se bem estabelecida na
literatura, com Kumar (2024) conduzindo revisdo abrangente demonstrando as indicacdes e os
efeitos neuroprotetores do CBD em doengas do sistema nervoso central, incluindo epilepsia,
esclerose multipla e doenca de Parkinson dentre outras. Estudos em modelos genéticos
utilizando ratos Wistar Audiogenic Rats (WAR) demonstraram que o tratamento cronico com
CBD preveniu o surgimento de crises limbicas e reduziu significativamente a progressao da
doenga epiléptica, bloqueando o recrutamento de novas areas cerebrais durante as crises.
Protocolos de administracdo prolongada de CBD (20 mg/kg/dia por 30 dias) em ratos saudaveis
ndo demonstraram alteragdes comportamentais ou cognitivas significativas, sugerindo

seguranga no uso prolongado.

5.3.2 Sinergismo Terapéutico: Protecio exercida pela Combina¢do CBD + CBG +
THC

O resultado com maior efeito protetor foi obtido com a combinacao de Canabidiol +
Canabigerol + THC (Grupo V), que demonstrou um efeito robusto (80% de protecao contra
o SE) com uma tendéncia de efeito protetor semelhante ao Midazolam (p=0.07). Este achado
corrobora a hipotese do "efeito entourage", onde a combinagdo de canabinoides associados a
outros compostos dos extratos da planta Cannabis sp. atuam de forma sinérgica,
potencializando os efeitos terapéuticos e modulando a atividade do sistema endocanabinoide
(Egana-Huguet; Soria-Gomez; Grandes, 2021; Costa; Micheli, 2024; Pertwee, 2008).

A investigacdo de mecanismos dose-dependentes revelou que a combinagdo de 10 uM
de CBD com baixas doses de A9-THC (propor¢ao 20:3) produziu efeitos anticonvulsivantes
superiores aos observados com qualquer fitocanabinoide isoladamente, sugerindo importante
sinergismo terapéutico (Liu; So; Wu. (2023). Os mecanismos moleculares subjacentes aos
efeitos anticonvulsivantes do CBD envolvem multiplos alvos farmacolédgicos, com o bloqueio
dos receptores 5-HTIA interferindo significativamente nos efeitos anticonvulsivantes
observados, indicando que o sistema serotoninérgico constitui um dos principais mediadores da
acao antiepiléptica do CBD (Gregorio et al., 2019).

O Canabigerol (CBG) contribuiu para este sinergismo através de mecanismos de a¢ao
especificos que complementam o arsenal terapéutico disponivel, apesar de estar classificado no
grupo dos fitocanabinoides menores, por ter sua contragdo em menor grau que o CBD e THC
(Pereira et al., 2024). Estudos pré-clinicos demonstraram que o CBG em doses de 50-200 mg/kg

apresentou efeitos dose-dependentes na reducdo da severidade de convulsdes induzidas por
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pentilenotetrazol (PTZ). O mecanismo de agdo anticonvulsivante do CBG diferencia-se
substancialmente do CBD através de sua capacidade de modular canais de s6dio dependentes
de voltagem (NaV), com investigagdes eletrofisioldgicas revelando que o CBG (10 uM) exerce
bloqueio significativo dos canais NaV em neurdnios corticais, alterando o perfil corrente-
voltagem e reduzindo a amplitude das correntes de sddio (Hill et al., 2014). Particularmente
relevante ¢ a capacidade do CBG de inibir especificamente os canais Nav1.7 em neurdnios do
ganglio da raiz dorsal, resultando em redugdo significativa da excitabilidade neuronal, com
seletividade por subtipos especificos de canais de sodio sugerindo perfil de efeitos adversos
potencialmente mais favoravel (L; Li ; Malhi, 2024). O CBG apresentou perfil de bloqueio mais
pronunciado dos canais NaV1.1, subtipo particularmente relevante em sindromes epilépticas
especificas como a Sindrome de Dravet, onde muta¢des nestes canais constituem a base
fisiopatologica da condi¢do (Ghovanloo; Estacion; Higerd-Rusli, 2022).

O A9-tetrahydrocannabinol (THC), embora apresente perfil anticonvulsivante
menos definido em modelos animais e esteja associado a efeitos psicoativos adversos
significativos, demonstra em numerosos estudos pré-clinicos que THC e CBD, quando
combinados, diminuem durag¢do, severidade e incidéncia de convulsdes epilépticas (Pertwee,
2008). Esta evidéncia sustenta que formulacdes balanceadas podem otimizar beneficios
terapéuticos enquanto minimizam efeitos adversos.

Os grupos Canabidiol + Canabigerol (Grupo IV) e Canabinol + Canabicromeno
+ Canabigerol (Grupo VI) apresentaram protecdo intermedidria (50% em ambos os casos),
sem diferenca estatistica significativa em relacdo ao Midazolam. Isso sugere que, embora essas
associagdes possam ter algum efeito anticonvulsivante, eles ndo atingem a mesma robustez do
Midazolam ou da combinacdo com THC no contexto do SE agudo induzido por pilocarpina
nestes grupos testados. A sinergia com outros canabinoides parece ser crucial. O Canabinol
(CBN) e Canabicromeno (CBC) também possuem atividades bioldgicas que podem contribuir
para o efeito anticonvulsivante, mas a combinacdo ideal e as propor¢des entre eles ainda

necessitam de mais investigacao.

5.3.3 Desempenho das Nanoparticulas Aquosas

Encontramos desempenho inferior da formulacdo em nanoparticulas aquosas

(Canabidiol + Canabigerol + Canabicromeno — Grupo VII), que apresentou apenas 30% de

protecdo contra o SE, representando o pior desempenho entre todos os grupos testados
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(p=0.014). Além disso, este grupo apresentou a menor média de laténcia para o inicio das crises
(11,1 minutos).

Esta observagdo requer andlise detalhada, considerando as caracteristicas
farmacoldgicas complexas dos fitocanabinoides. Os canabinoides constituem compostos
lipofilicos com solubilidade limitada em meio aquoso (Millar et al., 2018), implicando em
diferengas substanciais nos perfis de absor¢ao quando comparados veiculos aquosos e oleosos.
Os veiculos oleosos favorecem a solubilizacdo destes compostos e facilitam a absor¢ao
intestinal através da formagdo de micelas lipidicas e ativagdo de vias de absor¢do especificas
para lipidios. As diferencas nos perfis de absor¢do entre estes veiculos resultam em variagdes
significativas nos parametros farmacocinéticos, incluindo tempo para atingir concentragao
maxima (Tmax), concentracdo plasmatica méxima (Cmax) e area sob a curva (AUC),
influenciando diretamente a magnitude e dura¢do dos efeitos anticonvulsivantes observados
(Huestis, 2007).

A principal hipotese para explicar a menor eficicia das nanoparticulas aquosas
relaciona-se com o fendmeno da curva dose-resposta em "U" invertido. O nanoencapsulamento
pode ter resultado em biodisponibilidade significativamente aumentada, elevando as
concentragdes plasmaticas e teciduais dos fitocanabinoides para além da "janela terapéutica"
6tima, resultando em perda da eficécia anticonvulsivante (Linares et al., 2019; Perucca, 2017).
Os sistemas de nanoparticulas aquosas podem ter alterado dramaticamente o perfil
farmacocinético dos fitocanabinoides, resultando em liberagdo rapida inicial (burst release) e
tempo de residéncia prolongado, mantendo concentracdes supraterapéuticas por periodos
prolongados.

Adicionalmente, as nanoparticulas aquosas podem ter alterado o padrao de distribuicao
dos fitocanabinoides através de sequestro pelo sistema reticuloendotelial e alteracdo da
lipofilicidade aparente, importante para a permeabilidade através da barreira hematoencefélica,
resultando em menores concentracdes cerebrais efetivas. No modelo de pilocarpina, onde
ocorre ativagdo enddgena do sistema canabinoide, as altas concentragdes de fitocanabinoides
liberadas pelas nanoparticulas podem ter interferido negativamente com este mecanismo
compensatorio endogeno através de dessensibiliza¢do de receptores e competicdo por sitios de
ligacdo (Pertwee, 2008; Wallace et al., 2003).

A sedacdo observada em toda a amostra deste grupo (100%), juntamente com a menor
laténcia e maior severidade das crises, reforca a ideia de uma biodisponibilidade excessiva que
resultou em uma resposta nao ideal. A taxa de sedagdo deste grupo foi significativamente maior

do que a dos grupos de Midazolam (20% WDS) e CBD isolado (10% WDS).
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54 AVALIACAO COMPORTAMENTAL (ESCALA DE RACINE E WDS)

A Escala de Racine (Liittjohann et al., 2009; Racine, 1972), utilizada para classificar
a severidade das crises, revelou padrdes distintos entre os grupos. O Midazolam (Grupo I) foi
associado predominantemente a crises leves (movimentos orofaciais), indicando sua
capacidade de suprimir manifestagdes mais graves e inibir a progressao para o SE. Esse achado
demonstra que o Midazolam limitou os sintomas a estagios iniciais, sem apresentacao de crises
convulsivas mais avancadas.

O Canabidiol isolado (Grupo III) ndo mostrou um padrdo forte, mas uma propor¢ao
consideravel de animais (60%) atingiu estdgios severos de crise. Em contraste, o grupo
Canabidiol + Canabigerol + THC (Grupo V), apesar de ter apresentado um padrao mais variado
de comportamentos, incluindo clonus de membros anteriores (nivel intermediario) e elevagao
com extensao do dorso seguida de queda (com 20% dos casos), foi capaz de suprimir a evolugao
para crises convulsivas (Racine 5) em 80% dos casos. Isso reforca a eficacia dessa combinacao
em prevenir o SE, mesmo com a presenga de sinais de excitabilidade, uma vez que tanto o grupo
Canabidiol + Canabigerol + THC (Grupo V) e o grupo IV Canabidiol + Canabigerol, estdo na
mesma propor¢ao, ou seja 2:1, e a Unica diferenga ¢ a presenga do THC.

O grupo Canabidiol + Canabigerol + Canabicromeno em nanoparticulas aquosas
(Grupo VII) foi fortemente associado ao estagio mais severo da Escala de Racine (elevagao
com extensao do dorso seguida de queda — 70%), corroborando os resultados de menor prote¢ao
contra o SE. A maior incidéncia de Wet Dog Shakes (WDS), um indicador de
hiperexcitabilidade colinérgica e ativagdo do sistema limbico (Turski et al., 1983), foi
observada nos grupos Canabidiol + Canabigerol + THC (Grupo V) e Canabinol +
Canabicromeno + Canabigerol (Grupo VI), ambos com 40% de WDS. Isso sugere que, embora
a presenga de WDS indique uma ativagdo do sistema nervoso, a combinagdo com THC pode
ter modulado essa excitagdo de forma a conferir protecdo contra o SE, enquanto em outras
associagdes essa maior excitagdo pode ter contribuido para crises mais severas. O Canabidiol
isolado (Grupo III) e o grupo nanoparticulas (Grupo VII) tiveram as menores incidéncias de
WDS (10%), o que, no caso das nanoparticulas, pode estar relacionado a sua toxicidade em
doses excessivas, levando a uma supressdo comportamental generalizada em vez de uma

modulagdo protetora.
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ANALISE DAS LATENCIAS E IMPLICACOES FARMACOCINETICAS

A andlise das laténcias para inicio das crises demonstrou padrao interessante quando
correlacionada com a eficdcia anticonvulsivante observada. O grupo VII (Canabidiol +
Canabigerol + Canabicromeno em nanoparticulas aquosas) apresentou a menor média de
laténcia para inicio das crises (11,1 minutos), correlacionando-se com o menor efeito protetor
para o status epilepticus (30% de prote¢do). Esta correlacdo inversa entre laténcia e prote¢ao
sugere que a formulacdo em nanoparticulas aquosas pode ter acelerado o inicio das
manifestagdes convulsivas, possivelmente através de mecanismos pro-convulsivantes
resultantes de concentragdes supra-terapéuticas.

Em contraste, o Midazolam apresentou laténcia de 20,5 minutos com 100% de
protecdo, confirmando o padrdo de referéncia. Os grupos com fitocanabinoides em veiculos
convencionais apresentaram laténcias superiores (29,8-34,0 minutos) sem diferengas
estatisticas significativas em relagdo ao Midazolam, sugerindo que o aumento da laténcia pode
representar um indicador precoce de atividade anticonvulsivante, retardando o
desenvolvimento das manifestagdes epilépticas. Este achado reforga a importancia do veiculo
de administra¢do na farmacocinética dos fitocanabinoides, uma vez que a lipofilicidade destes
compostos favorece sua absor¢do em veiculos oleosos, enquanto formulagdes aquosas podem
demandar estratégias tecnoldgicas especificas para garantir eficacia (Huestis, 2007; Millar et

al., 2018).

5.4.1 Modulaciao do Sistema Endocanabinoide e Neurotransmissao

Os resultados obtidos encontram correlagao direta com os mecanismos moleculares
estabelecidos para os fitocanabinoides em crises epilépticas. A modulagdo do balango
excitatorio-inibitorio representa um dos mecanismos fundamentais, com o CBD modulando a
fun¢do de interneurdnios inibitoérios no hipocampo, como os que expressam parvalbumina e
colecistocinina, promovendo maior controle sobre a atividade neuronal e reduzindo a
hiperexcitabilidade associada as crises epilépticas (Khan et al., 2018; Rosenberg et al., 2023).

A regulagdo da transmissdo sinaptica através da inibi¢do da liberagdo de glutamato
(neurotransmissor excitatorio) e modulacdo da liberagdo de GABA (neurotransmissor
inibitorio) contribui para a supressdo das descargas epilépticas (Sugaya; Kano, 2022). A acdo
sobre receptores e canais i0nicos, incluindo receptores GPRS5S5, canais de célcio e sodio, e

receptores muscarinicos, reduz a excitabilidade neuronal e a propagacdo das crises (Hall;
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Cohall, 2024; Senn; Cannazza; Biagini, 2020). Além disso, estudos demonstram que
fitocanabinoides como a Cannabidivarina (CBDV) podem atuar em nivel gendmico,
suprimindo o aumento da expressdo de genes pro-convulsivantes e relacionados a plasticidade
neuronal desadaptativa, como Fos, Egrl, Arc, Ccl4 e Bdnf, em modelos de convulsdes

quimicamente induzidas (Amada et al., 2013).

5.4.2 Interacido com Sistemas Neuromoduladores Endogenos

A interacdo funcional entre os sistemas opioide endogeno e endocanabinoide
representa aspecto relevante para compreensdo dos resultados encontrados. Os peptideos
opioides enddgenos compartilham com os endocanabinoides sobreposicao significativa em seus
efeitos farmacologicos, particularmente na modulacdo da nocicep¢do, do humor e da
neurotransmissdo (Cichewicz, 2004; Vigano et al., 2005). A convergéncia anatomica dos
receptores opioides (1, d, k) e canabinoides (CB1, CB2) em regides cerebrais chave, como o
sistema mesocorticolimbico, substancia cinzenta periaquedutal e medula espinal, estabelece a
base neuroanatdmica para suas interagdes funcionais.

No nivel molecular, evidéncias demonstram que os sistemas opioide e
endocanabinoide exibem interacdes bidirecionais através de multiplos mecanismos, com a
ativacao de receptores opioides modulando a sintese e liberagdo de endocanabinoides, enquanto
os endocanabinoides influenciam a liberacdo de peptideos opioides enddgenos (Welch; Eads,
1999). Esta regulacdo cruzada ¢ mediada por cascatas de sinalizacdo intracelular
compartilhadas, incluindo a modulagdo dos niveis de AMP ciclico e a ativacdo de proteinas
quinases especificas. A complexidade do sistema endocanabinoide e suas interagdes com outros
sistemas, como o serotoninérgico e o glutamatergicos, sao essenciais para entender o potencial
terapéutico dos canabinoides na epilepsia (Castillo et al., 2012; Chevaleyre; Takahashi;

Castillo, 2006; Jung et al., 2012; Lu; Mackie, 2016).
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5.5 PERSPECTIVAS TERAPEUTICAS E TRANSLACAO CLINICA

Tabela 7 - Comparacdo entre Fdrmacos Antiepilépticos Convencionais e Fitocanabinoides

Parametro Fenobarbital  Fenitoina Carbamaze- Valpro-ato Levetira CBD THC CBG
pina -cetam

Ano de 1912 1938 1962 1967 1999 2018* Em Em

Introdugio investiga- investiga-
¢ao ¢ao

Mecanismo Modulagio Bloqueio Bloqueio Multiplos Modulag ~ Multiplos  Agonista Agonista

Principal GABA-A canais Nat+  canais Na+ alvos 30 SV2A  alvos CB1/CB2 CB1/CB2

Espectro de Amplo Focal/TCG  Focal/TCG Amplo Amplo Amplo Focal/TCG  Em estudo

Acao

Eficacia 60-70% 60-70% 65-75% 70-80% 65-75% 40- 30-50%** Dados

60%** limitados

(% controle)

Inicio de 30-60 min 15-30 min 1-2h 1-3h 1-2h 1-4h 30-90 min Dados
Acio limitados
Meia-vida 72-144 h 12-36 h 8-20 h 8-20 h 6-8h 18-32h 2-4h 1-2h
Via de VO, IV VO, IV VO VO, IV Vo, IV VO Vo, VO
Administra- Inalatéria
cao
Biodisponi- 95% 90% 75-85% 90% >95% 6-19% 10-35% Dados
bilidade limitados
Metabolismo  Hepatico Hepatico Hepatico Hepatico Renal Hepatico Hepatico Hepatico

(CYP2C19) (CYP2C9)  (CYP3A4) (multiplas) (70%) (CYP2C1  (CYP2C9)

9)

Interagdes Multiplas Multiplas Multiplas Moderadas Minimas  Minimas Moderadas ~ Dados
Medicamen-  (indutor) (indutor) (indutor) limitados

tosas

* Epidiolex® (CBD) aprovado pelo FDA em 2018 para Sindrome de Dravet e Lennox-Gastaut
** Eficacia como monoterapia em epilepsias refratarias; dados de estudos controlados

Fonte: Chen et al. (2018), Devinsky et al. (2017), Lattanzi ef al. (2018) e Perucca (2017).

Os resultados obtidos, quando analisados em conjunto com dados da literatura,
revelam um panorama complexo e diferenciado da eficdcia anticonvulsivante entre os fArmacos
antiepilépticos convencionais e os fitocanabinoides. A analise comparativa demonstra que,
embora os FAEs mantenham superioridade geral, os fitocanabinoides ocupam nichos
terapéuticos especificos onde apresentam eficacia equivalente ou superior.

Os dados experimentais confirmam a eficacia superior dos FAEs convencionais na
maioria dos contextos epilépticos. O midazolam demonstrou 100% de eficécia na prevencao do

status epilepticus, enquanto o fenobarbital alcancou 90% de proteg¢do, resultados que
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corroboram sua posi¢do como tratamentos de primeira linha em emergéncias epilépticas
(Glauser et al., 2016).

Na andlise clinica ampliada entre os farmacos disponiveis para aplicagdo clinica,
observa-se que carbamazepina e valproato mantém eficdcia de 65-80% em suas indicagdes
preferenciais, com a carbamazepina demonstrando 90-95% de controle em crises focais e o
valproato alcangando 85-95% de eficicia em crises generalizadas. Esta supremacia reflete
décadas de otimizagdo farmacoldgica e compreensao conhecimento bem estabelecido (Chen et
al., 2018).

O levetiracetam, representando a nova geracdo de FAEs, apresenta 65-75% de
eficacia geral com perfil de seguranca melhorado, demonstrando que o desenvolvimento de
FAEs continua evoluindo para otimizar a relagdo eficacia-tolerabilidade (Lattanzi et al., 2016).

Contrariamente a percepc¢ao de eficacia limitada, os fitocanabinoides demonstraram
padrdes de eficacia altamente especificos que desafiam generalizacdes simplistas. A andlise
revelou trés categorias distintas de desempenho:

Superioridade em Sindromes Especificas

Os dados mais promissores emergem das sindromes epilépticas especificas, onde os
fitocanabinoides ndo apenas complementam, mas frequentemente superam os FAEs
convencionais nas seguintes situagoes:

¢ Sindrome de Dravet: CBD (Epidiolex®) demonstra 60-75% de eficacia versus 30-
60% dos FAEs convencionais

e Sindrome de Lennox-Gastaut: Fitocanabinoides alcancam 55-70% de controle
comparado a 20-50% dos FAEs

e Esclerose Tuberosa: CBD apresenta 50-65% de eficidcia versus 30-55% dos
tratamentos convencionais

Estes resultados representam uma inversdo do paradigma tradicional, onde os
fitocanabinoides se posicionariam como tratamentos de primeira linha em condi¢des
especificas (Devinsky et al., 2017; Thiele et al., 2018).

Talvez o achado clinico mais relevante seja o desempenho dos fitocanabinoides em
epilepsias farmacorresistentes. Enquanto FAEs adicionais em politerapia raramente excedem
15-25% de eficécia, os fitocanabinoides como terapia adjuvante demonstram 40-70% de
resposta, representando uma melhoria de 2-3 vezes na probabilidade de controle de crises
(Pamplona; Silva; Coan, 2018) sendo a sua indicagdo como droga auxiliar bem estabelecido e
o uso dos fitocanabinoides deve ser limitado aos de graus farmacéuticos conhecidos (Brucki ef

al., 2021; Meira; Bezerra, 2024).
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Esta eficacia diferencial sugere que os mecanismos de acdo Unicos dos
fitocanabinoides podem superar resisténcias estabelecidas, oferecendo opgdo valida para
pacientes com epilepsias previamente intrataveis.

Os fitocanabinoides ainda apresentam maior tolerabilidade. Enquanto FAEs
convencionais apresentam 15-25% de efeitos adversos graves, os fitocanabinoides demonstram
apenas 5-12% de eventos adversos significativos. Esta diferenga ¢ particularmente relevante em
populagdes pediatricas e geriatricas, onde a tolerabilidade pode ser fator limitante para adesao
terapéutica (Chesney et al., 2020).

Os resultados experimentais obtidos oferecem validagdo objetiva para os achados
clinicos. A combinagdo CBD+CBG+THC, demonstrou 80% de eficacia, aproximando-se dos
FAEs convencionais, destacando o potencial do efeito entourage em otimizar a eficacia
anticonvulsivante.

Foi observado que as formulacdes combinadas superaram consistentemente
compostos isolados, com a sequéncia de eficacia: CBD+CBG+THC (80%) > CBD+CBG (50%)
> CBD isolado (40%). Este padrdo sugere que futuras formulagdes clinicas devem priorizar

combinagdes sinérgicas sobre compostos isolados, com potencial do uso de doses menores e

redugdo de efeitos ¢

olaterais (Martins; Meira, 2024).

Quadro 8 — Comparagdo das vantagens e aspectos do uso dos FAEs e fitocanabinoides

Categoria | FAEs Convencionais | Fitocanabinoides
Vantagens
* Eficacia estabelecida (décadas de uso) * Multiplos mecanismos de acdo
* Protocolos bem definidos * Perfil de seguranca favoravel
* Custo acessivel (genéricos) « Efeitos neuroprotetores
* Monitoramento padronizado * Menos interacdes medicamentosas
* Disponibilidade global * Potencial anti-inflamatério
Limitacdes

* Taxa de refratariedade (30%)

* Evidéncias limitadas (poucas
indicacdes)

* Efeitos adversos significativos

« Custo elevado

» Multiplas interacdes medicamentosas

* Baixa biodisponibilidade

* Necessidade de monitoramento

* Disponibilidade restrita

* Teratogenicidade (alguns)

* Dados de seguranca a longo prazo
limitados

Perspectivas Futuras

* Novos FAEs com melhor tolerabilidade

* Formulag6es com melhor
biodisponibilidade

* Medicina personalizada
(farmacogendmica)

* Estudos em novas indicagdes

» Combinagdes otimizadas

* Padronizagdo de extratos

* Liberacdo controlada

* Medicina personalizada
(endocanabinoide)

Fonte: Gray e Whalley (2020), Kwan et al. (2010) e Pamplona, Silva e Coan (2018).
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5.6 CONSOLIDACAO DAS EVIDENCIAS PARA APLICACAO CLINICA

Os resultados obtidos, quando analisados em contexto com a literatura consolidada,
reforcam o potencial terapéutico dos fitocanabinoides em formula¢des adequadamente
otimizadas. A aprovagdo do Epidiolex® em 2018 como primeiro medicamento derivado de
Cannabis aprovado para uso clinico estabeleceu precedente historico fundamentado em
evidéncias robustas de eficdcia em sindromes epilépticas especificas, sendo recomendados

como tratamento adjuvante, incluindo Dravet e Lennox-Gastaut (Devinsky et al., 2017).

Quadro 9 — Indicagdes especificas e evidéncias clinicas das indica¢cdes do FAES e dos

fitocanabinoides.

s Qs - . . . Nivel de

Condi¢ao/Sindrome FAEs de Primeira Linha Fitocanabinoides s A s
Evidéncia
Epilepsias Focais
- Esclerose mesial temporal Carbam azeping, CBD (adjuvante) Classe III
Levetiracetam
- Epilepsia neocortical Carbamazepina, Fenitoina CBD (adjuvante) Classe 111
Epilepsias Generalizadas
- Auséncias tipicas Valproato, Etossuximida Nao recomendado -
- Crises tonico-clonicas Valproato, Levetiracetam CBD (adjuvante) Classe 111
. . Al . CBD (casos
- Crises miocldnicas Valproato, Levetiracetam . Classe III
selecionados)
Sindromes Especificas
- Sindrome de Dravet Valproato, Clobazam CBD (Epidiolex®) Classe I
_Gzlsrtlglrl?me de Lennox- Valproato, Lamotrigina CBD (Epidiolex®) Classe I
- Esclerose Tuberosa Vigabatrina CBD (Epidiolex®) Classe 11
- Sindrome de West Vigabatrina, ACTH CBD (investigacional) Classe 111
Status Epilepticus
- Convulsivo Ben; OEilazep 1icos, Nao estabelecido -
Fenitoina

- Nao-convulsivo Valproato, Levetiracetam Nao estabelecido -

Classificagdo de Evidéncias: Classe I: Evidéncia de alta qualidade (ensaios clinicos randomizados, duplo-cegos,
controlados); Classe II: Evidéncia de qualidade moderada (estudos controlados com limitagdes metodoldgicas);
Classe III: Evidéncia de baixa qualidade (estudos observacionais, relatos de caso)

Fonte: Devinsky et al. (2017), Glauser et al. (2013), Miller et al. (2020) e Thiele et al. (2018).

A necessidade clinica de termos mais opgdes terapéuticas permanece significativa,
considerando que aproximadamente um terco dos pacientes com epilepsia ndo alcangam
controle adequado de convulsdes com medicamentos antiepilépticos convencionais (Kale,
2002; Kanashiro, 2006; Kwan; Brodie, 2000). Esta lacuna terapéutica reforca a importancia do
desenvolvimento de terapias baseadas em medicamentos derivados da Canabis sp. para a
epilepsia farmacorresistente, especialmente considerando os resultados promissores observados
da combinacdo CBD + CBG + THC. Ensaios clinicos recentes também destacaram a eficacia

de outros fitocanabinoides, como a canabidivarina (CBDV), em sindromes epilépticas
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especificas (Gray et al., 2022; Morano, 2022), além de seguran¢a no seu uso comparavel com

os FAEs.

5.6.1 Limitacoes e Consideracoes Futuras

E importante reconhecer limitagdes significativas na comparagdo do uso das FAEs
convencionais e os fitocanabinoides no tratamento das crises convulsivas pela limitagdo dos

dados disponiveis atualmente devido aos estudos atuais apresentarem:

e Diferengas metodoldgicas entre estudos de FAEs e fitocanabinoides
e Populagdes heterogéneas com diferentes graus de refratariedade
e Variabilidade nas formulagdes de fitocanabinoides

e Seguimento temporal diferenciado entre as classes terapéuticas

As pesquisas futuras deveriam ainda abarcar:

e Estudos comparativos diretos entre FAEs e fitocanabinoides
e Otimizag¢do de formulac¢des para maximizar biodisponibilidade
e Identificacdo de biomarcadores para predicdo de resposta

e Estudos de seguranga a longo prazo para fitocanabinoides

A andlise comparativa revela um panorama terapéutico complementar onde FAEs

apresentam em relagdo aos fitocanabinoides:

e Eficacia geral superior (63-81% vs. 45-65%)
e Custo-efetividade excepcional
e Evidéncia clinica robusta

e Disponibilidade global

Os fitocanabinoides demonstram papel relevante no tratamento de Sindromes
epilépticas especificas como: Dravet, Lennox-Gastaut e Esclerose tuberosa. Mostrando uma
reposta superior reconhecida na indicagdo para tratamento das epilepsias farmacorresistentes

com tolerabilidade superior e potencial neuroprotetor.
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O futuro do tratamento da epilepsia parece residir ndo na substituicio, mas na
integracio inteligente de ambas as classes terapéuticas, com FAEs mantendo seu papel como
espinha dorsal do tratamento e fitocanabinoides oferecendo solugdes especializadas para
necessidades clinicas especificas com indicacdes terapéuticas baseadas em evidéncias (Meira;
Bezerra, 2024).

Com base na analise comparativa, emerge um mapa terapéutico diferenciado que

otimiza a selecdo de tratamentos indicados:

Indicagdes Preferenciais para FAEs Convencionais:
e Cirises focais: Carbamazepina (90-95% eficacia)
e Status epilepticus: Midazolam/Fenobarbital (90-100% eficécia)
e Epilepsia mioclonica juvenil: Valproato (80-90% eficacia)

e Tratamento de primeira linha: Maioria das epilepsias

Indicagdes Preferenciais para Fitocanabinoides:
¢ Sindrome de Dravet: CBD como primeira linha (60-75% eficécia)
e Sindrome de Lennox-Gastaut: CBD como primeira linha (55-70% eficacia)
e Epilepsias farmacorresistentes: Terapia adjuvante (40-70% resposta)

e Pacientes com intolerancia a FAEs: Alternativa com melhor tolerabilidade

5.6.2 Implicacoes para Desenvolvimento de Formulacées Futuras

Os resultados obtidos com as nanoparticulas aquosas destacam a importancia critica
da otimizacdo farmacotécnica para canabinoides. O desenvolvimento de formulagdes eficazes
deve considerar controle rigoroso da liberagdo para manter concentragdes dentro da janela
terapéutica 6tima, estudos farmacocinéticos detalhados com caracterizagdo completa do perfil
de absorcdo, distribuicdo e eliminagdo, avaliacdo precisa da curva dose-resposta para cada
formulagdo especifica, e consideracdo dos mecanismos endogenos com preservagdo da
funcionalidade do sistema endocanabinoide natural.

A melhoria da solubilidade e biodisponibilidade, embora importantes, devem ser
cuidadosamente balanceadas com a manutencdo da eficicia terapéutica, particularmente para
compostos com caracteristicas farmacoldgicas complexas como os fitocanabinoides. Os

estudos pré-clinicos demonstram que fatores como dose, via de administragdo e modelo
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experimental utilizado influenciam significativamente os resultados observados, destacando a
necessidade de protocolos padronizados para translacao clinica adequada.

A analise comparativa dos resultados obtidos com a literatura consolidada demonstra
que os achados experimentais se encontram em concordancia com o0s conhecimentos
estabelecidos sobre os mecanismos de acdo e eficacia anticonvulsivante dos fitocanabinoides.
O desempenho superior da combinagdo CBD + CBG + THC (80% de protegdo) encontra
sustentacdo tedrica solida nos mecanismos sinérgicos descritos na literatura, envolvendo
multiplos alvos farmacoldgicos complementares.

O resultado das nanoparticulas aquosas, encontra explicacdo através das caracteristicas
farmacodindmicas complexas dos canabinoides, particularmente o fendmeno da curva dose-
resposta em "U" invertido. Esta observacao refor¢a a importancia da otimizacao farmacotécnica
cuidadosa e da consideracdo das caracteristicas unicas dos fitocanabinoides no

desenvolvimento de formulagdes terapéuticas.

Os resultados consolidam a evidéncia de que diferentes fitocanabinoides apresentam
mecanismos de acdo complementares, com o CBD atuando primariamente através de
modulagdo serotoninérgica e do balango excitatorio-inibitorio, o CBG contribuindo através do
bloqueio seletivo de canais de sodio, e o THC proporcionando sinergismo através de
mecanismos adicionais. Esta diversidade de alvos moleculares reforca o potencial dos
fitocanabinoides como fonte de compostos com perfis terapéuticos diferenciados e

complementares para o tratamento da epilepsia refratria e outras doengas.

O presente estudo apresenta algumas limitagdes, incluindo a diferenca entre os
veiculos de administragdo (oleoso, aquoso e nanoparticulas aquosas), que podem ter
influenciado a farmacodinadmica e os tempos de absor¢do, impactando os efeitos anti ou pro-
convulsivantes. A auséncia de um estudo de concentragdo-dose-resposta também foi uma

limitagao.

Pesquisas futuras deverdo focar na otimizagdo de dosagens, na compreensio
aprofundada das intera¢des sinérgicas entre canabinoides e na melhoria das formulagdes
farmacotécnicas, com aten¢do especial s nanoparticulas e preparagdes para uso endovenoso,

visando maximizar a eficdcia e seguranca desses compostos
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6 CONCLUSAO

e A combinag¢do de Canabidiol (CBD), Canabigerol (CBG) e THC (Grupo V) apresentou o
efeito protetor mais robusto, com 80% de prote¢do contra as crises convulsivas agudas. A
protecdo apresentada neste grupo ndo teve diferenca estatistica em relagdo ao controle,
indicando um potencial terapéutico promissor para o tratamento de crises agudas utilizando

fitocanabinoides.

e A inclusio de THC, mesmo em baixas doses, na combinagdo do Grupo V
(CBD+CBG+THC) sugeriu um potencializador da resposta anticonvulsivante,
possivelmente devido ao "efeito entourage", onde a sinergia entre diferentes canabinoides

maximiza o efeito terapéutico, modulando a excitagdo neuronal.

e O CBD isolado e a formulagdo nanoparticulada aquosa, contendo CBD, CBG e
Canabicromeno (Grupo VII) demonstraram a menor eficicia protetora, com altas taxas de

ocorréncia do SE (60% e 70%, respectivamente).

e O desempenho inferior do CBD isolado pode estar relacionado a sua farmacodinamica

complexa e a dose empregada, possivelmente fora da janela terapéutica ideal.

e A formulagdo nanoparticulada, apesar de ter como objetivo melhorar a biodisponibilidade,
pareceu elevar as concentragdes dos canabinoides acima do limiar terapéutico, tendo agao

pro-convulsivante.

e As combinagdes CBD + CBG (Grupo IV) e Canabinol + Canabicromeno + CBG (Grupo
VI) apresentaram protecdo intermediaria (50%), sem diferengas estatisticas significativas
em relacdo ao controle, demonstrando que diferentes composi¢des podem modular o efeito

anticonvulsivante de forma variavel.

e O Midazolam controlou eficazmente o impacto comportamental, mantendo as

manifestagdes em estagios iniciais da Escala de Racine.
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A formulagdo nanoparticulada (Grupo VII) ocasionou efeitos adversos como sedagdo
intensa e manifestagdes comportamentais mais severas, evidenciadas pela rapida laténcia e

manifestagdes elevadas na Escala de Racine.

Todos os grupos testados apresentaram sinais colinérgicos. A combina¢do com THC
(Grupo V) e as combinagdes com Canabinol (Grupo VI) exibiram maior incidéncia de Wet
Dog Shakes (WDS), sugerindo maior ativagdo colinérgica e excitacdo do sistema nervoso

central, o que requer atengdo em estudos futuros

O CBD isolado teve maior protecdo em relacao a hiperatividade colinérgica em comparacao

com as combinagdes que incluiam THC ou Canabinol.

A combinagdo de CBD, CBG e THC se apresenta candidato promissor para futuras

investigagdes, especialmente no contexto de crises epilépticas agudas refratarias (SE).
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ANALISE DESCRITIVA
Descricao: Foram calculadas estatisticas descritivas como distribuicdo de
frequéncias e distribui¢do de frequéncias cruzadas para as varidveis qualitativas
(categoricas) e média, desvio, minimo, maximo, mediana e moda para as variaveis
quantitativas (métricas).

ESTATISTICAS DESCRITIVAS PARA TODA A AMOSTRA

Grupos
Casos %

Midazolan 10 14,3%

Fenobarbital 10 14,3%

Canabidiol 10 14,3%

Canabidiol o
+Canabigerol 10 14,3%

Canabidiol+ .
Canabigerol+THC 10 14,3%

Canabinol+
Canabicromeno+canabige 10 14,3%
rol

Canabidiol+can .
abigerol+Canabicromeno 10 14,3%

Total 70 100,0%

Escala de
Racine
C
asos 9

Nao 1 1
classificados 3 8,6%

Movimentos 1 2
orofaciais 8 5,7%

Abalos de 8 1
cabeca 1,4%

Clénus de 7
membros anteriores 5 1%

Elevacao/ext 1
ens&o do dorso 1 4%

Elevacgao
com extensdo do dorso 2 3
seguida de queda 5 5,7%

Total 7 1

0 00,0%
Status
epilepticus
C
asos 9
4 6




ao 4 2,9%
2 3
im 6 7.1%
7 1
otal 0 00,0%
Sinais
colinérgicos
C
asos 9
7 1
im 0 00,0%
7 1
otal 0 00,0%
WDS
C
asos 9
5 7
do 4 7.1%
1 2
im 6 2,9%
7 1
otal 0 00,0%
Esterotipias
C
asos 9
2 3
do 4 4,3%
4 6
im 6 5,7%
7 1
otal 0 00,0%
Sedacao
C
asos 9
6 8
do 0 5,7%
1 1
im 0 4,3%
7 1
otal 0 00,0%
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ESTATISTICAS POR GRUPO
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Escala de Racine Total
Elevagao
Nao Movimento Abalos de Clénus de Elevagédo/e | com extensdo do dorso
classificados s orofaciais cabeca membros anteriores xtensdo do dorso seguida de queda asos
asos asos asos asos asos asos
Midazolan
rupos 0,0% 0,0% 00,0%
Fenobarbital
0,0% 0,0% 0,0% 00,0%
Canabidiol
0,0% 0,0% 0,0% 00,0%
Canabidiol
+Canabigerol 0,0% 0,0% 00,0%
Canabidiol+
Canabigerol+THC 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 00,0%
Canabinol+
Canabicromeno+canabig
erol 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 00,0%
Canabidiol+c
22ab|geroI+Canablcrome 0.0% 0.0% 00,0%
Total
3 8,6% 5,7% 1,4% 1% 4% 5 5,7% 00,0%




Status epilepticus Total
Nao Sim
C

asos % asos % asos 9

Midazolan 1 1

rupos 00,0% 00,0%

Fenobarbital 9 1 1 1

0,0% 0,0% 00,0%

Canabidiol 4 6 6 1

0,0% 0,0% 00,0%

Canabidiol 5 5 5 1

+Canabigerol 0,0% 0,0% 00,0%

Canabidiol+ 8 2 1

Canabigerol+THC 0,0% 2 0,0% 00,0%
Canabinol+

Canabicromeno+canabige 5 5 5 1

rol 0,00/0 0,00/0 00,00/0

Canabidiol+can 3 7 1

abigerol+Canabicromeno 0,0% 7 0,0% 00,0%

Total 6 2 3 1

2,9% 6 7,1% 00,0%
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Sinais
colinérgicos Total
Sim
C
asos % asos 9
Midazolan 1 1 1
rupos 0 00,0% 00,0%
Fenobarbital 1 1 1
0 00,0% 00,0%
Canabidiol 1 1 1
0 00,0% 00,0%
Canabidiol 1 1 1
+Canabigerol 0 00,0% 00,0%
Canabidiol+ 1 1 1
Canabigerol+THC 0 00,0% 00,0%
Canabinol+
Canabicromeno+canabige 1 1 1
rol 0 00,0% 00,0%
Canabidiol+can 1 1 1
abigerol+Canabicromeno 0 00,0% 00,0%
Total 7 1 1
0 00,0% 00,0%
WDS Total
Nao Sim
C
asos % asos % asos 9
Midazolan 8 8 2 1
rupos 0,0% 0,0% 00,0%
Fenobarbital 8 8 2 1
0,0% 0,0% 00,0%
Canabidiol 9 9 1 1
0,0% 0,0% 00,0%
Canabidiol 8 8 2 1
+Canabigerol 0,0% 0,0% 00,0%
Canabidiol+ 6 4 1
Canabigerol+THC 6 0,0% 0,0% 00,0%
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Canabinol+
Canabicromeno+canabige
rol

Canabidiol+can
abigerol+Canabicromeno

Total

0,0%

0,0%

7,1%

0,0%

0,0%

2,9%

00,0%

00,0%

00,0%

100



Esterotipias Total
Nao Sim

asos % asos % asos 9

Midazolan 3 7 1

rupos 0,0% 0,0% 00,0%
Fenobarbital 3 7 1

0,0% 0,0% 00,0%

Canabidiol 6 4 1

0,0% 0,0% 00,0%

Canabidiol 5 5 1
+Canabigerol 0,0% 0,0% 00,0%
Canabidiol+ 3 7 1
Canabigerol+THC 0,0% 0,0% 00,0%

Canabinol+
Canabicromeno+canabige 4 6 1
rol 0,00/0 0,00/0 00,00/0
Canabidiol+can 1 1
abigerol+Canabicromeno 00,0% 00,0%
Total 3 6 1
4,3% 5,7% 00,0%
Sedacao Total
Nao Sim

asos % asos % asos 9

Midazolan 1 1

rupos 00,0% 00,0%
Fenobarbital 1 1

00,0% 00,0%

Canabidiol 1 1

00,0% 00,0%

Canabidiol 1 1
+Canabigerol 00,0% 00,0%
Canabidiol+ 1 1
Canabigerol+THC 00,0% 00,0%

Canabinol+

Canabicromeno+canabige 1 1
rol 00,0% 00,0%
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Canabidiol+can 1 1 1 1
abigerol+Canabicromeno 0 00,0% 0 00,0%
Total 6 8 1 1 7 1
0 5,7% 0 4,3% 0 00,0%
Idade (dias) Peso corporal (G) Laténcia das crises (minutos) Peso do cerebro (G)
M D M D M D D
édia esvio N édia esvio N édia esvio N édia esvio N
Midazolan 1 9 1 3 1 1 2 1 1 , 1
rupos 63,4 ,6 0 45,0 54 0 0,5 8,0 0 2 0
Fenobarbital 2 4 1 3 2 1 1 1 1 , 1
53,5 7 0 47,4 4,2 0 8,0 9,1 0 2 0
Canabidiol 3 1 1 3 2 1 3 1 1 , 1
04,5 0,0 0 72,0 1,2 0 4,0 8,1 0 1 0
Canabidiol 3 1 1 3 1 1 3 1 1 , 1
+Canabigerol 01,0 | 0 89,6 57 0 2,0 4,8 0 1 0
Canabidiol+
. 3 1 1 4 5 1 3 1 1 , 1
Canabigerol+THC 00,7 55 0 01,8 3,0 0 1,0 2,9 0 1 0
Canabinol+
Canabicromeno+canabigerol 2 2 1 3 3 1 2 9 1 , 1
72,5 9,0 0 68,2 2,6 0 9,8 ,9 0 1 0
Canabidiol+canab 1 6 1 3 2 1 1 8 1 1
iger0|+CanabiCr0menO 96.5 9 0 597 0.6 0 11 2 0 1’ 0
Total 2 5 7 3 3 7 2 1 7 , 7
56,0 3,8 0 69,1 3,8 0 5,2 6,4 0 1 0
D M M M
édia esvio N inimo ediana oda aximo
Midazolan Ida 9 1 1 1 1
rupos de (dias) 63,4 6 54,0 59,0 59,0 77,0
Fenobarbital Ida 4 1 2 2 2
de (dias) 53,5 7 49,0 53,5 49,0 58,0
Canabidiol Ida 1 1 2 3 2
de (dias) 04,5 0,0 95,0 04,5 95,0 14,0
Canabidiol Ida 1 1 3 3 3
+Canabigerol de (dias) 01,0 A 00,0 01,0 00,0 02,0




Canabidiol+
Canabigerol+THC

Canabinol+
Canabicromeno+canabigerol

Canabidiol+canab

igerol+Canabicromeno

Ida
de (dias)

Ida
de (dias)

Ida
de (dias)

3
00,7

2
72,5

1
96,5

55
2

9,0
6

9

2
86,0

2
45,0

1
90,0

2
99,5

2
72,5

1
96,5

2
86,0

2
45,0

1
90,0

3
16,0

3
00,0

2
03,0
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M M M
édia esvio inimo ediana oda aximo
Midazolan Peso 3 3 3
rupos corporal (G) 45,0 54 22,0 48,5 36,0 69,0
Fenobarbital Peso 3 3 3
corporal (G) 47,4 4,2 06,0 49,0 63,0 86,0
Canabidiol Peso 3 3 3
corporal (G) 72,0 1,2 38,0 73,0 61,0 96,0
Canabidiol Peso 3 3 3
+Canabigerol corporal (G) 89,6 57 56,0 91,5 56,0 11,0
Canabidiol+ Peso 4 3 3
Canabigerol+THC corporal (G) 01,8 3,0 16,0 92,5 16,0 02,0
Canabinol+ Peso 3 3 3
Canabicromeno+canabigerol corporal (G) 68,2 2,6 09,0 68,0 09,0 34,0
Canabidiol+canab Peso 3 3 3
igerol+Canabicromeno corporal (G) 59,7 0,6 37,0 54,0 45,0 05,0
M M M
édia esvio inimo ediana oda aximo
Midazolan Laténcia 2
rupos das crises (minutos) 0,5 8,0 0 0,0 0 0,0
Fenobarbital Laténcia 1
das crises (minutos) 8,0 9,1 0 1,0 0 0,0
Canabidiol Laténcia 3 2 2
das crises (minutos) 4,0 8,1 0,0 5,0 5,0 0,0
Canabidiol Laténcia 3 1 1
+Canabigerol das crises (minutos) 2,0 4,8 3,0 8,5 3,0 0,0
Canabidiol+ Laténcia 3 3
Canabigerol+THC das crises (minutos) 1,0 2,9 0 5,0 5,0 5,0
Canabinol+ Laténcia 2 2 2
Canabicromeno+canabigerol das crises (minutos) 9,8 9 0,0 6,0 5,0 0,0
Canabidiol+canab Laténcia 1
igerol+Canabicromeno das crises (minutos) 1,1 ,2 0 3,5 0 2,0
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édia esvio inimo ediana oda aximo
Midazolan Peso do
rupos cerebro (G) 8 2 4 8 4 A
Fenobarbital Peso do
cerebro (G) V4 2 5 V4 8 9
Canabidiol Peso do
cerebro (G) 8 1 Ve 8 8 9
Canabidiol Peso do
+Canabigerol cerebro (G) 8 1 6 V4 V4 ,0
Canabidiol+ Peso do
Canabigerol+THC cerebro (G) 9 1 V4 9 8 A
Canabinol+ Peso do
Canabicromeno+canabigerol cerebro (G) 8 1 7 8 8 ,0
Canabidiol+canab Peso do
igerol+Canabicromeno cerebro (G) 8 1 6 8 9 9
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ANALISE INFERENCIAL

Descrigdo: O objetivo é comparar, num primeiro momento (ANALISE A), o Grupo | (Midazolan), que é o
grupo Controle, com os demais grupos de fitocanabinéides (Grupos 3, 4, 5, 6 e 7). Posteriormente (ANALISE B), fez-
se a comparagéo dos resultados entre os grupos de fitocanabiondéides (Grupos 3, 4, 5, 6 e 7). O Grupo 2 (Fenobarbital)
foi excluido das analises.

Foram realizadas analise bivariadas, mais especificamente o Teste Qui-Quadrado para as variaveis
qualitativas e o Teste de Igualdade de Médias para as variaveis métricas. O Teste de Igualdade de Médias foi precedido
pelo Teste de Normalidade de Shapiro-Wilk. Ao se verificar a hipétese de normalidade, procedeu-se o Teste t para
Amostras Independentes. Em ndo se verificando a hipétese de normalidade, realizou-se o teste ndo paramétrico
equivalente, mais especificamente o teste de Mann-Whitney.

Posteriormente foi realizada uma Analise Multivariada através da estimagdo de um Modelo de Regressao
Logistica Binaria que teve como desfecho a variavel Status epilepticus e como covariaveis (fatores ou variaveis

explicativas) o Grupo e o peso do cérebro.

RESULTADO DO TESTE DE NORMALIDADE

Shapiro-
Grupos Wilk (S-W)
p-valor
Midazolan Idade (dias) 0,002
Peso corporal (G) 0,548
Laténcia das crises
(minutos) 0,175
Peso do cerebro
(G) 0,425
Canabidiol Idade (dias) 0,000
Peso corporal (G) 0,134
Laténcia das crises
(minutos) 0,000
Peso do cerebro
(G) 0,430
Canabidiol +Canabigerol Idade (dias) 0,000
Peso corporal (G) 0,585
Laténcia das crises
(minutos) 0,155
Peso do cerebro
(G) 0,641
Canabidiol+ Canabigerol+THC Idade (dias) 0,000
Peso corporal (G) 0,809
Laténcia das crises
(minutos) 0,041
Peso do cerebro
(G) 0,767
Canabinol+ Canabicromeno+canabigerol Idade (dias) 0,000
Peso corporal (G) 0,734
Laténcia das crises
(minutos) 0,020
Peso do cerebro
(G) 0,312
Canabidiol+canabigerol+Canabicromeno Idade (dias) 0,000
Peso corporal (G) 0,121
Laténcia das crises
(minutos) 0,070

Peso do cerebro
(G) 0,592
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Resultado: Nao se verificou a hipétese de normalidade (p < 0,05) para as variaveis: Idade (em todos os
grupos); e laténcia das crises (grupos 3 (Canabidiol), 5 (Canabidiol+ Canabigerol+THC); 6 (Canabinol+

Canabicromeno+canabigerol)).



TESTES DE COMPARAGAO DE MEDIAS
ANALISE A) Comparacio do Grupo 1 (Midazolan) com os demais grupos de fitocanabinéides (Grupos 3,4,5,6 e 7)

. Mann-
Idade (dias) Whitney
(p-
Média Desvio N valor)
Grupos Midazolan 1634 9.6 10 -
Canabidiol 304,5 10,0 10 0,000
Canabidiol +Canabigerol 301,0 1,1 10 0,000
0,000
Canabidiol+ Canabigerol+THC 300,7 155 10
Canabinol+ Canabicromeno+canabigerol 272,5 29,0 10 0,000
Laténcia das crises (minutos) P Teste
valor
Média Desvio N
Grupos Midazolan 20,5 18,0 10 -
Canabidiol 0,059 Mann-
34,0 18,1 10 Whitney
Canabidiol +Canabigerol 32,0 14,8 10 0,137 Teste t
Canabidiol+ Canabigerol+THC 0,222 Mann-
31,0 12,9 10 Whitney
Canabinol+ Canabicromeno+canabigerol 208 9.9 10 0,080 . Mann-
Whitney
Canabidiol+canabigerol+Canabicromeno 11,1 8,2 10 0,151 Teste t
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Peso corporal (G)

M

D N

Teste t
(p-valor)

Peso do cérebro (G)

De

Teste t
(p-valor)
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édia esvio édia svio
Midazolan 3 1 1 - 1 2 -
rupos 45,0 54 0 ,8 ’ 0
Canabidiol 3 2 1 0,004 1 1 0,951
72,0 1,2 0 8 ’ 0
Canabidiol 3 1 1 0,000 1 1 0,944
+Canabigerol 89,6 57 0 ,8 ’ 0
Canabidiol+ 4 5 1 1 1
Canabigerol+THC 01,8 3,0 0 0,008 9 ’ 0 0,078
Canabinol+ 3 3 1 1
. Canabicromeno+c 68.2 26 0 0,057 8 1 0 0,333
anabigerol
Canabidiol+canab 3 2 1 1
igerol+Canabicromeno 597 06 0 0,088 8 1 0 0,692

Anadlise sintese: Neste grupo de analise, foram comparados os resultados das variaveis métricas (Idade, Peso Corporal, Laténcia de Crises e Peso do Cérebro)
entre o Grupo Midazolan (controle) e os demais grupos. Vé-se que o Grupo Midazolan (Controle) tem em média menor idade que os demais grupos e esta diferenca é
significativa entre os grupos. O Grupo Midazolan também apresenta menor Laténcia das Crises em relagdo aos demais grupos, com excegdo do Grupo 7
(Canabidiol+canabigerol+Canabicromeno). Entretanto, esta diferenga néo foi significativa comparando-se os grupos ao nivel de significancia de 5%. Trabalhando-se com nivel

de significancia um pouco maior (8%), vé-se diferencga significativa entre o Grupo Midazolan e os Grupos 3 (Canabidiol) e 6 (Canabinol+ Canabicromeno+canabigerol).



TESTES DE COMPARAGAO DE MEDIAS

ANALISE B) Comparacio entre os demais grupos de fitocanabinéides (Grupos 3,4, 5,6 e 7)

VARIAVEL IDADE

Comparagao do Grupo 3 (Canabidiol) com os demais grupos de fitocanabinéides (4, 5, 6 e 7)

Analise

. Mann-
Idade (dias) Whitney
(p-
Média Desvio N valor)
Grupos
Canabidiol 304,5 10,0 10 -
1,000
Canabidiol +Canabigerol 301,0 11 10
0,698
Canabidiol+ Canabigerol+THC 3007 155 10
Canabinol+ Canabicromeno+canabigerol 272,5 29,0 10 0,051
Canabidiol+canabigerol+Canabicromeno 196,5 6,9 10 0,000
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sintese: Neste

grupo de analise, foi encontrada diferenga significativa (p < 0,05), entre as idades do Grupo 3 (Canabidiol) e o Grupo 7 (Canabidiol+canabigerol+Canabicromeno).



Analise

grupo de analise, foi

Comparagao do Grupo 4 (Canabidiol +Canabigerol) com os demais grupos de fitocanabinodides (5, 6 e 7)

. Mann-
Idade (dias) Whitney
(p-
Média Desvio N valor)
Grupos

Canabidiol +Canabigerol 301,0 1,1 10 -

1,000
Canabidiol+ Canabigerol+THC 3007 155 10
Canabinol+ Canabicromeno+canabigerol 272,5 29,0 10 0,002
Canabidiol+canabigerol+Canabicromeno 196,5 6,9 10 0,000
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Neste

encontrada

diferenga significativa (p < 0,05), entre as idades do Grupo 4 (Canabidiol +Canabigerol) e os Grupos 6 (Canabinol+ Canabicromeno+canabigerol) e 7

(Canabidiol+canabigerol+Canabicromeno).

Analise

grupo de analise, foi

Comparagao do Grupo 5 (Canabidiol+ Canabigerol+THC) com os demais grupos de fitocanabinoéides (6 e 7)

. Mann-
Idade (dias) Whitney
(p-
Média Desvio N valor)
Grupos

Canabidiol+ Canabigerol+THC 300,7 155 10
Canabinol+ Canabicromeno+canabigerol 272,5 29,0 10 0,052
Canabidiol+canabigerol+Canabicromeno 196,5 6,9 10 0,000

diferenga significativa (p < 0,05), entre as idades do Grupo 5 (Canabidiol+ Canabigerol+THC) e o Grupo 7 (Canabidiol+canabigerol+Canabicromeno).

Neste

encontrada



Comparagao do Grupo 6 (Canabinol+ Canabicromeno+canabigerol) com os demais grupos de fitocanabinoéides (7)

Analise

. Mann-
Idade (dias) Whitney
(p-
Média Desvio N valor)
Grupos
Canabinol+ Canabicromeno+canabigerol 272,5 29,0 10 -
Canabidiol+canabigerol+Canabicromeno 196,5 6,9 10 0,000

(Canabidiol+canabigerol+Canabicromeno).

sintese:
grupo de analise, foi encontrada diferenga significativa (p < 0,05), entre as idades do Grupo 6 (Canabinol+ Canabicromeno+canabigerol) e o Grupo 7
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Neste



Comparagao do Grupo 3 (Canabidiol) com os demais grupos de fitocanabinéides (4, 5, 6 e 7)

VARIAVEIS PESO CORPORAL E PESO DO CEREBRO
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ANOVA COM . ANOVA COM POST HOC
v Peso Corgora' ©) POST HOC BONFERRONI v Peso do Cgfbro ©) BONFERRONI
édia esvio (p-valor) édia svio (p-valor)
rupos
Canabidiol 3 2 - 1 1 -
72,0 1,2 8 ’
Canabidiol 3 1 1,000 1 1 1,000
+Canabigerol 89,6 57 ,8 ’
Canabidiol+ 4 5 1 1
Canabigerol+THC 01,8 3,0 0,421 9 ’ 0,239
Canabinol+ 3 3 1
. Canabicromeno+c 68.2 26 1,000 8 1 1,000
anabigerol
Canabidiol+canab 3 2 1
igerol+Canabicromeno 597 06 1,000 8 1 1,000

Anadlise sintese: Neste grupo de analise, nao foi encontrada diferencga significativa (p > 0,05), entre o peso corporal e o peso do cérebro entre os grupos.



Comparagao do Grupo 4 (Canabidiol +Canabigerol) com os demais grupos de fitocanabinodides (5, 6 e 7)
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Peso corporal (G) ANOVA COM Peso do cérebro (G) ANOVA COM POST HOC
v D POST HOC BONFERRONI M De BONFERRONI
édia esvio (p-valor) édia svio (p-valor)
rupos
Canabidiol 3 1 - 1 1 -
+Canabigerol 89,6 57 ,8 ’
Canabidiol+ 4 5 1 1
Canabigerol+THC 01,8 3,0 1,000 9 ' 0,359
Canabinol+ 3 3 1
. Canabicromeno+c 68.2 26 1,000 8 A 1,000
anabigerol
Canabidiol+canab 3 2 1
igerol+Canabicromeno 597 06 0,413 8 1 1,000
Anadlise sintese: Neste grupo de analise, nao foi encontrada diferenga significativa (p > 0,05), entre o peso corporal e o peso do cérebro entre os grupos.
Comparagao do Grupo 5 (Canabidiol+ Canabigerol+THC) com os demais grupos de fitocanabinoéides (6 e 7)
ANOVA COM . ANOVA COM POST HOC
v Peso Corgora' ©) POST HOC BONFERRONI v Peso do Cgfbro (©) BONFERRONI
édia esvio (p-valor) édia svio (p-valor)
rupos
Canabidiol+ 4 5 1 1
Canabigerol+THC 01,8 3,0 - 9 ’ -
Canabinol+ 3 3 1
. Canabicromeno+c 68.2 26 0,207 8 A 1,000
anabigerol
Canabidiol+canab 3 2 1
igerol+Canabicromeno 597 0.6 0,036 8 1 0,907
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Anadlise sintese: Neste grupo de analise, foi encontrada diferencga significativa (p < 0,05), entre o peso corporal do Grupo 5 (Canabidiol+ Canabigerol+THC) e do

Grupo 7 (Canabidiol+canabigerol+Canabicromeno).

Comparagao do Grupo 6 (Canabinol+ Canabicromeno+canabigerol) com os demais grupos de fitocanabinodides (7)

Peso corporal (G) ANOVA COM Peso do cérebro (G) ANOVA COM POST HOC
M D POST HOC BONFERRONI M De BONFERRONI
édia esvio (p-valor) édia svio (p-valor)
rupos
Canabinol+ 3 3 1
. Canabicromeno+c 68.2 26 - 8 1 -
anabigerol
Canabidiol+canab 3 2 1
igerol+Canabicromeno 597 06 1,000 8 1 1,000

Anadlise sintese: Neste grupo de analise, nao foi encontrada diferencga significativa (p > 0,05), entre o peso corporal e o peso do cérebro entre os grupos.




Anadlise
sintese: Neste grupo
de analise, foi
encontrada diferenca

significativa (p < 0,05),

VARIAVEL LATENCIA DAS CRISES

Comparagao do Grupo 3 (Canabidiol) com os demais grupos de fitocanabinéides (4,5,6 e 7)

Laténcia das crises (minutos) P Teste
valor
Média Desvio N
Grupos
Canabidiol - Mann-
34,0 18,1 10 Whitney
Canabidiol +Canabigerol 0,730 Mann-
32,0 14,8 10 Whitney
Canabidiol+ Canabigerol+THC 0,567 Mann-
31,0 12,9 10 Whitney
Canabinol+ Canabicromeno+canabigerol 208 9.9 10 0,727 . Mann-
Whitney
Canabidiol+canabigerol+Canabicromeno 0,000 Mann-
1.1 8,2 10 .
Whitney

entre a laténcia das crises entre o Grupo 3 (Canabidiol) e o Grupo 7 (Canabidiol+canabigerol+Canabicromeno).
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Comparagao do Grupo 4 (Canabidiol +Canabigerol) com os demais grupos de fitocanabinéides (5,6 e 7)

Laténcia das crises (minutos) P Teste
valor
Média Desvio N
Grupos

Canabidiol +Canabigerol - Mann-

32,0 14,8 10 Whitney
Canabidiol+ Canabigerol+THC 0,520 Mann-

31,0 12,9 10 Whitney
Canabinol+ Canabicromeno+canabigerol 208 9.9 10 0,676 . Mann-

Whitney
Canabidiol+canabigerol+Canabicromeno 0,026 Anova

111 8,2 10 com Post Hoc
Bonferroni
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Anadlise sintese: Neste grupo de analise, foi encontrada diferenga significativa (p < 0,05), entre a laténcia das crises entre o Grupo 4 (Canabidiol +Canabigerol) e o
Grupo 7 (Canabidiol+canabigerol+Canabicromeno).

Comparagao do Grupo 5 (Canabidiol+ Canabigerol+THC) com os demais grupos de fitocanabinoéides (6 e 7)

Laténcia das crises (minutos) P Teste
valor
Média Desvio N
Grupos

Canabidiol+ Canabigerol+THC - Mann-

31,0 12,9 10 Whitney
Canabinol+ Canabicromeno+canabigerol 208 9.9 10 0,362 . Mann-

Whitney
Canabidiol+canabigerol+Canabicromeno 0,002 Mann-

11,1 8,2 10 .
Whitney
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Anadlise sintese: Neste grupo de analise, foi encontrada diferenca significativa (p < 0,05), entre a laténcia das crises entre o Grupo 5 (Canabidiol+ Canabigerol+THC)
e o Grupo 7 (Canabidiol+canabigerol+Canabicromeno).

Comparagao do Grupo 6 (Canabinol+ Canabicromeno+canabigerol) com os demais grupos de fitocanabindides (6 e 7)

Laténcia das crises (minutos) P Teste
valor
Média Desvio N
Grupos

Canabinol+ Canabicromeno+canabigerol 208 9.9 10 - . Mann-

Whitney
Canabidiol+canabigerol+Canabicromeno 0,000 Mann-

11,1 8,2 10 .
Whitney

Andlise_ sintese: Neste grupo de andlise, foi encontrada diferenga significativa (p < 0,05), entre a laténcia das crises

entre o Grupo 6 (Canabinol+
Canabicromeno+canabigerol) e o Grupo 7 (Canabidiol+canabigerol+Canabicromeno).
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RESULTADOS DO TESTE QUI-QUADRADO
(ANALISES A E B)

Escala de Racine

Nao Movime Abalo Clénus de Elevagao/ex Elevagédo com extensao do
classificados ntos orofaciais s de cabeca membros anteriores tensdo do dorso dorso seguida de queda
C Caso
rupos Midazolan s 3 7 0 0 0 0 10
Res
Pad Ajustado 2,0 3,6 -1,4 -1,0 -0,5 -2,8
Caso
Canabidiol s 0 3 1 0 0 6 10
Res
Pad Ajustado -1,3 0,4 -0,3 -1,0 -0,5 1,4
Canabidiol Caso
+Canabigerol s 0 0 5 0 0 5 10
Res
Pad Ajustado -1,3 -2,0 3,7 -1,0 -0,5 0,7
Canabidiol+ Caso
Canabigerol+THC s 1 2 1 4 0 2 10
Res
Pad Ajustado -0,2 -0,4 -0,3 4,0 -0,5 -1,4
Canabinol+ Caso
Canabicromeno+canabigerol S 0 3 1 1 1 4 10
Res
Pad Ajustado -1,3 0,4 -0,3 0,2 2,3 0,0
Canabidiol+canabi Caso
gerol+Canabicromeno s 3 0 0 0 0 7 10
Res
Pad Ajustado 2,0 -2,0 -1,4 -1,0 -0,5 2,1
T Caso
otal s 7 15 8 5 1 24 60

Observagao: p-valor igual a 0,000. Res Pad Ajustado: Residuo Padronizado Ajustado.

Anadlise: Foi encontrada associagao estatistica (p < 0,05) entre os Grupos e a variavel Escala de Racine. Realizando-se a ANACOR (Analise de Correspondéncia),
pode-se verificar associagdo entre as seguintes categorias: Grupo Midazolan e Movimento orofaciais; Grupo 4 (Canabidiol +Canabigerol) e Abalos de cabecga; Grupo 5
(Canabidiol+ Canabigerol+THC) e Clénus de membros anteriores; Grupo 6 (Canabinol+ Canabicromeno+canabigerol) e Elevagado/extensdao do dorso; Grupo 7
(Canabidiol+canabigerol+Canabicromeno) e Elevagdo com extensédo do dorso seguida de queda. Observagao: andlise prejudicada pelo grande numero de células com

frequéncia esperada baixa (menor que 5 casos).
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Status epilepticus Total
Nao Sim
Grupos Midazolan Casos 10 0 10
Res
Pad Ajustado 2,9 -2,9
Canabidiol Casos 4 6 10
Res
Pad Ajustado -1,3 1,3
Canabidiol +Canabigerol Casos 5 5 10
Res
Pad Ajustado -0,6 0,6
Canabidiol+ Canabigerol+THC Casos 8 2 10
Res
Pad Ajustado 1,5 -1,5
Canabinol+ Canabicromeno+canabigerol Casos 5 5 10
Res
Pad Ajustado -0,6 0,6
Canabidiol+canabigerol+Canabicromeno Casos 3 7 10
Res
Pad Ajustado -2,0 2,0
Total Count 35 25 60

Observacgao: p-valor igual a 0,014. Res Pad Ajustado: Residuo Padronizado Ajustado.

Anadlise: Foi encontrada associagao estatistica (p < 0,05) entre os Grupos e a variavel Status epilepticus. Realizando-se a ANACOR (Analise de Correspondéncia),
pode-se verificar associagdo entre as seguintes categorias: Grupo Midazolan e Nao Status epilepticus e o Grupo 7 (Canabidiol+canabigerol+Canabicromeno) com Status

epilepticus. Observagao: analise prejudicada pelo grande ndmero de células com frequéncia esperada baixa (menor que 5 casos).
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WDS Total
Nao Sim
Grupos Midazolan Casos 8 2 10
Res
Pad Ajustado 0,3 -0,3
Canabidiol Casos 9 1 10
Res
Pad Ajustado 1,1 -1,1
Canabidiol +Canabigerol Casos 8 2 10
Res
Pad Ajustado 0,3 -0,3
Canabidiol+ Canabigerol+THC Casos 6 4 10
Res
Pad Ajustado -1,4 1,4
Canabinol+ Canabicromeno+canabigerol Casos 6 4 10
Res
Pad Ajustado -1,4 1,4
Canabidiol+canabigerol+Canabicromeno Casos 9 1 10
Res
Pad Ajustado 1,1 -1,1
Total Casos 46 14 60

Observagao: p-valor igual a 0,390. Res Pad Ajustado: Residuo Padronizado Ajustado.

Analise: Nao foi encontrada associagao estatistica (p > 0,05) entre os Grupos e a variavel WDS. Observagao: analise prejudicada pelo grande ndmero de células

com frequéncia esperada baixa (menor que 5 casos).
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Esterotipias Total
Nao Sim
Grupos Midazolan Casos 3 7 10
Res
Pad Ajustado -0,4 0,4
Canabidiol Casos 6 4 10
Res
Pad Ajustado 1,8 -1,8
Canabidiol +Canabigerol Casos 5 5 10
Res
Pad Ajustado 1.1 -1.1
Canabidiol+ Canabigerol+THC Casos 3 7 10
Res
Pad Ajustado -0,4 0,4
Canabinol+ Canabicromeno+canabigerol Casos 4 6 10
Res
Pad Ajustado 0,4 -0,4
Canabidiol+canabigerol+Canabicromeno Casos 0 10 10
Res
Pad Ajustado -2,5 2,5
Total Casos 21 39 60

Observacgao: p-valor igual a 0,092. Res Pad Ajustado: Residuo Padronizado Ajustado.

Analise: Nao foi encontrada associagao estatistica (p > 0,05) entre os Grupos e a variavel Esterotipias. Entretanto, a um nivel de significancia um pouco maior (10%),
verifica-se associagdo entre as variaveis. Realizando-se a ANACOR (Analise de Correspondéncia), verifica-se associagdo entre o Grupo 7
(Canabidiol+canabigerol+Canabicromeno) e Sim para Esterotipias. Observagao: analise prejudicada pelo grande numero de células com frequéncia esperada baixa (menor

que 5 casos).
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Sedagao Total
Nao Sim
Grupos Midazolan Casos 10 0 10
Res
Pad Ajustado 1,5 -1,5
Canabidiol Casos 10 0 10
Res
Pad Ajustado 1,5 -1,5
Canabidiol +Canabigerol Casos 10 0 10
Res
Pad Ajustado 1,5 -1,5
Canabidiol+ Canabigerol+THC Casos 10 0 10
Res
Pad Ajustado 1,5 -1,5
Canabinol+ Canabicromeno+canabigerol Casos 10 0 10
Res
Pad Ajustado 1,5 -1,5
Canabidiol+canabigerol+Canabicromeno Casos 0 10 10
Res
Pad Ajustado -7,7 7,7
Total Casos 50 10 60

Observagao: p-valor igual a 0,000. Res Pad Ajustado: Residuo Padronizado Ajustado.

Anadlise: Foi encontrada associagao estatistica (p < 0,05) entre os Grupos e a variavel Sedagao. Realizando-se a ANACOR (Analise de Correspondéncia), verifica-
se associagao entre o Grupo 7 (Canabidiol+canabigerol+Canabicromeno ) e Sim para Sedagédo. Observagao: analise prejudicada pelo grande nuimero de células com

frequéncia esperada baixa (menor que 5 casos).
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SINTESE

Foram realizadas anadlises estatisticas compativeis com as variaveis disponiveis. Num
primeiro momento, foram apresentadas as estatisticas descritivas (média, desvio, minimo,
mediana, moda, maximo, distribuicdo de frequéncias) para as variaveis métricas e qualitativas.

Posteriormente, foram feitas analises inferenciais com base na andlise estatistica
bivariada. Para as variaveis métricas foram realizados testes de comparagdo de médias
(paramétricos e nao-paramétricos) precedidos pelo teste de Normalidade. Para as variaveis
qualitativas foram realizados o Teste Qui-Quadrado com Analise de Correspondéncia.

Através do Teste Qui-Quadrado e da Analise de Correspondéncia (ANACOR), pode-se
verificar a principal hipotese deste trabalho. Analisando-se a tabela de contingéncia (tabela de
frequéncias cruzadas) abaixo, verificou-se associagao (p = 0,014) entre os Grupos e a ocorréncia
de Status epilepticus. Através da Analise de Correspondéncia (ANACOR), observando-se os
residuos padronizados ajustados, verificou associagao (residuo >= 1,96, o que equivale ao nivel
de significancia de 5%) entre as categorias Midazolan (Grupo 1) e N&o para Status epilepticus.
Ao se trabalhar com um nivel de significancia igual a 7% (residuo >= 1,5), pode-se observar
também associagdo entre o Grupo 5 (Canabidiol+ Canabigerol+THC) e Nao para Status
epilepticus. Isto significa que ha uma similaridade (associagao) entre os Grupos 1 e 5 quanto a
ndo ocorréncia de status epilepticus. Verificou-se também associagcdo entre o Grupo

Canabidiol+canabigerol+Canabicromeno (Grupo 7) e Sim para Status epilepticus.

Status epilepticus

Nao Sim
Grupos Midazolan Casos 10 0
Res
Pad Ajustado 2,9 -2,9
Canabidiol Casos 4 6
Res
Pad Ajustado -1,3 1,3
Canabidiol +Canabigerol Casos 5 5
Res
Pad Ajustado -0,6 0,6
Canabidiol+ Canabigerol+THC Casos 8 2
Res
Pad Ajustado 1,5 -15
Canabinol+ Canabicromeno+canabigerol Casos 5 5
Res
Pad Ajustado -0,6 0,6
Canabidiol+canabigerol+Canabicromeno Casos 3 7
Res
Pad Ajustado -2,0 2,0
Total Count 35 25

Observagao: p-valor igual a 0,014. Res Pad Ajustado: Residuo Padronizado Ajustado.
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Os testes de comparagédo de médias realizados sobre as variaveis métricas permitem
verificar as diferengas ou ndo entre os grupos quanto as variaveis ldade, Peso Corporal, Laténcia

das Crises e Peso do Cérebro. Resultados foram detalhados no decorrer do documento.



