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RESUMO

A epilepsia ¢ uma das doengas cerebrais mais comuns, chegando a afetar cerca 2% da populagado
brasileira e aproximadamente 50 milhdes de pessoas em todo o mundo. Apesar de ja existir um
numero consideravel de farmacos antiepilépticos no mercado, hd uma necessidade de novos
medicamentos, principalmente para diminuicdo da refratariedade aos tratamentos. Na busca por
novos tratamentos farmacoldgicos estdo as substancias encontradas na Cannabis sativa. Assim,
este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito do 6leo de extrato da Cannabis sativa rico em
CBD (OERCBD) in silico e in vivo. Previamente foi realizada a andlise fitoquimica para
identificagdo dos componentes majoritarios do OERCBD, seguido do docking molecular para
avaliagdo da interacdo dessas moléculas e seus ligantes. Os estudos in vivo utilizaram
camundongos albinos Swiss (Mus musculus) machos, com cerca de 3 meses de idade, que foram
submetidos a avaliacdo de toxicidade aguda e aos protocolos de triagem farmacoldgica
comportamental (n=3), inducdo de convulsdes pela injecdo intraperitoneal (i.p.) de
pentilenotetrazol (PTZ, 75mg/kg) (n=8) e Eletrochoque Auricular Maximo (MES) (n=8) com
administracdo aguda ou em repetidas doses do OERCBD durante 14 dias. Os animais foram
divididos em grupo controle, que recebeu azeite (AZT), grupos tratados com OERCBD nas
doses de 15, 30 e 60mg/kg (v.0.) e diazepam (DZP, 4mg/kg i.p.) no teste do PTZ, ou fenitoina
(FEN, 30mg/kg i.p.) no MES. Para andlise estatistica dos testes de crises epilépticas induzidas,
foram realizados os testes de Shapiro-Wilk e de Bartlett para determinar que todos os
parametros deveriam ser analisados por meio de testes ndo paramétricos, seguidos do teste de
Kruskal-Wallis e teste de Dunn. Para a andlise estatistica da porcentagem de
mortalidade/sobrevivéncia foi utilizado o teste exato de Fisher, em que valores de p<0,05 foram
considerados estatisticamente significativos. Como resultado, a Cromatografia Gasosa
Acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM) identificou o CBD como componente
majoritario do OERCBD. O estudo docking molecular demonstrou haver boa interagdo entre o
CBD e o receptor GABA, mas ainda melhor com os canais NaV. Na avalia¢ao da toxicidade
aguda, a dose de 300mg/kg (v.0.) apresentou sinais de irritabilidade e sedacdo, enquanto nas
doses definidas para o tratamento (15, 30 e 60mg/kg) tais efeitos ndo foram observados. No
teste do PTZ, o OERCBD nas trés doses ndo foi capaz de aumentar o tempo da laténcia para as
crises epilépticas miocldnicas e tonico-clonicas, impedir ou diminuir a gravidade das crises,
mas protegeu os animais da ocorréncia de morte quando comparado ao grupo AZT. No MES,
as trés doses de OERCBD tanto na administragdo aguda quanto em doses repetidas nao foram
capazes de diminuir a duragdo das crises epilépticas tonicas com a extensdo dos membros,
tampouco a laténcia para recupera¢do da postura, porém na administracdo aguda houve uma
reducdo da ocorréncia de mortes, em especial nas doses mais altas, enquanto na administra¢ao
em doses repetidas houve uma piora em tal pardmetro, principalmente na dose mais baixa. Os
resultados in vivo demonstram que apesar de haver uma boa interacdo do CBD aos receptores
GABAA4 e canais de so6dio NaV isso pode ndo ser suficiente, refletindo a necessidade de
coadministragdo com outros farmacos antiepilépticos. Os resultados obtidos contribuem para a
compreensdo da complexa resposta cerebral aos fitocanabinoides e destaca a importancia de
investigagdes adicionais para determinar suas potenciais as respostas farmacoldgicas.

Palavras-chave: Epilepsia. Cannabis sativa. Canabidiol. Docking molecular.
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ABSTRACT

Epilepsy is one of the most common brain diseases, affecting about 2% of the Brazilian
population and approximately 50 million people worldwide. Although there is already a
considerable number of antiepileptic drugs on the market, there is a need for new drugs, mainly
to reduce refractoriness to treatments. In the search for new pharmacological therapies are the
substances found in Cannabis sativa. Thus, this work aimed to evaluate the effect of Cannabis
sativa rich in CBD (OERCBD) in silico and in vivo. Previously, phytochemical analysis was
performed to identify the primary components of OERCBD, followed by molecular docking to
evaluate the interaction of these molecules and their ligands. The in vivo studies used male
Swiss albino mice (Mus musculus), around 3 months old, which were submitted to behavioral
pharmacological screening protocols and determination of LD50 (n=3), induction of seizures
by intraperitoneal injection (i.p) of pentylenetetrazole (PTZ, 75mg/kg) (n=8), and the maximum
atrial electroshock (MES) model (n=8) with acute or repeated doses administration of
OERCBD for 14 days. The animals were divided into a control group, which received olive oil
(AZT), groups treated with OERCBD at doses of 15, 30 and 60mg/kg (v.0) and diazepam (DZP,
4mg/kg i.p) in the PTZ test, or phenytoin (FEN, 30mg/kg i.p) in the MES. For the statistical
analysis of the induced epileptic seizure tests, the Shapiro-Wilk and Bartlett tests were
performed to determine that all parameters should be analyzed using non-parametric tests,
followed by the Kruskal-Wallis test and the Dunn test. For the statistical analysis of the
percentage of mortality/survival, Fisher's exact test was used, p values <0.05 were considered
statistically significant. As a result, gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS)
identified CBD as the primary component of OERCBD. The molecular docking study
demonstrated a good interaction between CBD and the GABAAx receptor, but even better with
NaV channels. In acute toxicity and LDso, the dose of 300mg/kg (v.0) showed signs of
irritability and sedation, while in the doses defined for the treatment (15, 30 and 60mg/kg) such
effects were not observed. In the PTZ test, OERCBD in the three doses was not able to increase
the latency time for myoclonic and tonic-clonic epileptic seizures, prevent or decrease the
severity of the seizures, but protected the animals from the occurrence of death when compared
to the group AZT. In MES, the three doses of OERCBD both in acute and repeated doses
administration were not able to reduce the duration of tonic epileptic seizures with the extension
of the limbs, nor the latency for posture recovery, but in acute administration, there was a
reduction in the occurrence of deaths, especially in the highest doses. In the repeated doses
administration, there was a worsening in this parameter, mainly in the lowest dose. The in vivo
results demonstrate that although there is a good interaction between CBD and GABAa
receptors and NaV sodium channels, this may not be enough, reflecting the need for co-
administration with other antiepileptic drugs, as already recommended in the clinic. However,
the results contribute to understanding the complex brain response to phytocannabinoids and
highlight the importance of further investigations to determine your potential pharmacological
responses.

Keywords: Epilepsy. Cannabis sativa. Canabidiol. Molecular docking.
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1 INTRODUCAO

A International League Against Epilepsy (ILAE) descreve o conceito de crise epiléptica
como “uma ocorréncia transitoria de sinais e/ou sintomas devido ao excesso anormal ou
assincrono da atividade neural de forma cronica no cérebro”. A epilepsia ¢ uma das doengas
cerebrais mais comuns, chegando a afetar cerca 2% da populagao brasileira e aproximadamente
50 milhdes de pessoas em todo o mundo (Organization, 2023) E caracterizada por episodios
repetitivos e sustentados de crises epilépticas espontineas, resultando em uma série de
consequéncias neurobiologicas, cognitivas e psicossociais (Thijs et al., 2019). Essas
consequéncias desencadeiam em pacientes epilépticos outras doengas neurobioldgicas, como
ansiedade, depressdo e fibromialgia, diminuindo ainda mais a qualidade de vida desses
individuos (J. J. Falco-Walter et al., 2018)

Uma parcela das pessoas com epilepsia € refrataria ao tratamento, que ocorre quando a
resposta medicamentosa ndo ¢ totalmente satisfatoria, ou ainda, quando oferece em
contrapartida efeitos indesejados, que resultam em prejuizo nas atividades cotidianas (Ldscher
et al., 2020). Apesar de ja existir um numero consideravel de farmacos antiepilépticos no
mercado, hd uma necessidade de novos medicamentos, principalmente para diminui¢do da
existéncia dessa refratariedade. Sendo assim, a busca por compostos com potencial
anticonvulsivante de diferentes naturezas quimicas, como também a modificagdo estrutural de
moléculas ja existentes pode resultar na descoberta de novas alternativas farmacoldgicas para
tratamentos mais eficazes ((Faggion et al., 2011).

Incluidos no grupo dos potenciais antiepilépticos estdo algumas das substancias
presentes na Cannabis sativa. O efeito antiepiléptico dos compostos dessa espécie pode ser
observado em casos clinicos utilizando seus extratos brutos (da Silva Junior et al., 2022; Gedde
& Maa, 2013; Maa & Figi, 2014; Press et al., 2015), como também em estudos com compostos
isolados da planta (Cunha et al., 1980; Davis & Ramsey, 1949; Devinsky et al., 2016;
Mechoulam & Carlini, 1978).

Contudo, a utilizagdo da Cannabis sativa para o tratamento da epilepsia ¢ milenar, e no
final do século XIX pesquisadores britanicos e americanos ja relatavam diminuicdo de crises
epilépticas por meio do seu uso (O’Connell et al., 2017). Porém, seus estudos e resultados

benéficos ndo se resumem apenas a epilepsia, sendo observado outros efeitos, como
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analgésico, antiemético, neuroprotetor e anti-inflamatério (Grotenhermen & Miiller-Vahl,
2012a).

Apesar de famoso, tal potencial terapéutico encontra-se longe de ser elucidado por
completo. O que se sabe ¢ que os responsaveis pelos seus efeitos sdo os chamados
fitocanabinoides, metabolitos secundarios encontrados na planta (O’Connell et al., 2017).
Descobriu-se também que o proprio organismo humano ¢ capaz de produzir endocanabinoides,
que sdo substancias similes as encontradas na Cannabis sativa (Lu & Mackie, 2021). Além
disso, sabe-se que os efeitos observados com o uso dos fitocanabinoides sdo influenciados por
um mecanismo chamado de “efeito comitiva”, no qual a utilizagdo dos compostos da Cannabis
sativa de forma conjunta, com seus varios constituintes, demonstra efeitos mais promissores
do que seu uso isolado (Russo, 2011).

Nesse contexto, o 6leo enriquecido com fitocanabinoides derivados da Cannabis sativa
utilizado neste estudo ndo-clinico foi gentilmente cedido pelo Apoio a Pesquisa e Pacientes de
Cannabis Medicinal (APEPI) e ja ¢ utilizado por pacientes na clinica, inclusive para o
tratamento de crises epilépticas. Nesse sentido, esta pesquisa contribui com a construgdo de
evidéncias cientificas a respeito do potencial antiepiléptico do produto em questdo tanto para
fabricantes e fornecedores, quanto para os usuarios.

A vista de todo o potencial ainda inexplorado da planta somado a necessidade de novas
alternativas terapéuticas para a epilepsia, este trabalho teve como objetivo investigar o efeito
da administragdo de oleo enriquecido com fitocanabinoides em modelos animais de crises
epilépticas, assim como a determinacdo de possiveis sinais de toxicidade a nivel de sistema

nervoso central apos administragdo aguda.
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2 REREFENCIAL TEORICO

2.1 Epilepsia

A epilepsia ¢ uma doenca cronica nao transmissivel que afeta cerca de 50 milhdes de
pessoas em todo o mundo e aproximadamente 2% da populacao brasileira, podendo ocorrer em
qualquer fase da vida (Organization, 2023). Embora a probabilidade de uma pessoa ter uma
crise epiléptica esteja em torno de 10% e que cada individuo possa ao longo da sua vida sofrer
a0 menos uma Unica crise, isso ndo significa que a pessoa desenvolverd a doenga (J. Falco-
Walter, 2020).

Estima-se que 4 a 10 pessoas em cada mil sdo diagnosticadas com a doenca, chegando
a atingir anualmente um nimero de 5 milhdes. Contudo, essas taxas sofrem variacdes em
relacdo ao desenvolvimento do pais e da condicdo em que a populagdo vive, por exemplo, em
paises desenvolvidos, estima-se cerca de 49 a cada 100 mil pessoas com epilepsia, em
contrapartida, paises menos desenvolvidos esse nimero pode chegar a 139 a cada 100 mil
(Organization, 2023).

Segundo a Liga Internacional Contra Epilepsia (ILAE), sua classificagdo (Quadro 1)
devera ser realizada de acordo com o tipo de crise, tipo de epilepsia, etiologia e sindrome
associada (Perucca et al., 2018). Deve-se considerar a importancia dessa classificagdo na
obtencdo de diagndsticos e etiologias mais claros (J. Falco-Walter, 2020), de forma que tal
classificagdo dara direcionamento ao tratamento na auséncia de algumas informagdes, como a
presenga de alguma doenca ou sindrome que o torne predisposto a desenvolver a doenga (Fisher

etal., 2017).
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Quadro 1. Classificacao ILAE.

Inicio Focal Inicio Generalizado Inicio Desconhecido
Consciente Inconsciente
Inicio Motor Motor Motor
e Automatismo e  ToOnico-clonica e  Tonico - clonica
e Atodnica e (Clonica e Espasmos
e (Clonica e  Miocldnica
e  Espasmos e  Mioclonica-tonico-
e Hipercinéticos clonica
e  Miocldnica e  Mioclbnica-atonica
e Atdnica

e  Espasmos

Inicio Nao-Motor Nao-Motor (auséncia) Nao-motor
e Autdénomo e Tipica e  Alteragdes
e Comportamental e Atipica comportamentais
e  Cognitivo e  Mioclonica
e Emocional e  Mioclonia palpebral

e  Sensorial

Focal para bilateral tonico-

clonica

Nao-classificadas

Fonte: Adaptado de Fisher et al., 2017 e Perucca et al., 2018.

As caracteristicas das crises sdo variaveis e dependentes da regido do cérebro onde se
inicia o distirbio até o ponto onde ele alcanca (Organization, 2023). Uma crise epiléptica ¢
caracterizada por episoddios convulsivos espontaneos que podem acontecer de forma focal ou
geral (Loscher et al., 2020). As crises consideradas parciais sdo aquelas que partem de apenas
uma regido do cérebro, onde as pessoas podem ter sua consciéncia prejudicada ou ndo e ainda
contar com a auséncia ou nao de sinal motor. J4 nas crises generalizadas, o inicio embora parta
de um ponto especifico se espalha rapidamente por todo o hemisfério cerebral com a presenca
de caracteristicas motoras ou nao (Fisher et al., 2017).

Estima-se que 25% dos casos de epilepsia podem ser evitaveis, de modo que a forma
mais eficaz ainda ¢ a preven¢ao de lesdes na regido da cabega, cuidados no parto, assim como

o uso de medicamentos que diminuam a temperatura corporal de criangas e evitam a chances
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de crises febris (Organization, 2023) .Os danos causados pela epilepsia vao além dos cognitivos
e psicossociais, refletindo também em impactos econdomicos, uma vez que os gastos com o
tratamento desses pacientes sdo elevados, sendo reconhecida pela Organizacdo Mundial da

Satde (OMS) como um problema de satude publica (Organization, 2023; Thijs et al., 2019).

2.2 Fisiopatologia da Epilepsia

A fisiopatologia da epilepsia ainda ndo estd completamente elucidada. Estudos sugerem
que a doenga pode ser mais complexa e que pode envolver ndo apenas crises epilépticas
espontaneas, mas também componentes sistémicos do corpo (Fisher et al., 2017; Yuen et al.,
2018). Essas crises ocorrem quando hé disparos anormais e assincronos em regides especificas
ou, até mesmo, em todo o cérebro, podendo ter sua origem tanto da méa formacao das redes
neurais, quanto de algum distirbio estrutural, infeccioso ou metabdlico (J. Falco-Walter, 2020).

As crises epilépticas afetam consideravelmente a liberagdo de neurotransmissores, assim
como as propriedades dos receptores e canais. Isso porque, a sua fisiopatologia estd diretamente
ligada a varios dos neurotransmissores, sendo os principais e mais conhecidos, o Acido Gama-
Aminobutirico (GABA) e Glutamato, que desempenham respectivamente papeis inibitorios e
excitatorios no sistema nervoso (Sierra-Paredes & Sierra-Marcufio, 2007).

O GABA ¢ formado dentro dos terminais axonais dos neurénios GABAérgicos e em
seguida liberado na sinapse. Seus principais receptores sao o GABAAa, que age controlando a
entrada de cloreto (Cl') na célula, ¢ 0 GABAg que estd presente tanto pré- quanto pos-
sinapticamente, aumentando a condutancia de potassio (K*) e diminuindo a entrada de calcio
(Ca2"), respectivamente (Treiman, 2001) Este é o principal neurotransmissor inibitério no
cortex cerebral, e ¢ responsavel por manter o tonus inibitério normal, necessario para a
excitagdo neuronal normal. Alteragdes nessa condi¢do podem resultar em crises epilépticas
(Ghit et al., 2021).

Por sua vez, a hiperexcitacdo neuronal mediada pelo Glutamato ¢ fundamental no
mecanismo que desencadeia as crises epilépticas. O aumento dos niveis de glutamato
extracelular no cérebro e/ou a reducdo das concentracdes de GABA resultam em citotoxicidade,
crises epilépticas e morte celular (Sarlo & Holton, 2021). O N-Metil-D-Aspartato (NMDA) e o
Acido a-Amino-3-hidroxi-5-Metilisoxazol-4-Propiénico (AMPA) sdo moléculas agonistas de

receptores glutamatérgicos e possuem a capacidade de induzir crises epilépticas em animais e
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humanos, enquanto os antagonistas, como o topiramato e o perampanel demonstram potencial
inibidor dessas crises (French et al., 2015; Glauser et al., 2007; Hanada, 2020).

Alguns canais i6nicos também podem desempenhar papel fundamental na fisiopatologia
da epilepsia, como ¢ o caso dos canais de sddio dependentes de voltagem (VGSCs, do inglés
Voltage Gated Sodium Channels”), que sdo atualmente apontados como os principais
envolvidos nas epilepsias genéticas (Oliva et al., 2012). Mutagdes no canal de sddio do tipo
NaV 1.1, que ¢ codificado pelo gene SCN1A, prejudicam as correntes de sédio, de forma a
influenciar o disparo do potencial de acao normal (Catterall et al., 2010).

Desse modo, compreendendo que a excitabilidade neuronal ¢ determinada pelo fluxo de
ions através da membrana, os canais i0nicos tornam-se alvos importantes no tratamento das

epilepsias e no desenvolvimento de novos farmacos antiepilépticos (Gross & Tiwari, 2018).

2.3 Farmacoterapia da Epilepsia

O tratamento farmacologico da epilepsia consiste basicamente em controlar as crises
epilépticas do paciente, utilizando fArmacos antiepilépticos, que por sua vez agem sozinhos ou
em conjunto com outros farmacos, suprimindo a hiperativagdo sinaptica, agindo nos canais
i0nicos, enzimas metabolicas, transportadores ou receptores de neurotransmissores (Faggion
etal., 2011).

Apesar de existirem muitos medicamentos disponiveis em todo o mundo, poucos sdo
considerados de primeira escolha. Isso se deve principalmente ao fato de que a escolha de cada
medicamento antiepiléptico depende do tipo de sindrome a ser tratada, as comorbidades do
paciente, riscos de tolerabilidade e caracteristicas individuais (Thijs et al., 2019). Seus
mecanismos de a¢cdo ndo necessariamente estdo relacionados a fisiopatologia da doenga, mas
em geral influenciam nos mecanismos fundamentais da excitabilidade cerebral, com a
finalidade de suprimir a condic¢do patoldgica e anormal (Sills & Rogawski, 2020).

Dito isso, o objetivo das Drogas Antiepilépticas (DAEs) ¢ de garantir principalmente
uma melhor qualidade de vida, maximizando o controle das crises e, em contrapartida
diminuindo a toxicidade dos medicamentos (Perucca et al., 2018). As principais DAEs, assim

como sua principal utilizacdo na clinica encontram-se descritas no Quadro 2.
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Quadro 2. Principais Drogas Antiepilépticas (DAEs) e suas aplicabilidades na clinica.

DAEs de Primeira | Acido Valpréico Todos os Tipos de Crises
Geracio Benzodiazepinicos Epilépticas
Fenobarbital A maioria dos Tipos de Crises
Primidona Epilépticas
Carbamazepina Crises focais, generalizadas e
Fenitoina Tonico-clonicas
Etossuximida Crises de auséncia
DAEs de Segunda | Lamotrigina A maioria dos Tipos de Crises
Geracao Levetiracetam Epilépticas
Topiramato
Zonisamida
Oxcarbazepina Crises focais, generalizadas e
Perampanel tonico-clonicas
Vigabatrina Crises focais e espasmo infantil
Rufinamida Crises  focais associado a
Felbamate Sindrome de Lennox-Gastaut
(LGS)
Acetato de eslicarbazepina Crises focais
Lacosamida
Pregabalina
Gabapentina
Tiagabina
Brivaracetam
Everolimo Esclerose Tuberosa
Estiripentol Crises associadas a Dravet

Fonte: Adaptado de Perucca et al., 2018.

Apesar da vasta disponibilidade de medicamentos no mercado, cerca de um terco dos

pacientes que possuem algum tipo de epilepsia ainda sofrem com a chamada epilepsia

refratdria ou resistente a medicamentos (Loscher et al., 2020). A epilepsia ¢ considerada

resistente quando o individuo esta sendo tratado com duas ou mais DAEs, que possuem uma

dose eficaz, boa tolerancia e foram adaptadas as necessidades do paciente, mas ainda assim

ndo ¢ observado um quadro de controle das crises (Loizon & Rheims, 2018).
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Considerando a multifatoriedade da doenga, o manejo de controle das crises epilépticas
¢ feito de acordo com o perfil de cada paciente, visto que cada um experimenta as crises de
forma diferente. Além do tratamento farmacoldgico, algumas alternativas terapéuticas sao
sugeridas, como terapias com estimulo do nervo vago, modifica¢des da dieta e nos casos mais
graves, at¢é mesmo procedimentos cirirgicos para a remocao do foco epiléptico (Kaeberle,

2018).

2.4 Estudos computacionais in silico

Os estudos computacionais, sdo uma area de pesquisa que envolve o uso de algoritmos,
técnicas e métodos computacionais, como ferramenta para analisar, modelar e resolver
problemas em diferentes areas (Vijayakumar et al., 2020). O docking molecular trata-se de uma
técnica computacional utilizada principalmente na pesquisa de novos farmacos. Através dela, ¢
possivel analisar a interacdo entre uma molécula alvo (receptor) e a molécula em potencial
(ligante), além de encontrar a conformacao espacial mais favoravel do ligante dentro do sitio
de ligacao do receptor, podendo assim, prever suas possiveis interagdes e atividades (Morris et
al., 1998).

Tal abordagem, combina métodos de busca algoritmica a calculos de energia para avaliar
o acoplamento das moléculas, sendo fundamental como técnica antecedente aos estudos in vivo
pois auxiliam na sele¢do de moléculas promissoras e permitem identificar compostos
candidatos a novos farmacos, reduzindo custos e contribuindo no desenvolvimento de
medicamentos (Kitchen et al., 2004).

Desta forma, o docking molecular contribui substancialmente na busca por novos
farmacos para o tratamento de varias doengas, incluindo a epilepsia. Através dele, € possivel
avaliar a interagdo das moléculas aos alvos moleculares, como canais i0nicos e receptores que
estdo relacionados a doenga, sendo uma ferramenta valiosa na descoberta de novos tratamentos
farmacoldgicos antiepilépticos e servindo como importante ferramenta de norteio dos ensaios

experimentais (T. C. M. L. Rodrigues et al., 2023; Schmidt & Loscher, 2005).

2.5 Modelos nao-clinicos para estudo da epilepsia

Modelos animais s3o a base para o desenvolvimento e identificacdo de terapias

antiepilépticas (CARLINI; MENDES, 2011). Foi através deles que Merritt e Putnam relataram
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em 1938 a eficdcia da fenitoina através de um modelo de convulsdo por eletrochoque em ratos,
assim como Everett e Richards em 1944 que utilizando o modelo de convulsio com
Pentilenotetrazol (PTZ) em camundongos comprovaram a eficécia da trimetadiona, fArmaco
que mais tarde se mostrou capaz de bloquear crises de auséncia em humanos (Loscher, 2017).

Os modelos citados anteriormente, embora ja tenham sido propostos hé alguns anos,
ainda sdo os mais utilizados na busca por novas DAEs. O Eletrochoque auricular maximo
(MES) e o teste do PTZ sdo capazes de induzir crises epilépticas agudas por meio de
estimulagdo elétrica e quimica, respectivamente (Almeida, 2006). O PTZ ¢ um derivado tetrazol
com acdo antagonista do receptor GABA 4, que bloqueia o canal de cloreto (Cl) e impede a agao
inibitoria central do GABA, induzindo crises generalizadas, de auséncia, mioclonicas e tonico-
clonicas (Carlini & Mendes, 2011). J4 no MES, as crises epilépticas ocorrem devido a
despolariza¢do anormal das células neuronais, especialmente por meio da alteragdo dos canais
de sodio, causada pelos pulsos elétricos, que desencadeiam hiperexcitabilidade do SNC,
resultando em crises do tipo tonico-clonicas, caracterizadas pela extensdo dos membros (Melo,

2017; Venancio, 2015).

2.6 A Cannabis sativa

A Cannabis sativa L. (Fig. 1) ¢ uma planta pertencente a familia Cannabaceae, e que
tem apenas um género, o “Cannabis” (Radwan et al., 2021)Possui caracteristica didica, ou seja,
“fémea” ou “macho” e que ao longo do tempo teve suas diferentes partes utilizadas para fins
terapéuticos e/ou recreativos (Bonini et al., 2018). Estudos paleobotanicos demonstram a
presenga de Cannabis ha cerca de 11.700 anos nas regides da Asia Central, mais precisamente
proximo as montanhas de Altai, além do Sudeste asiatico também ser apontado como uma

regido alternativa para o cultivo doméstico da Cannabis na mesma época (Crocq, 2022).
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Figura 1. Cannabis sativa (C. sativa).

Fonte: autoria propria, 2023 (ABRACE, Jodo Pessoa 2020).

Quanto a sua classificagdo taxondmica, além da Cannabis sativa (C. sativa) ha mais
duas espécies, a Cannabis indica (C. indica) e a Cannabis ruderalis (C. ruderalis), que se
diferem principalmente em termos de concentracdo dos seus metabolitos secunddrios, os
chamados fitocanabinoides. A planta “fémea” ¢ a grande responsavel pela maior concentragao
de fitocanabinoides, pois essas produzem resina que ¢ acumulada em tricomas glandulares que
cobrem densamente a superficie de suas inflorescéncias (Fig. 2). Por sua vez, as concentragdes
na planta “macho” sdo mais baixas pois ndo possuem inflorescéncia e as folhagens das espécies

sdo pobres em fitocanabinoides (Bonini et al., 2018; Booth & Bohlmann, 2019).
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Figura 2. Inflorescéncia da C. sativa

Fonte: autoria propria, 2023 (ABRACE, Jodo Pessoa 2020).

Além disso, ha relatos de que variedades da planta com baixo teor de canabinoides
eram ainda utilizadas para a producdo de fibras e oleaginosas (Booth & Bohlmann, 2019).
Embora a Cannabis sativa ¢ seus derivados tenham sido considerados uma ameaca ¢ ainda
hoje sdo proibidos em varios paises, sendo a droga ilicita mais consumida no mundo e sua
legalizagdo viabilizaria linhas de pesquisa que tem como objetivo explorar seu potencial
médico e terapéutico (Charitos et al., 2021).

O potencial terapéutico da Cannabis sativa acabou tornando-a alvo de varios estudos
que buscam investigar os mecanismos pelos quais essa espécie age em doencas como a
epilepsia, esclerose multipla, doenga de Parkinson e até mesmo sindromes menos comuns,
como a sindrome de Tourette, 0 que comprova alguns dos beneficios farmacoldgicos mediados

pelos vérios constituintes quimicos da planta (Stasitowicz et al., 2021).

2.7 Fitocanabinoides

Os fitocanabinoides s3o metabdlitos secundéarios pertencentes a uma classe

estruturalmente homogénea de monoterpenos extraidos e presentes majoritariamente na
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Cannabis sativa, sendo responsaveis pelo seu potencial terapéutico (Namdar et al., 2019).
Porém, a pesquisa destes constituintes ¢ relativamente recente, apenas em 1964 a molécula
conhecida como Delta-9 Tetrahidrocanabinol (A-9THC) (Fig. 3) foi estereoquimicamente
definida, sendo considerada responsavel pela maioria das agdes farmacologicas da Cannabis
sativa, incluindo seus efeitos psicoativos. Ja o Canabidiol (CBD) (Fig. 4) ¢ o mais importante

composto ndo psicoativo encontrado na planta (Grotenhermen & Miiller-Vahl, 2012b).

Figura 3. Estrutura quimica do A-9THC.
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Fonte: autoria propria, 2023 (Marvin Sketch, 2023).

Figura 4. Estrutura quimica do CBD.
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Fonte: autoria propria, 2023 (Marvin Sketch, 2023).
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Fatores como local de cultivo, horario de coleta, bem como caracteristicas geograficas
e hidrograficas sdo capazes de influenciar na biossintese e no teor dos componentes de cada
planta (Simdes et al., 2016). Além disso, a polinizagdo da Cannabis sativa acontece pelo vento
e isso contribui diretamente para a variabilidade dos metabolitos, o que dificulta a padronizagao
das “cepas” da planta para os produtores e consumidores pelas suas variedades genéticas e
fenotipicas (Booth & Bohlmann, 2019).

Até o momento, mais de 500 compostos quimicos ja foram identificados na Cannabis
sativa, sendo cerca de 124 pertencentes a classe dos canabinoides, além dos alcaloides,
flavonoides e terpenos, principais constituintes dos Oleos Essenciais (OEs) e que sdo
responsaveis tanto pelas caracteristicas aromaticas da planta, quanto pela ag¢do sinérgica
conhecida como “efeito comitiva”, assim aumentando os beneficios terapéuticos dos demais

constituintes (Foster et al., 2019; Radwan et al., 2021; Sommano et al., 2020).

2.8 Efeito comitiva

O chamado “efeito comitiva” (do inglés “enfourage effect’) foi inicialmente
hipotetizado pelo grupo coordenado pelo professor Raphael Mechoulam, em 1998, para
explicar seus resultados experimentais baseados em estudos de canabinoides enddgenos
sintetizados em vérios tecidos corporais (Anand et al., 2021). Entre as véarias cepas de Cannabis
sativa, além dos famosos CBD ¢ A -9THC, dezenas de outros fitocanabinoides sdo produzidos,
assim como varios terpenos, terpenoides e alcoois terpénicos (Sommano et al., 2020).

Estudos evidenciaram que esse conjunto de compostos possuem resultados
significativamente melhores, uma vez que o extrato bruto a partir da inflorescéncia da Cannabis
sativa, contendo uma infinidade de substancias, se demonstrou mais ativo do que
fitocanabinoides isolados (Namdar et al., 2019). Alguns estudos demonstraram que a
combina¢do de CBD- A-9THC foi mais eficaz do que o tratamento isolado dos compostos na
melhoria da memoria em pacientes com alzheimer. Outro beneficio observado foi a capacidade
da associacdo CBD- A -9THC em reduzir a gliose reativa, uma resposta inflamatéria do sistema
nervoso central, e promover a neurogénese, processo de formagao de novos neurdnios (Kim et
al., 2019; Watt & Karl, 2017).

Outros trabalhos descrevem que o efeito comitiva pode ocorrer ainda de duas formas:

“intra-entourange” ou “inter-entourange”. O primeiro pode ser observado quando a atividade
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bioldgica ¢ atribuida as interacdes entre diferentes fitocanabinoides presentes em uma
determinada cepa, enquanto o segundo esta relacionado ao ambiente, sugerindo que o ambiente
onde ¢ realizado o cultivo pode aumentar a produgdo de metabolitos secundarios, em especial
os terpenoides da planta. Essas substancias possuem diversos efeitos medicinais, mas no caso
do efeito comitiva, sdo vistos como promotores e instigadores da atividade terapéutica dos

fitocanabinoides (Namdar et al., 2019).

2.9 Sistema endocanabinoide

O Sistema Endocanabinoide ¢ composto por canabinoides endogenos chamados de
endocanabinoides, receptores e as proteinas responsaveis por transportar, sintetizar e degradar
os endocanabinoides, apresentados na figura 5 (Zou & Kumar, 2018). Esse sistema ¢ capaz de
influenciar e ser influenciado por diversas outras vias de sinaliza¢do que ndo somente a via dos
canabinoides (Lu & Mackie, 2021). Os canabinoides enddgenos mais amplamente estudados sao
o 2-araquidonoilglicerol (2-AG) e a Anandamida (AEA), e seus principais receptores CB1
(CB1R) e CB2 (CB2R) (Osafo et al., 2021), ambos acoplados a proteina G ligados a Gi/o (Zhou
etal., 2019).

Foi a descoberta dos receptores canabinoides que tornou possivel a identificacdo dos
seus primeiros ligantes endogenos citados anteriormente, o 2-AG e a AEA, e marcou o inicio
das pesquisas voltadas a elucidag@o de suas vias de sintese e inativacdo (Giuffrida & Piomelli,
2000). Tanto o 2-AG quanto a AEA sdo produzidos sob demanda nos neuronios pos-sinapticos
e atuam principalmente por via de sinalizagdo retrograda. Agonistas dos CBRs agem
diminuindo a liberagdo adicional de neurotransmissores, incluindo a dopamina, norepinefrina,

glutamato e serotonina da célula pré-sinaptica (Porter & Felder, 2001).

2.9.1 Biossintese dos Endocanabinoides

A despolarizagao poés-sinaptica e o influxo de cdlcio estimulam a sintese dos
endocanabinoides, sendo a Diacilglicerol Lipase (DGL) a principal enzima responsavel pela
sintese de 2-AG e a Fosfolipase-D (PLD) da AEA. A sintese dos endocanabinoides ¢ regulada
por diferentes estimulos e condig¢des fisiologicas, desempenhando papéis importantes na

modulacdo do sistema endocanabinoide. O 2-AG além de ser considerado um importante
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ligante para os CBRs ¢ também um importante intermediério na sintese de lipidios e fornece
acido araquidonico na sintese de prostaglandinas, o que faz com que seus efeitos no organismo
sejam amplos e independentes (Lu & Mackie, 2016). A principal via sintética do 2-AG ¢
composta por duas etapas: a primeira que ¢ iniciada mediante ativagdo da fosfolipase-C-beta-
diacilglicerol-lipase (DAGL), que converte fosfoinositideos de membrana em 1,2-
Diacilglicerol (DAG) e a segunda etapa onde ocorre a liberacdo de 2-AG que se d4 através da
hidrolise de DAG por meio da DGL (Bukiya, 2019).

A AEA, por sua vez, ¢ um endocanabinoide de origem lipidica que possui seus efeitos
mediados principalmente pelos CB1R e CB2R, como também pelo receptor vanildoide TRPV1
(do inglés, “transiente receptor potencial cation channel subfamily V member 1, ou “receptor
de capsaicina”), um receptor de membrana encontrado em diferentes tipos de células, incluindo
neurdnios periféricos e células do sistema imunolégico (Biringer, 2021; Caterina et al., 1997).

Sua sintese ocorre através de uma série de etapas bioquimicas a partir do acido
araquidonico, um acido graxo essencial, que sofre a¢do da enzima Fosfolipase D, que o libera
do fosfolipidio de membrana. Em seguida, o Acido Araquidonico (AA) é convertido em N-
Araquidonilfosfofatidiletanolamina (NAPE), pela acdo da enzima N-Aciltransferase (NAT),
sendo em seguida hidrolisado pela N-Araquidonil-Fosfatidil-Fosfolipase-D (NAPE-PLD),
dando origem a anandamida, que ¢ liberada pelas células e age como um ligante enddégeno nos
receptores canabinoides presentes no sistema endocanabinoide (Marzo & Petrocellis, 2006),

processo pode ser observado na figura 5.

2.9.2 Degradagao dos endocanabinoides

A degradagdo dos endocanabinoides ¢ mediada por duas principais enzimas, a “Fatty
Acid Amide Hydrolase” (FAAH) e a Monoacilglicerol Lipase (MAGL). A MAGL ¢ uma
importante enzima do sistema endocanabinoide que atua na degradacdo do 2-AG em 4cido
araquidonico e glicerol através da hidrolise do éster de dcido graxo presente no 2-AG. Tal
processo de degradagdo ocorre principalmente no citoplasma das células onde a MAGL esté
localizada, e o 4cido araquiddnico liberado pode ser utilizado para a sintese de outros lipidios
e desempenhar outras fung¢des de sinalizacdo celular. Ja a FAAH ¢ a responsavel pela quebra da
AEA em seus componentes moleculares, o 4cido araquidonico e a etalonamina, estando

presente em varias regides do cérebro e em outros tecidos periféricos e sua agdo regula os niveis
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de AEA no organismo, controlando tanto a sua disponibilidade, quanto a duragdo de sua agao.

(fig. 5) (Biringer, 2021; Bukiya, 2019; Wyrofsky et al., 2019).

Figura 5. Biossintese e degradagdo dos componentes basicos do Sistema Endocanabinoide.
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Nota: Despolarizagdo pods-sinaptica e influxo de célcio estimulando a formagdo de Anandamida (AEA) e 2-
Araquidonoilglicerol (2-AG). O 2-AG ¢ sintetizado por meio da a¢do da enzima Diacilglicerol Lipase (DGL) que
hidrolisa uma molécula de 1,2-diacilglicerol. J4 a AEA ¢ sintetizada pela agdo da N-Araquidonil-Fosfatidil-
Fosfolipase-D (NAPE-PLD) que hidrolisa uma molécula de araquidonilfosfofatidiletanolamina. Quanto a
degradacio, 0 2-AG é degradado pela Monoacilglicerol Lipase (MGL) em Acido Araquidonico (AA) e glicerol, e
a AEA ¢ degradada pela “Fatty Acid Amide Hydrolase” (FAAH) formando também AA e etalonamina. Além disso,
sdo apresentados os receptores canabinoides tipo 1 (CB1R) que juntamente com o CB2R sdo os principais alvos
dos endocanabinoides.

Fonte: Adaptado de Wyrofsky et al., 2019.

2.9.3 Receptores Endocanabinoides

Ap6s a descoberta e caracterizagdo do A-9THC, varios estudos se seguiram para entao

caracterizar os sitios de ligacdo aos quais ele e outras moléculas canabiméticas sdo capazes de
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se ligar (Mechoulam et al., 2014). O éxito no mapeamento e caracterizacao dos sitios de liga¢ao
dos canabinoides no cérebro revelaram a existéncia de um receptor com caracteristicas dos
acoplados a proteina G (GPCRs) que foi entdo denominado de receptor CB1 (Zou & Kumar,
2018).

Mais tarde um outro receptor expresso em menor predominancia que o CBIR foi
também identificado, o CB2R. A sua estimula¢do ocorre de forma semelhante a do CBIR,
exceto na modulagdo dos canais i6nicos onde este se mostra mais variavel (Mackie, 2008).
Estes sdo, at¢ 0 momento, os receptores canabinoides mais bem identificados, ambos acoplados
a proteina Gi/o, que inibem a adenilato ciclase e alguns canais de calcio dependentes de
voltagem, além de estimularem as proteinas quinases ativadas por mitégenos (MAP), canais de
potassio e recrutarem arrestina-beta (LU; MACKIE, 2021)(LU; MACKIE, 2021).

Sob algumas condicdes, os receptores canabinoides sdo capazes de estimular a formagao
de monofosfato ciclico de adenosina (cAMP) e envolver as vias das proteinas Gq/G11, o que
foi observado em especial nos CBIR de astrocitos (Navarrete & Araque, 2008). Essa
seletividade funcional ¢ explicada pela capacidade dos GPCRs assumirem diversas
conformagdes, favorecendo a ligacdo entre diferentes ligantes, estimulando vias de sinaliza¢ao
distintas e gerando respostas biologicas divergentes (Lu & Mackie, 2021).

Os endocanabinoides também possuem a capacidade de modular a fungdo dos canais
ionicos Receptores de Potencial Transitério (TRP) localizados principalmente nas fibras
nervosas sensoriais (Lowin & Straub, 2015). Esses receptores estdo subdivididos em trés
familias: os vanildéides (TRPV1, TRPV2, TRPV3, TRPV4), a anquirina (TRPA) e a melastatina
(TRPM); e sao classificados como receptores canabinoides ionotropicos (Muller et al., 2019).

Os agonistas CB1 podem aumentar a ativagdo do canal de K™ sensivel ao ATP (KATP)
diminuindo os niveis de ATP mitocondrial, sendo assim a regulacdo mediada por CBIR na
excitabilidade neuronal pode exercer efeitos anticonvulsivantes. Porém, devido a alta
disponibilidade de CBIR no SNC em condi¢des normais, hd um risco de efeitos colaterais na
ativacdo desses receptores, que tornam os receptores CB2R uma interessante alternativa para
terapias antiepilépticas devido a sua rapida e significativa expressao em condigdes patologicas

no SNC (Haj-Mirzaian et al., 2019; Ji et al., 2021; Zhu et al., 2019).
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2.10 Cannabis sativa e Epilepsia

Efeitos hipnoticos e antiepilépticos de derivados da Cannabis em seres humanos sio
objetivos de estudos desde a década de 1970 (Carlini & Cunha, 1981; Cunha et al., 1980).
Paralelo aos estudos clinicos, um estudo ndo-clinico da mesma €poca buscou investigar os
efeitos da Cannabis em crises epilépticas utilizando o MES em ratos. Na ocasido, avaliou-se o
potencial antiepiléptico de uma resina a base de Cannabis indica com 17% de A-9THCe quais
monoaminas cerebrais estariam envolvidas como mediadoras da agdo (Ghosh & Bhattacharya,
1978). Na época, contudo, ndo se tinha mais informagdes sobre outros componentes da planta
e sobre o sistema endocanabinoide, o que acabou limitando as conclusdes do referido trabalho
(Devinsky et al., 2014).

Em um modelo epileptiforme, foi observado que os CBIR expressos em neurdnios
glutamatérgicos modulam alguns efeitos observados no sistema nervoso central (SNC), de
forma que a ativacdo pelo A-9THC, por exemplo, consegue reduzir a liberacdo de
neurotransmissores e controlar a atividade neuronal. Além disso, na presenga de atividade
neuronal excessiva os endocanabinoides se ligam aos CBR ativando-os e regulando a liberag¢ao
de GABA e Glutamato (Anderson et al., 2017).

Assim, o CBD parece possuir alta afinidade e atividade agonista ou antagonista
funcional com diversos receptores transmembranares, i0nicos e transportadores de
neurotransmissores. Embora seu mecanismo de a¢ao na epilepsia também ndo esteja totalmente
elucidado, evidencias demonstram que ele age na modula¢do dos canais célcio, inclusive de
transporte de calcio, via receptor 55 acoplado a proteina G (GPRS55), influxo de célcio e canais
TRPV1, assim como na modulag¢do sinalizagdo mediada por adenosina (Gray & Whalley, 2020).

J4 a sinalizagdo endocanabinoide parece desempenhar importante papel neuroprotetor
nas crises epilépticas. Isso foi observado em modelos ndo-clinicos, in vitro e in vivo, utilizando
acido cainico. Assim, foi possivel observar que a administragdo do AM6701, um bloqueador da
FAAH e MAGL, protegeu contra eventos excitotoxicos em fatias cultivadas do hipocampo, tal
qual a perda de proteinas e alteragcdes nos neurdnios. Além disso, em modelos animais injetados
com o acido cainico, 0 AM6701 foi capaz de proteger contra crises comportamentais epilépticas
(Fernandez-Ruiz et al., 2020; Naidoo et al., 2012).

Tais evidéncias apontam a Cannabis sativa € seus componentes como potenciais agentes

alvos terapéuticos na busca por tratamentos antiepilépticos, em especial para as epilepsias
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refratdrias aos fArmacos disponiveis (Golub & Reddy, 2021). Um estudo utilizando um produto
padronizado a base de Cannabis sativa demonstrou uma boa eficacia na redugdo das crises em
sindromes como a de Dravet e a de Lennox-Gastaus, as quais possuem um perfil de resisténcia
farmacologica ja descrito (Braithwaite et al., 2021). Uma vez que as epilepsias refratarias
correspondem a cerca de um ter¢o da populacdo que convive com a doenca, se faz necessario

mais alternativas terapéuticas para essas pessoas (Thomas & Cunningham, 2018).

2.11 Associagdes Brasileiras de Cannabis

A primeira autorizacdo para importagdo de medicamento a base de Cannabis sativa
aconteceu em 2014 por meio de decisdo judicial, para o tratamento de uma sindrome rara. Em
seguida, o Conselho Federal de Medicina (CFM) autorizou os médicos a prescreverem
medicamentos a base da planta, em especial para o tratamento de epilepsias refratarias e outras
doencgas que possuem limitagdes na sua farmacoterapia (ALVES, 2018).

Em 2017, a Associacdo Brasileira de Cannabis Esperanca (ABRACE) tornou-se a
primeira instituicdo no Brasil autorizada pela justi¢a a cultivar a Cannabis sativa para fins
medicinais (Pimentel, 2021a). Em seguida, a Apoio a Pesquisa e Pacientes de Cannabis
Medicinal (APEPI), solicitou na Justi¢a Federal a sua autorizagdo em setembro de 2019, tendo
parecer favoravel do Ministério Publico Federal (MPF) e apoio da Fundagdo Oswaldo Cruz
(Fiocruz), conseguindo a sua aprovagdo em julho de 2020. Além dessas, atualmente outras
associagcdes buscam autorizagdo no pais, como a Cultive, que retine outros pacientes que
necessitam do acesso ao tratamento (Marinho & Neves, 2022).

As autorizacdes para cultivo por meio das Associagdes de Cannabis se baseiam no
decreto 5.912/2006, que regulamenta a lei 11.343/2006 e dispde sobre medidas para prevencgao
do uso indevido (CINTRA, 2019), assim como transfere a responsabilidade ao Ministério da
Saude de autorizar o cultivo e colheita de plantas das quais podem ser extraidas substancias
para fins medicinais e cientificos (Pimentel, 2021b). Por unanimidade, em 2019 a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) aprovou duas propostas preliminares que podem
culminar na liberagdo para o cultivo da Cannabis para fins medicinais, cientificos e para a

producdo de medicamentos derivados da planta (Barboza, 2019).
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2.12 Oleos de Extrato de Cannabis sativa

A principal forma farmacéutica utilizada na formula¢do com compostos a base de
Cannabis sativa sdo os 6leos devido a sua facil administracdo por via oral, possibilidade de
ajuste de dose e maior biodisponibilidade (Dei Cas et al., 2020). Isso porque os canabinoides
sdo lipofilicos e possuem baixa solubilidade em 4gua, portanto vias topicas ou orais possuem
melhor absor¢do na presencga de veiculos gordurosos, 6leos ou solventes polares como o etanol
(MacCallum & Russo, 2018).

Estudos relatam que a concentracdo plasmatica de CBD quando dissolvido em oleo
vegetal, como o o6leo de milho, mostrou-se mais adequada, com pico mais rapido em
compara¢cdo com a formulacdo em po6, aumentando em aproximadamente quatro vezes a
biodisponibilidade oral (Crippa et al., 2021). Além disso, outros fatores podem afetar a
biodisponibilidade como refeicdes recentes e, em caso de formulagdes inalatorias, a
profundidade da inalagdo, duracdo da respiracdo e temperatura do vaporizador afetam a
absor¢ao dos canabinoides, que pode variar de 20% a 30% por via oral e at¢ mesmo 10 a 60%

por vias inalatorias (MacCallum & Russo, 2018).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

e Auvaliar o efeito do 6leo de extrato da Cannabis sativa rico em CBD (OERCBD) in silico

e sobre o comportamento em modelos animais de crises epilépticas.

3.2 Objetivos Especificos

e Analisar através de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
os componentes majoritdrios do OERCBD;

e Analisar a energia de ligagdo molécula-receptor dos componentes majoritarios
do OERCBD através de ferramentas computacionais de docking molecular;

e Analisar o efeito da administragdo prévia do OERCBD sobre o comportamento
de camundongos submetidos a avalia¢dao de toxicidade aguda e ao modelo de
triagem farmacologica comportamental;

e Analisar o efeito da administra¢ao prévia do OERCBD sobre o comportamento
de camundongos submetidos a0 modelo de crises epilépticas induzidas por PTZ
em camundongos;

e Analisar o efeito da administracio aguda prévia do OERCBD sobre o
comportamento de camundongos submetidos ao modelo animal de
Eletrochoque Auricular Maximo (MES) para o desenvolvimento de crises
epilépticas;

e Analisar o efeito da administragdo de doses repetidas durante 14 dias do
OERCBD sobre o comportamento de camundongos submetidos ao modelo
animal de Eletrochoque Auricular Maximo (MES) para o desenvolvimento de

crises epilépticas;
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Desenho Experimental

As etapas de delineamento assim como a execugao do trabalho encontram-se

resumidas na figura 6 e descritas detalhadamente nos itens que se seguem.

Figura 6. Desenho experimental.
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Fonte: autoria propria, 2023.
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4.2 Modelo animal, procedéncia e aprovagao ética

Foram utilizados camundongos (Mus musculus), albinos Swiss (fig. 7), adultos, machos
com aproximadamente trés meses de idade, pesando entre 20-35 gramas, fornecidos pelo
Labetox (IPeFarM/UFPB). O projeto foi devidamente aprovado pela Comissio de Etica no Uso
de Animais (CEUA), com certificado protocolado nimero: 3599040722/ID 001843.

Figura 7. Ilustragdo de Camundongo Mus musculus.

Fonte: autoria propria, 2023 (BioRender, 2023).

4.3 Condigdes de alimentacao e alojamento dos animais

Os testes foram realizados no Laboratorio de Psicofarmacologia/UFPB, onde os animais
estiveram mantidos sob condi¢des controladas de temperatura (21 + 1°C), com livre acesso a
racao do tipo pellets (Purina®) e a 4gua disponivel em garrafas de polietileno. Os animais foram
previamente pesados e alojados em gaiolas de polietileno, contendo 4 animais cada, com pelo
menos 2 horas de antecedéncia a execugdo dos testes, visando minimizar as possiveis alteragdes

comportamentais do animal, bem como permitir uma adaptacdo a sala de experimentacao.

4.4 Vias de administragdo

Diversas vias de administragao podem ser empregadas em estudos de farmacologia com
animais de laboratorio, de forma que a escolha da via devera respeitar as caracteristicas do

farmaco a ser administrado em fung¢ao do efeito que se deseja obter. Em modelos animais a via
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de administragdo mais utilizada ¢ a via oral (v.0.) e a via intraperitoneal (v.i.) e embora o volume
da substancia a ser administrado possa sofrer variagdes conforme a via escolhida, utilizam-se
volumes fixos de 1 mL para cada 100g de peso em ratos e camundongos, ou 0,1 mL para cada
10g de peso em camundongos (Almeida, 2006; Carlini & Mendes, 2011).

Por via oral (fig. 8), a substancia ¢ introduzida na cavidade oral por meio de um tubo
(agulha de gavagem) que ¢ gentilmente introduzido até o estomago. No caso de camundongos,
o tubo possui em média 4 cm e o volume méaximo de administracdo de solugdes ¢ de 0,1mL a
cada 100g de peso, ja para as solucdes aquosas esse volume pode chegar até 0,2mL a cada 100g
de peso (Paiva et al., 2005). A via oral ¢ a principal via de administracdo de extratos, por ser a
via que mais mimetiza a via mais utilizada pela populacdo na ingestao de chas e preparagdes
populares, mas ¢ importante ressaltar que esta via estd sujeita a metabolizagdo pelo trato
gastrointestinal o que compromete a concentracdo e velocidade de absorcao de determinadas

substancias e, consequentemente, a visualizacdo de determinados efeitos farmacologicos

(Carlini & Mendes, 2011).

Figura 8. Administragdo por via oral.

Fonte: autoria propria, 2023 (BioRender, 2023)
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4.5 Investigagdo de toxicidade aguda

A determinacdo da toxicidade aguda ¢ um antecedente fundamental aos testes
farmacologicos. Através dela ¢ possivel obter informagdes a respeito do parametro
comportamental de animais a nivel de Sistema Nervoso Central e Sistema Nervoso Autdonomo
apos a administracao da substancia em estudo (Almeida, 2006).

A Dose Letal mediana (DLso) € definida como a dose de determinada substancia que
sob administracdo aguda ¢ capaz de matar 50% de uma populacdo de animais, dentro de
determinadas condigdes experimentais especificas. Tal avaliagdo ¢ empregada para estimativa
do grau de toxicidade de determinada substancia (Carlini & Mendes, 2011) Neste estudo,
adotamos a diretriz da Organizac¢do para a Cooperagao e Desenvolvimento Econdmico (OECD)
para Testes de Produtos Quimicos de nimero 423 (fig.9), proposta inicialmente em 1996, mas
que sofreu diversas atualizagdes ao longo dos anos, sendo um procedimento de boa
reprodutibilidade e que utiliza um niimero pequeno de animais (Jonsson et al., 2013)

Conforme orientado pelo protocolo, a dose de partida foi de 300 mg/kg por tratar-se de
um extrato produzido e comercializado e nao do produto isolado, portanto sua toxicidade deve
ser admitida como sendo desconhecida. A depender do indice de mortalidade e/ou da presenca
de sinais toxicos dos animais, 2 ou 4 etapas podem ser necessarias para que se defina a
toxicidade aguda da substancia em questao (OECD, 2001).

Os animais (n=3) receberam entdo 300mg/kg do OERCBD (v.0.) e foram observados
nos intervalos de tempo de 30, 60, 120, 180 e 240min e os pardmetros avaliados constam no
Quadro 3 do item 4.6. Posteriormente, permaneceram em observagdo durante 14 dias seguidos
para andlise de possiveis sinais de toxicidade e/ou morte para que as orientagdes seguintes ao
protocolo fossem seguidas. Ao final do décimo quarto dia, os animais foram eutanasiados e

descartados.
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Figura 9. Protocolo OECD.
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Fonte: Adaptado da Oecd, 2001.

4.6 Avaliagdo comportamental e triagem farmacologica

O andlise do parametro comportamental ¢ baseado no protocolo experimental
padronizado por Almeida e colaboradores (1999) e, desde entdo, ¢ utilizado no Laboratério de
Psicofarmacologia (UFPB) como antecedente fundamental aos demais testes comportamentais
utilizando modelos animais (Almeida, 1999; H. H. N. de Andrade, 2019). Para sua execu¢ao
foram utilizados um nimero minimo de animais (camundongos Swiss) em cada etapa, divididos
em 4 grupos (n=3/grupo). Um grupo controle recebeu o veiculo (AZT) e trés grupos foram
tratados com o OERCBD nas doses de 15, 30 ou 60mg/kg (v.0.), obedecendo a propor¢do de 1
mL/10 g de peso corporal.

Anterior ao teste, os animais foram alocados em suas gaiolas por 5 dias para adaptagdo
as condigdes laboratoriais e passaram por um periodo de jejum de 60 minutos, antes de
receberem as substancias. A dgua e ragdo foram repostas posteriormente. Os animais foram
observados durante os primeiros 30; 60; 120; 180 e 240min ap6s a administracdo das

substancias, utilizando como pardmetro as informacdes contidas no Anexo I. Eles
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permaneceram em local adequado durante 14 dias para observagao da ocorréncia de mortes ou

demais sinais de toxicidade.

4.7 Tratamentos

Os tratamentos foram realizados com o Oleo “Doctor” rico em CBD (OERCBD),
proveniente da Apoio a Pesquisa e Pacientes de Cannabis Medicinal (APEPI). Sua apresentacao
contém alto teor de CBD (~33mg/mL) e baixo teor de A-9THC(<2,Img/mL), além dos demais
metabolitos secundarios de origem canabinoide ou ndo, que compdem o extrato e que sao
veiculados através do azeite de oliva, excipiente da formulacdo. As doses de 15, 30 e 60mg/kg
estabelecidas para os estudos foram calculadas com base na concentragdo de CBD padronizada

pelo fabricante e informada anteriormente.

4.8 Analise cromatografica do 6leo de extrato de Cannabis sativa rico em CBD (OERCBD)

A Cromatografia Gasosa (CG) ¢ uma técnica de separacdo e analise que utiliza uma fase
estaciondria liquida ou so6lida e uma fase moével gasosa para analisar compostos volateis ou
semivolateis. A CG pode ser feita de forma acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM)
onde ocorre a separacdo dos compostos pela cromatografia e a identifica¢do e analise de massa
dos componentes separados, tornando-a uma poderosa ferramenta para analise qualitativa e
quantitativa de misturas, a exemplo dos extratos (Skoog et al., 2002).

O processo de CG-EM comega com a introducdo da amostra no sistema de CG. A
amostra sera entdo, volatilizada e injetada em um injetor de alta temperatura, onde ¢
rapidamente vaporizada e transportada por um gas de arraste (hélio), para a coluna de separacgao
(CS). No interior da CS, ocorre a separagdo com base em suas caracteristicas fisico-quimicas,
como o ponto de ebuli¢do, polaridade e interacdes com a fase estacionaria da coluna. A medida
que ocorre a eluicdo dos compostos, eles sdo direcionados para a fonte de ionizacdo da
espectrometria de massas onde serdo ionizados, normalmente por ionizagdo por impacto de
elétrons (EI), resultando em ions fragmentados que sdo separados posteriormente de acordo
com a sua relacdo massa/carga (m/z), tendo sua intensidade registrada gerando o espectro de
massa caracteristico para cada composto da amostra e os dados podem ser identificados através
de comparagdo em bancos de dados ou analisados quantitativamente para a concentragdo de

cada componente (Adams, 2017).
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As analises de CG-EM foram realizadas no GCMS-QP2010ultra (Shimadzu®),
equipado com uma coluna capilar RTX-5MS (5 % diphenyl/95 % dimethyl polysiloxane) com
30 cm de comprimento e 0,25 mm de didmetro com espessura do filme de 0,25 pm. O volume
de injecao das amostras foi de 1 uLL com split numa razao de 1:150. O hélio foi usado como gas
carreador em 1 mL/min. A temperatura de entrada de amostras foi selecionada para 300 °C e a
temperatura do injetor foi mantida em 280 °C. A temperatura do forno foi inicialmente
programada para 100 °C, mantida por 5 minutos e depois aumentada para 280 °C numa taxa de
10 °C/minuto e mantido nessa temperatura por mais 5 minutos. Uma fonte de ionizacdo por
impacto de elétrons foi aplicada em 70 V, com uma completa varredura numa faixa de massa
de 35-400 m/z (Suppajariyawat et al., 2019).

Todos os dados cromatograficos foram processados com o shimadzu GC-MS software
(GC-MS solution) e 0 OpenChrom Cummunity Edition 1.3.0 Dalton. Todos os compostos do
espectro de massas foram identificados e comparados usando o software da shimadzu, no
Instituto Nacional de Padrdes e Tecnologia (NIST) 2008/NIST2008+Shimadzu, Espectro de

Massas de Sabores e Fragrancias de Compostos Naturais e Sintéticos — FFNSC 1.3.

4.9 Docking molecular

Ap0s a andlise de CG-EM, os componentes majoritarios foram analisados via docking
molecular. Para a realiza¢do do desenho das estruturas das moléculas presentes no OERCBD e
dos farmacos padrdes, foram utilizados os softwares Marvin Sketch 21.13 e otimizadas no
software HyperChem 8.0.6 (RMS 0.1 kcal/mol/A). As configuragdes adotadas foram os
padrdes, aplicando o método de for¢a da mecéanica molecular MM+ e o método quantico
semiempirico AM1 (Austin Model 1) (Abbasi et al., 2022; C. H. P. Rodrigues et al., 2021; Scotti
et al., 2009).

A obtencdo das estruturas cristalinas das proteinas partiu do RCSB Protein Data Bank
(PDB) (http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do) sob codigo 6D6T, resolugio de 3.86 A e
método de difracio raios-X (DOI: 10.1038/s41586-018-0255-3), e NaV 1.7 sob codigo SEKO,
resolucdo de 3.53 A e método de microscopia eletronica (DOI: 10.1126/science.aac5464). Ja a
ancoragem das moléculas com os alvos foram executados no software Molegro Virtual Docker
6.0 (MVD) utilizando como parametros a configuracdo da fungdo valores de escore de energia

do MolDock Score e Plant Score seguido do consenso por meio da média aritmética dos dois
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com valor de corte de para energia de ligacao > -8 kcal/mol; para o GRID foi determinado com
resolucdo de 0,3 A e um raio esférico de 15 A, as coordenadas usadas para determinar o sitio
de ligagdo do GABAA foram: X (151,47), Y (164,65) e Z (113,79) e para o NaV foram: X (-
85,50), Y(-13,97) e Z(-14,72); para a avaliagdo do ligante foi selecionado a ES interno, HBond
interno, tor¢des Sp2—Sp2 no MolDock score e o hidrogénio em termos de tor¢ao no PLANTS
score; foi utilizado algoritmo MolDock Simplex Evolution (MolDock SE) € 0 com um niimero
de corridas de 10 e maximas iteragdes de 1500 (Thomsen & Christensen, 2006).

Quanto a validagao técnica, foi realizado o redocking e analisado valores para o desvio
quadratico médio (RMSD - Root Mean Square Deviation) < 2 A para a determinagdo da
distancia média da sobreposicao dos atomos do ligantes das proteinas (Schlosser & Rarey, 2009).
Além disso, foram analisadas a energia de ancoragem e os tipos de intera¢des com o sitio de
ligacdo dos alvos. Por fim, as imagens tanto em 2D quanto em 3D das intera¢des dos ligantes
com os alvos foram visualizadas através do programa Biovia Discovery Studio Visualizer

19.1.0.18287 (Vijayakumar et al., 2020).

4.10 Avaliag¢ao da administracio de OERCBD em modelos animais de crises epilépticas

4.10.1 Testes das crises epilépticas induzidas por Pentilenotetrazol

O Pentilenotetrazol (PTZ) ¢ uma ferramenta farmacologica quimica, frequentemente
utilizada como triagem preliminar, para induzir as crises epilépticas, e investigar drogas com
potencial anticonvulsivante (Loscher, 1998; Sayyah et al., 2004). Sabe-se que o bloqueio das
convulsdes induzidas quimicamente pelo PTZ, em roedores, ¢ uma caracteristica de algumas
drogas depressoras do SNC que pertencem a classe dos anticonvulsivantes (Almeida, 2006).

Durante o teste, os animais foram pré-administrados (v.0.) com veiculo (AZT), farmaco
padrdo Diazepam (DZP, Santisa, Brasil) 4 mg/kg, ou trés doses (15, 30 ou 60 mg/kg) do
OERCBD (v.0.). Decorridos 120 minutos, os animais receberam a administragdo do PTZ
(Sigma-Aldrich, E.U.A.) 75 mg/kg (i.p.). Imediatamente apds a injecdo de PTZ, os animais
foram observados por um periodo de 20 minutos quanto a laténcia para o aparecimento da
primeira convulsdo, duragdo das convulsdes (Almeida, 2006). A intensidade das crises

epilépticas foram classificadas de 0 a 6 conforme a escala adaptada de Racine (ANEXO II).
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Figura 10. Experimento das crises epilépticas induzidas por PTZ em camundongos.
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Fonte: autoria propria, 2023 (BioRender, 2023)

4.10.2 Testes das crises epilépticas induzidas pelo Eletrochoque Auricular Maximo (MES)

Descrito por Merritt e Putmam (1938), o teste das convulsdes induzidas através do MES
¢ bastante empregado para identificar e avaliar drogas com eficécia antiepilépticas. Tanto no
tratamento agudo (figura 14A), quanto no tratamento com doses repetidas (figura 14B), foram
utilizados grupos de oito animais, divididos em grupo controle Veiculo (AZT), padrao fenitoina
(FEN, 30 mg/kg), e trés doses (15, 30 ou 60mg/kg) do OERCBD (v.0.). No tratamento agudo,
decorridos 120 minutos das administragdes, todos os animais foram submetidos a um choque
auricular com corrente de 0,5 mA de intensidade, numa frequéncia de 15 pulsos/segundo e
duracdo de 0,5 segundo. Ja no tratamento com doses repetidas, os animais foram tratados
durante 14 dias e submetidos ao mesmo teste, nas mesmas condigdes, no 14° dia. Os parametros
que foram avaliados sdo: laténcia para o inicio e a duragdo da extensdo tonica dos membros
posteriores, ou auséncia da extensdo tonica dos membros posteriores, laténcia para recuperagao
da postura, tempo de duracdo da crise epiléptica e taxa de mortalidade (Almeida, 2006; Carlini

& Mendes, 2011).
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Figura 11A. Experimento das crises epilépticas induzidas por MES em camundongos apds tratamento agudo
com OERCBD.
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Fonte: autoria propria, 2023 (BioRender, 2023).

Figura 11B. Experimento das crises epilépticas induzidas por MES em camundongos apds tratamento com doses

repetidas com OERCBD.
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Fonte: autoria propria, 2023 (BioRender, 2023).
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4.11 Analise Estatistica

Previamente, foram realizados os testes de Shapiro-Wilk, para verificar da normalidade
dos dados de cada grupo, e de Bartlett, para verificar a homogeneidade das variancias. Com
base nos resultados dessas analises, concluiu-se que todos os pardmetros avaliados deveriam
ser analisados por meio de testes ndo paramétricos. Sendo assim, para a andlise estatistica dos
testes de crises epilépticas foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn, e
os dados sdo apresentados graficamente como diagramas de caixa e bigodes (mostrando o
intervalo do minimo ao méximo e exibindo todos os pontos individuais). A porcentagem da
mortalidade/sobrevivéncia foi analisada pelo teste exato de Fisher para comparar os grupos.

Valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
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5 RESULTADOS

5.1 Investigagdo de toxicidade aguda

A administragdo via oral do OERCBD teve como ponto de partida a dose de 300mg/kg
(Quadro 4) conforme descrito e orientado pelo protocolo 423 da OECD (item 4.5), de forma a
ndo apresentar mortalidade nos camundongos (n=3), durante os 14 dias, periodo em que
permaneceram sendo observados diariamente. Segundo as orientacdes do protocolo,
deveriamos, em seguida, partir para a administracdo da dose de 2.000 mg/kg, porém, a
apresentacdo do OERCBD, com concentracdo aproximada de 33mg/mL ndo nos permitiu dar
prosseguimento. No entanto, o protocolo aconselha que seja observado ndo apenas a
mortalidade, mas também as condi¢des do animal, sabendo disso, sinais de toxicidade foram
considerados importantes, tal qual a irritabilidade, saltos e o consideravel nivel de sedacgao

observados mesmo ap6s os 120 minutos decorridos da administragao.

5.2 Avaliagdo comportamental e triagem farmacolédgica

Com a finalidade de reduzir os efeitos encontrados na dose de 300mg/kg (v.0.) no teste
da DLso reduzimos as concentracdes administradas para 15, 30 e 60mg/kg, ndo sendo
observados sinais graves de toxicidade. Os animais apresentaram sinais de autolimpeza nas
doses de 15 e 30 mg/kg (v.0.) ambos no tempo de 180 minutos; movimento exploratério de
levantar-se, nas doses de 15 e 30mg/kg (v.0.) nos tempos de 60 e 180 minutos respectivamente,
aumento da ambulacdo na dose de 30mg/kg (v.0) apds 60 minutos. Ademais, na dose de
15mg/kg (v.0.), os animais apresentaram uma leve piloerecao que nao foi observada nos tempos
posteriores, conforme podemos observar no quadro 4.

A atividade estimulante do SNC observada na dose de 300mg/kg, seguida de atividade
depressora, ambula¢do diminuida mesmo apds 240min de administra¢do foi imprescindivel
para que as doses de 15, 30 e 60mg/kg fossem escolhidas no sentido de dar seguimento aos

experimentos in vivo de avaliagdo do potencial antiepiléptico do OERCBD.
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Quadro 3. Resultados dos sinais de toxicidade aguda observados.

Dose (mg/kg v.0)

Tempo de Observacgio

Efeitos Comportamentais

OERCBD 15 mg/kg

Até 30

(+) Autolimpeza

(+) Piloerecao

60’ (+) Levantar-se

1200 (+) Defecacao

180° (+) Autolimpeza

240 (+) Defecacao

OERCBD 30 mg/kg Até 30’ (+) Autolimpeza

(+) Forga para agarrar
(+) Levantar-se
(+) Defecacao

60’ (+) Ambulagao
(+) Forga para agarrar
(+) Autolimpeza

1200 (+) Defecacao

180° (+) Autolimpeza
(+) Levantar-se

240° -

OERCBD 60 mg/kg Até 30’ (+) Micgdo

(+) Forga para agarrar
(+) Defecagao

60’ (+) Micgdo
(+) Ambulagao aumentada
(+) Forga para agarrar
(++) Defecacao

120° (+) Piloerecao

180’ (+) Sedagao

240° (+) Defecacao

Continuagao...
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Continuagao...

Até 30° (+) Irritabilidade

(+) Sedagao

(+) Defecagao

(+) Forga para agarrar
60’ (+) Agressividade

(++) Saltos

(+) Ambulag@o diminuida
(+) Sedagao
1200 (+) Defecacao

(+) Forga para agarrar
OERCBD 300 mg/kg (++) Ambulagdo diminuida

(++) Sedagdo

180° (++) Ambulagdo diminuida
(+) Analgesia

(+) Forga para agarrar

(+) Constipagdo

(+) Micgao

240° (++) Ambulagdo diminuida
(+) Forga para agarrar

(+) Defecacao

(+) Micgdo

Fonte: autoria propria, 2023.

5.3 Analise cromatografica do 6leo de extrato da Cannabis sativa rico em CBD (OERCBD)

Cada pico no cromatograma representa a deteccao de ions especificos produzidos pela
fragmentacdo dos compostos durante a ionizagdo. A posicao do pico no tempo de retengao
indica quando o composto foi eluido da coluna cromatografica, enquanto a altura ou area do
pico representam a quantidade relativa do composto na amostra.

Quando o composto ¢ identificado como majoritario, significa que ele esta presente em
uma quantidade significativamente maior em rela¢do aos demais, e isso pode ser evidenciado
pela intensidade do pico correspondente a esse composto no cromatograma de massa, como ¢
o caso do pico correspondente ao CBD (figuras 12A e 12B) que indica sua predominancia no

Oleo de extrato rico em fitocanabinoides analisado.
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A andlise de OERCBD em CG-EM resultou em um cromatograma no qual foram
evidenciados 20 picos, sendo o pico 7 com tempo de retencao (TR) 67,489 min (fig. 12A)
majoritario nesta andlise. O espectro de massas correspondente a este pico (fig. 12B) apresentou
sinal com relagdo massa-carga (m/z) 230,95 correspondentes a formula molecular C21H3002, e
quando comparado com os espectros de massas das bibliotecas WILEY9.LIB e NIST08.LIB
foi possivel identificar que a substancia em analise seria o canabidiol com indice de similaridade

(IS) de 95%.

Figura 12A. Anélise Cromatografica do OERCBD.

Chromatogram OECBD_ALINE C:\GCMSsolution\Data'rotina\ Yur\ OECBD_ALINE.QGD
TIC

2.558.362

T T T T T T T T T T T T
400 50.0 60.0 700 80.0 90.0 99.0
min

T T T L
100 200 300

Fonte: Laboratdorio Multiusuario de Caracterizagdo e Analise (UFPB, 2023).
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Figura 12B. Espectro de massas de OERBD (TR 67,489 min) e do canabidiol (bibliotecas WILEY9.LIB e

NIST08.LIB).
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Fonte: Laboratério Multiusuario de Caracterizagdo e Analise (UFPB, 2023).

Foram observados ainda no cromatograma de OERCBD outros picos com TR 66,693,

68,484 ¢ 68,908, compativeis com as substancias canabinol (IS 88%), canabielsoin (IS 86%) e
A -9THC (IS 92%), respectivamente (tabela 1).

Tabela 1. Dados da CG-EM do OERCBD.

1 67,489 51.44 230.95 Canabidiol
2 66,693 2.07 295.00 Canabinol
3 68,484 1.30 204.95 Canabielsoin
4 68,908 1.05 299.00 A-9THC

Fonte: autoria propria, 2023.
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5.4 Docking Molecular

A ancoragem molecular através da energia de ligacao e das interagdes entre as moléculas
e os alvos, analisou a afinidade da proteina-ligante, pontuando um possivel mecanismo de agao
para o composto majoritario do 6leo de Cannabis sativa. A validagdo da técnica foi realizada
através do redocking em que foi verificado os valores de RMSD, no MolDock score, para o
GABAx de 0,253 A e para o NaV de 0,575 A. Para o PLANTS score, o0 RMSD obtido no
redocking do GABA foi de 0,189, ji o NaV obteve RMSD de 0,270 A.

Foi realizado um consenso com MolDock score e PLANTS score para analisar a energia
de ligacdo das moléculas com o alvo GABAa. Desta forma, o canabinol apresentou um
consenso score de -258,991 kcal/mol (tabela 2), sendo superior ao composto majoritario, o
canabidiol, que possui no consenso a energia de ligacao de -236,031 kcal/mol e ao fdrmaco

padrdo, diazepam, -239,947 kcal/mol.

Tabela 2. Resultados da energia de ligacdo por docking molecular com o alvo GABAA.

GABAA
Moléculas MolDock Score Plants Score Consenso Score
(kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol)
Canabidiol -71,151 -386,11 -228,631
Canabielsoin -64,274 -407,788 -236,031
Canabinol -89,612 -428,37 -258,991
A -9THC -26,797 -377,543 -202,17
Diazepam -56,766 -423,127 -239,947

Fonte: autoria propria, 2023.

Desta forma, foram visualizadas as interacdes do canabinol com o alvo GABAa. O
canabinol (Figura 13A) interagiu por meio de ligagdo de hidrogénio convencional,
empilhamento pi-pi e pi-alquil com residuo de aminodcido TYR205, também realizou
interagdes pi-sigma com os aminoacidos PHE65 e THR130; interagdes de emparelhamento pi-
pi com TYR157 e PHEGS; interagdes pi-alquil com ARG67, LEU118, TYR157, TYR97,
PHEA46, e duas ligagdes pi-alquil com PHE200; e interagdes alquil com os residuos LEU128 e
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ARG67. Por fim, fez interagdes de van der Waals com os aminoacidos SER201, GLY203,
GLN68, SER69. THR172, ASP44, TYR129, ARG120, SER156, GLY 156, GLY 158 e GLU155.
O canabinol apresentou trés interacdes desfavoraveis com os aminoacidos LEU118, LEU128 E
ARG®67. Esse tipo de interagdo ocorre pois ha um choque estérico intermolecular, colaborando
com a diminuic¢do da energia de ligacdo entre ligante-proteina.

Além disso, foram observadas as intera¢des do canabidiol com o alvo. O canabidiol
(Figura 13B), exibiu duas liga¢des de hidrogénio com os residuos de aminoacidos TYRI157 e
ARG67, também foi possivel observar outras interacdes estéricas como: uma interagdo pi-
sigma com THR130; intera¢des pi-alquil com TYR205, PHE200, PHE65 e PHE46; e interagdes
de van der Waals com os aminoacidos SER156, GLU155, LEU99, THR172, SER201, ARG173,
ASP44, LEU128, ARG120 ¢ GLY158. O CBD também evidenciou interagdes desfavoraveis
com o LEU118 e THR202.

O diazepam (Fig. 13C) apresentou duas intera¢des do tipo ligagdo carbono-hidrogénio
com os residuos de aminoacidos THR130 e THR202; uma interacdo de halogénio com
GLU155; uma interagdo alquil com LEU118; interacdes pi-alquil com os residuos TYR157,
TYR202, TYR97 e PHE200; interagdes de empilhamento pi-pi com PHE65, PHE200, TYR205
e TYR157. E por fim, exibiu intera¢des de van der Waals com aminoéacidos SER156, SER201,
THR48 e LEU99. O diazepam também apresentou interacdes desfavoraveis com os residuos de

aminoacidos ARG67 e PHE46.

Figura 13. Interagdes em 3D e 2D do A) canabinol, B) canabidiol e C) diazepam com o GABAA.

N _
F" TYR ASP
A) 6Ly SER ARG = B:44
A A158 A:156
. TYR 3 THR
8:172
» ~
3
\
0

SER
B:63

Nota: As interagdes favoraveis sdo as ligagdo de hidrogénio convencional, empilhamento pi-pi e pi-alquil com
residuo de aminoacido TYR205; pi-sigma com os aminoacidos PHE65 e THR130; interagdes de emparelhamento
pi-pi com TYR157 e PHE6S; interagdes pi-alquil com ARG67, LEU118, TYR157, TYR97, PHE46, e duas ligagdes
pi-alquil com PHE200; intera¢des alquil com os residuos LEU128 e ARG67; e interagdes de van der Waals com
os aminoacidos SER201, GLY203, GLN68, SER69. THR172, ASP44, TYR129, ARG120, SER156, GLY'156,
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GLY 158 e GLU155. As interagdes desfavoraveis sao do tipo choque estérico intermolecular nos residuos LEU118,
LEU128 E ARG67.

Nota: As interagdes favoraveis sdo duas ligagdes de hidrogénio com os residuos de aminoacidos TYRIS57 e
ARG67; interagdo pi-sigma com THR130; interagdes pi-alquil com TYR205, PHE200, PHE65 e PHE46; e
interacdes de van der Waals com os aminoacidos SER156, GLU155, LEU99, THR172, SER201, ARG173, ASP44,
LEU128, ARG120 e GLY158. J4 as interagdes desfavoraveis ocorreram nos residuos LEU118 ¢ THR202.

THR
B:48

PHE
A:200

LEU
A:99

Nota: As interacdes favoraveis sdo duas interagdes do tipo ligagdo carbono-hidrogénio com os residuos de
aminoacidos THR130 e THR202; uma interac¢ao de halogénio com GLU155; uma interagdo alquil com LEU118;
interagdes pi-alquil com os residuos TYR157, TYR202, TYR97 e PHE200; interagdes de empilhamento pi-pi com
PHEG65, PHE200, TYR205 ¢ TYR157; ¢ interagoes de van der Waals com aminoacidos SER156, SER201, THR48
e LEU99. Ja as interag¢des desfavoraveis ocorreram com os residuos ARG67 e PHE46.

Fonte: autoria propria, 2023.

No consenso score proveniente da média entre o0 MolDock score e PLANTS score para

o alvo NaV, o canabidiol apresentou a maior energia de ligagdo de -221,462 kcal/mol (tabela

61



3), e ao farmaco padrio selecionado para esse alvo, fenitoina, exibiu um valor de -214,900

kcal/mol.
Tabela 3. Resultados da energia de ligagdo por docking molecular com o alvo NaV.
NaV
Moléculas MolDock Score Plants Score Consenso Score

(kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol)
Canabidiol -134,012 -308,912 -221,462
Canabielsoin -126,016 -300,934 -213,475
Canabinol -115,222 -310,356 -212,789
A -9THC -125,164 -295,892 -210,528
Fenitoina -91,555 -338,245 -214,900

Fonte: autoria propria, 2023.

O canabidiol (Fig. 14A) interagiu através de ligacdes de hidrogénio com os residuos de

aminoacidos ASP1586 e TY1537 do alvo NaV. Também exibiu interagdes pi-alquil com

TYR1537 e VAL1541, um empilhamento pi-pi com TYRI1537 e interagdes alquil com os
residuos de aminoacidos TYR1537, TRP1538, VAL1541, ALA1585, ARG1602, ALA1604 ¢

ARG1605, por fim apresentou interagdes de van der Waals com os residuos de aminoacidos
GLU1534, THR1533, METI1582, ILE1601, SER1578, GLY1581, ARG1608, ILE1544,
ASN1540 e MET1521. A fenitoina (Fig. 14B) fez uma ligagdo de hidrogénio com o residuo

ASP1586, também realizou ligagdes estéricas como: empilhamento pi-pi em forma de T com

os aminoacidos TYR1537 e TRP1538; pi-anion e ligagdo carbono-hidrogénio com o

aminodcido ASP1586; interagdes pi-alquil com MET1582 e VAL1541; e interagdes de van der

Waals com os residuos GLU1534, ALA1585, GLN1530, PHE1583 ¢ PHE1598.
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Figura 14. Interagdes em 3D e 2D do A) canabidiol e B) fenitoina com a NaV.

Nota A): As intera¢des favoraveis sao as ligagdes de hidrogénio com os residuos ASP1586 ¢ TY 1537; interagdes
pi-alquil com TYR1537 e VAL1541; empilhamento pi-pi com TYR1537; interagdes alquil com os residuos
TYRI1537, TRP1538, VAL1541, ALA1585, ARG1602, ALA1604 ¢ ARG1605; e interagdes de van der Waals com
os residuos GLU1534, THR1533, MET1582, ILE1601, SER1578, GLY 1581, ARG1608, ILE1544, ASN1540 ¢
MET1521.

Nota B): As interagdes favoraveis sdo a ligagdo de hidrogénio com o residuo ASP1586; empilhamento pi-pi em
forma de T com os aminoacidos TYR1537 ¢ TRP1538; pi-anion e ligagdo carbono-hidrogénio com o aminoacido
ASP1586; interagdes pi-alquil com MET1582 e VAL1541; e interagdes de van der Waals com os residuos
GLU1534, ALA1585, GLN1530, PHE1583 e PHE1598.

Fonte: autoria propria, 2023.
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5.5 Avaliacdo da administragdo do OERCBD em modelos animais de crises epilépticas

5.5.1 Testes das crises epilépticas induzidas por Pentilenotetrazol

Em relacdo a laténcia para o primeiro espasmo (fig. 15), os trés grupos que receberam
o dleo enriquecido com CBD (OERCBD) na dose de 15 mg/kg (242,9 + 142,9), de 30 mg/kg
(358,8 £ 184,2) e de 60 mg/kg (81,2 £ 17,3) ndo apresentaram diferenca com significancia
estatistica em comparacao ao grupo controle negativo que recebeu via oral apenas o AZT (78,7
+ 7,0). Em contrapartida, o grupo controle positivo que recebeu a administragdo oral de DZP
(1200 + 0,0) apresentou diferenca quando comparado ao controle negativo e as trés doses

avaliadas, uma vez que nenhum animal apresentou crises epilépticas.

Figura 15. Laténcia para o primeiro espasmo mioclonicos induzido pela administragdo de PTZ.
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Nota: Os dados foram tratados por meio do Teste de Kruskal-Wallis, seguidos do pds-teste de Dunn, e foram
apresentados como diagramas de caixa e bigodes (mostrando todos os pontos). Foram considerados
estatisticamente significantes os valores de p < 0,05, sendo que as letras a, b, ¢ e d representam uma diferenca em
relagdo aos grupos tratados com Azeite (AZT) , 6leo de extrato de Cannabis sativa rico em CBD (OERCBD) 15
mg/kg, OERCBD 30 mg/kg e OERCBD 60 mg/kg, respectivamente.

Fonte: autoria propria, 2023.

Na avalia¢do quanto a laténcia para o primeiro espasmo mioclonico (figura 16), os
trés grupos que receberam o OERCBD na dose de 15 mg/kg (264,0 + 146,1), de 30 mg/kg
(244,0 + 138,9) e de 60 mg/kg (92,0 £ 19,7) também ndo apresentaram diferenga com
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significancia estatistica em comparagdo ao grupo controle negativo que recebeu por i.p. apenas
0 AZT (85,3 +10,9). Em contrapartida, o grupo controle positivo que recebeu a administragao
oral de DZP (1200 £+ 0,0), da mesma forma da figura 15, apresentou diferenca quando
comparado ao controle negativo e as trés doses avaliadas, uma vez que nenhum animal

apresentou espasmos mioclonicos.

Figura 16. Laténcia para primeira crise tonico-clonica induzida pela administragdo de PTZ.
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Nota: Os dados foram tratados por meio do Teste de Kruskal-Wallis, seguidos do pds-teste de Dunn, e foram
apresentados como diagramas de caixa e bigodes (mostrando todos os pontos). Foram considerados
estatisticamente significantes os valores de p < 0,05, sendo que as letras a, b, ¢ ¢ d representam uma diferenga em
relagdo aos grupos tratados com Azeite (AZT), 6leo de extrato de Cannabis sativa rico em CBD (OERCBD) 15
mg/kg, OERCBD 30 mg/kg e OERCBD 60 mg/kg, respectivamente.

Fonte: autoria propria, 2023.

Em relacdo a duragdo das crises tonico-clonicas (fig. 17), os trés grupos que receberam
o OERCBD na dose de 15 mg/kg (21,63 + 5,72), de 30 mg/kg (18,7 = 4.,4) e de 60 mg/kg (30,5
+ 7,3) também ndo apresentaram diferenca com significancia estatistica em comparagdo ao
grupo controle negativo que recebeu via oral apenas o AZT (20,5 £ 2,6). O grupo que recebeu

DZP (0,0 + 0,0) ndo apresentou crises epilépticas.
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Figura 17. Duragéo das crises tonico-clonicas induzidas pela administragdo de PTZ.
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Nota: Os dados foram tratados por meio do Teste de Kruskal-Wallis, seguidos do pods-teste de Dunn, e foram
apresentados como diagramas de caixa e bigodes (mostrando todos os pontos). Foram considerados
estatisticamente significantes os valores de p < 0,05, sendo que as letras a, b, ¢ ¢ d representam uma diferenga em
relagdo aos grupos tratados com Azeite (AZT), 6leo de extrato de Cannabis sativa rico em CBD (OERCBD) 15
mg/kg, OERCBD 30 mg/kg e OERCBD 60 mg/kg, respectivamente.

Fonte: autoria propria, 2023.

Em relacdo a laténcia para morte (figura 18A), nenhum animal que recebeu OERCBD
veio a 6bito durante os 1200 segundos de observagdo do teste, assim como ocorreu com o grupo
que recebeu o DZP. Portanto, todos os grupos apresentaram diferenca estatistica em relagdo ao
grupo controle (AZT) (566,8 = 186,5), o qual apresentou 5 mortes. Na figura 18B, observa-se
que em todos os grupos com exce¢do do grupo AZT, todos os animais permaneceram vivos
durante os 1200 s, enquanto a porcentagem de animais vivos do grupo AZT caiu para 75% apos
120 s e para 50% em 240 s, permanecendo em 40% a partir de 270 s do teste até o final dos
1200 s. 60% dos animais do grupo AZT morreram (figura 18C), enquanto ndo houve 6bitos nos

demais grupos.
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Figura 18. Laténcia para a morte, sobrevivéncia e mortalidade no modelo das crises epilépticas induzidas por

PTZ.
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Nota: A figura mostra a laténcia para morte no modelo de convulsdes induzidas por Petilenotetrazol (PTZ) (A), a
porcentagem de sobrevivéncia dos animais no modelo (B) e porcentagem da mortalidade (C) durante o periodo de
observagdo. Os dados da laténcia foram tratados por meio do Teste de Kruskal-Wallis, seguidos do pds-teste de
Dunn, e foram apresentados como diagramas de caixa e bigodes (minimo ao maximo, mostrando todos os pontos)
(A). Os dados da sobrevivéncia foram apresentados como linhas ao longo do tempo (B) e os dados da mortalidade
foram tratados pelo Teste Exato de Fisher e apresentados como barras de porcentagem do total de animais para
cada grupo (C). Foram considerados estatisticamente significantes os valores de p < 0,05, sendo que a letra a
representa uma diferenca em relagdo ao grupo tratado com Azeite (AZT).

Fonte: autoria propria, 2023.
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De forma similar, os grupos que receberam o OERCBD nas trés doses (15 mg/kg:
4,125 £ 0,64; 30 mg/kg: 3,625 £ 0,625; e 60 mg/kg: 4,5 + 0,33) ndo apresentaram diferencga
estatisticamente significante quando comparados ao grupo controle (AZT) (5,625 + 0,18) (fig.
19). Ja o grupo que recebeu o DZP apresentou diferenca com todos os grupos, uma vez que
nenhum animal teve crises epilépticas e, portanto, todos permaneceram no nivel zero da escala

de Racine.

Figura 19. Intensidade das crises epilépticas de acordo com a Escala adaptada de Racine.
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Nota: Os dados foram tratados por meio do Teste de Kruskal-Wallis, seguidos do pds-teste de Dunn, e foram
apresentados como diagramas de caixa e bigodes (mostrando todos os pontos). Foram considerados
estatisticamente significantes os valores de p < 0,05, sendo que as letras a, b e d representam uma diferenca em
relagdo aos grupos tratados com azeite (AZT), 6leo de extrato de Cannabis sativa rico em CBD (OERCBD) 15
mg/kg e OERCBD 60 mg/kg, respectivamente.

Fonte: autoria propria, 2023.

5.5.2 Testes das crises epilépticas induzidas pelo Eletrochoque Auricular Maximo (MES) ap6s

administracdo aguda do tratamento com OERCBD

Em relagdo a duragdo das crises tonicas (figura 20), nenhum dos grupos que receberam
o OERCBD (15 mg/kg: 20,63 + 1,70; 30 mg/kg: 25,0 £ 3,70; e 60 mg/kg: 21,75 + 1,50)
apresentou diferenca com significancia estatistica em comparagao ao grupo AZT (22,63 +1,21).
O grupo que recebeu fenitoina (FEN), o controle positivo (8,75 + 2,80), por sua vez apresentou

diferenga estatistica quando comparado ao controle as doses.
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Figura 20. Duragdo das crises tonicas no Teste do MES apo6s administragao aguda.
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Nota: Os dados foram tratados por meio do Teste de Kruskal-Wallis, seguidos do pds-teste de Dunn, e foram
apresentados como diagramas de caixa e bigodes (mostrando todos os pontos). Foram considerados
estatisticamente significantes os valores de p < 0,05, sendo que as letras a, ¢ e d representam uma diferenca em
relag@o aos grupos tratados com AZT, OERCBD 30 mg/kg e OERCBD 60 mg/kg, respectivamente.

Fonte: autoria propria, 2023.

Para a recuperacdo da postura (fig. 21), o resultado foi similar. Nenhum grupo que
recebeu o OERCBD (15 mg/kg: 115,6 + 40,4; 30 mg/kg: 101,3 + 29,9; e 60 mg/kg: 112,1 +
28,7) apresentou diferenca com significancia estatistica em comparagdo a laténcia do grupo
AZT (215,9 + 32,6). O grupo FEN (21,75 + 10,13), por sua vez apresentou diferenca estatistica

quando comparado ao controle e as doses.
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Figura 21. Laténcia para recuperagdo da postura no Teste do MES apos administragdo aguda.
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Nota: Os dados foram tratados por meio do Teste de Kruskal-Wallis, seguidos do pods-teste de Dunn, e foram
apresentados como diagramas de caixa e bigodes (mostrando todos os pontos). Foram considerados
estatisticamente significantes os valores de p < 0,05, sendo que as letras a, e d representam uma diferenga em
relagdo aos grupos tratados com AZT e OERCBD 60 mg/kg, respectivamente.

Fonte: autoria propria, 2023.

Ja em relagdo a laténcia para morte (fig. 22A), nenhum dos grupos que receberam o
OERCBD (15 mg/kg: 229.8 + 45,9; 30 mg/kg: 264,6 £ 35,3; e 60 mg/kg: 265,4 £ 34,6)
apresentou diferenca estatistica em relagdo ao grupo controle (AZT) (161,6 + 52,3). Entretanto,
diferentemente dos outros parametros, o grupo controle positivo (FEN) (300,0 £ 0,0), também
ndo apresentou diferenca estatistica significante quando comparado ao controle.

Nas figuras 22B e 22C, observa-se que o grupo que recebeu o OERCBD na dose de
15 mg/kg apresentou duas mortes até os 20s de teste, sobrevivendo apenas 75% dos animais,
enquanto as doses de os que receberam as doses de 30 e 60 mg/kg apresentaram apenas uma
morte apos 20s do teste, sobrevivendo 87,5% dos animais nas duas doses. Dessa forma, os trés
grupos apresentaram diferenca estatistica quando comparados ao grupo AZT, que apresentou

quatro mortes e uma sobrevivéncia de 50% apods 30s de teste.
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Figura 22. Laténcia para a morte, sobrevivéncia e mortalidade no Teste do MES apds administragdo aguda.
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Nota: A figura mostra a laténcia para a morte, tempo e mortalidade no modelo de crises epilépticas induzidas por
MES. (A) laténcia para a morte, sobrevivéncia dos animais (B) e a mortalidade (C). Os dados da laténcia foram
tratados por meio do Teste de Kruskal-Wallis, seguidos do pés-teste de Dunn, e foram apresentados como
diagramas de caixa e bigodes (minimo a0 maximo, mostrando todos os pontos). Os dados da sobrevivéncia foram
apresentados como linhas ao longo do tempo e os dados da mortalidade foram tratados pelo Teste Exato de Fisher
e apresentados como barras de porcentagem do total de animais para cada grupo. sendo que as letras a, b, c e d
representam uma diferenga em relacdo aos grupos tratados com Azeite (AZT), 6leo de extrato de Cannabis sativa
rico em CBD (OERCBD)15 mg/kg, OERCBD 30 mg/kg e OERCBD 60 mg/kg, respectivamente.

Fonte: autoria propria, 2023.
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5.5.3 Testes das crises epilépticas induzidas pelo MES ap6s administragdo de doses repetidas

de OERCBD

Em relagdo a duragdo das crises tonicas (fig. 23) apds a administragdo de doses
repetidas de OERCBD, o resultado foi similar ao observado no modelo agudo. Nenhum grupo
que recebeu o OERCBD (15 mg/kg: 23,2 +£2,0; 30 mg/kg: 55,8 £ 18,1; e 60 mg/kg: 25,0 £ 2,4)
apresentou diferenca em comparacdo com o grupo AZT (40,8 + 12,1). O grupo FEN (1,25 +

1,2), apresentou diferenca estatistica quando comparado ao controle e as doses.

Figura 23. Duragio das crises tonicas no Teste do MES ap6s administragdo de doses repetidas.
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Nota: Os dados foram tratados por meio do Teste de Kruskal-Wallis, seguidos do pds-teste de Dunn, e foram
apresentados como diagramas de caixa e bigodes (mostrando todos os pontos). Foram considerados
estatisticamente significantes os valores de p < 0,05, sendo que as letras a, b, ¢ ¢ d representam uma diferenga em
relagdo aos grupos tratados com Azeite (AZT), 6leo de extrato de Cannabis sativa rico em CBD (OERCBD) 15
mg/kg, OERCBD 30 mg/kg e OERCBD 60 mg/kg, respectivamente.

Fonte: autoria propria, 2023.

Na laténcia para recuperagdo da postura (fig. 24) apds a administragdo de doses
repetidas de OERCBD, o resultado também foi similar. Nenhum grupo que recebeu o OERCBD
(15 mg/kg: 271,4 + 28,5; 30 mg/kg: 196,3 + 41,9; e 60 mg/kg: 157,9 + 35,2) apresentou
diferenga em comparacdo com o grupo AZT (211,0 £ 36,1). O grupo FEN (4,2 £ 4,2),
apresentou diferenca estatistica quando comparado ao controle e as doses.
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Figura 24. Laténcia para recuperagdo da postura no Teste do MES apds administragdo de doses repetidas.
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Nota: Os dados foram tratados por meio do Teste de Kruskal-Wallis, seguidos do pos-teste de Dunn, e foram
apresentados como diagramas de caixa e bigodes (mostrando todos os pontos). Foram considerados
estatisticamente significantes os valores de p < 0,05, sendo que as letras a, b, ¢ e d representam uma diferenca em
relagdo aos grupos tratados com Azeite (AZT), 6leo de extrato de Cannabis sativa rico em CBD (OERCBD) 15
mg/kg, OERCBD 30 mg/kg e OERCBD 60 mg/kg, respectivamente.

Fonte: autoria propria, 2023.

Por fim, em relacdo a laténcia para morte (figura 25A) no modelo de administragdo de
doses repetidas, nenhum dos grupos que receberam o OERCBD (15 mg/kg: 61,5 + 39,7; 30
mg/kg: 165,4 + 51,1; e 60 mg/kg: 231,5 + 44,8) apresentou diferenca em relagdo ao grupo AZT
(161,6 = 52,3). De forma similar ao observado com a administragdo aguda, aqui o grupo FEN
(300,0 £ 0,0), também nao apresentou diferenca estatistica significante quando comparado ao
controle.

Na figura 25B, observa-se que, com a administragdo de doses repetidas de 15 mg/kg,
sete mortes foram observadas, ocorrendo todas antes dos primeiros 30 s de teste, deixando uma
sobrevivéncia de apenas 12,5% dos animais, como observado na figura 25C. Nas doses de 30
e 60 mg/kg, morreram quatro e dois animais, respectivamente. As mortes observadas com a
dose de 30 mg/kg foram todas nos primeiros 60 s de teste, deixando uma sobrevivéncia de 50%
dos animais, enquanto as duas mortes do grupo de 60 mg/kg ocorreram nos primeiros 40 s de
teste, deixando uma sobrevivéncia de 75% dos animais do grupo. Dessa forma, portanto, em

relacdo a mortalidade, as trés doses apresentaram diferenca estatistica entre si e quando
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comparadas ao grupo AZT. J& o grupo que recebeu a fenitoina ndo apresentou nenhuma morte

e apresentou diferenga com os outros grupos.

Figura 25. Laténcia para a morte, sobrevivéncia e mortalidade no Teste do MES ap6s administracdo de doses

repetidas.
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Nota: A figura mostra a laténcia para a morte, tempo e mortalidade no modelo de crises epilépticas induzidas por
MES. (A) laténcia para a morte, sobrevivéncia dos animais (B) e a mortalidade (C). Os dados da laténcia foram
tratados por meio do Teste de Kruskal-Wallis, seguidos do pos-teste de Dunn, e foram apresentados como
diagramas de caixa e bigodes (minimo a0 maximo, mostrando todos os pontos). Os dados da sobrevivéncia foram
apresentados como linhas ao longo do tempo e os dados da mortalidade foram tratados pelo Teste Exato de Fisher
e apresentados como barras de porcentagem do total de animais para cada grupo. As letras a, b, ¢ e d representam
uma diferenga em relagdo aos grupos tratados com AZT, OERCBD 15 mg/kg, OERCBD 30 mg/kg e OERCBD

60 mg/kg, respectivamente.

Fonte: autoria propria, 2023.

75



DISCUSSAO



6 DISCUSSAO

Uma das principais caracteristicas, que tornam a Cannabis uma planta Unica, ¢
justamente a sua riqueza em termos de constituintes quimicos, em especial os fitocanabinoides.
Tais substancias ndo sdo encontradas em concentracdes semelhantes em nenhuma outra planta
e demonstram amplas propriedades farmacoldgicas. Uma revisdo realizada por Radwan et al.,
(2021) elencou os mais de 300 componentes da planta, e demonstrou que estes vao além dos
canabinoides, sendo composta também pelos terpenos, alcaldides e flavondides. A unido de tais
compostos, ao invés do seu uso de forma isolada parece apresentar efeitos potencializados, o
que pesquisadores como Anand et al., (2021) e Russo (2011) chamam de efeito comitiva ou
“entourage effect”.

O estudo de Abdollahi et al., (2021) ressaltou que a presenga e concentragdo dos
compostos da planta sdo influenciados por varios fatores que vao de genéticos a varidveis
ambientais, como latitude, altitude, clima, incluindo estagios de crescimento e a disponibilidade
de umidade e oferta de nutrientes durante o seu cultivo. Sabendo que tal variacdo pode ocorrer,
foi necessario que antecedente aos estudos in vivo fosse realizada uma andlise por CG-EM do
OERCBD, semelhante a que foi feita por Amirav et al., (2021), especialmente por tratar-se de
um estudo com oleo de extrato, pois ¢ importante que se entenda a composicdo, presenca e
concentracdo destes compostos para que, além de investigar o perfil da seguranca e eficécia,
também seja possivel adequar doses e quem sabe, hipotetizar interagdes que possam estar
influenciando nos efeitos terapéuticos e na resposta in vivo.

Como esperado, a andlise por CG-EM revelou que o CBD era de fato a substancia
predominante no OERCBD, seguido do A-9THC, canabinol e canabielsoin presentes em
concentragdes menores. O CBD ¢ reconhecido pelo seu potencial antiepiléptico, que vem sendo
investigado desde a década de 70 em estudos com humanos como os de Carlini e Cunha, (1981),
Trembly e Sherman, (1990) e Ames, (1986), e em estudos com animais, desenvolvidos por
Jones et al., (2012) e Carlini et al., (1973). Desta forma, espera-se que os efeitos que foram
observados neste estudo sejam relacionados a agdo de tal molécula, que ¢ considerada o
principal fitocanabinoide ndo psicoativo, detentor de vasto potencial farmacoldgico e encontra-
se em maior concentragdo no OERCBD. Para obtermos um melhor direcionamento nos estudos
in vivo, avaliamos os principais compostos observados na andlise de CG-EM através de um

estudo in silico de docking molecular.

77



O estudo da ancoragem molecular evidenciou a possivel atividade antiepiléptica do
canabidiol. Os resultados apresentados demonstraram que o docking molecular foi validado
pois o valor do RMSD foi baixo (<3,0 A), além de ter fornecido apenas um valor para RMSD
o que garante ndo haver falsos positivos, avalizando que o teste ¢ reprodutivel e que as
moléculas testadas conseguiram se encaixar no sitio de ligacao.

Quando analisados os resultados, foi possivel observar que a energia de ligagdo do
canabinol foi mais forte para o alvo GABAA. Quando analisadas as interagdes intermoleculares
obteve-se que tanto o canabinol quanto o CBD conseguiram interagir com o sitio de ligagao,
pois ambos conseguiram se conectar semelhantemente a molécula cristalina presente no alvo e
ao diazepam.

Segundo Ahuja et al., (2015) o sitio de ligagdo do GABAA para o neurotransmissor
GABA ¢ composto pela presenca dos aminoacidos ARG67, THR202, PHE200, PHE6S,
TYR205 e TYR157. Da mesma forma, o CBD realizou interagdes de hidrogénio com ARG67
eaTYRI157, além de ter realizados outras interacdes com os demais aminodacidos, € o canabinol
apresentou interagdes com os mesmos aminoacidos e uma intera¢ao mais forte com o TYR205.
No estudo de Andrade et al., (2021) a substancia em analise também interagiu com os mesmos
aminoacidos mencionados, corroborando a possivel atividade antiepiléptica do canabidiol e
canabinol via receptor GABAA.

Em relagdo a ligacdo do CBD com o NaV 1.7, observou-se que a molécula conseguiu
se ligar fortemente ao alvo, superando o valor da energia de ligacdo da fenitoina. Ahuja et al.,
(2015) determinaram que o sitio de ligagdo para a inibi¢do da proteina NaV 1.7 apresenta como
principais residuos de aminoacidos TYR1537 e TRP1538, VAL1541, MET1582, GLY 1581,
GLU1534, ASP1586, e ALA1585. Igualmente, o CBD conseguiu realizar interagdes com 0s
mesmos residuos, apresentando interagdes mais fortes como as ligagcdes de hidrogénios com
ASP1586 e TY1537, enquanto a fenitoina interagiu fortemente com ASP1586 (ligagdo de
hidrogénio).

O estudo de Emami et al., (2021), para a investigacdo da atividade antiepiléptica de
derivados isatina aroilhidrazonas, corrobora com esse resultado, pois, no docking molecular, a
molécula em estudo, o 6e, exibiu ligagdes andlogas ao do CBD com os residuos TYR1537 e
VAL1541 e ALA1585. Outro estudo in silico que investigou a atividade antiepiléptica de
derivados de 1,2,4-triazol no alvo NaV, demonstrou as mesmas interagdes com a proteina

(Kapron et al., 2019).
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Além disso, esse resultado ¢ corroborado também pelo trabalho de Ghovanloo et al.,
(2018), que investigou através de estudos in vitro a atividade do CBD em canais de s6dio
dependentes de voltagem, sendo que o CBD conseguiu inibir Navl.1-1.7. Em outro estudo,
Ghovanloo et al., (2021) mostraram que a ancoragem molecular do CBD com o NaV 1.4, nos
musculos esqueléticos, apresentou um bloqueio da excitabilidade do alvo e que foi confirmado
corroborado nos estudos in vitro realizados pelos autores. Outro trabalho envolvendo o CBD e
sua atividade com o canal NaV 1.4 descobriu que essa substancia ¢ capaz de ligar-se de forma
favoravel nestes canais em seu estado de inativagdo lenta nos musculos esqueléticos (Huang et
al., 2021).

Tais resultados vao de encontro com o apontamento da possivel atividade antiepiléptica
do OERCBD, em especial ao observar a agdo do seu principal composto, o CBD, nos alvos
GABAAae NaV. Dada esta hipdtese, estudos in vivo foram realizados a fim de testar os achados
obtidos nas analises realizadas in silico.

Estudos nao-clinicos com modelos animais, exigem a realizacdo de testes preliminares
que investigam o perfil de toxicidade e determinam a DLso do composto estudado, neste caso o
OERCBD. Inicialmente realizamos o estudo da toxicidade oral aguda conforme estabelecido
pelo protocolo OECD (2001). Partindo da dose de 300mg/kg, nos primeiros 30 minutos pode-
se observar efeitos indesejados, como a irritabilidade e presenca de sedacdo, que seguiram
presentes também na avaliacdo realizada 60 minutos apds a administragdo. Decorridos 120
minutos, os animais ndo apresentaram mais sinais de irritabilidade, mas por sua vez, diminuiram
de forma considerdvel a ambulacdo e aumentaram o nivel de sedacdo. Tais efeitos sdo
semelhantes aos encontrados por Rosenkrantz et al., (1981), que buscaram avaliar a toxicidade
aguda de CBD em macacos rhesus. Na ocasido, com doses de 150, 200, 225, 250 ou 300mg/kg
(i.v.) administradas durante 9 dias, tremores e sinais como depressao, sedacdo e prostracao
foram observados em todas as doses 30 minutos apés as administragdes, estabelecendo uma
DLso de 212mg/kg de CBD.

Passados os 14 dias, embora nao tenhamos observado mortes na dose de 300mg/kg, os
sinais de toxicidade foram considerados importantes, principalmente se pensarmos que tal
produto ja € utilizado na clinica e quando projetamos tais efeitos em seres humanos eles podem

representar um problema. Além disso, as doses de 2.000 e 5.000mg/kg ndo puderam ser obtidas
através da apresentagdo que nos foi fornecida do OERCB (~33mg/mL de CBD), o que se tonou
uma limita¢do na determinacdo da DLso, mas ndo no perfil de toxicidade.
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Um outro ponto importante ¢ que estamos trabalhando com um produto que parte de um
extrato bruto e que suas doses foram estabelecidas com base na concentragdo de CBD presente
que esta descrita na formulagdo, mas que ainda assim esta associado aos demais constituintes.
Logo, embora o CBD seja de forma geral bem tolerado, ao aumentar a dose do 6leo, também ¢
aumentada a concentragdo do A-9THC, que por sua vez apresenta propriedades psicoativas e
efeitos muitas vezes opostos ao do CBD, e apresenta DLso de 800mg/kg em ratos, até 3.000
mg/kg em cdes e até 9.000 mg/kg em macacos. Ainda com base nestes dados, foi estimada que
a dose letal do A-9THC para um humano de 70kg seria de aproximadamente 4g e que ndo ¢
possivel ser atingida através do consumo oral, fumo, ou vaporiza¢do de tal substancia. Tais
informagdes foram descritas no relatério do comité de especialistas da OMS sobre dependéncia
de drogas (Organization, 2016), cujos integrantes alertam ainda que hé poucas informagdes
disponiveis sobre a toxicologia de extratos, tinturas, 6leos e chas de Cannabis e que residuos
de solventes podem potencializar a sua toxicidade.

Apo6s discussdao dos efeitos observados optamos por diminuir consideravelmente as
doses a serem administradas, considerando 15, 30 e 60mg/kg de OERCBD como sendo ideais,
pois além de ndo demonstrarem sinais graves de toxicidade, como observados pelos resultados,
foram encontrados em estudos ndo-clinicos utilizando modelos animais ¢ em doses usuais de
tratamento de sindromes epilépticas raras em humanos.

Um dos estudos pioneiros da Cannabis buscou avaliar o potencial antiepiléptico de
extrato rico em canabidiol em camundongos e ratos. Na ocasido, doses entre 10 e 100mg/kg
foram utilizadas, porém ainda n3o havia tantas informagdes quanto a toxicidade dos
componentes da planta (Carlini et al., 1973). Na mesma ¢época, Izquierdo e Tannhauser
avaliaram o efeito de doses de 1,5, 3, 6 ¢ 12mg/kg do CBD frente ao modelo de eletrochoque
em ratos (lzquierdo & Tannhauser, 1973).

Em um estudo mais recente sobre o potencial antiepiléptico, foi realizado o uso do CBD
isolado em doses de 10, 20 e 50 mg/kg, foram consideradas altas de acordo com a metodologia
(Mao et al., 2015). Além disso, a dose de 60 mg/kg do CBD isolado foi testada em relagdo ao
modelo do PTZ por Vilela et al., (2017). Outro estudo, também utilizando o modelo do PTZ,
avaliou tanto a dose de 60 mg/kg quanto a dose de 10 mg/kg de CBD (Uttl et al., 2021). Além
disso, ha trabalhos que utilizam doses de CBD de 1, 10 e 100mg/kg em modelos in vivo e in

vitro da epilepsia do lobo temporal (Jones et al., 2010, 2012).
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Quando analisamos a determinacdo das doses na clinica, observamos que assim como
os estudos em animais, ndo hd uma padronizagdo ou consenso. Nesse sentido, a dose do extrato
de Cannabis em formato de gotas, apresentacdo mais utilizada, ndo é determinada com base no
peso ou na idade do individuo. Em vez disso, ¢ necessdrio um aumento gradual até que a
resposta desejada seja alcancada. Se necessario, ocorre um ajuste da dose como a redugdo, para
manter a dosagem em que os beneficios adequados foram encontrados (MacCallum & Russo,
2018; Silva Junior, 2020).

Uma revisao sistematica avaliou as doses de CBD na clinica, observando que as doses
variam entre 1 e 50mg/kg ao dia e dos estudos avaliados, 11 apontaram a dose de 15mg/kg com
efeitos positivos do CBD na reducdo da frequéncia de crises epilépticas assim como a melhoria
na gravidade destas crises (Millar et al., 2019). Além disso, dois estudos clinicos randomizados
(ECRs) observacionais mostraram uma reducdo na ocorréncia de eventos adversos de 25%,
diminui¢do de 50% na frequéncia das crises e uma taxa de resposta de 75 a 100% na dose de
15mg/kg duas vezes ao dia, ou 30mg/kg em dose tnica (Devinsky et al., 2019; Thiele et al.,
2019).

Tendo entdo realizado a andlise da substancia e de seus compostos, como também, a
identificacdo de possiveis alvos moleculares através do docking e a avaliacdo de seu perfil de
toxicidade, foi possivel avancar em dire¢do ao objetivo central deste estudo: investigar o
potencial antiepiléptico do o6leo de extrato rico em CBD (OERCBD). Essa etapa inicial de
avaliagdo e selecdo dos componentes do extrato permitiu direcionar nossos esforcos para
compreender melhor os efeitos terapéuticos especificos que podem estar relacionados ao CBD
e suas possiveis aplicagdes no tratamento de epilepsia. Com as bases estabelecidas,
prosseguimos com os estudos in vivo para investigar os efeitos farmacologicos do OERCBD na
inducao das crises epilépticas em modelos animais.

A validagdo robusta, facilidade de inducao e reprodutibilidade dos resultados, tornam os
modelos ndo-clinicos utilizando o PTZ (estimulo quimico) e 0o MES (estimulo elétrico), os dois
testes mais amplamente empregados para os estudos e investigacdo de possiveis novas
substancias com potencial antiepiléptico (Almeida, 2006).

No teste das crises epilépticas induzidas pelo pentilenotetrazol (75mg/kg), os resultados
demonstraram que ndo houve diferenga significativa entre as doses de 15, 30 e 60 mg/kg (v.0.)
do OERCBD quando comparadas ao grupo controle tratado com o veiculo (AZT). Em todas as

doses testadas, ndo foram observadas altera¢des significativas relacionadas a laténcia para o
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primeiro espasmo, a laténcia para a primeira crise tonico-clonica e na duracdo das crises, assim
como na escala adaptada de Racine, a qual avalia a gravidade das crises. Esses resultados
diferem dos apresentados pelo grupo tratado com DZP (4mg/kg; i.p.), droga padrao utilizada
no tratamento de crises epilépticas, que foi eficaz em proteger os animais diante dos parametros
avaliados. Quanto a avaliac¢do da laténcia e ocorréncia das mortes no teste do PTZ, os resultados
revelaram que tanto o OERCBD quanto o DZP foram capazes de proteger os animais quando
comparados ao grupo tratado com o veiculo (AZT).

Os resultados observados na droga padrdo DZP ja eram esperados, isso porque o
farmaco ¢ amplamente reconhecido pelo seu efeito antiepiléptico, que esta associado a
potencializacdo da neurotransmissao mediada pelo GABA no SNC, por meio da ativa¢ao dos
receptores GABAA. Portanto, os desfechos obtidos corroboram com os conhecimentos prévios
sobre seu mecanismo de acdo e seu potencial em prevenir crises epilépticas.

Embora nosso estudo ndo tenha encontrado os mesmos resultados que os de estudos
como o de Vilela et al., (2017), Mao et al., (2015) e Uttl et al., (2021), isso ndo significa que o
OERCBD nio possui atividade neuroprotetora. Deve ser lembrado que o CBD ¢ o composto
majoritario mas ndo € isolado, e o efeito antiepiléptico do CBD frente ao modelo de crises do
PTZ parece estar relacionado a outros fatores, como investigoude Assis Lima et al., (2022),
demonstrando que a agdo do CBD nao possui mecanismo de agdo claro e que a sua agao parece
depender diretamente da via de sinalizacdo da fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K). Além disso,
ndo encontramos na literatura estudo que, assim como o0 nosso, objetivasse testar OERCBD em
modelo animal de crises epilépticas induzidas pelo PTZ, diferente da maioria dos trabalhos que
testa 0 CBD de forma isolada.

Um outro ponto importante no ambito da clinica ¢ que o uso da Cannabis e, até mesmo,
do CBD ocorre principalmente em epilepsias consideradas raras, como € o caso da Doenga de
Lafora (Aso et al., 2020), e na sindrome de Dravet (DEVINSKY ET AL., 2018). Além disso, o
tratamento ¢ feito de forma adjuvante, em associacdo com outros medicamentos, como
demonstrado no estudo de Navarro, (2023) que concluiu que uma formulacdo a base de
Cannabis ¢ altamente eficaz como tratamento adjuvante de epilepsias refratarias em adultos.
Corroborando com este estudo, Kochen et al., (2023) indicou o CBD como potencial adjuvante
terapéutico também no tratamento de epilepsias focais resistentes ao tratamento medicamentoso
usual. Por fim, a revisao de Wijnen et al., (2020) reforcou o uso do CBD na terapia adjuvante,

desta vez no tratamento da sindrome de Lennox Gastaut, outra sindrome epiléptica rara, bem
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como a sindrome de Dravet. Desta forma, o uso do CBD e dos extratos ricos sdo usualmente
associados a outros medicamentos, ndo estando como primeira escolha quando falamos de
tratamento de epilepsias.

Nossos dados oferecem uma base para a realizacdo das proximas investigagdes que
visam continuar explorando o potencial antiepiléptico do OERCBD em combinagdo com outros
medicamentos. Uma abordagem interessante seria avaliar se a associacdo do extrato com um
farmaco como o diazepam, em uma dose que, isoladamente, ndo seja capaz de proteger contra
as crises frente ao modelo de indu¢do com o PTZ, poderia resultar em um efeito sinérgico
antiepiléptico. A realiza¢do de estudos adicionais pode fornecer evidéncias cientificas para
suportar essa abordagem terapéutica e ampliar as op¢des de tratamento para pacientes com
epilepsia.

No teste de MES, apdés o tratamento agudo, ndo foram observadas diferengas
significativas na duragdo das crises ou na laténcia para recuperacdo da postura entre o grupo
tratado com o OERCBD e o grupo controle que recebeu o veiculo. No entanto, em relagdo as
taxas de mortalidade, o grupo tratado com a dose de 15mg/kg apresentou um indice de
sobrevivéncia de 75%, enquanto os grupos tratados com as doses de 30mg/kg e 60mg/kg
apresentaram taxas de sobrevivéncia de 87,5%, com apenas um Obito registrado apos os
primeiros 20 segundos de observagdo. Em contraste, o grupo controle, tratado com AZT
apresentou uma taxa de sobrevivéncia de apenas 50%. Esses resultados indicam que o
OERCBD pode conferir algum grau de protecdo contra a ocorréncia de mortes durante o
referido modelo animal de inducdo de crises epilépticas, podendo ser mais eficaz nas doses
mais elevadas. Como esperado, a fenitoina, droga padrdo utilizada no teste, foi capaz de
diminuir o tempo de crise epiléptica caracterizada por extensao dos membros, reduzir o tempo
para recuperar a postura, assim como proteger os animais da ocorréncia de morte.

Apesar da administracdo consecutiva do OERCBD ao longo de 14 dias com o objetivo
de verificar se a neuroprote¢do poderia ser aprimorada, como realizou Carlini; Cunha, (1981),
os resultados obtidos ndo demonstraram melhorias significativas na recuperacdo da postura e
na duracgdo das crises, o que pode ter ocorrido devido a uma sensibilidade adquirida, semelhante
ao observado por Karler e Turkanis, (1980), no estudo com 3 ou 4 dias de tratamento. Pelo
contrario, observou-se uma piora consideravel na taxa de sobrevivéncia dos animais tratados
com a dose de 15mg/kg, com apenas um animal sobrevivendo (n=8), o que representa uma taxa

de aproximadamente 12,5%. Nas doses de 30mg/kg e 60mg/kg, as taxas de sobrevivéncia foram
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de 50% e 75%, respectivamente. Esses achados sugerem que a administragdo do OERCBD nao
apresentou um efeito protetor efetivo nessas medidas de avaliacdo, e, de fato, a dose mais baixa
parece ter sido associada a uma maior mortalidade.

Prenunciador na investigagdo do potencial antiepiléptico da Cannabis frente ao MES, o
estudo de Izquierdo; Tannhauser, (1973) concluiu que o CBD parecia ser um potente agente
anticonvulsivante. Os autores enfatizaram ainda que seu mecanismo de a¢do poderia estar
relacionado a difenilhidantoina que, assim como a fenitoina, sdo compostos da hidantoina e
possuem seu mecanismo relacionado a inibi¢cdo dos canais de sddio, o que as tornam eficazes
nas epilepsias de indugdes elétricas (Rang et al., 2015). Izquierdo e Tannhauser também
comentaram que, além do potencial neuroprotetor, outros sintomas poderiam estar associados
ao uso dos compostos da Cannabis, tal qual, alucinagdes e outros comprometimentos
neurotoxicos tipicos. Posteriormente o estudo de Ghosh e Bhattacharya, (1978), avaliou o papel
das monoaminas cerebrais na a¢ao anticonvulsivante de uma resina proveniente da Cannabis
indica, concluindo que a capacidade neuroprotetora do produto poderia estar atrelada a
serotonina.

Estudos mais recentes como o de Dlugosz et al., (2023) demonstraram que tanto o CBD
sozinho quanto associado a doses baixas ndo terapéuticas de A-9THC podem ser eficazes na
protecdo de crises de indugao elétrica. Dito isso, corroborando com o estudo de Milligan et al.,
(2022) nossos resultados in silico e in vivo ddo possiveis indicios de que as propriedades
antiepilépticas do CBD estdo, de fato, atreladas aos canais de so6dio do tipo NaV, ja que a a¢do
nos canais de potassio ja foi investigada por de Shirazi-ZAND et al., (2013), que observaram
ndo haver intera¢des proeminentes. No entanto, de acordo com as evidéncias encontradas por
Hill et al., (2014) bloquear os canais de s6dio parece ndo ser a Unica forma de acdo do CBD
frente as crises epilépticas.

Uma substancia pode ser considerada antiepiléptica quando possui a capacidade de
inibir a ocorréncia das crises e reduzir sua severidade em um determinado periodo de tempo
(Yacubian, 2004). Contudo, muitas DAEs utilizadas atualmente ndo apresentaram resultados
satisfatorios para serem aplicadas na pratica clinica, como ¢ o caso dos barbituricos, que em
estudos ndo-clinicos chegaram a piorar as crises em alguns modelos (Carlini & Mendes, 2011).
Mais uma vez, € necessario reforgcar que os produtos da Cannabis se mostram bons adjuvantes

aos tratamentos convencionais, como observado no trabalho de Consroe e Wolkin, (1977), onde
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o efeito antiepiléptico da fenitoina foi significativamente aumentada quando associada ao CBD

sozinho ou ao CBD somado ao fenobarbital.
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7 CONCLUSAO

De acordo com os objetivos firmados, podemos chegar as seguintes conclusdes:

A andlise fitoquimica por CG-EM revelou que o CBD foi o composto majoritario
presente no OERCBD mas, por se tratar de um produto proveniente de extrato bruto, os demais
metabolitos secundarios também estdo contidos na formulagdo e podem interferir na agdo
farmacolodgica.

Quanto ao estudo computacional de docking molecular, o CBD apresentou boa afinidade
de ligacdo tanto com o receptor GABAA quanto com o sitio de ligacdo do canal de sodio
dependente de voltagem. No entanto, apesar das interagdes favoraveis observadas no docking
molecular, os resultados comportamentais ndo corroboraram os efeitos benéficos do OERCBD
nos modelos de crises epilépticas utilizados neste estudo. No caso do teste do PTZ, o OERCBD
ndo foi capaz de postergar o inicio, diminuir a duragdo e nem a gravidade das crises, embora
tenha protegido da ocorréncia de morte.

Da mesma forma, a administracio aguda do 6leo ndo demonstrou melhora na
recuperacdo da postura, nem na intensidade e duraga@o das crises no MES. No entanto, observou-
se uma reducdo na taxa de mortalidade durante o teste indicando um possivel efeito
neuroprotetor. Surpreendentemente, no tratamento com doses repetidas durante 14 dias, houve
uma piora consideravel na taxa de sobrevivéncia dos animais tratados com o OERCBD,
especialmente na dose mais baixa testada, sugerindo aten¢do no uso prolongado do OERCBD.

Desse modo, apesar de haver uma boa interagao do CBD aos receptores GABAAx e canais
de s6dio NaV, isso pode nao ser suficiente para modular efetivamente a atividade epileptiforme
nos modelos animais utilizados. Assim, mesmo sem serem observados beneficios significativos
no tratamento agudo das crises in vivo, os resultados obtidos nesse estudo contribuem para a
compreensdo da complexidade da resposta do SNC aos fitocanabinoides, destacam a
importancia de investigacdes adicionais para determinar a eficacia terapéutica e os possiveis
efeitos adversos dessas substancias em modelos animais de epilepsia. Além disso, sugere o uso
do OERCBD como possivel bom adjuvante no tratamento das diversas epilepsias de modo a
beneficiar o paciente com a melhora na sua qualidade de vida por meio do controle da

refratariedade das suas crises epilépticas.
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ANEXOS

ANEXO I - QUADRO CONTENDO DOS PARAMETROS AVALIADOS NA

TRIAGEM FARMACOLOGICA COMPORTAMENTAL.

Quantificacio dos Efeitos

aumentado

Sem Feito, (-) Efeito diminuido, (+) Efeito presente, (++) Efeito

Tempo

Até 30°

60°

120° 180°

240°

1. Sistema Nervoso Central

Estimulante

|Agressividade
IAmbulagao Diminuida
IAndar em circulo
|Autolimpeza

Bocejo

Contorgdes abdominais
Convulsoes

[Escalar

Irritabilidade
ILevantar-se
Movimentagao Intensa de Vibrissas
Pedalar

Sacudir a cabega

Saltos

Tremores

Vocalizagdo

Depressores

IAbducao das patas posteriores
IAmbulacdo diminuida
IAlagesia

IAnestesia

|Ataxia

Catatonia

Cauda de Straub

Hipnose

IPerda do reflexo auricular
PPerda do reflexo corneal
Ptose palpebral

Reflexo do endireitamento
Resposta ao toque diminuida
Sedagio

2. Sistema Nervoso Autonomo

Cianose
Constipacdo
Defecacao
Diarreia

Forga para agarrar
Lacrimejamento
Miccao
Piloerecao
Respiragao
Salivacao
Tonus muscular

3. Mortes

Fonte: Adaptado de Almeida, 2006.
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ANEXO II - ESCALA ADAPTADA DE RACINE

Experimento: Avaliador: Data:  / /
RACINE | COMPORTAMENTOS CARACTERISTICOS

0 Animal explorando normalmente, sem alteragdo comportamental

1 Imobilidade subita, deitado de barriga (sobre o ventre), olhar imével

2 Automatismos faciais (vibrissas e/ou boca), cauda enrijecida, mioclonia de membros/pescoco (espasmo)

3 Convulsdo clonica na postura sentada, sacudidelas mioclonicas (dog shake), possivel crise de auséncia

4 Rearing com convulsdo clonica/tonico-clonica seguida de queda de frente (queda sobre o ventre, sem perda do equilibrio)

5 Convulsdo tonico-clonica com queda de costas ou de lado (perda do equilibrio), corridas e saltos “selvagens”, convulsdo tonica com recuperagao

6 Morte por convulsdo tonica (extensdo de membros anteriores/posteriores e parada respiratoria)

LATENCIA P/ LATENCIA P/ DURACAp DAS o o )
1* CRISE CRISES TONICO- Escala Maxima atingida COMENTARIOS (comportamentos
N° | ANIMAL| 1°ESPASMO A A .. A .
MIOCLONICO TONICO- CLONICAS 1-6 atipicos, laténcia p/ morte, outros)
CLONICA (minuto de inicio e de fim)

1
2
3
4
5
6
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