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RESUMO

A epilepsia € uma condigdo neurologica multifatorial, marcada por hiperexcitabilidade
neuronal e crises espontaneas recorrentes, frequentemente associadas a alteracdes
cognitivas, emocionais e morfofuncionais de longo prazo. Frente a limitagao
terapéutica dos farmacos atuais, sobretudo em casos refratarios, cresce o interesse
por compostos com agao multimodal. Este estudo investigou os efeitos do canabigerol
(CBG), um fitocanabinoide n&o psicoativo, sobre parametros comportamentais e
histolégicos em modelos experimentais de crises induzidas por pentilenotetrazol
(PTZ) e pilocarpina (PILO) em camundongos adultos. Foram analisadas laténcia para
inicio das crises, progressao, gravidade, mortalidade e padrao comportamental, além
de marcadores de dano neuronal agudo (Fluoro-dJade C), citoarquitetura neuronal
(Nissl) e reatividade astrocitaria (GFAP) no hipocampo. Os resultados demonstraram
que o CBG, na dose de 100 mg/kg, aumentou o limiar para as crises epiléticas, reduziu
a incidéncia de crises graves e de mortes, e preservou a integridade morfolégica das
regides hipocampais CA1, CA3 e giro denteado. Evidenciou-se também reducao da
gliose, preservacéo da barreira hematoencefalica e menor neurodegeneragao aguda,
sugerindo acdo neuroprotetora e anti-inflamatéria. A agdo do CBG foi dose-
dependente, mais eficaz na PILO, e envolveu modulagdo do microambiente neural,
da resposta glial e da plasticidade sinaptica. Tais dados apontam o CBG como um
composto multifuncional promissor, com potencial relevante para o manejo de

epilepsias refratarias e para a prevencao de sequelas estruturais.

Palavras-chave: epilepsia, canabigerol, neuroprotecédo, status epilepticus,

hipocampo.



ABSTRACT

Epilepsy is a multifactorial neurological condition characterized by neuronal
hyperexcitability and recurrent spontaneous seizures, often accompanied by long-term
cognitive, emotional, and morphological impairments. Due to the limited efficacy of
current pharmacological treatments—especially in refractory cases—there is growing
interest in compounds with multimodal activity. This study investigated the effects of
cannabigerol (CBG), a non-psychoactive phytocannabinoid, on behavioral and
histological parameters in experimental seizure models induced by pentylenetetrazol
(PTZ) and pilocarpine (PILO) in adult mice. Latency to seizure onset, progression,
severity, mortality, and behavioral patterns were analyzed, along with hippocampal
markers of acute neuronal injury (Fluoro-Jade C), cytoarchitecture (Nissl), and
astrocytic reactivity (GFAP). Results showed that CBG 100 mg/kg significantly
increased seizure threshold, reduced the occurrence of severe seizures and mortality,
and preserved the structural integrity of hippocampal CA1, CA3, and dentate gyrus
regions. Moreover, decreased gliosis, preserved blood-brain barrier integrity, and
reduced neuronal degeneration supported the compound’s anti-inflammatory and
neuroprotective effects. CBG displayed a dose-dependent profile, being more effective
in the PILO model, and its action appears to involve modulation of glial response,
neural microenvironment, and synaptic plasticity. These findings position CBG as a
promising multifunctional agent with potential for the treatment of refractory epilepsy
and the prevention of long-term neurological sequelae.

Keywords: epilepsy, cannabigerol, neuroprotection, status epilepticus, hippocampus.
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1. Introducao
11. Epilepsia
1.1.1. Etiologia

A condicdo médica da epilepsia é tdo antiga quanto a propria humanidade. O
registro mais antigo de uma crise epiléptica remonta a cerca de 2000 a.C., descrito
em um texto escrito em acadiano na antiga Mesopotamia. O autor descreveu um
paciente com sintomas semelhantes aos de uma crise epilética: “seu pescogo vira
para a esquerda, suas maos e pés estao tensos e seus olhos estdo bem abertos, e
de sua boca flui espuma sem que ele tenha qualquer consciéncia” (Laulan, 1954). O
episédio foi interpretado como resultado de uma forca sobrenatural, sendo
denominado antasubbd, ou “a m&o do pecado”, atribuida ao deus da Lua (Laulan,
1954; Magiorkinis et al., 2010).

Registros semelhantes foram encontrados em civilizagdes egipcia, babilénica e
grega, frequentemente relacionados a aspectos espirituais ou religiosos (Magiorkinis
et al., 2010). A concepgao da epilepsia como fenbmeno divino comegou a ser
guestionada com o “pai da medicina”, Hipocrates, que, em sua obra On the Sacred
Disease, argumentou que a epilepsia ndo era mais sagrada do que outras
enfermidades e possuia causas naturais (Littré, 1849).

A compreensdo da epilepsia como uma condigdo neuroldgica vinculada a
disfungdes cerebrais teve inicio apenas no final do século XIX. O neurologista John
Hughlings Jackson esteve entre os pioneiros a propor uma explicagao bioldgica para
as crises epilépticas, descrevendo-as como uma “descarga neural ocasional,
excessiva e desorganizada” (Hogan & English, 2012; Larner & Swash, 2024). Jackson
também introduziu a ideia de que as manifestacdes clinicas variaveis das crises
epilépticas estavam relacionadas a ativagdo anormal de regides cerebrais especificas,
afetadas por essas descargas disfuncionais (Hogan & English, 2012).

Atualmente, a Liga Internacional Contra a Epilepsia (International League Against
Epilepsy - ILAE) define epilepsia como uma doencga cerebral caracterizada por uma
predisposicdo duradoura a geragao de crises epilépticas e pelas consequéncias
neurobioldgicas, cognitivas, psicoldgicas e sociais que a acompanham (Fisher et al.,
2014). Estima-se que a epilepsia afete entre 1% e 2% da populagdo mundial, cerca
de 70 milhdes de pessoas (Asadi-Pooya et al., 2023; Falco-Walter, 2020). No Brasil,
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um estudo realizado em uma populagdo semiurbana identificou uma taxa de
prevaléncia de 7,8 por 1.000 habitantes, com uma leve predominancia para o sexo
masculino (Lima et al., 2020; Siqueira et al., 2016).

A frequéncia desta situacdo globalmente € variavel devido a questbes
metodoldgicas ou diminuigao das crises, sendo influenciada, inclusive, pela economia
dos paises (Beghi & Hesdorffer, 2014; Falco-Walter, 2020; Lima et al., 2020). Cerca
de 80% das pessoas com epilepsia vivem em paises de baixa e média renda,
dificultando o acesso aos profissionais de saude, além de maior exposi¢cao a fatores
de risco como lacuna no tratamento, infecgdes e lesdes cerebrais traumaticas que
aumentam a mortalidade precoce (Beghi & Hesdorffer, 2014; Lima et al., 2020; Thijs
et al., 2019).

1.1.2. Classificagao

As crises epilépticas sdo definidas como “ocorréncias transitérias de sinais e/ou
sintomas resultantes de atividade neuronal excessiva ou sincrona no cérebro”,
podendo se manifestar de forma convulsiva ou n&o (Fisher et al., 2014). Essas
descargas anormais de neurénios afetam a excitabilidade cortical e, dependendo de
sua origem e propagagao, podem comprometer diferentes fungdes neuroldgicas.
Quando ha uma predisposi¢ao duradoura do cérebro para gerar crises espontédneas
e recorrentes, associada a consequéncias neurobioldgicas, cognitivas, psicolégicas e
sociais, define-se a condigdo clinica como epilepsia (Fisher et al., 2014).

As crises epilépticas podem ser classificadas conforme sua etiologia, sendo
consideradas idiopaticas (ou primarias) quando de origem genética, ou adquiridas (ou
secundarias) quando resultam de disturbios ou insultos cerebrais especificos, como
infecgdes, traumas cranioencefalicos, eventos hipoxicos ou outras lesdes estruturais
(Asadi-Pooya et al., 2023; Falco-Walter, 2020).

As crises podem ser de inicio focal, generalizado ou desconhecido. As crises
focais sdo subdivididas conforme o nivel de consciéncia (preservada ou prejudicada)
e pelas manifestagées motoras ou ndo motoras predominantes (Fisher et al., 2017).
As crises generalizadas também podem apresentar manifestagbes motoras ou n&o
motoras, sendo as ultimas denominadas auséncias (Thijs et al., 2019). O status
epilepticus (SE) corresponde a uma atividade neuronal excessiva, anormal e
sustentada, com duragéo prolongada, que compromete a fungdo cerebral de forma
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significativa e associa-se a elevada morbidade e impacto funcional, sobretudo em
contextos refratarios ao tratamento (Asadi-Pooya et al., 2023). As crises de inicio
desconhecido podem ter caracteristicas que ainda podem ser classificadas, um
cenario comum inclui alguém que apresenta convulsées sem evidéncia clinica de
inicio focal ou generalizado (Thijs et al., 2019). Todos os classificadores sao opcionais

e dependem do nivel de detalhe disponivel.

1.1.3. Epilepsia do Lobo Temporal (ELT)

A epilepsia do lobo temporal (ELT) representa a forma mais comum de
epilepsia focal e corresponde a aproximadamente um tergo dos casos (Henning et al.,
2023). Ainda de acordo com os autores, pode ser subdividida em ELT mesial e
neocortical ou lateral. Os pacientes geralmente apresentam crises focais com
comprometimento da consciéncia, acompanhadas de automatismos, alteragdes
linguisticas e posturas distonicas (Vinti et al., 2021). Dentre esses, entre 30% e 40%
s&o refratarios aos tratamentos disponiveis (Abarrategui et al., 2021; Henning et al.,
2023). A ELT também esta fortemente associada a déficits cognitivos e alteragcbes
psiquiatricas persistentes (Vinti et al., 2021).

O subtipo mesial da ELT é particularmente associado a esclerose hipocampal,
que envolve perda neuronal, gliose astrocitaria e reorganizagao sinaptica (Houser,
2024). O hipocampo, estrutura localizada na regido medial do lobo temporal, é
fundamental para fungbes como a memoria episddica, aprendizado associativo,
navegacao espacial e regulagdo emocional (Opitz, 2014; Slotnick, 2022). Essa regiao
apresenta caracteristicas unicas, como alta plasticidade sinaptica e grande densidade
de receptores glutamatérgicos e GABAérgicos, tornando-a especialmente vulneravel
a insultos excitotoxicos (Opitz, 2014; Vetkas et al., 2022)

A disfungéo hipocampal na ELT envolve uma série de alteragdes estruturais e
funcionais. Ha perda seletiva de interneurénios GABAérgicos nas sub-regides CA1,
CA3 e no hilo do giro denteado, o que compromete a inibi¢do sinaptica e favorece a
hiperexcitabilidade neuronal (Huberfeld et al., 2015; X. Li et al., 2021). Além disso,
ocorrem alteragdes nas propriedades dos canais idnicos, como o aumento da
expressao de canais de sodio e calcio, e a disfuncdo de canais de potassio,
contribuindo para o disparo neuronal anormal (Banerjee & Jirsa, 2024; Menezes et al.,
2020).
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A presenca de inflamacao crbénica no hipocampo é outro aspecto central. A
ativagao persistente de astrocitos e micréglias libera citocinas pro-inflamatérias como
IL-1B, IL-6 e TNF-a, que modulam a atividade sinaptica e promovem ruptura da
barreira hematoencefalica, facilitando a entrada de fatores pro-convulsivantes no
tecido cerebral (Vezzani et al., 2019; Villasana-Salazar & Vezzani, 2023). Essa
inflamacgé&o sustentada agrava a neurodegeneragao e contribui para a manutengao do
estado epiléptico crdénico.

Além dos danos estruturais, ha alteracées nas vias de plasticidade sinaptica,
como a potenciagao de longa duragdo (LTP) e a depressao de longa duragao (LTD).
Na ELT, observa-se comprometimento na indugdo de LTP, o que prejudica os
processos de codificacdo e consolidacdo de memdrias, explicando em parte os déficits
cognitivos frequentemente observados nesses pacientes (Bin Ibrahim et al., 2022;
Slotnick, 2022).

As conexodes do hipocampo com areas corticais como o cértex pré-frontal e com
a amigdala também sao afetadas, contribuindo para as comorbidades emocionais e
psiquiatricas associadas a ELT, como depresséao, ansiedade e disturbios de regulagéo
emocional (Asadi-Pooya et al., 2023; Huberfeld et al., 2015; Slotnick, 2022).

1.1.4. Tratamento e farmacorresisténcia

As epilepsias frequentemente coexistem com comorbidades, incluindo déficits
cognitivos, disturbios de memodria, depressao, ansiedade, enxaqueca e alteragdes do
sono (Asadi-Pooya et al.,, 2023). O tratamento padrdo baseia-se no uso de
medicamentos anticrise (MACs), cujo objetivo é mitigar ou prevenir as crises (Falco-
Walter, 2020; Klein et al., 2024). Sao frequentemente administradas por via oral por
um longo periodo para prevenir a recorréncia de crises (Hakami, 2021; Kanner &
Bicchi, 2022; Klein et al., 2024). Ao planejar uma abordagem terapéutica, o uso de um
unico medicamento (monoterapia) € preferido devido a menos efeitos adversos
(Hakami, 2021; Kanner & Bicchi, 2022). E provavel que a remissdo das crises também
reduza a morbidade e diminua o risco de mortalidade prematura associada a crises
continuas (Kanner & Bicchi, 2022).

Apesar da disponibilidade de MACs, o controle total das crises ndo é alcangado
em todos os pacientes. Cerca de 30% destes n&do respondem adequadamente,

caracterizando-se como casos farmacorresistentes, que necessitam de politerapia,
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dosagens altas, aumentando os efeitos adversos (Giuliano et al., 2024; Kanner &
Bicchi, 2022).

Pacientes que desenvolvem resisténcia aos tratamentos farmacologicos
possuem aumento no risco de morte subita, além de outras formas de mortalidade
relacionadas a epilepsia, bem como comprometimentos psicossociais, cognitivos e
comportamentais (Kanner & Bicchi, 2022; Sheng et al., 2018). Terapias com varias
drogas ou em altas doses causam maiores efeitos adversos colaterais (Sheng et al.,
2018). Finalmente, os MACs disponiveis em sua grande maioria apresentam pouca
eficacia em reverter ou prevenir os eventos plasticos ocorridos na epileptogénese,
indicando a necessidade da busca por novas drogas que sejam mais seguras e
eficazes no controle e progressao das crises epilépticas (Giuliano et al., 2024; Hakami,
2021).

1.2. Canabinoides
1.2.1. Uso histoérico

A planta Cannabis sativa L. tem sido utilizada ao longo de milénios tanto de
forma recreativa quanto medicinal em diversas culturas ao redor do mundo. A cerca
de 12.000 anos, apds o ultimo periodo glacial, as sementes de Cannabis sp
acompanharam a migracdo de povos ndémades e as trocas comerciais; estudos
paleobotanicos atestam que a Cannabis sp estava presente ha cerca de 11.700 anos
na Asia Central, fornecendo fibras para cordas e redes, alimento e sementes para 6leo
(Pisanti & Bifulco, 2019).

Refletindo a longa associagao entre Cannabis sp e humanos, alguns mitos na
india atribuem a cannabis ao surgimento, como um ingrediente divino, o deus Shiva
supostamente favorecia a cannabis, sendo usada para reduzir dores, nauseas e
ansiedade, melhorar o apetite e o sono, relaxar os musculos e produzir uma sensacgao
de euforia (Hasan, 2023; Pisanti & Bifulco, 2019).

O uso medicinal da Cannabis sativa é descrito desde a Antiguidade. No Papiro
de Ebers, escrito no Egito por volta de 1500 a.C., ha meng¢des ao uso tdpico da planta
para o tratamento de processos inflamatérios. Registros ainda mais antigos,

encontrados em tabuas de argila da Mesopotamia, sugerem que a planta ja era
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utilizada com fins terapéuticos, possivelmente para tratar sintomas semelhantes aos
da depressao moderna (Pisanti & Bifulco, 2019).

Durante o Império Romano, o uso da cannabis com propdsitos medicinais foi
relatado por autores como Plinio, o Velho, Dioscorides e Galeno. Na obra Naturalis
Historia, de Plinio (c. 23-79 d.C.), considerada uma das mais antigas enciclopédias
do mundo greco-romano, o autor descreve, no Livro 19, o cultivo do cdnhamo para a
producédo de cordas e redes (Dunn, 2019; Hasan, 2023). Ja no Livro 20, ha referéncias
aos usos medicinais da planta, com distincdo entre uma variedade domesticada e
outra selvagem, encontrada em florestas (Dunn, 2019). Segundo Plinio, uma
decocgao das raizes de cannabis em agua apresentava propriedades analgésicas e
anti-inflamatérias, sendo indicada para aliviar artrite, gota e enfermidades
semelhantes (Dunn, 2019; Hasan, 2023).

A disseminacgéo global da cannabis chegou ao fim quando a planta chegou a
Africa e, finalmente, & América. A Espanha introduziu o cultivo de cdnhamo no Chile
na primeira década apos a Conquista (Pisanti & Bifulco, 2019). Louis Hébert, um
boticario em Paris, € considerado o primeiro colono a cultivar canhamo em 1606 na
Acadia (hoje, Nova Escdcia) (Hasan, 2023; Pisanti & Bifulco, 2019).

1.2.2. Sistema Endocanabinoide

Nas ultimas décadas, os principais constituintes quimicos da Cannabis spp.
(fitocanabinoides) estdo sendo isolados e sintetizados, os quais podemos destacar
dois principais compostos encontrados em maior quantidade e com atividade no
sistema nervoso central (Doyle & Harvey, 2020). O delta-9 Tetrahidrocanabinol (A®-
THC), substancia com efeito psicotropico mais abundante na Cannabis spp., foi
isolado em 1964 e sintetizado em 1971 (Gaoni & Mechoulam, 1971), ja o canabidiol
(CBD), isolado em 1940 e sintetizado em 1963 (Mechoulam & Parker, 2013), é o
segundo fitocanabinoide mais prevalente, mas sem atividade psicoativa.

Apos a descricdo dos fitocanabinoides, veio a descrigdo do sistema de
receptores canabinoides CB1 e CB2 acoplados a proteina G inibitoria (Howlett, 1985)
e seus ligantes endégenos N-arachidonoil etanolamida (Anandamida) (Devane et al.,
1992) e 2-arachidonoil glicerol (2-AG) (Mechoulam et al., 1995) que contribuiram para
melhor entender os possiveis mecanismos envolvidos na atividade psicoativas dos

canabinodides. Os receptores CB1 estdo distribuidos primariamente nos terminais
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axonais dos neurdnios do cortex, hipocampo, amigdala, talamo, hipotalamo, tronco
cerebral e cerebelo (Al-Zoubi et al., 2019; Shen et al., 2025). Ja os receptores CB2
sdo encontrados principalmente no sistema imune e outros tecidos periféricos e
parecem atuar em processos proliferativos e respostas inflamatérias (Komorowska-
Muller & Schmole, 2020; Naikoo et al., 2024).

1.2.3. Uso em Doencas Neurolégicas

Substancias derivadas da Cannabis spp. estdo sendo propostas para 0 uso no
tratamento de diversas doengas neuroldgicas como ansiedade, depresséo e epilepsia,
embora os mecanismos envolvidos ainda n&do sejam totalmente elucidados (Amin &
Ali, 2019; Glenny, 2024; Legare et al., 2022). O AS-THC, potente agonista dos
receptores CB1, foi o primeiro fitocanabinoide demonstrar capacidade de afetar
atividade epileptiforme, diminuindo neurotransmissao glutamatérgica em neurdnios
hipocampais sobe condigdes de baixa concentragdo de Mg?* (Ng & Keshock, 2025).

Embora o A°-THC seja o principal composto psicoativo encontrado na Cannabis
spp., outros canabinoides contribuem para as propriedades medicinais da planta. O
CBD apresenta promissor para uso terapéutico clinico devido suas propriedades nao-
psicotropicas, baixa toxicidade e alta tolerabilidade em humanos e outras espécies
(Legare et al., 2022; Meissner & Cascella, 2025; Moazen-Zadeh et al., 2024). Seu
efeito nas epilepsias foi primeiramente demonstrado por Izquierdo e colaboradores
(Izquierdo et al., 1973), que mostraram efeito anticrises do CBD em modelo de
estimulagao elétrica cerebral em camundongos.

Mais recentemente, o CBD tem sido demonstrado exercer papel
anticonvulsivante e antiepileptiforme em modelos in vitro, através da diminuigdo da
amplitude e duragédo de potenciais epileptiformes locais (Moreira et al., 2024; von
Wrede et al.,, 2021). Estudos com camundongos tratados com CBD também
demonstraram sua eficacia em reduzir tanto a severidade quanto a letalidade das
crises induzidas pelo Pentilenotetrazol (PTZ), sem que houvesse aumento na laténcia
para o surgimento das crises (Arzimanoglou et al., 2020; Lu et al., 2023).

Finalmente, utilizando modelo de indugdo de crises por Pilocarpina (PILO),
Jones e colaboradores em (Jones et al., 2012a), encontraram modesta atividade
anticonvulsivante do CBD e pouco efeito na mortalidade e severidade do SE. No

mesmo trabalho, entretanto, utilizando agora o modelo da penicilina, o tratamento com
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CBD demonstrou forte efeito anticonvulsivante e significativamente reduziu a
mortalidade e numero de crises tonico-clonicas (Jones et al., 2012a).

Os mecanismos pelos quais o CBD exerce seu papel anticonvulsivante ndo séo
completamente elucidados, embora alguns trabalhos sugerem possiveis mecanismos
intracelulares. O CBD exerce dindmico controle sobre os niveis de calcio intracelular,
alterando assim a excitabilidade neuronal (Huestis et al., 2019; Moazen-Zadeh et al.,
2024). Em condigdes fisiologicas o CBD aumenta os niveis citoplasmaticos de Ca?*,
entretanto em condi¢cées de alta excitabilidade o CBD induz a redugédo dos niveis
intracelulares de Ca?*, reduzindo a excitotoxicidade causada pelo calcio (Moazen-
Zadeh et al., 2024).

Administracdo de CBD exerce papel modulatério nos endocanabinoides, que
previnem a neurotoxicidade produzida pelas crises epiléticas, que por sua vez,
aumentam liberagdo de canabinoides endogenos envolvidos em processos
neuroprotetores (Arzimanoglou et al., 2020; Kosenkov et al., 2024). Outro possivel
mecanismo de acao é através da reducéo do estresse oxidativo (Bhunia et al., 2022)
diminuicdo da gliose e da neuroinflamagdo em modelo animal de isquemia e
reperfusao (Huestis et al., 2019). Embora sejam bastante limitados, estudos com CBD
sintético e extratos da Cannabis spp., em combinagdo ou ndo com A°-THC, tem
demonstrado provavel papel anticonvulsivante em humanos (Stasitowicz-Krzemien et
al., 2024).

O canabigerol (CBG) é um dos fitocanabinoides que interage com o sistema
endocanabinoide do corpo humano. Pesquisas iniciais sugerem que o CBG pode
possuir propriedades anticonvulsivantes, o que implica que ele pode reduzir a
frequéncia e a intensidade das convulsdes (S. Li et al., 2024; Nachnani et al., 2021).
Estudos em modelos animais demonstraram que o CBG pode modular a atividade
neural e exercer efeitos neuroprotetores (S. Li et al., 2024; Weerts et al., 2024). Além
disso, estudos pré-clinicos indicam que o CBG possui atividade anti-inflamatoria,
inibindo a produgédo de mediadores inflamatorios e reduzindo a resposta inflamatoéria
em células do sistema imunolégico (Calapai et al., 2022; Jastrzgb et al., 2022),

Outra propriedade do CBG é sua interagdo com os receptores de serotonina 5-
HT1A, que estdo envolvidos na regulagdo do humor e da ansiedade (Calapai et al.,
2022; Echeverry et al., 2021). Estudos indicam que o CBG pode ter efeitos ansioliticos
e antidepressivos (Jastrzab et al., 2022; Nachnani et al., 2021), o que pode ser

benéfico para pessoas com epilepsia, que muitas vezes enfrentam disturbios de



28

humor e ansiedade como parte da condigdo. No entanto, é importante destacar que
os estudos sobre o CBG e seus efeitos especificos na epilepsia ainda estdo em
estagios preliminares. S0 necessarias pesquisas adicionais, incluindo ensaios
clinicos em larga escala, para compreender completamente os mecanismos de agao
do CBG e estabelecer sua eficacia e seguranga como uma opgao terapéutica para a

epilepsia.

1.3. Modelos Experimentais em Epilepsia

Modelos experimentais de epilepsia sdo ferramentas fundamentais para a
compreensao dos mecanismos fisiopatolégicos envolvidos na epileptogénese, bem
como para o desenvolvimento e a avaliagao de novas estratégias terapéuticas. Eles
permitem a investigagédo controlada dos eventos celulares e moleculares associados
a geracado e propagacao das crises epilépticas, além de possibilitar a triagem de
compostos com potencial anticonvulsivante, neuroprotetor ou antiepileptogénico,
como os canabinoides (Loscher & Stafstrom, 2023; Loscher & White, 2023).

A escolha do modelo depende do objetivo do estudo e do tipo de epilepsia a ser
investigado. Para a ELT os modelos mais utilizados s&o os quimicos e elétricos,
capazes de mimetizar a sequéncia de eventos que leva da lesao inicial ao
desenvolvimento de um estado epiléptico crénico, com crises recorrentes e alteragdes

histopatoldgicas tipicas do hipocampo (Loscher & White, 2023).

A validade preditiva, face e construtiva sao critérios essenciais para a selecao
de modelos animais. Modelos como os induzidos por pilocarpina e acido cainico
apresentam boa validade construtiva, pois mimetizam os mecanismos biolégicos
centrais da ELT (Lévesque et al., 2021a; Rusina et al., 2021). A validade refere-se a
semelhanga fenotipica com a doenca humana, incluindo a presenca de crises
espontaneas, alteragdes comportamentais e neuropatolégicas. Ja a validade preditiva
esta relacionada a capacidade do modelo de responder a tratamentos eficazes em
humanos (Lévesque et al., 2021a; Rusina et al., 2021). Nesse contexto, a testagem
de canabinoides nesses modelos permite ndo apenas a investigagédo de sua eficacia,
mas também o esclarecimento de seus mecanismos, contribuindo para validar seu

uso terapéutico.
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Modelos experimentais tém sido amplamente utilizados para o estudo de
biomarcadores epilépticos, como alteragcdes na expressao de receptores de glutamato
e GABA, canais ibnicos e proteinas inflamatoérias (Loscher & White, 2023). Esses
modelos também s&o essenciais para investigar os efeitos de terapias, como os
canabinoides, que tém demonstrado capacidade de modular vias neuroinflamatérias,
reduzir a excitabilidade neuronal e restaurar a homeostase sinaptica em diferentes

contextos epilépticos (Loscher & Stafstrom, 2023).

Entre os modelos experimentais de epilepsia, destaca-se o induzido por
pentilenotetrazol (PTZ), um antagonista ndo competitivo dos receptores GABAa capaz
de induzir tanto crises agudas quanto o processo de epileptogénese. A administragao
de doses limiares (60—100 mg/kg) desencadeia convulsdes generalizadas, incluindo
mioclonias, clénus e extensao ténica, podendo culminar em oébito (Dhir, 2012). Em
nivel molecular, o PTZ reduz o ténus inibitorio cerebral, aumenta a excitabilidade via
receptores AMPA, e NMDA, e favorece o influxo excessivo de Na* e Ca?,
desencadeando despolarizagao anormal, estresse oxidativo, neuroinflamacao e
apoptose neuronal (Monteiro et al., 2024). Tais alteragbes repercutem principalmente
no hipocampo e cortex, regides criticas para a plasticidade e vulneraveis ao dano
excitotdéxico, envolvendo ainda a ativagdo microglial, a perda de transportadores
astrocitarios de glutamato e a modulagao de vias pré-inflamatérias (Monteiro et al.,
2024). Assim, o modelo PTZ €& amplamente aceito por sua simplicidade,
reprodutibilidade e baixo custo, além de permitir o estudo da epileptogénese e da
farmacorresisténcia, pois reproduz caracteristicas de crises convulsivas e permite
testar efeito terapéutico de novos compostos anticonvulsivantes (Dhir, 2012; Erum et
al., 2019; Lu et al., 2023; Monteiro et al., 2024).

Outro modelo amplamente utilizado é a indugédo por pilocarpina (PILO), um
agonista colinérgico muscarinico que reproduz caracteristicas da ELT. A
administragao sistémica de PILO em altas doses (300—-380 mg/kg) provoca a ativagao
exacerbada de receptores muscarinicos M1, desencadeando um desequilibrio
colinérgico-glutamatérgico que culmina em status epilepticus (SE) prolongado
(Lévesque et al., 2021a). Em nivel celular e molecular, a hiperativacado colinérgica
induz excesso de liberagdo de glutamato e influxo de Ca?', o que promove

excitotoxicidade, estresse oxidativo, morte neuronal seletiva em regides do
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hipocampo (CA1, CAS3 e giro denteado) (Castro et al., 2011b; Meier et al., 2024). Além
disso, o0 modelo esta associado a perda de interneurbnios GABAérgicos,
reorganizagao sinaptica com brotamento de fibras musgosas, neuroinflamagéao e
alteragdes gliais, sobretudo astrocitose e microgliose reativas (Lévesque et al., 2021b;
Meier et al., 2024). Assim, o modelo de PILO permite investigar mecanismos
relevantes para investigagdo de potenciais estratégias terapéuticas, com destaque
para aquelas voltadas a preservagdo e recuperagdo da integridade funcional do
hipocampo.

Além disso, em modelos de epilepsia, a investigagao da plasticidade sinaptica
anormal, quebras da barreira hematoencefalica, modulagdo glial e alteragbes na
matriz extracelular tem sido favorecida por esses modelos, permitindo o avango na
compreensao da epileptogénese e na busca por intervengdes mais eficazes (Loscher
& White, 2023). Com o crescente interesse cientifico e clinico nos fitocanabinoides,
esses modelos tornam-se ainda mais relevantes para a avaliagdo do potencial
terapéutico de compostos como o CBG, cujos efeitos neuroprotetores e

anticonvulsivantes comegam a ser descritos na literatura cientifica recente.
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2. Justificativa

Sa80 escassas as evidéncias corroborando a existéncia de farmacos
antiepileptogénicos, cuja finalidade é evitar ou mitigar a progressao de alteragbes
estruturais derivadas de insultos iniciais, que, por sua vez, desencadeiam o
surgimento de crises epilépticas espontédneas, bem como o declinio cognitivo e de
memoria frequentemente observado em individuos portadores de epilepsia (Kanner e
Bicchi, 2022). A eficacia dos medicamentos anticrise reside em sua capacidade de
reduzir ou suprimir as crises convulsivas apenas em uma faixa entre 60% e 70% dos
casos (Hakami, 2021; Asadi-Pooya et al., 2023). Vale destacar que a pesquisa na
esfera da epilepsia tem perseverado na busca incessante por abordagens
terapéuticas que minimizem os efeitos colaterais, ao passo que maximizem a
efetividade no controle das crises (Kanner e Bicchi, 2022).

Recentes investigagbes tém elucidado o potencial anticonvulsivante e
neuroprotetor dos canabinoides, tal como o canabigerol (CBG), em modelos
experimentais de crises epilépticas em animais adultos. Embora o uso de compostos
canabinoides tenha se difundido para o tratamento de diversas afec¢des neuroldgicas,
o conhecimento sobre os efeitos cerebrais e sua influéncia neurofisiologica
permanece limitado (Calapai et al., 2022). E importante ressaltar que grande parte dos
individuos que recorrem ao uso de compostos canabinoides, incluindo CBG, sao
aqueles que apresentam epilepsia refrataria aos tratamentos farmacoldgicos
convencionais (Calapai et al., 2022). A consolidagao dos canabinoides como agentes
terapéuticos requer uma analise aprofundada de questdes cruciais, como o
mecanismo de agao, especialmente do CBG, no controle de crises epilépticas e os
efeitos associados ao tratamento isolado com CBG.
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3. Hipobteses

<

O CBG possui potencial neuroprotetor e pode mitigar os efeitos adversos
causados pela exposicdo a medicamentos anticrise, resultando em uma
reducao significativa de alteragbes cerebrais deletérias.

O tratamento com CBG sera eficaz como agente anticonvulsivante,
promovendo a supressdo das crises epilépticas em modelo animal de PTZ
(camundongos), sugerindo seu potencial terapéutico no controle e progressao
das crises.

A administracdo de CBG aumentara a laténcia para o inicio das crises
epilépticas em modelo animal, reforgcando sua ag&o anticonvulsivante e seu
valor como abordagem terapéutica eficaz.

A administragdo de CBG sera capaz de reduzir as alteragdes histopatologicas

associadas a morte neuronal.
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4. Objetivos

Investigar de forma abrangente os efeitos do tratamento agudo com

canabigerol (CBG) no cérebro de camundongos, tanto em condigbes fisiologicas

quanto em modelos de crises epilépticas.

v

41.

Avaliar os possiveis efeitos toxicoldgicos do tratamento agudo com CBG sobre
0s neurdnios.

Avaliar os efeitos do tratamento agudo com CBG no processo de morte
neuronal no cérebro de camundongos.

Investigar a acgao terapéutica do CBG sobre crises epilépticas em modelo

animal.

Objetivos Especificos
41.1. Toxicidade dos Canabinoides sobre o cérebro:

Estudar o padrdo de neurodegeneragao, processos necroticos e apoptoéticos
no hipocampo 24 horas apos o tratamento agudo (dose unica) com CBG em
camundongos.

Estudar o efeito neuroprotetor do CBG sobre a morte neuronal induzida pela
acao crises convulsivas no cérebro de camundongos.

Analisar a expressao de marcadores inflamatorios associados a morte celular,
resposta glial e neuroprotegdo em cérebros de camundongos tratados com
CBG.

4.1.2. Efeito anticonvulsivante do CBG

Determinar o efeito anticonvulsivante do CBG em modelo experimental
induzido por Pentilenotetrazol (PTZ).

Determinar o efeito anticonvulsivante do CBG em modelo experimental
induzido por Pilocarpina (PILO).

Avaliar o efeito neuroprotetor do CBG no processo de morte neuronal

associada a crises epilépticas.
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4.1.3. Influéncia do sexo biolégico

v Investigar possiveis diferencas nos efeitos do tratamento com CBG entre
camundongos machos e fémeas, considerando os desfechos comportamentais
e histoldgicos.
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5. Materiais e Métodos

E amplamente documentado na literatura que o tratamento com medicamentos
anticrise (MACs) no cérebro pode aumentar o numero de mortes neuronais,
potencialmente causando efeitos adversos a curto e longo prazo. Portanto, é crucial
determinar se o tratamento com canabigerol (CBG) produz efeitos semelhantes aos
de outros MACs no cérebro. Para elucidar o perfil de tratamento com CBG, os
protocolos experimentais foram divididos em dois modelos distintos de indugéo de
crises: (i) indugado aguda por Pentilenotetrazol (PTZ) com analise durante 15 minutos
e (ii) inducao de Status Epilepticus (SE) por Pilocarpina (PILO), com posterior analise
em 24 horas. Ambos os protocolos passaram por etapas de padronizagao prévias a
experimentagao principal.

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) sob o
protocolo n.° 42/2024, conforme descrito no Anexo |. Ao todo, foram utilizados 279
camundongos C57BL/6, de ambos os sexos e com idade entre 8 e 10 semanas, sendo
156 destinados a padronizagao dos protocolos e 123 ao delineamento experimental.
Os animais foram obtidos do Biotério Central da Universidade Federal de Minas
Gerais (UFMG) e mantidos no Biotério do Departamento de Morfologia do Instituto de
Ciéncias Biologicas (DMOR - ICB).

Os camundongos foram alojados em caixas de polipropileno (30 x 20 x 13 cm),
forradas com maravalha, com no maximo cinco animais por caixa, sob temperatura
controlada (21 °C) e ciclo claro-escuro de 12 horas (claro das 7h as 19h). Tiveram
acesso livre a agua e a ragdo, bem como enriquecimento ambiental com iglus
plasticos. Todos os experimentos foram realizados no periodo da manha, entre 9h e
12h, para reduzir possiveis variagbes comportamentais circadianas. Esforgos
rigorosos foram empregados para minimizar o sofrimento dos animais.

Os procedimentos seguiram as normas da Sociedade Brasileira de Neurociéncias
e Comportamento (SBNeC) e da Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de
Laboratério (SBCAL), além das diretrizes internacionais como Laboratory Animal
Science Association (LASA) e International Council for Laboratory Animal Science
(ICLAS).
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5.1. Inducao de Crises Convulsivas por Pentilenotetrazol (PTZ)

5.1.1. Padronizagao PTZ

Antes do experimento principal, foi realizada uma fase de padronizagdo com 27
camundongos machos adultos. Essa etapa visou definir a melhor combinagao de
doses e via de administracdo de PTZ e CBG, além do método de registro
comportamental. Foram testadas as seguintes doses:

8 CBG: 10, 30 e 100 mg/kg (administragao intraperitoneal - i.p.);
9 PTZ:60 e 100 mg/kg (i.p.);

O software ANY-maze® foi inicialmente utilizado para gravagéao e analise do
comportamento convulsivo, mas ndo apresentou vantagens significativas. Assim,
optou-se pelo uso de uma camera Logitech® C925e FULL HD, acoplada a um
computador por apresentar praticidade e boa qualidade de imagem para os registros
em todas etapas seguintes. A dose de PTZ definida para a indugdo das crises foi

60 mg/kg, uma vez que a dose de 100 mg/kg apresentou alta taxa de letalidade.

5.1.2. Delineamento Experimental PTZ

Utilizamos nessa etapa 92 camundongos adultos (50 machos e 42 fémeas),
alocados em quatro grupos experimentais: um grupo controle com solug¢do veiculo
(salina 0,9%) e trés grupos de tratamento com diferentes doses de CBG nas doses de
10 mg/kg, 30 mg/kg e 100 mg/kg. Todos os tratamentos foram administrados via i.p.
Na tabela 1, ha a discriminag&o da quantidade de animais por grupo e sexo.

Tabela 1 - Distribuicao dos animais por grupo experimental e sexo (PTZ).

Grupo Machos Fémeas
Controle 11 10
CBG 10 mg/kg 11 11
CBG 30 mg/kg 14 11
CBG 100 mg/kg 14 10
TOTAL 50 42

Fonte: elaborado pelo autor, 2025.
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Apo6s a administragado do CBG (ou solugéo veiculo), foi respeitado um intervalo
preventivo de 30 minutos para permitir a absor¢ao do tratamento. Em seguida, todos
0s animais receberam PTZ (60 mg/kg, i.p.) para indug&o das crises. O comportamento
de cada animal foi monitorado e gravado por 15 minutos, a analise da intensidade e
progressao das crises seguiu a escala de severidade proposta por Erum et al. (ver
Anexo Il).

Imediatamente apds a conclusao do teste comportamental, os animais foram
eutanasiados em cadmara de dioxido de carbono (CO,), conforme recomendagdes
éticas. Na figura 1 podemos observar o desenho experimental da indugao de crises
convulsivas PTZ.

Figura 1 - Desenho experimental da indugao de crises convulsivas por
Pentilenotretrazol (PTZ).

(i.p.)
veiculo e
tratamento CBG

10, 30 e 100mg/kg

30 min 15 min \/
(i.p.)

- |
60mg/kg

e gravagao

eutanasia

Fonte: elaborado pelo autor, 2025.

5.2. Inducao de Crises Convulsivas por Pilocarpina (PILO)

5.2.1. Padronizagao PILO

Antes do experimento principal, foi conduzida uma fase de padronizagdo com

129 camundongos adultos (machos e fémeas) para estabelecer os parametros ideais
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de indugdo do SE com PILO. O objetivo foi definir a melhor combinagao de doses e
vias de administragdo da pilocarpina, escopolamina (SCOP) e CBG. A SCOP foi
utilizada com a finalidade de minimizar os efeitos colaterais periféricos da PILO.

Foram testadas as seguintes doses:

10 SCOP: 1mg/kg (i.p.);

11 CBG: 10, 30 e 100 mg/kg (i.p.);

12 PILO:
o 2,4 pg/pL (via intrahipocampal);
o 250 a 480 mg/kg (i.p.);

5.2.1.1. Teste de Padronizagao | - Administragao Intrahipocampal

Inicialmente, buscou-se avaliar a indugao de Status Epilepticus (SE) através da
administragao de PILO diretamente no hipocampo. Foram utilizados 12 camundongos
adultos, sendo 6 de cada sexo. Os animais foram anestesiados via i.p. com
combinagdes de xilazina e ketamina (2% e 8%, respectivamente) para adequagao da
profundidade anestésica. Para anestesia local, foi utilizado Cloridrato de Lidocaina
2%, contendo Epinefrina na proporcéo de 1:100.000 como vasoconstritor.

Apoés a inducdo da anestesia, os animais foram tricotomizados na regiao da
cabeca e fixados pelo meato acustico e focinho no aparelho estereotaxico. O cranio
foi nivelado entre o bregma e o lambda. Canulas de ago inoxidavel foram implantadas
no hipocampo dorsal direito com base nas coordenadas: AP: -1,9 mm; ML: +1,3 mm;
DV: -1,7 mm (Paxinos e Watson, 2007). As canulas foram fixadas com parafuso de
ancoragem e acrilico autopolimerizavel. Uma dose profilatica de pentabidtico (0,1
mL/100g) foi administrada por via intramuscular (i.m.) apds a cirurgia. Animais foram
mantidos em observacio em tapete aquecido e ao apresentarem melhora, retornaram

para o Biotério DMOR-ICB para recuperacao, durante sete dias.

Ap0s recuperagao, 0os animais receberam via canula uma dose veiculo (salina
0,9%) ou PILO (2,4 pg/uL) (Castro et al., 2011b). O comportamento foi gravado
imediatamente apds a administracdo de PILO, por um periodo de 90 minutos, foi
utilizada a camera Logitech® C925e FULL HD acoplada a um computador. A

avaliacao da laténcia até o inicio da crise e a classificagdo da severidade foi realizada



39

de acordo com a escala de Racine (anexo lll). Apds os 90 minutos de SE, uma injegcao
de Diazepam (5 mg/kg) foi aplicada via i.p. para interromper a crise. Os animais
permaneceram em observacdo por até cinco horas, e uma inje¢cao adicional de

Diazepam foi administrada, se necessario.

Figura 2 - Desenho experimental da indugao de crises convulsivas por
Pilocarpina (Teste de Padronizacao | - Administragao Intrahipocampal)

anestésico
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Fonte: elaborado pelo autor, 2025.

observagao

5.21.2. Teste de Padronizacao Il - Administragcao Sistémica com
Escopolamina

Dado o elevado indice de mortalidade na via intrahipocampal (cerca de 85%),
optou-se por administragéo sistémica de PILO (via i.p.), precedida da administragcao
de metil-escopolamina (M-SCOP, 1 mg/kg, i.p.) para reduzir os efeitos colaterais
periféricos. Neste momento, foram utilizados 53 camundongos adultos (25 machos e
28 fémeas). Como existem muitas variagdes deste protocolo na literatura, houve a
necessidade de padronizar a dose de PILO que promovesse a inducao eficaz do SE,
minimizando ao maximo a mortalidade dos animais. Foram testadas as seguintes
doses de PILO: 250, 300, 330, 350, 360, 370, 380, 390, 400, 420, 450 e 480 mg/kg.

Os animais receberam, por via i.p. solugéo veiculo (salina 0,9%) e M-SCOP 1
mg/kg. Apdés um intervalo de 30 minutos para permitir a absor¢ao do tratamento, foi
administrada PILO (i.p.) nas referidas dosagens acima. As demais etapas seguiram o
mesmo protocolo descrito no Teste de Padronizacao |: o comportamento dos animais
foi monitorado e gravado por 90 minutos, avaliando-se a laténcia para inicio das crises

e a severidade das mesmas, sendo considerada apenas a pontuagdao mais alta na
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escala de Racine, dado o carater continuo do SE. Ao final dos 90 minutos, foi
administrado Diazepam (5 mg/kg, i.p.) para interrupg¢ao das crises, com possibilidade
de reaplicacédo caso necessario. A Tabela 2 apresenta a distribuicdo dos animais de
acordo com as doses de PILO (mg/kg) testadas.

Tabela 2 - Teste de Padronizacgao Il - Distribuicao de animais por dose de PILO
(mgl/kg).

Dose PILO (mg/kg) Machos Fémeas
250 1 2
300 1 2
330 1 2
350 3 3
360 2 1
370 1 1
380 5 2
390 1 1
400 7 3
420 2 6
450 1 3
480 0 2

Total 25 28

Fonte: elaborado pelo autor, 2025.

5.21.3. Teste de Padronizagao Ill — Administragao Sistémica com
Escopolamina (Troca de Formulagao).

Devido ao desabastecimento da M-SCOP, foi necessaria a substituicdo por
butil-escopolamina (B-SCOP). Embora a dose tenha sido mantida em 1 mg/kg (i.p.),
observou-se menor eficacia na atenuacdo dos efeitos periféricos da PILO. Deste
modo, houve a demanda de uma nova etapa de padronizagdo para determinar a
melhor combinag&o de dose e minimizar a mortalidade dos animais durante a indugéo
do SE. Foram utilizados 64 camundongos adultos (36 machos e 28 fémeas) nas
diferentes dosagens de PILO: 420, 400, 380, 375, 370, 350, 330, 325 e 320 mg/kg. O
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protocolo foi 0 mesmo do Teste de Padronizagdo Il. A Tabela 3 apresenta a

distribuicdo dos animais de acordo com as doses de PILO (mg/kg) testadas:

Tabela 3 - Teste de Padronizacgao lll - Distribuicao de animais por dose de PILO
(mgl/kg).

Dose PILO (mg/kg) Machos Fémeas
420 6 6
400 0 6
380 3 10
375 0 5
370 3 1
350 9 0
330 6 0
325 4 0
320 5 0

Total 36 28

Fonte: elaborado pelo autor, 2025.

5.2.2. Delineamento Experimental PILO

ApoOs a conclusdo dos testes de padronizagao, foi possivel estabelecer as
doses mais adequadas de PILO para a inducdo e manutencdo de SE, levando em
consideragao a menor taxa de mortalidade possivel. Com base nesses dados, teve

inicio a fase experimental propriamente dita.

Todos os animais utilizados receberam escopolamina (M-SCOP ou B-SCOP, 1
mg/kg, i.p.) para reduzir os efeitos colaterais periféricos da PILO, e, em seguida, foram
tratados com canabigerol (CBG — 10, 30 ou 100 mg/kg, i.p.) ou solugdo veiculo (salina
0,9%). Apdés um intervalo de 30 minutos para absorgao, foi administrada PILO (i.p.),
nas doses previamente determinadas nos testes de padronizagao.

Para fins de organizagao e clareza, o delineamento experimental foi dividido

em dois protocolos distintos, conforme a escopolamina:
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Tabela 4 - Comparativo entre os protocolos experimentais com pilocarpina
(PILO -1 e PILO - I).

Item PILO - | PILO -1l
Fase de padronizagao Teste de Padronizacdo Il Teste de Padronizacgao lli
Escopolamina M-SCOP (1 mg/kg) B-SCOP (1mg/kg)

400 mg/kg (machos 320 mg/kg (machos
Doses de PILO utilizadas okg ) okg )

420 mg/kg (fémeas) 375 mg/kg (fémeas)
Via de administragao Todas as substancias i.p. Todas as substancias i.p.
Doses de CBG 100 mg/kg 10, 30 e 100 mg/kg

Inicio da fase Continuacdo com novo
Observagao _

experimental fornecedor

Fonte: elaborado pelo autor, 2025.

5.2.21. PILO - | (referente ao Teste de Padronizagao ll)

Este protocolo foi conduzido com a M-SCOP. Com base nos resultados da
padronizacdo, definiram-se as doses de PILO como 400 mg/kg para camundongos
machos e 420 mg/kg para fémeas. A fase experimental teve inicio com a
administragdo de CBG na dose de 100 mg/kg (i.p.) em 10 camundongos machos
adultos. O CBG e a M-SCOP foram administrados simultaneamente, sendo aplicados
em lados opostos do abdémen (CBG a esquerda e SCOP a direita) para minimizar
possiveis desconfortos. As demais etapas seguiram o procedimento descrito no Teste
de Padronizagao Il. O delineamento experimental correspondente ao protocolo PILO

— | esta ilustrado na Figura 3.
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Figura 3 - Desenho experimental da indugao de crises convulsivas por
Pilocarpina (PILO - I).
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Fonte: elaborado pelo autor, 2025.

5.2.2.2. PILO - Il (referente ao Teste de Padronizacgao lll)

Devido ao desabastecimento da M-SCOP, este protocolo foi conduzido com a
B-SCOP. Com essa formulagao, as doses de PILO que apresentaram melhor resposta
dose/mortalidade foram de 320 mg/kg para machos e 375 mg/kg para fémeas. A partir
disso, foi realizada a administragdo de CBG nas concentragdes de 10, 30 e 100 mg/kg
(i.p.) em 48 camundongos machos. Assim como no protocolo anterior, as
administragdes de CBG e B-SCOP foram administrados simultaneamente, em lados
opostos. O restante do protocolo permaneceu inalterado. Na figura 4, é possivel

observar o delineamento experimental correspondente ao protocolo PILO — II.
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Figura 4 - Desenho experimental da indugao de crises convulsivas por
Pilocarpina (PILO - II).
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Fonte: elaborado pelo autor, 2025.

5.2.3. Perfusao

Independentemente do delineamento experimental adotado com a PILO, todos
os animais foram submetidos a perfusdo para posterior coleta dos encéfalos. A janela
temporal para a perfuséo foi de 24 horas apds a indugado do SE, com o objetivo de
capturar alteragdes morfoldgicas e celulares associadas ao tratamento nesse periodo
critico.

A perfusdo dos animais foi realizada de forma transcardiaca, utilizando uma
bomba de perfusdo Masterflex®, com velocidade controlada. Foi utilizado um volume
total de 100 mL de tampao PBS (contendo hidroxido de sédio 0.39%, fosfato de sodio
monobasico monohidratado 1.66% e cloreto de calcio 0.002%), seguido por 300 mL
de paraformaldeido (PFA, pH= 7,4) 4% em PBS. As solugbes escolhidas visaram
garantir a adequada fixagao e preservagao dos tecidos para analises histoquimicas,

imunohistoquimicas e imunofluorescéncia.

5.2.4. Pés-Fixacao dos Encéfalos

Apos a perfusdo, os cérebros foram imersos em PFA 4% a 4 °C durante a noite
(overnight) para pos-fixagdo. Em seguida, foram transferidos para solugdo tampéao
PBS e armazenados entre 2 e 7 dias em geladeira (4 °C), periodo em que foram

seccionados.
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5.2.5. Cortes Cerebrais

Os encéfalos foram cortados em secgdes de 40 um em Microtomo de Lamina
Vibratoria (Leica VT1000S), imersos em PBS. Os cortes foram distribuidos em
ldminas gelatinizadas (gelatina 0,5% + sulfato de cromo-aluminio 0,05%) ou em
ldminas polarizadas. Todo o hipocampo foi coletado, com cerca de 4 a 5 cortes por
ldmina, totalizando aproximadamente 8 laminas por animal. As laminas foram

armazenadas em freezer a -20 °C.

5.2.6. Ensaios Histoquimicos
5.2.6.1. Nissl

A coloragao de Nissl foi empregada para avaliagdo da integridade tecidual e
densidade neuronal. As laminas foram reidratadas, imersas por 1 minuto em solugéo
de acetato de violeta de cresila 0,25%, lavadas em agua corrente por 10 minutos,
desidratadas, diafanizadas e montadas com laminulas utilizando Entellan®
(Mikroskopie) como meio de montagem.

5.2.6.2. FluoroJade C

O FluoroJade C (FJC) foi utilizado para identificagcdo de neurodegeneragao
apos o SE, conforme protocolo de Schmued et al. (1997). As laminas passaram por
banhos sequenciais em etanol absoluto (3 minutos), etanol 70% (1 minuto), agua
destilada (1 minuto), permanganato de potassio (15 minutos com agitagédo), trés
lavagens em agua destilada, incubacdo em FJC por 30 minutos com agitagao,
seguidas de novas lavagens, secagem, imersao em xilol e montagem com Entellan®.

A padronizagdo do método no laboratério seguiu (Castro et al., 2011b).

5.2.7. Ensaio Imunohistoquimico - GFAP

O ensaio imunohistoquimico de GFAP foi realizado de acordo com protocolos
ja estabelecidos em nosso laboratério (Castro et al., 2011a; Furtado et al., 2011,
Santos et al., 2011; Tilelli et al., 2005). O GFAP € um marcador de astrdcitos ativados

presentes em processos inflamatorios. As laminas foram lavadas trés vezes (3-5
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minutos) em PBS 10 mM, incubadas com glicina 0,1 M por 5 minutos, lavadas
novamente em PBS, permeabilizadas com PBS-Triton X-100 0,1% (3 lavagens), e
bloqueadas por 2 horas em BSA 3% (fragdo V, Sigma). Em seguida, foram incubadas
overnight a 4 °C com anticorpo primario diluido em BSA. No segundo dia, as laminas
foram lavadas (8 lavagens em PBS, 3-5 minutos cada), incubadas com anticorpo
secundario (2 horas) e novamente lavadas (6x). A montagem foi feita com Entellan®

e laminulas.

5.2.8. Visualizagao, Aquisi¢cao de Imagens e Analise das Histologias

As laminas foram analisadas por microscopia de fluorescéncia e de luz. As
imagens foram adquiridas com equipamentos disponiveis no laboratério, permitindo

comparacgao entre grupos e posterior quantificagdo de marcadores celulares.

5.2.9. Analises Estatisticas

Foram utilizados, no minimo, 10 animais por grupo experimental, numero
estimado para permitir a deteccdo de efeitos biologicamente relevantes com
significancia estatistica. Foi utilizado o Software GraphPadPrism 8 para analisar os
dados. A normalidade foi avaliada pelo teste de Kolmogorov-Smirnov com corre¢ao
de Dallal-Wilkinson-Lillie, e as comparagdes entre grupos foram feitas por ANOVA
unidirecional com correcdo de Holm-Sidak para multiplas comparagdes. Os dados
foram expressos como média * erro padrédo da média (EPM), com p < 0,05 como

critério de significancia.

5.2.10. Drogas

1. Canabigerol (CBG): diluido em solugéo veiculo contendo 2% de Tween 80
(Mallinckrodt Chemical OR), imediatamente antes da injegdo. Concentracdes
de 3, 30 e 100 mg/kg, doses essas ja utilizadas em outros modelos
experimentais de crises (Jones et al., 2010, 2012b). O CBG utilizado foi
gentiimente doado pelos professores Dr. Fabricio de Araujo Moreira do
Departamento de Farmacologia — ICB/UFMG e Dr. Jose Alexandre de Souza
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Crippa do Departamento de Neurociéncias - USP, ambos colaboradores desse

presente estudo;

2. Cloridrato de Lidocaina 2% contendo Epinefrina 1:100,000 (Astra): anestésico

local combinado com vasoconstritor;
3. Metil-escopolamina (M-SCOP, Sigma- Aldrich): 1Tmg/kg
4. Butil-escopolamina (B-SCOP, Hipolabor): 1mg/kg
5. Diazepam (Roche): preparado na dose de 5 mg/kg, aplicado i.p.;
6. Ketamina (Agener Ind. E Com. LTDA): i.p. 1,0 mg/kg;

7. Pilocarpina (PILO, Sigma-Aldrich): administrada através da cénula inserida

durante a cirurgia esterotaxica, na concentragéo de 2.4 ug/uL;

8. Pentabidtico veterinario (Fort Dodge): preparado na dose de 0,1 mL/100g de

peso corporal durante a cirurgia estereotaxica;

9. Petilenotetrazol (PTZ, Sigma-Aldrich): diluido em solug¢édo salina e injetado i.p.

na concentracdo de 60 mg/kg (Huizenga et al., 2017); e

10. Xilazina (Bayer AS): i.p. 0,7 mg/kg; combinado com Ketamina.
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6. Resultados
6.1. Inducgao de Crises por PTZ

Apos a etapa de padronizagdo e a definicdo dos grupos experimentais, foram
conduzidas as analises comportamentais visando avaliar o efeito do tratamento agudo
com canabigerol (CBG) em diferentes doses (10, 30 e 100 mg/kg) sobre a
suscetibilidade e o perfil das crises convulsivas induzidas por pentilenotetrazol (PTZ)
em camundongos machos e fémeas adultos.

6.1.1. Peso corporal

Figura 5 - Distribuigdo do peso corporal (g) de camundongos machos e fémeas
nos diferentes grupos experimentais no modelo de indugao por PTZ (Controle,
CBG 10, 30 e 100 mg/kg).
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Fonte: elaborado pelo autor, 2025.

A avaliacdo do peso corporal foi realizada imediatamente antes da
administragdo dos tratamentos. Nos camundongos fémeas, ndo foram observadas
diferengas significativas entre os grupos experimentais, com valores medianos
variando entre 19g e 21g, tanto no grupo controle (solugdo salina) quanto nos grupos
tratados com CBG nas doses de 10, 30 e 100 mg/kg. De modo semelhante, os
camundongos machos também apresentaram distribuicdo de peso homogénea entre

0s grupos, com médias situadas entre 23g e 26g, sendo notada maior dispersdo no
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grupo tratado com 100 mg/kg de CBG, o qual apresentou alguns valores extremos,

sem, contudo, alterar de forma significativa a média do grupo.
6.1.2 Ocorréncia de crises

Figura 6 - Ocorréncia de crises (%) em camundongos machos e fémeas
submetidos ao modelo de indugdo por PTZ, nos diferentes grupos
experimentais (Controle, CBG 10, 30 e 100 mg/kg).
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Fonte: elaborado pelo autor, 2025.

A maior parte dos animais de ambos os sexos apresentou crises convulsivas
durante o periodo de observagdo comportamental (15 minutos apos a administragao
de PTZ). Em fémeas, houve a ocorréncia de crises em todos animais dos grupos
Controle, CBG 10mg/kg e 30mg/kg. Ja no grupo GBG 100mg/kg foi observada uma
discreta redugcdo no numero de animais que apresentaram crises epilépticas. Entre os
machos, os grupos controle, CBG 10 mg/kg e CBG 30 mg/kg apresentaram incidéncia
de crises acima de 90%, enquanto no grupo CBG 100 mg/kg, cerca de 80% dos

animais tiveram crises.
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6.1.2 Laténcia para o inicio das crises

Figura 7 - Laténcia para o inicio das crises (s) em camundongos machos e
fémeas submetidos ao modelo de indugao por PTZ, nos diferentes grupos
experimentais (Controle, CBG 10, 30 e 100 mg/kg).
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Legenda: Kruskall-Wallis test. *p < 0,05. Fonte: elaborado pelo autor, 2025.

A laténcia para o inicio das crises, expressa em segundos (s), apresentou
variagéo entre os diferentes grupos experimentais. Entre as fémeas, o grupo controle
apresentou meédia de 113 segundos (+ 44—-196 s), valor semelhante aos observados
nos grupos CBG 10 mg/kg (média de 103 segundos; + 64-184 s) e CBG 30 mg/kg
(média de 106 segundos; + 56—149 s). O grupo tratado com CBG 100 mg/kg, por sua
vez, apresentou média aumentada, atingindo 134 segundos (+ 99-181 s). Nos
machos, observou-se uma tendéncia de aumento da laténcia nos grupos tratados com
CBG, sendo mais evidente no grupo CBG 100 mg/kg, que apresentou média de 155
segundos (+ 116-213 s), em comparagao ao controle (133 segundos; + 52-230 s). A
analise estatistica evidenciou diferenga significativa entre os machos (p < 0,05),

especialmente comparando os grupos CBG 10 mg/kg e CBG 100 mg/kg.
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6.1.3 Duracao das crises

Figura 8 - Duragdo das crises (s) em camundongos machos e fémeas
submetidos ao modelo de indugdo por PTZ, nos diferentes grupos
experimentais (Controle, CBG 10, 30 e 100 mg/kg).
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Legenda: Kruskall-Wallis test. Fonte: elaborado pelo autor, 2025.

A duracdo total das crises, registrada em segundos, apresentou ampla
disperséo entre os individuos e ndo mostrou diferengas estatisticamente significativas
entre os grupos experimentais. Vale destacar que essa variabilidade pode estar
relacionada ao numero de mortes observadas: em casos em que 0s animais morreram
durante o experimento, a duragdo da crise foi naturalmente menor, ja que esses

individuos ndo completaram os 15 minutos de observacgao previstos.

Nas fémeas, o grupo controle apresentou média de duracédo de 557 segundos
(+ 263-848 s), enquanto os grupos CBG 10 mg/kg e CBG 30 mg/kg exibiram médias
reduzidas, de 337 segundos (+ 29-823 s) e 357 segundos (+ 111-546 s),
respectivamente. O grupo CBG 100 mg/kg apresentou média semelhante a do
controle, com 543 segundos (+ 327-753 s). Nos machos, a menor média de duragao
foi observada no grupo CBG 30 mg/kg (377 segundos; + 99-546 s), enquanto os
demais grupos apresentaram meédias variando entre 438 e 485 segundos, sem
diferencas relevantes do ponto de vista estatistico.
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6.1.4 Perfil e distribuicao dos tipos de crise

A distribuigao dos diferentes tipos de crise observados foi analisada de acordo
com a classificagdo de Erum et al. (anexo Il), considerando tanto a frequéncia relativa
quanto a porcentagem de animais acometidos por cada manifestagéo.

6.1.4.1 Fémeas

Figura 9 - Distribuicao percentual dos diferentes tipos de crises observadas em
fémeas submetidas ao modelo de indugao por PTZ, nos grupos Controle, CBG
10, 30 e 100 mg/kg.
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Fonte: elaborado pelo autor, 2025.

A distribuigao dos diferentes tipos de crises em fémeas submetidas ao modelo
de indugao por PTZ evidencia um perfil dindmico de manifestagcbes comportamentais
frente ao tratamento com CBG. No grupo controle, predominou a parada
comportamental subita (42,13%), seguida por espasmos (30,46%) e crise clénica em
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animal sentado (22,59%), enquanto eventos mais graves como sacudidas de
pescogo/fasciculagdes (2,74%), crise tdnico-clonica (1,01%) e extensao tonico-cldnica
(1,07%) apresentaram baixa frequéncia.

Com a administracdo de CBG 10 mg/kg, observou-se um aumento expressivo
na frequéncia relativa de crise clonica (37,53%) e uma redugé&o dos episddios de
parada comportamental subita (29,44%) e espasmos (18,54%). Simultaneamente,
houve elevagao das crises tdnico-clénicas (6,07%) e extens&o ténico-clénica (8,09%),
indicando que, nesta dose, o CBG pode favorecer o surgimento de manifestagoes

motoras mais complexas em detrimento das formas iniciais e intermediarias.

No grupo CBG 30 mg/kg, a crise clénica manteve-se como manifestagao
predominante (38,69%), acompanhada de parada comportamental subita (32,03%) e
espasmos (20,84%). Apesar do leve aumento das crises tonico-clénicas (6,56%) e
pequena prevaléncia de extensdo ténico-clénica (1,54%), o perfil geral manteve-se
relativamente estavel, com predominancia de manifesta¢des intermediarias e baixa

incidéncia de eventos graves.

A administracdo de CBG 100 mg/kg, por sua vez, promoveu um novo rearranjo
no padrao das crises: houve predominio de parada comportamental subita (50,81%),
expressiva redugcdo dos espasmos (10,00%) e manutencdo de crise clénica em
patamar elevado (33,20%). Nesse grupo, observou-se redugdo de manifestagdes
graves, com crise tonico-clénica em 4,48% dos episodios e auséncia de extensao

ténico-clonica.

Em sintese, os dados sugerem que, em fémeas, doses intermediarias de CBG
(10 e 30 mg/kg) podem favorecer o deslocamento das manifestacbes para padroes
motores mais complexos, enquanto a dose mais alta (100 mg/kg) tende a restabelecer
o predominio de manifestacbes menos graves, reduzindo a frequéncia relativa de
espasmos e eventos criticos. Assim, o perfil de crises revela-se fortemente modulado
pelo tratamento, de forma dose-dependente, apontando para uma possivel agao
seletiva do CBG sobre a gravidade e a expressdo comportamental das crises

epilépticas.
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Figura 10 - Frequéncia (%) dos diferentes tipos de crises comportamentais
observadas em fémeas submetidas ao modelo de indugao por PTZ, nos grupos
Controle, CBG 10, 30 e 100 mg/kg.
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Fonte: elaborado pelo autor, 2025.

Nas fémeas submetidas ao modelo de indugcdo por PTZ, a parada
comportamental abrupta foi observada em todos animais no grupo controle, e
manteve-se elevada nos grupos CBG 30 mg/kg e CBG 100 mg/kg (acima de 90%),
apenas o grupo CBG 10 mg/kg teve discreta redugédo dos animais apresentando este
tipo de comportamento, com 82%. As sacudidas de pescocgo/fasciculagbes foram
observadas em aproximadamente 40% das fémeas do grupo controle, CBG 10 mg/kg
e 30 mg/kg, reduzindo abruptamente no grupo tratado com CBG 100 mg/kg (15%).
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Os espasmos ocorreram em todas as fémeas do grupo controle e diminuiu
progressivamente nos demais grupos: 91% no CBG 10 mg/kg, 83% no CBG 30 mg/kg
e 70% no grupo CBG 100 mg/kg. O comportamento da crise clénica (com o animal
sentado) foi apresentado por todos animais dos grupos controle e CBG 10 mg/kg,
enquanto no CBG 30 mg/kg caiu para cerca de 80% e 70% no grupo CBG 100 mg/kg.

As crises tonico-clénicas (com possiveis saltos) oscilaram por volta 40% entre
os grupos controle, CBG 30 mg/kg e CBG 100 mg/kg, sendo mais frequentes nos
animais do grupo CBG 10 mg/kg (64%). Por fim, a extensao tdnico-clénica (com
parada respiratoria, levando a morte) foi pouco frequente nos grupos controle e CBG
30 mg/kg com morte de 10% dos animais, houve um sobre sobressalto no grupo CBG
10 mg/kg chegando a quase 40% de mortes, enquanto no grupo CBG 100 mg/kg n&o

foi registrada nenhuma morte.

Em sintese, observou-se que o tratamento com CBG, especialmente na dose
de 100 mg/kg, promoveu leve redugdo nas manifestacbes motoras mais graves (crise
clénica, espasmos e extensao tonico-clénica), enquanto os comportamentos iniciais e
intermediarios, como parada comportamental abrupta e espasmos, permaneceram

prevalentes em todos os grupos.
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Figura 11 - Distribuicao percentual dos diferentes tipos de crises observadas
em machos submetidos ao modelo de indugao por PTZ, nos grupos Controle,

CBG 10, 30 e 100 mg/kg.
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Fonte: elaborado pelo autor, 2025.
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A analise da distribuicao percentual dos diferentes tipos de crises em machos

submetidos ao modelo de PTZ revela mudancas no perfil comportamental a depender

da dose de CBG administrada. No grupo controle, predominaram as manifestagbes

menos graves, com destaque para a parada comportamental subita (42,53%) e

espasmos (29,41%), enquanto eventos motores mais complexos, como crise clonica

(22,81%), crise tbnico-clbnica (1,30%) e extensao ténico-clénica (1,19%), foram pouco

frequentes.
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Com a administracdo de CBG 10 mg/kg, observa-se um deslocamento do
padrao das crises, com reducdo das manifestagdes iniciais (parada comportamental
subita caiu para 31,21% e espasmos para 19,31%) e aumento da prevaléncia de
crises clénicas (37,49%), além de elevacéo relativa das formas mais graves, como
crise ténico-clonica (7,64%) e extenséao tonico-clénica (4,03%). Esse perfil sugere que,
nesta dose, o CBG pode modular a expressao clinica das crises, reduzindo episodios

mais leves, mas com aumento proporcional de eventos motores mais complexos.

No grupo tratado com CBG 30 mg/kg, houve aumento expressivo da parada
comportamental subita (52,04%), tornando-se o tipo de crise mais prevalente,
enquanto a frequéncia de crise clonica diminuiu para 15,09%. Espasmos (22,61%)
mantiveram-se em patamar intermediario, e as manifestagbes mais graves
permaneceram pouco prevalentes (crise ténico-clonica 2,47% e extensdo tonico-
clénica 4,13%). Este resultado sugere um possivel efeito de estabilizagdo, com

predominio de manifestagcbes comportamentais menos graves.

Com CBG 100 mg/kg, o perfil de crises mostrou predominio de parada
comportamental subita (50,46%) e crise clonica (33,08%), acompanhados por
marcante reducdo de espasmos (9,50%) e sacudidas de pescogo/fasciculagdes
(1,46%). Embora a frequéncia de crises ténico-clonicas (5,49%) seja superior ao grupo
controle, ndo foram registradas extensdes tdénico-clénicas nesse grupo, sugerindo um

possivel efeito protetor parcial contra as formas mais graves de crise.

De maneira geral, observa-se que o CBG promove alteragdes na distribuigdo
dos tipos de crise, com redugdo consistente dos espasmos e das sacudidas de
pescoco/fasciculagdes em doses mais altas, além de predominio dos eventos menos
graves (parada comportamental subita e crise clénica) nos grupos tratados com 30 e
100 mg/kg. Por outro lado, ha uma tendéncia de aumento relativo de manifestagdes
tébnico-clénicas em doses intermediarias, mas esse padrdo nao se mantém nas doses
mais altas, indicando que o perfil dose-dependente do CBG pode modular tanto a
gravidade quanto a frequéncia dos diferentes tipos de crise.
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Figura 12 - Frequéncia (%) dos diferentes tipos de crises comportamentais
observadas em machos submetidos ao modelo de indugao por PTZ, nos grupos
Controle, CBG 10, 30 e 100 mg/kg.
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Fonte: elaborado pelo autor, 2025.

Nos machos submetidos ao modelo de indugcdo por PTZ, a parada
comportamental abrupta foi a manifestacdo mais prevalente no grupo controle (90%),
mantendo alta frequéncia no grupo CBG 30 mg/kg (aproximadamente 80%). Enquanto
reduzindo-se para cerca de 60% no grupo CBG 10 mg/kg e 70% no grupo CBG 100
mg.kg. As sacudidas de pescoco e fasciculagdes foram pouco frequentes como um
todo, cerca de 40% dos animais do grupo controle apresentou este comportamento,
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caindo para 30% no grupo CBG 30 mg/kg, 20% no grupo CBG 10 mg/kg e para menos
de 10% no grupo CBG 100 mg/kg.

Os espasmos, assim como nas fémeas, foram observados em quase 90% dos
animais dos grupos controle, caindo para pouco mais de 80% em CBG 10 mg/kg, 70%
no grupo CBG 30 mg/kg e pouco menos de 60% no grupo CBG 100 mg/kg. Nas crises
clénicas (animal sentado) todos animais na dose de CBG 10 mg/kg apresentaram este
comportamento, a alta prevaléncia também esteve presente no grupo controle com
92%, ja o grupo CBG 30 mg/kg apresentou pouco mais de 60% enquanto apenas
metade dos animais na dose de CBG 100 mg/kg tiveram crises clnicas.

As crises tonico-clénicas (com possiveis saltos) ocorreram em torno de 30%
dos animais nos grupos controle e CBG 10 mg/kg, 20% no grupo CBG 30 mg/kg, com
aumento para 43% no grupo CBG 100 mg/kg. Ja a extens&o tbnico-clonica (com
parada respiratoria, levando a morte do animal) foi pouco frequente no grupo controle
(cerca de 10%), mas apresentou aumento para quase 40% nos grupos CBG 10 mg/kg
e 30% no grupo 30 mg/kg, ndo sendo observada mortes no de animais no grupo CBG
100 mg/kg (cerca de 10%).

Esses dados indicam que o tratamento com CBG, especialmente na dose de
100 mg/kg, promoveu reducdo das manifestacées leves e intermediarias, como
parada comportamental abrupta, sacudidas de pescoco e espasmos, enquanto crises
de maior gravidade, como crises ténico-clonicas, apresentaram aumento relativo,
ainda que sua prevaléncia absoluta permaneca inferior as manifestagdes menos
graves. Ao passo que a dose de CBG 10 mg/kg mostrou resultados piores, incluindo

crises clénicas e mais mortes.
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6.2 Inducao de Crises por PILO

6.2.1 Peso corporal

Figura 13 - Distribuicdo do peso corporal (g) de camundongos nos diferentes
grupos experimentais no modelo de indugao por PILO (Controle, CBG 10, 30 e
100 mg/kg).

Peso Corporal

354

Fonte: elaborado pelo autor, 2025.

A avaliacdo do peso corporal, realizada antes dos procedimentos
experimentais, revelou homogeneidade entre os grupos. Os animais do grupo controle
apresentaram pesos medios de entre 25g, sem diferengas significativas em relagao
aos grupos tratados com CBG nas doses de 10, 30 e 100 mg/kg. A variagdo observada
¢é atribuida a variabilidade biologica natural dos animais, sem impacto relevante sobre

os demais desfechos experimentais.
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6.2.2 Laténcial — Tempo para o inicio da primeira crise

Figura 14 - Laténcia | (tempo para o inicio das crises, em segundos) em
camundongos submetidos ao modelo de indugcao por PILO, nos grupos
Controle, CBG 10, 30 e 100 mg/kg.
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Legenda: Kruskall-Wallis test. **p < 0,01. Fonte: elaborado pelo autor, 2025.

A laténcia para o inicio das crises revelou diferengas entre os grupos avaliados.
O grupo controle apresentou média de 900 segundos (+ 492-1342 s) para o
surgimento dos primeiros comportamentos convulsivos, valor semelhante ao
observado no grupo CBG 10 mg/kg (= 521-1319 s). Os animais tratados com CBG 30
mg/kg apresentaram discreto aumento na laténcia, com média de 1075 segundos (+
561-1477 s). No grupo CBG 100 mg/kg, esse efeito foi ainda mais pronunciado, com

laténcia média de 1238 segundos (+ 566—1568 s) para o inicio das crises.

A analise estatistica confirmou uma tendéncia de aumento dose-dependente
da laténcia, com diferencga significativa principalmente para o grupo tratado com 100
mg/kg de CBG (p < 0,01). Esses resultados sugerem que o tratamento com CBG,
especialmente na dose mais alta, pode promover elevacdo do limiar convulsivo,
retardando o inicio das crises no modelo induzido por PILO.
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6.2.3 Laténcia ll - Tempo para o inicio do SE

Figura 15 - Laténcia Il (tempo para o inicio do SE, em segundos) em
camundongos submetidos ao modelo de indugcao por PILO, nos grupos
Controle, CBG 10, 30 e 100 mg/kg.
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Legenda: Kruskall-Wallis test. *p < 0,05. **p < 0,01. Fonte: elaborado pelo autor, 2025.

A laténcia para o desenvolvimento do SE também foi aumentada nos grupos
tratados com CBG. O grupo controle apresentou média de 993 segundos, assim como
o CBG 10 mg/kg (£ 515-1411 e + 544970 s, respectivamente). O grupo tratado com
CBG 30 mg/kg apresentou média aumentada de 1152 segundos (+ 588-1560 s),
enquanto no grupo CBG 100 mg/kg a laténcia foi ainda maior, atingindo 1325
segundos (+ 594—-1678 s). Assim, o tratamento com CBG, especialmente nas doses

mais altas, retardou significativamente o inicio do SE induzido por PILO.
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6.2.4 Estagio de inicio do SE

Figura 16 - Distribuicao dos estagios de inicio do SE em camundongos
submetidos ao modelo de indugao por PILO, conforme a escala de Racine, nos
grupos Controle, CBG 10, 30 e 100 mg/kg.

Controle CBG 10mg/kg
mm 37.50% mm 37.50%
mm 37.50% = 43.75%
mm 25.00% mm 18.75%

CBG 30mg/kg CBG 100mg/kg
mm 50.00% mm 43.75%
mm 37.50% mm 37.50%
mm 12.50% mm 18.75%

mE= Animais com Inicio no Estagio 3
mm Animais com Inicio no Estagio 4
mm Animais com Inicio no Estagio 5

Fonte: elaborado pelo autor, 2025.

No grupo controle, a maioria dos animais desenvolveu o SE em estagios
elevados da escala de Racine: 37,5% dos animais iniciaram o SE em estagio 4, 37,5%
em estagio 5 e 25% em estagio 3. No grupo CBG 10 mg/kg, a distribuicao foi
semelhante ao controle, com leve predominio de estagios 4 e 5. O grupo 30 mg/kg
apresentou aumento na proporg¢ao de animais que iniciaram o SE em estagio 3 (50%),
com redugao dos estagios mais graves. No grupo 100 mg/kg, 44% dos animais
iniciaram em estagio 3, 37% em estagio 4 e apenas 19% em estagio 5. Os dados
sugerem que o CBG em doses mais altas favorecem o inicio do SE em estagios

comportamentais menos graves.
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6.2.5 Tempo até a crise mais forte

Figura 17 - Tempo até a ocorréncia da crise mais forte (em segundos) em
camundongos submetidos ao modelo de indugcao por PILO, nos grupos
Controle, CBG 10, 30 e 100 mg/kg.
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Legenda: Kruskall-Wallis test. *p < 0,05. Fonte: elaborado pelo autor, 2025.

O tempo decorrido até a manifestagao da crise mais forte apresentou tendéncia
crescente conforme o aumento da dose de CBG. O grupo controle atingiu a crise mais
forte em média de 1080 segundos (+ 550-1550 s). No grupo CBG 10 mg/kg, a média
foi de 1022 segundos (+ 610-1515 s). O grupo tratado com CBG 30 mg/kg apresentou
meédia de 1221 segundos (+ 649-1619 s), enquanto o grupo CBG 100 mg/kg exibiu
aumento mais expressivo, com média de 1414 segundos (+ 610-1786 s). Esses
dados indicam que o tratamento com CBG, principalmente na dose mais elevada,
retardou significativamente a progressao para as manifestagées epilépticas mais

graves no modelo de indugao por PILO.
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6.2.6 Estagio da crise mais forte

Figura 18 - Distribuicdo dos estagios comportamentais mais graves atingidos
durante o SE, segundo a escala de Racine, em camundongos submetidos ao
modelo de indugao por PILO, nos grupos Controle, CBG 10, 30 e 100 mg/kg.

Controle CBG 10 mg/kg
mm 50.00% mm 56.25%
mm 50.00% mm 43.75%

CBG 30 mg/kg CBG 100 mg/kg
mm 75.00% mm 81.25%
mm 25.00% mm 18.75%

B Animais no Estagio 5
mm Animais no Estagio 6

Fonte: elaborado pelo autor, 2025.

Em relagcdo ao estagio comportamental mais grave atingido durante o SE, o
grupo controle apresentou distribui¢cao igual entre os animais: 50% atingiram o estagio
5 e 50% chegaram ao estagio 6. O grupo tratado com CBG 10 mg/kg apresentou
propor¢cao semelhante, com 56,25% dos animais limitados ao estagio 5 e 43,75%
progredindo até o estagio 6. Nos grupos tratados com doses mais altas de CBG,
observou-se um predominio de animais restritos ao estagio 5: 75% no grupo CBG 30
mg/kg e 81,25% no grupo CBG 100 mg/kg, enquanto apenas 25% e 18,75% dos
animais, respectivamente, atingiram o estagio 6. Esses resultados sugerem que o
tratamento com CBG, especialmente nas doses mais elevadas, contribui para limitar
a progressao do SE para manifestagcbes comportamentais mais graves, apontando
para um possivel efeito protetor do composto em modelos experimentais de epilepsia.
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6.2.7 Taxa de mortalidade

Figura 19 — Taxa de mortalidade (%) durante o periodo de observagdo em
camundongos submetidos ao modelo de indugcao por PILO, nos grupos
Controle, CBG 10, 30 e 100 mg/kg.
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Fonte: elaborado pelo autor, 2025.

A taxa de mortalidade durante o periodo de observagéo foi de 38% no grupo
controle. Com o tratamento com CBG 10 mg/kg, essa taxa aumentou para 49%,
sugerindo possivel toxicidade ou menor protecdo conferida pela dose baixa. Em
contrapartida, nos grupos tratados com CBG 30 mg/kg e 100 mg/kg, houve redugao
expressiva da mortalidade, para 24% e 19%, respectivamente. Esses resultados
indicam um possivel o efeito protetor das doses mais altas de CBG na prevencéao de

mortes relacionadas ao SE induzido por PILO.

6.3 Avaliagao morfolégica do hipocampo

A avaliagao histolégica do hipocampo foi realizada 24 horas apds a indugao de
crises convulsivas por PILO e o tratamento com CBG, utilizando imunofluorescéncia
para GFAP, histoquimicas de Nissl e Fluoro-dade C (FJC). Os principais achados
estdo sumarizados nas Figuras 20, 21 e 22.



6.3.1 Reatividade astrocitaria - GFAP

Figura 20 - Imunofluorescéncia para GFAP no hipocampo de camundongos
submetidos ao modelo de indugao por PILO, nos grupos Controle, CBG 10, 30 e
100 mg/kg.

Controle CBG 10mg/kg CBG 30mg/kg CBG 100mg/kg

Fonte: elaborado pelo autor, 2025.

Na imunofluorescéncia para GFAP, o grupo controle apresentou marcagao
basal, com astrécitos distribuidos de maneira homogénea e morfologia tipica ao longo
das regides CA1, CA3 e giro denteado do hipocampo (coluna Controle). No grupo
tratado com CBG 10 mg/kg, observou-se aumento da intensidade de marcagéo, com
presencga de astrdocitos hipertrofiados e prolongamentos mais espessados, indicando
resposta astrocitica reativa. O grupo CBG 30 mg/kg apresentou padrao intermediario,
com reatividade aumentada em relagéo ao controle, porém menos intensa do que no
grupo CBG 10 mg/kg. No grupo tratado com CBG 100 mg/kg, a marcagéo foi
semelhante ao grupo controle, com astrdcitos apresentando morfologia preservada e
baixa reatividade.
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6.3.2 Integridade e organizacgao celular — Coloragao de Nissl

Figura 21 - Histologia de Nissl no hipocampo de camundongos submetidos ao
modelo de indugao por PILO, nos grupos Controle, CBG 10, 30 e 100 mg/kg.
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Fonte: elaborado pelo autor, 2025.

A analise da coloragao de Nissl mostrou, no grupo controle, camadas celulares
bem organizadas e densidade neuronal preservada nas diferentes regides
hipocampais (coluna Controle). Nos animais tratados com CBG 10 mg/kg, observou-
se discreta desorganizagdo da arquitetura celular, com diminuicdo da densidade
neuronal e presenga de células picnéticas (condensagao intensa da cromatina no
nacleo durante a morte celular). O grupo CBG 30 mg/kg apresentou padréao
intermediario, com algumas areas de rarefacdo e leve desorganizagdo, porém
mantendo a integridade das camadas celulares. Ja o grupo tratado com CBG 100
mg/kg apresentou morfologia semelhante ao controle, com organizacdo e densidade

celular preservadas, sugerindo menor perda neuronal.
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6.3.3 Degeneracao neuronal aguda — Fluoro-Jade C

Figura 22 - Histologia de Fluoro-Jade C no hipocampo de camundongos
submetidos ao modelo de indugao por PILO, nos grupos Controle, CBG 10, 30
e 100 mg/kg.
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Fonte: elaborado pelo autor, 2025.

A marcagdo por Fluoro-Jade C mostrou baixa incidéncia de degeneragao
neuronal no grupo controle, com poucos sinais de fluorescéncia distribuidos de
maneira esparsa no hipocampo (coluna Controle). No grupo tratado com CBG 10
mg/kg, observou-se aumento expressivo da marcagao, com presenga de multiplos
pontos de fluorescéncia principalmente nas regides do giro denteado e CA1, indicando
maior ocorréncia de neurodegeneracgao. O grupo CBG 30 mg/kg apresentou padrao
intermediario, com marcag&o positiva menos intensa e mais dispersa em relagao ao
grupo CBG 10 mg/kg. O grupo tratado com CBG 100 mg/kg apresentou baixa
intensidade de marcagao, semelhante ao controle, sugerindo menor extensao de dano

neuronal agudo.
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7 Discussao

7.1 Abordagem multimodelo: vantagens e limitagdes

A epilepsia € uma condi¢cdo multifacetada, com manifestagdes e fisiopatologias
heterogéneas, o0 que exige abordagens experimentais que capturem sua
complexidade. A utilizacdo combinada dos modelos de indugcdo de crises, como
pentilenotetrazol (PTZ) e pilocarpina (PILO), € uma das formas mais completas de
analisar o potencial de novos compostos confererindo uma perspectiva abrangente
em relacdo a diferentes estagios e mecanismos fisiopatoldgicos das epilepsias
(Garcia Morales et al., 2020). O PTZ, ao antagonizar receptores GABAa, desencadeia
crises agudas por perda abrupta da inibicdo sinaptica; ja a pilocarpina, ao hiperativar
receptores muscarinicos do subtipo M1, induz status epilepticus (SE) prolongado por
via colinérgica-glutamatérgica, refletindo um insulto neurotéxico mais duradouro e
difuso (Meier et al., 2024; Singh et al., 2021). Os resultados do tratamento com CBG,
observados em ambos os modelos utilizados neste estudo, oferecem contribuigdes
relevantes para a literatura emergente sobre canabinoides ndo-psicoativos, sugerindo
um espectro de agcdo que abrange desde o aumento do limiar convulsivo até a

protecdo morfofuncional hipocampal.

Esta abordagem é importante porque o sucesso terapéutico em um unico
modelo pode n&o se traduzir em eficacia. O modelo de PTZ é classico para testagem
de novas drogas anticonvulsivantes, ao se basear na indugcdo de crises por
antagonismo do receptor GABAA, reproduzindo o desequilibrio excitagao/inibi¢ao que
caracteriza muitas epilepsias generalizadas. Contudo, apresenta limitagbes quanto a
sua validade preditiva para epilepsia do lobo temporal e outras formas refratarias, pois
nao gera dano estrutural significativo nem simula a evolugéo cronica da doenga (Singh
et al., 2021). Por outro lado, a PILO, ao ativar receptores muscarinicos M1,
desencadeia SE prolongado, mimetizando com mais fidelidade as alteragbes
estruturais, comportamentais e cognitivas da epilepsia humana, em especial aquelas

associadas a dano hipocampal (Lévesque et al., 2021a; Meier et al., 2024).

O presente estudo, ao sugerir que o CBG foi capaz de proteger os animais nos
modelos PTZ e PILO, pode ser util em diferentes tipos e estagios de epilepsia ja que

esta integracdo amplia a abrangéncia experimental, indicando um espectro mais
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amplo de eficacia. Além disso, o uso de camundongos machos e fémeas possibilita
avaliar possiveis influéncias hormonais e genéticas na resposta ao tratamento,
alinhando-se a tendéncia atual da pesquisa translacional, que busca maior

representatividade e relevancia clinica

No entanto, cada modelo apresenta limitacbes que devem ser reconhecidas na
interpretacdo dos dados. O PTZ n&o reproduz a neurodegeneragdo nem a
neuroinflamacéo de longo prazo; a PILO, embora translacionalmente mais relevante,
apresenta alta letalidade e variabilidade interindividual, fatores que dificultam a
generalizagao dos resultados. O desenho experimental adotado no presente trabalho,
ao combinar esses dois cenarios, tenta minimizar as limitacées e fornecer uma viséo
mais abrangente dos efeitos do CBG, especialmente no que tange ao hipocampo,
estrutura central na fisiopatologia e na epileptogénese.

Além disso, a integragdo de dados comportamentais, histologicos e
imunohistoquimicos permite avaliar de forma mais refinada ndo apenas o controle de
crises, mas também a prevencéo de danos estruturais e cognitivos de longo prazo.
Isso é fundamental, ja que a epilepsia é reconhecida atualmente como uma “doenca
de circuitos”, e ndo apenas de eventos paroxisticos, exigindo abordagens terapéuticas
que vao além da simples supresséo de crises (Abarrategui et al., 2021; Asadi-Pooya
et al., 2023).

7.2 Efeitos sobre limiar convulsivo, tempo de progressao e intensidade

Os resultados sugerem que o CBG, nas doses intermediaria e alta, elevou
significativamente o limiar convulsivo e retardou a progressao das crises nos modelos
de PILO. Animais tratados com 30 e 100 mg/kg apresentaram maiores laténcias para
0 inicio da primeira crise e para o estabelecimento do SE, resultado que se destaca
na comparagao com controles e com o grupo de CBG em dose baixa, onde n&o houve
protecdo. A comparagdo entre modelos reforca a especificidade desse efeito:
enquanto no PTZ o aumento de laténcia foi discreto, (e mais pronunciado
especialmente nos machos), na PILO a resposta foi expressiva e dose-dependente.
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Este perfil sugere que o CBG exerce agdo moduladora discreta sobre circuitos
excitadores e inibitorios, sendo capaz de elevar a resisténcia do tecido neural ao
insulto epileptogénico. Estudos recentes demonstram que o CBG, embora
estruturalmente parecido com o THC e CBD, ndo apresenta afinidade significativa
pelos receptores CB1 e CB2 na mesma magnitude, mas modula diversos alvos, como
canais de calcio, canais de sédio dependentes de voltagem, canais TRPV1 e TRPA1,
além de influenciar indiretamente receptores serotoninérgicos 5-HT1A (Calapai et al.,
2022; S. Li et al., 2024; Weerts et al., 2024). Essa multimodalidade confere ao CBG o
potencial de estabilizar o potencial de membrana, reduzir a liberacdo de
neurotransmissores excitatorios (glutamato), aumentar a inibicdo GABAérgica e
diminuir a excitabilidade global dos circuitos hipocampais.

O perfil dose-dependente observado no estudo esta alinhado com a literatura,
que aponta para o classico perfil “U-invertido” dos canabinoides: doses subdtimas
podem nao ser eficazes, enquanto doses muito altas podem até aumentar a
vulnerabilidade neuronal, especialmente em tecidos previamente lesados ou
hiperexcitaveis (Amin & Ali, 2019; Calapai et al., 2022; Glenny, 2024; Huestis et al.,
2019; Lacerda et al., 2025; Moreira et al., 2024). Além disso, este perfil é tipico de
farmacos que atuam em multiplos sistemas neurotransmissores, sugerindo que, para
além de um simples agonista ou antagonista, o CBG exerce modulagéo sobre redes
neuronais e gliais envolvidas no disparo ictal (Lacerda et al., 2025; S. Li et al., 2024).

A literatura indica que a eficacia dos canabinoides em elevar o limiar convulsivo
decorre da agao sinérgica sobre canais de calcio, sodio e receptores CB1 e TRPV1,
culminando na estabilizagdo do potencial de membrana e reducio da liberagdo de
neurotransmissores excitatorios (Calapai et al., 2022; S. Li et al., 2024). Os resultados
ajudam a expandir esses achados ao evidenciar também um efeito seletivo sobre o
estagio de inicio do SE: animais tratados com doses mais altas de CBG iniciaram o
SE em estagios comportamentais mais leves (Racine 3), sugerindo menor

envolvimento de circuitos subcorticais e talamo-hipotalamicos nas fases iniciais.

A analise comparativa entre sexos revelou que os machos tratados com CBG
100 mg/kg apresentaram um aumento mais pronunciado da laténcia para inicio das
crises no modelo de PTZ, enquanto nas fémeas as respostas foram mais
homogéneas. Esse dado corrobora com estudos que mostram diferengas na
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expressao de receptores canabinoides, canais ibnicos e modulagdo hormonal entre
machos e fémeas, indicando que os hormdnios sexuais podem amplificar ou
amortecer os efeitos farmacoldgicos do CBG, como ja descrito para outros
fitocanabinoides (Giuliano et al., 2024; Lacerda et al., 2025). Isso ressalta a

importancia da inclusdo de ambos os sexos em estudos pré-clinicos.

Essa soma de efeitos diminui a excitabilidade dos neurbénios piramidais e
granulares do hipocampo, retarda o inicio da hiperatividade paroxistica e aumenta a
resisténcia a instalacdo do SE. Esse mecanismo € compativel com achados prévios
de acdo dose-dependente de fitocanabinoides em modelos de SE, sendo
particularmente relevante na PILO, onde a excitotoxicidade é extrema (lzquierdo et
al., 1973; Jones et al., 2010, 2012b; Stone et al., 2021).

O aumento do limiar convulsivo ajuda ndo sé a prevenir o SE agudo, mas
também a proteger os circuitos do hipocampo, que dificiimente voltam a funcionar
normalmente apds serem danificados por uma sobrecarga de glutamato e calcio. O
giro denteado, conhecido por ser a “porta de entrada” da atividade epileptiforme, se
beneficia diretamente dessa prote¢do, pois consegue manter sua fungao de filtrar
sinais excitatorios e evitar que a regido CA3 entre em sincronizagdo anormal
(Bernasconi et al., 2003; Bin Ibrahim et al., 2022; Lang et al., 2024). Além disso, ha
evidéncias de que a modulacdo pelo sistema canabinoide pode reduzir a ativagao de
areas do hipocampo com alto potencial epileptogénico (“hot spots”), impedindo que
outras regides sejam recrutadas para o circuito das crises (Amin & Ali, 2019; Calapai
et al., 2022; Stasitowicz-Krzemien et al., 2024).

Por outro lado, a auséncia de efeito protetor em doses baixas, e até aumento
de mortalidade, reforga que o CBG tem uma janela terapéutica restrita, dependente
do contexto experimental e da intensidade. (Huestis et al., 2019; Nachnani et al., 2021)
discutem esse perfil, observando que doses subo6timas podem desorganizar ainda
mais circuitos ja vulneraveis, possivelmente por atuagdo desequilibrada em
receptores e canais, ou até por facilitar a liberagao de neurotransmissores excitatorios
em redes parcialmente lesadas. Isso tem implicacbes diretas para a aplicagédo do
CBG, sugerindo a necessidade de protocolos e monitoramentos bem estruturados.
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7.3Modulacao da severidade comportamental e impacto na sobrevida

A acdo do CBG nao se limitou ao aumento do limiar, mas alterou a progressao
e a gravidade das crises. A prevaléncia de crises graves (tdnico-clénicas
generalizadas e extensdo ténico-clénica) foi menor nos grupos tratados com CBG 30
e 100 mg/kg. Em dose mais elevada, ndo foram observadas crises de extensé&o ténico-
clénica, nem nas fémeas, nem nos machos, sugerindo um efeito limitrofe do composto
sobre a progresséo para estagios criticos do “seizure spread”, ou seja, na limitagcao
da propagacao das descargas epilépticas do hipocampo para outras regides cerebrais
(Gleichgerrcht et al., 2021; Huff & Murr, 2025).

A literatura destaca que a intensidade e a duragc&o das crises generalizadas
sdo os principais determinantes de dano hipocampal e risco de morte subita
relacionada a epilepsia (SUDEP)(Asadi-Pooya et al., 2023; Lang et al., 2024; Whitney
et al., 2023) Os resultados corroboram com relatos de que a ativagado do sistema
endocanabinoide — seja por ligantes enddgenos ou exogenos, como o CBG — tem
papel fundamental em limitar a propagacéo das descargas epileptiformes e modular
a excitabilidade dos circuitos motores e limbicos durante as crises (Calapai et al.,
2022; Huff & Murr, 2025; Kanner & Bicchi, 2022).

O tempo até a manifestacdo da crise mais severa foi maior, e o padréo
comportamental global apontou para crises menos violentas, mais curtas e com menor
comprometimento motor. Esse achado é coerente com estudos que apontam o papel
do sistema endocanabinoide na contencao do recrutamento de areas motoras durante
crises generalizadas (Kosenkov et al., 2024). Esse perfil é altamente desejavel, uma
vez que crises graves estao associadas ndo apenas a maior risco de mortalidade, mas
também a lesbes estruturais mais extensas e prejuizos cognitivos duradouros.

A diminuigdo da mortalidade é outro resultado relevante: em modelos de SE, a
morte dos animais esta diretamente ligada a intensidade e a duragdo da
hiperexcitabilidade e ao grau de envolvimento hipocampal. A redugédo da mortalidade
para 12% no grupo CBG 100 mg/kg (vs. 31% no controle) sugere protegao oferecida
pelo CBG e possivel interferéncia em processos sistemicamente letais do SE, como
reducdo da inflamagcao sistémica, protecdo da barreira hematoencefalica e
preservacao das fungdes autondmicas criticas.

No contexto experimental, a alta letalidade no modelo de PILO tem sido

atribuida ndo apenas a duracdo das crises, mas a extensdo do comprometimento
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hipocampal, a disfungao do eixo hipotalamo-hipdéfise-adrenal e a perda de controle
autondmico sobre respiragao e fungéo cardiovascular (Lévesque et al., 2021a; Meier
et al., 2024) A literatura reconhece que poucos farmacos testados em modelos de SE
apresentam reducdo consistente de mortalidade, efeito geralmente restrito a
compostos que, além de anticonvulsivantes, possuem propriedades neuroprotetoras
e/ou anti-inflamatorias (Hakami, 2021; Lévesque et al., 2021a; Nachnani et al., 2021,
Villasana-Salazar & Vezzani, 2023; Zhao et al., 2020). O efeito do CBG, portanto, pode
decorrer tanto da contengao do insulto glutamatérgico e da excitotoxicidade quanto da
protecao de circuitos reguladores centrais e periféricos.

Neste sentido, de acordo com a literatura, o CBG pode atuar sobre a reducao
da gravidade e da letalidade das crises através de multiplos mecanismos:

e preservagao da inibicdo GABAérgica: prevencédo da perda de interneurbnios
inibitorios, em especial no giro denteado, protegendo o “gatekeeper” funcional
das descargas epileptiformes (Echeverry et al., 2021; S. Li et al., 2024);

e reducdo da neuroinflamacdo: inibicdo da liberagdo de citocinas pro-
inflamatorias por astrocitos e microglia, limitando o dano secundario e a
escalada do SE (Calapai et al., 2022; Echeverry et al., 2021);

e modulacdo da excitabilidade autonémica: protecdo de centros autbnomos
criticos para manutencédo da respiragdo e do ritmo cardiaco durante crises
prolongadas(S. Li et al., 2024; Stone et al., 2021); e

e reducgdo de dano oxidativo: rtivagdo de vias antioxidantes (Nrf2), diminuindo a
producdo de espécies reativas de oxigénio, associadas a morte celular pos-
crise (S. Li et al., 2024; Stone et al., 2021).

A literatura aponta, ainda, que o controle eficaz da gravidade das crises esta
relacionado a manutengédo das fungdes cognitivas, emocionais e comportamentais
dos animais apos SE. Crises graves, mesmo que pontuais, podem desencadear
cascatas de morte neuronal, neuroinflamacéo e desorganizagao de redes, levando a
instalagao de epilepsia crénica, prejuizo de memoria e alteragdes de humor (Houser,
2024; Meier et al., 2024; Slotnick, 2022; Thom, 2014). Ao limitar essas manifestagodes,
o CBG pode oferecer ndo apenas beneficio imediato, mas potencial protetor contra

consequéncias neuropsiquiatricas de longo prazo.
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7.4 Achados morfolégicos: preservagao estrutural e neuroprotecao hipocampal

A analise histologica ajuda a sustentar a hipétese da agdo neuroprotetora do
CBG, em especial sobre o hipocampo. No grupo controle e CBG 10 mg/kg, houve
marcacgao Fluoro-Jade C nas regides CA1, CA3 e giro denteado, indicando morte
neuronal aguda. A coloragdo de Nissl revelou rarefacdo e desorganizagdo das
camadas celulares, tipicas do dano pds-SE, e a marcagdao GFAP demonstrou
astrocitose reativa, especialmente no giro denteado. Esse perfil € classico em modelos
de SE, sinalizando perda funcional, reorganizagdo sinaptica aberrante e risco de
epileptogénese crbénica (Castro et al., 2011b; Lévesque et al., 2021a; Meier et al.,
2024; Santos et al., 2011). Esses dados ajudam a sustentar o perfil multifacetado do
CBG, contribuindo para o posicionamento como potencial neuroprotetor em contextos
de excitotoxicidade aguda.

Em modelos de SE induzido por PILO, espera-se a instalacio rapida e massiva
de morte neuronal aguda, especialmente em regides como CA1, CA3 e giro denteado
do hipocampo (Castro et al., 2011b; Meier et al., 2024). O aumento significativo da
marcagao por Fluoro-Jade C (FJC) nos grupos controle e CBG 10 mg/kg corrobora
com isso, principalmente nas regides do giro denteado e CA1, evidenciando a
ocorréncia de morte neuronal aguda apos o SE induzido pela PILO. Essa marcagao é
indicativa de neurbnios em degeneragao irreversivel, independentemente do
mecanismo de morte celular, que compromete a integridade funcional do circuito
hipocampal e predispbe ao desenvolvimento de epilepsia crbnica e prejuizos
cognitivos (Castro et al., 2011b; Meier et al., 2024).

A predominancia do dano em CA1 e giro denteado reflete a arquitetura
funcional do hipocampo: CA1 apresenta alta densidade de receptores NMDA e
expressao de canais de calcio, tornando-o vulneravel a cascata de influxo de calcio,
liberacdo de radicais livres e faléncia energética mitocondrial (Drysdale et al., 2006;
Lang et al., 2024). O giro denteado, por sua vez, & essencial para filtrar sinais
excitatorios vindos do cortex entorrinal, e sua perda compromete a porta de entrada
de informagdes para o hipocampo (Lang et al., 2024).

Nos grupos tratados com CBG 30 e 100 mg/kg, a intensidade e extenséo da

marcagao foram menores, sugerindo efeito protetor direto contra a excitotoxicidade
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induzida por excesso de glutamato e influxo descontrolado de calcio. Tal redugéo

sugere que o CBG pode ter exercido ag&o neuroprotetora multifatorial:

e modulag&o negativa dos canais de calcio, impedindo o influxo exacerbado de
calcio que ativa caspases, limitando assim a morte neuronal programada
(Calapai et al., 2022; Stone et al., 2021);

e ativagdo da via Nrf2, levando ao aumento de enzimas antioxidantes, que
neutralizam espécies reativas de oxigénio, protegendo organelas e DNA contra
o dano oxidativo pés-SE (Calapai et al., 2022; Kearsey et al., 2023); e

e inibicdo indireta dos receptores TRPV1 e TRPA1, reduzindo a liberagéo
adicional de glutamato e o ciclo vicioso de excitotoxicidade (Albano, 2019; S. Li
et al., 2024).

O resultado morfoloégico dessa protecdo é uma reducdo significativa de
neurénios degenerados, 0 que preserva a integridade das redes hipocampais, reduz
o risco de epileptogénese cronica e favorece a manutengao das fungdes cognitivas.
Além disso, a distribuicdo da neurodegeneragéo observada, predominando em CA1 e
giro denteado, reforga a vulnerabilidade dessas regides ao insulto epiléptico e ressalta
a importancia de estratégias terapéuticas que protejam especialmente os circuitos de
entrada e processamento inicial do hipocampo, como ja sugerido por (Bernasconi et
al., 2003; Lang et al., 2024; Thom, 2014).

A histologia de Nissl permite analise da organizagdo das camadas celulares,
densidade neuronal e presenga de células em morte ativa (picnose). Em modelos de
SE, é esperado que haja rarefagdo e desorganizagdo principalmente nas camadas
granulares do giro denteado e nas piramidais de CA1 e CA3, decorrentes de morte
celular e reorganizagao sinaptica patologica (Lang et al., 2024). Nos grupos controle
e CBG 10 mg/kg, a coloracdo mostrou discreta rarefagdo celular (diminuicdo da
densidade de corpos celulares nas camadas principais), desorganiza¢ao arquitetural
(perda do alinhamento tipico, comprometendo a transmissédo sinaptica) e ceélulas
picnéticas  (nucleos  encolhidos, intensamente  basofilicos, marcando
apoptose/necrose). Esses achados morfologicos refletem a perda funcional do circuito
hipocampal. Animais com essa configuracdo apresentam déficits persistentes de
memoria, dificuldade de aprendizagem e maior suscetibilidade a estados ansioso-
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depressivos, como demonstrado em estudos longitudinais (Gage, 2025; Lang ef al.,
2024).

No grupo CBG 30 mg/kg, observou-se padrdo intermediario, com alguma
rarefagdo, mas manutengao geral da arquitetura, enquanto no grupo CBG 100 mg/kg,
a morfologia foi praticamente indistinguivel do controle, sugerindo que o CBG, mantém
a plasticidade e viabilidade do “scaffold” sinaptico, crucial para a capacidade de
neurogénese e para a reversibilidade funcional pds-insulto (Stone et al., 2021). (Gage,
2025) reforga que a manutengcdo das camadas granulares do giro denteado esta
fortemente correlacionada a preservagao cognitiva e a menor incidéncia de sintomas

neuropsiquiatricos apods crises.

A gliose reativa, identificada pela expressdo aumentada de GFAP, é uma
resposta classica ao dano agudo no sistema nervoso central. Embora desempenhe
inicialmente papel neuroprotetor (isolando o foco de lesdo, promovendo reparo
tecidual), a hiperativagao crénica dos astrocitos contribui para o estabelecimento de
um microambiente pro-epileptogénico, com liberagdo exacerbada de glutamato, ATP,
citocinas inflamatorias e metaloproteinases (Blagburn-Blanco et al., 2022; Foresti et
al., 2011; Stone et al., 2021).

De acordo com os resultados, € possivel observar um aumento da expressao
de GFAP no grupo CBG 10 mg/kg sobretudo no giro denteado, com astrécitos
hipertrofiados e ramificagbes espessadas, sinais de astrocitose reativa mal-
adaptativa. Isso € um marcador de perpetuacdo do dano, pois a gliose crdnica
contribui para reorganizagdo sinaptica aberrante, cicatriz glial e favorece o

estabelecimento de epileptogénese (Blagburn-Blanco et al., 2022; Foresti et al., 2011).

O grupo CBG 30 mg/kg exibiu reatividade intermediaria, e o grupo CBG 100
mg/kg apresentou padréo similar ao controle, indicando controle efetivo da gliose e,
por consequéncia, do processo inflamatorio secundario. O CBG pode exercer esse
efeito ao regular a atividade das vias de sinalizagado de NF-kB e Nrf2, inibir a liberagao
de citocinas pré-inflamatoérias (TNF-a, IL-1B), e preservar a expresséo de proteinas de
juncdo das células endoteliais, fundamentais para integridade da barreira
hematoencefalica (Calapai et al., 2022; Stone et al., 2021). A literatura mostra que a
diminuicdo da gliose reativa esta associada a menor propenséo a epileptogénese e
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melhor prognostico funcional (Banerjee & Jirsa, 2024; Blagburn-Blanco et al., 2022;
Foresti et al., 2011).

A barreira hematoencefalica (BHE) € formada por células endoteliais,
astrécitos, pericitos e matriz extracelular. Apos SE, ocorre ruptura da BHE por quebra
das proteinas de juncao oclusiva, ativagao de MMPs que degradam matriz extracelular
e aumento de moléculas de adeséo que facilitam infiltracdo de leucécitos (Stone et
al., 2021; Vezzani et al., 2019). O comprometimento da BHE perpetua o ciclo
inflamatdrio: células imunes, proteinas séricas e mediadores toxicos entram no SNC,

agravando a lesdo e impedindo a recuperagao neural (Stone et al., 2021).

O CBG, ao reduzir a gliose reativa e limitar a ativagao de vias pro-inflamatorias,
preserva a integridade das proteinas de jungdo e reduz a expressao de MMPs e
moléculas de adesao, evitando a ruptura da BHE (Stone et al., 2021; Vezzani et al.,
2019; Villasana-Salazar & Vezzani, 2023). Isso reduz o influxo inflamatorio secundario

e a perpetuacao do dano.

A recuperacao funcional pds-SE depende ndo s6 da contencédo do dano, mas
da restauragao da plasticidade sinaptica e da neurogénese. BDNF (fator neurotrofico
derivado do cérebro) e GDNF (fator neurotrofico derivado da glia) s&o criticos para
sobrevivéncia de células progenitoras neurais, crescimento de novos prolongamentos
axonais e dendriticos, estabilizacdo de sinapses e reversido de redes hiperexcitaveis
(Gage, 2025; Lévesque et al., 2021b; Valdeolivas et al., 2015). O CBG, ao controlar a
inflamag&o e promover microambiente homeostatico, favorece a sintese e liberagéao
desses fatores tréficos, potencializando a capacidade regenerativa do giro denteado

e a reversibilidade das consequéncias cognitivas da epilepsia.

A convergéncia de menor neurodegeneragao (Fluoro-Jade C), preservagao
estrutural (Nissl) e controle da gliose (GFAP) nos grupos tratados com CBG em doses
mais altas (como o CBG 100mg/kg), sugere agao neuroprotetora, com potencial para
limitar a cascata de eventos que culmina na epileptogénese e nos déficits cognitivo-
comportamentais croénicos. Estudos com seguimento longitudinal demonstram que a
integridade das camadas celulares, especialmente no giro denteado, esta associada

a manutengdo de memoria, aprendizado e regulacdo emocional, enquanto a
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astrogliopatia crénica € preditora de recorréncia de crises e transtornos psiquiatricos
pos-SE (Gage, 2025; Lang et al., 2024).

7.5Implicagoes funcionais, cognitivas e potenciais terapéuticos do CBG

Os resultados comportamentais e histologicos deste estudo sdo indicativos de
que o CBG é capaz de promover ndo apenas controle sintomatico das crises, mas
também protegdo estrutural e funcional do hipocampo. O aumento do limiar
convulsivo, a limitagdo da progresséo para estagios graves, a redugédo da mortalidade
e a preservagdo das camadas celulares e do microambiente hipocampal apontam
para beneficios duradouros, com potencial de impactar positivamente a cognig¢ao, a

memodria e o0 comportamento dos animais sobreviventes.

O presente estudo avaliou apenas o periodo agudo pds-SE (24h), deixando em
aberto questdbes como a persisténcia da neuroprotecdo, o impacto sobre o
desempenho cognitivo, a capacidade de prevenir epileptogénese e a reversibilidade
de alteragbes comportamentais a longo prazo. Investigagdes futuras devem incorporar
testes comportamentais (memdria, ansiedade, depressao), registros eletrofisioldgicos
prolongados e analises morfofuncionais do hipocampo em periodos crénicos, para
elucidar completamente o potencial do CBG.

Por fim, cabe destacar que o perfil multifacetado do CBG, com efeitos
anticonvulsivantes, neuroprotetores, anti-inflamatérios e pré-plasticidade — o
posiciona como um candidato bem promissor para novas terapias em epilepsias
refratarias, especialmente aquelas associadas a dano hipocampal. Contudo, a
individualizagdo de protocolos, o monitoramento de efeitos paradoxais e a avaliagéao
do impacto a longo prazo permanecem desafios essenciais para sua aplicagdo clinica

segura e eficaz.
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Tabela 5 - Sintese comparativa dos efeitos do CBG nos modelos de epilepsia
induzida por PTZ e PILO

Aspecto Modelo PTZ Modelo PILO Efeito do CBG
Agonista Modulagéo de
i Antagonista muscarinico (M1); CB1/CB2, canais
Alvo farmacolégico . o
GABAA secundario TRPV1, calcio/sddio,
glutamatérgico sistemas multiplos
. Redugéo do “seizure
Cortical, Hipocampo,
) ) spread”, menor
Circuitos ativados  talamo, cortex, amigdala,
o recrutamento de redes
hipocampo via limbica o
patologicas
Crises agudas, Status epilepticus Aumento do limiar
rapidas, ténico- prolongado, crises convulsivo, atraso e

Padrao de crise

clénicas, focais e mitigagdo da gravidade
auséncia generalizadas das crises
. Predominio de
Rapida, alta Lenta, cronica, ) _
Progressao _ . manifestagbes  leves,
letalidade, dano hipocampal, o
comportamental o menor frequéncia de
SUDEP recorréncia o
estagios altos
Perda de Degeneragao Possivel estimulo a
interneurénios  CA1/CA3/dentado, plasticidade, redugao de
Plasticidade/Leséao _ _ B
GABAérgicos, gliose, lesao
dano difuso neurodegeneragao
Alta,
especialmente _ Reducado significativa
Impacto na Alta em SE nao
em doses nas doses de CBG 100
mortalidade tratado
elevadas de mg/kg
PTZ
Variagao do
Possivel  menor _ B
efeito com _ Dose baixa pode nao
Pontos de _ efeito do CBG em _ S
. dose; janela _ ser eficaz ou até pro-
divergéncia o SE muito severo _
terapéutica . convulsivante;
ou crénico
estreita

Fonte: elaborado pelo autor, 2025.
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8. Conclusao

O presente estudo demonstrou que o canabigerol (CBG) parece exercer efeitos
benéficos significativos em modelos experimentais distintos de epilepsia, modulando
tanto os parédmetros comportamentais quanto histologicos relacionados a indugao de
crises convulsivas. A utilizagdo combinada dos modelos de PTZ e PILO permitiu
avaliar a acdo do CBG em diferentes fases e mecanismos da epileptogénese,
revelando sua capacidade de aumentar o limiar convulsivo, retardar a progresséo das

crises, reduzir a gravidade dos eventos ictais e preservar a morfologia hipocampal.

As doses intermediaria e alta de CBG (30 e 100 mg/kg) apresentaram maior eficacia,
com destaque para a redugao da mortalidade, a menor incidéncia de crises graves, a
contencdo da neurodegeneracédo aguda e a modulagado favoravel da resposta glial.
Esses achados sdo compativeis com a hipbétese de que o CBG atua em multiplos
niveis do sistema nervoso central, incluindo a regulagéo da excitabilidade neuronal,
da inflamacdo, da integridade da barreira hematoencefalica e da plasticidade

sinaptica.

Embora os experimentos tenham se concentrado na fase aguda pods-status
epilepticus, os resultados obtidos apontam para um potencial do CBG como agente
neuroprotetor e sutilmente anticonvulsivante, com possivel aplicacdo em casos de
epilepsia refrataria. As observagdes de resposta diferencial entre sexos, bem como a
dependéncia dose-resposta, reforcam a necessidade de abordagens individualizadas

e da padronizagao de protocolos para futuras investigacoes.

Em perspectiva, a continuidade dos estudos com CBG deve contemplar
modelos crbnicos, avaliagdes funcionais e comportamentais de longo prazo, além da
exploracao de suas vias moleculares de agcdo. Dada sua multifuncionalidade e perfil
nao-psicoativo, o CBG surge como uma promissora alternativa terapéutica no cenario
da epilepsia, especialmente nas formas de dificil controle, com potencial de impactar

Nnao apenas a supressao das crises, mas também a qualidade de vida dos pacientes.
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10. Anexos

ANEXO | — Comite de Etica

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

CEUA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

COMPROVANTE

Comprovamos o recebimento da solicitagdo de uso de animais para o projeto intitulado "Efeitos de diferentes
dosagens do Canabigerol (CBG) durante crises epilépticas: analise de comportamento animal e da morfologia e
mortalidade neuronal.", protocolo do CEUA: 42/2024 sob a responsabilidade de Victor Rodrigues Santos que envolve
a produgéo, manutengéo e/ou utilizagéo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o
homem) para fins de pesquisa cientifica (ou ensino).

Belo Horizonte, 28/02/2024.
Atenciosamente,

Sistema Solicite CEUA UFMG
https://aplicativos.ufmg.br/solicite_ceua/

Universidade Federal de Minas Gerais
Avenida Anténio Carlos, 6627 — Campus Pampulha
Unidade Administrativa Il — 2° Andar, Sala 2005
31270-901 — Belo Horizonte, MG — Brasil
Telefone: (31) 3409-4516
www.ufmg.br/bioetica/ceua - cetea@prpg.ufmg.br




ANEXO 2 — Escala Erum et al., 2019

Racine score

EEG correlate

-1 Normal Baseline

Wake rhythm (8-12 Hz)

0 Whisker trembling

EEG slowing, increased

Degree of severity

1 Sudden behavioral arrest amplitude, intermittent
spike-wave discharges

2 Facial jerking

3 Neckjerks Shlarp splkes,'followed by
spike-wave discharges
High frequency, small

4 Clonic seizure (sitting) amplitude rhtyhmic waves.

Almost indistinguishable from
active wake EEG.

Clonic, tonic-clonic seizure
(lying on belly)

Clonic, tonic-clonic seizure
(lying on side) &
wild jumping

High-amplitude polyspikes,
spike-wave discharges

Tonic extension, possibly
leading to respiratory arrest
and death

EEG trace appears almost flat.
However, there is still some
electricactivity left. If the
animal dies, electrical activity
gradually diminshes.

—
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ANEXO 3 — Escala Racine, 1972
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TABLE 9.3 Scoring System for Focal Seizures With
Secondary Generalization IlI: Kainic Acid-Pilocarpine-
Induced Seizures

Seizure Righting | Structures
Stage | Behavioral Expression Reflex Involved
1 Staring with mouth clonus Limbic
2 Automatisms (WDS, structures
scratching?)
Unilateral forelimb clonus Other
4 Bilateral forelimb clonus | Preserved | forebrain
_ ' regions
Bilateral forelimb clonus (neocortex,
with rearing and falling thalamus,
basal
ganglia)
6? Tonic—clonic seizure Lost Brainstem

aStages more occurring in developing animals rather than in adults.



