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RESUMO 

 

 

ASSOCIAÇÃO ENTRE Β-CARIOFILENO E PREGABALINA APRESENTA AÇÃO 

ANTICONVULSIVANTE AGUDA EM MODELO DE CRISES EPILÉPTICAS 

INDUZIDAS POR PENTILENOTETRAZOL EM RATOS 

 

 

AUTORA: Karine Gabriela da Costa Sobral 

ORIENTADOR: Mauro Schneider Oliveira 

COORIENTADORA: Tuane Bazanella Sampaio 

 

 

A epilepsia é uma doença neurológica crônica caracterizada por crises epilépticas recorrentes. 

No entanto, os anticonvulsivantes atuais são ineficazes em quase um terço dos pacientes além 

de causar efeitos adversos. O beta-cariofileno é um agonista dos receptores canabinóides do 

tipo 2 que exibe atividades antioxidantes, antiinflamatórias e neuroprotetoras. A pregabalina é 

um anticonvulsivante usado como adjuvante no tratamento da epilepsia. Dado que a resistência 

aos medicamentos é cada vez mais frequente em pacientes com epilepsia, testamos a hipótese 

de que o beta-cariofileno associado à pregabalina apresenta efeito anticonvulsivante em um 

modelo de crises agudas induzida por pentilenotetrazol (PTZ) em ratos. Além disso, foi 

avaliado o possível efeito neuroprotetor da associação farmacológica no córtex frontal. Para 

tanto, ratos Wistar machos adultos foram submetidos a cirurgia estereotáxica para implantação 

de um eletrodo para conexão ao aparelho de eletroencefalograma. Os animais foram 

organizados em 8 grupos onde receberam os seguintes tratamentos: (i) beta-cariofileno 100 mg 

/ kg, i.p .; (ii) pregabalina 40 mg / kg, i.p .; (iii) PTZ 60 mg / kg, i.p .; e / ou seus veículos com 

intervalo de 30 minutos entre cada administração e observados por 15 minutos após o último 

tratamento. Latência para crises mioclônicas, tônico-clônicas, duração e pontuação das crises 

foram medidas. Nossos resultados demonstraram que o beta-cariofileno em combinação com 

pregabalina aumenta a latência para o início das crises mioclônicas e tônico-clônicas induzidas 

por PTZ, bem como reduz a duração e o escore dessas crises. Esses dados foram corroborados 

pelo registro eletroencefalográfico. Em relação às análises moleculares, as crises epilépticas 

induzidas por PTZ causaram uma redução nos níveis do fator 2 relacionado ao eritroide 2 

(Nrf2), que não foi evitada pelo tratamento combinado de beta-cariofileno com pregabalina. 

Digno de nota, níveis reduzidos de proteína glial fibrilar ácida (GFAP), c-Fos e 3-NT foram 

observados em animais que receberam ambos os tratamentos. Esses resultados são 

possivelmente devido a uma interação do tipo adição entre as duas substâncias. No entanto, 

estudos adicionais são necessários para investigar como esses achados são clínicos, bem como 

seus componentes subjacentes. 

 
Palavras-chave: beta-cariofileno, pregabalina, epilepsia, neuroproteção, agonista canabinóide tipo 2 
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ABSTRACT 

 

 

EVALUATION OF ANTICONVULSIVE ACTIVITY OF ΒETA-

CARYOPHYLLENE IN ASSOCIATION WITH PREGABALIN IN A SEIZURE 

MODEL IN RATS 

 

 

AUTHOR: Karine Gabriela da Costa Sobral 

ADVISOR: Mauro Schneider Oliveira 

CO-ADVISOR: Tuane Bazanella Sampaio 

 

 

Epilepsy is a chronic neurological disease characterized by recurrent seizures. However, current 

anticonvulsants are ineffective in nearly a third of patients and can cause adverse effects. Beta-

caryophyllene is agonist of type 2 cannabinoid receptors, which exhibits antioxidant, anti-

inflammatory and neuroprotective activities. Pregabalin is an anticonvulsant used as an adjunct 

in the treatment of epilepsy. Given the fact that drug resistance is increasingly frequent in 

patients with epilepsy, we tested the hypothesis that the beta-caryophyllene associated with 

pregabalin exhibits anticonvulsant effect in a model of acute seizures induced by 

pentylenetetrazol (PTZ) in rats. Furthermore, the possible neuroprotective effect of the 

pharmacological association in the frontal cortex were evaluated. For this purpose, adult male 

Wistar rats were connected to the electroencephalogram equipment, where they received the 

following treatments: (i) beta-caryophyllene 100 mg / kg, i.p.; (ii) pregabalin 40 mg / kg, i.p.; 

(iii) PTZ 60mg / kg, i.p.; and/or their vehicles with a 30-minute interval between each 

administration and observed for 15 minutes after the last treatment. Latency for myoclonic, 

tonic-clonic seizures, duration and seizure score were measured. Our results demonstrated that 

beta-caryophyllene in combination with pregabalin increases the latency to onset of PTZ-

induced myoclonic and tonic-clonic seizures, as well as reducing the duration and score of these 

crises. These data were corroborated by the electroencephalographic recording. Regarding 

molecular analyses, PTZ-induced seizures caused a reduction in the Nuclear Factor erythroid 

2-related factor 2 (Nrf2) levels, which was not prevented by the combined treatment of beta-

caryophyllene with pregabalin. Of note, decreased levels of glial fibrillary acidic protein 

(GFAP), c-Fos and 3-NT was observed in animals that received both treatments. These results 

are possibly due to an addition-type interaction between both substances. However, additional 

studies are examined to investigate how clinical these findings are, as well as their underlying 

components. 

Keywords: beta-caryophyllene, pregabalin, epilepsy, neuroprotection, type 2 cannabinoid agonist 
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1. INTRODUÇÃO 

 

A epilepsia é uma doença neurológica que afeta cerca de setenta milhões de pessoas no 

mundo (WHO, 2019). Sua principal característica é a presença de crises epilépticas espontâneas 

e recorrentes com ocorrência transitória de sinais e / ou sintomas devido à atividade neuronal 

anormal excessiva ou síncrona no cérebro. De acordo com a manifestação inicial da crise, 

podem ser classificadas como focais, generalizadas ou de início desconhecido (FISHER et al., 

2017). O aumento da excitabilidade neuronal e a diminuição da inibição dessa excitabilidade, 

características das crises epilépticas, induzem a produção excessiva de espécies reativas de 

oxigênio (EROs), tornando o cérebro vulnerável a danos oxidativos e ao desenvolvimento de 

novas crises que também podem levar a lesões e morte celular (HALLIWELL, 2006). 

O tratamento da epilepsia está focado no controle das crises por meio de medicamentos 

anticonvulsivantes. No entanto, cerca de 30% dos pacientes permanecem refratários, mesmo 

com o uso de politerapia (JAFARPOUR et al., 2019). A pregabalina (PGB) é um exemplo de 

anticonvulsivante usado como adjuvante no tratamento da epilepsia. Sua estrutura molecular é 

semelhante à da gabapentina e seu mecanismo de ação é baseado em sua ligação à subunidade 

α2-δ do canal de cálcio dependente de voltagem, reduzindo o influxo de cálcio no terminal 

neuronal que determina seus efeitos analgésico, ansiolítico e anticonvulsivante (TAYLOR; 

ANGELOTTI; FAUMAN, 2007) 

Uma vez que a monoterapia não é eficaz para todos os pacientes e que a politerapia pode 

causar efeitos adversos e alterações cognitivas , a descoberta de novos compostos com melhor 

eficácia e perfil de segurança é de fundamental importância (LÖSCHER et al., 2020). Nesse 

contexto, os agonistas canabinoides têm sido eficazes no tratamento da epilepsia (MIZIAK et 

al., 2019). O β-cariofileno (BCP) é um sesquiterpeno bicíclico natural encontrado em muitas 

plantas, e devido à sua ligação aos receptores canabinoides tipo 2 (CB2R) (ZHENG; KENNEY; 

LAM, 1992) exibe várias atividades biológicas, incluindo anti-inflamatória (GERTSCH et al., 

2008) antinociceptiva, anestésica local (GHELARDINI et al., 2001), propriedades ansiolíticas 

e antidepressivas (BAHI et al., 2014) e anticonvulsivante (OLIVEIRA et al., 2016). 

Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de um canabinoide natural (BCP) 

associado a um anticonvulsivante convencional (PGB) frente as crises epilépticas induzidas por 

pentilenotetrazol (PTZ) em ratos. Para isso, foram analisados parâmetros eletroencefalográficos 

(EEG), comportamentais e moleculares.  
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 EPILEPSIA 

 

A epilepsia é uma doença neurológica crônica, não transmissível, que afeta cerca de 70 

milhões de pessoas em todo o mundo (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2019). A 

definição e classificação correta desta doença é crucial para o diagnóstico e desenvolvimento 

de novos tratamentos. Até o momento, não há cura para a epilepsia, no entanto ela pode ser 

considerada resolvida em alguns indivíduos. Por exemplo, pacientes com o diagnóstico de uma 

síndrome epiléptica dependente da idade que ultrapassaram a idade aplicável ou aqueles que 

permaneceram livres de crises nos últimos 10 anos, sem uso de anticonvulsivantes nos últimos 

5 anos (FISHER et al., 2014). 

Neste tópico, será abordado a definição atual da epilepsia de acordo com a Liga 

Internacional contra a Epilepsia (ILAE), sua etiologia, classificação, epidemiologia no Brasil e 

no mundo.   

 

2.1.1 Definição 

 

A epilepsia foi definida inicialmente em 2005, quando ainda era considerada uma 

“desordem ou distúrbio cerebral, vinculado a ocorrência de apenas uma crise epiléptica não 

provocada”(FISHER et al., 2005).Tal definição criava muitas dúvidas aos pesquisadores e 

médicos, tendo em vista que o termo “desordem” pode ser mal compreendido pelo público 

minimizando a gravidade da epilepsia. Além disso, percebeu-se que a ocorrência de uma única 

crise epiléptica não tornava o indivíduo portador da epilepsia, pois estima-se que até 10% das 

pessoas em todo o mundo tenha ao menos uma crise durante a vida (FISHER, 2015).  

Sendo assim, em 2014 a ILAE atualizou o conceito de epilepsia com o intuito de facilitar 

o diagnóstico desta. A epilepsia passou a ser definida como a ocorrência de (i) ao menos duas 

crises espontâneas – não provocadas por febre, insultos agudos ao sistema nervoso central 

(SNC) ou desequilíbrios tóxico-metabólicos graves - em um intervalo de pelo menos 24 horas; 

(ii) uma crise não provocada (ou reflexa) e uma probabilidade de novas crises semelhante ao 

risco de recorrência em geral (pelo menos 60%) após duas crises não provocadas, ocorrendo 

nos próximos 10 anos; ou (iii) o diagnóstico de uma síndrome epiléptica (FISHER et al., 2014).  
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2.1.2 Causas  

 

Embora muitos mecanismos estejam envolvidos na fisiopatologia da epilepsia, a causa 

da doença ainda é desconhecida em cerca de 50% dos casos em todo o mundo. As causas da 

epilepsia podem ser divididas nas seguintes categorias: estruturais, genéticas, infecciosas, 

metabólicas, imunológicas e desconhecidas (BERG; SCHEFFER, 2011). Alguns exemplos 

etiológicos em epilepsia incluem: 

 

• Lesão cerebral associada a condições pré-natais ou perinatais, como hipóxia ou 

trauma durante o nascimento e baixo peso ao nascer; 

• Anomalias congênitas ou condições genéticas com malformações cerebrais 

associadas; 

• Trauma cranioencefálico 

• Derrame com restrição de oxigênio para o cérebro; 

• Infecções no SNC, como meningite, encefalite ou neurocisticercose, 

• Certas alterações genéticas como canalopatias (alterações nos canais controlados 

por nucleotídeos) 

• Tumor cerebral. 

 

2.1.3 Epidemiologia  

 

Globalmente, cerca de cinco milhões de pessoas são diagnosticadas com epilepsia a cada 

ano, sendo que quase 80% destes pacientes vivem em países de baixa e média renda (WORLD 

HEALTH ORGANIZATION, 2019). Isso se deve, provavelmente, ao aumento do risco de 

doenças endêmicas que afetam o SNC como malária e neurocisticercose, maior incidência de 

trauma cranioencefálico devido a acidentes de trânsito, infraestrutura médica, disponibilidade 

de programas preventivos de saúde e cuidados acessíveis (BEGHI, 2020). 

No Brasil há poucos estudos sobre prevalência e incidência de epilepsia. Tendo em vista 

que a população estimada atualmente no Brasil pelo IBGE é de 211,8 milhões de pessoas, e 

baseando-se nos estudos internacionais, poderíamos então inferir aproximadamente 402 mil 

casos novos ao ano (estimativa de incidência anual de 190/100.000), 2,1 milhões de pessoas 

com epilepsia ativa (estimativa de 1% de prevalência pontual) e 10,6 milhões de pessoas que já 
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apresentaram crises epilépticas alguma vez nas suas vidas  (IBGE, 2020; NETO; 

MARCHETTI, 2005). 

2.2 CRISES EPILÉPTICAS 

 

As crises epilépticas podem ser consideradas como a principal caraterística para 

diagnóstico da epilepsia. Neste tópico, será abordado a classificação correta e atualizada desse 

sintoma, bem como uma breve revisão sobre sua fisiopatologia, importantes marcadores 

moleculares e o modelo considerado padrão ouro para pesquisa de novos anticonvulsivantes. 

 

2.2.1 Definição e classificação 

 

A ILAE, por meio da Comissão de Classificação e Terminologia, classifica uma crise 

epiléptica como “uma ocorrência transitória de sinais e / ou sintomas devido a atividade 

neuronal anormal excessiva ou síncrona no cérebro” (FISHER et al., 2017). A figura 1 

esquematiza a classificação atual dos diferentes tipos de crises, de acordo com a atualização da 

ILAE. 

 

Figura 1- Classificação das crises epilépticas (nº licença: 5135660605615) 

 
Fonte: Adaptado de Fisher et al. ( 2017) 
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As crises são classificadas primeiramente como focais, generalizadas ou de início 

desconhecido, referindo-se à manifestação inicial da crise. As crises de início focal podem ser 

então classificadas como perceptivas (quando não há perda de consciência) ou disperceptivas 

(quando há perda de consciência). Além disso, as crises focais também podem ser 

subclassificadas de acordo com sinais e sintomas motores ou não motores de início de crise 

(FISHER et al., 2017). 

As crises generalizadas são assim chamadas por originarem-se nas redes neurais de 

ambos os hemisférios (direito e esquerdo), e podem ser divididas em crises motoras e não 

motoras, sendo a segunda conhecida como crises de ausência. É comum que durante uma crise 

generalizada a consciência do paciente seja prejudicada. As crises motoras de início 

generalizado podem ser classificadas como: tônico-clônicas, clônicas, tônicas, atônicas, 

mioclônicas, mioclônica-tônico-clônicas, mioclônicas- atônicas e espasmos epilépticos. Já as 

crises não motoras de início generalizado são classificadas como crises de ausência típicas ou 

atípicas (por exemplo, com início ou término menos abruptos ou com alterações anômalas do 

tônus), convulsões mioclônicas e mioclonia palpebral (FISHER et al., 2017). 

É importante ressaltar que a força tarefa recomenda que uma crise só pode ser 

classificada como de início focal ou generalizado quando há um alto grau de confiança, caso 

contrário classifica-se a crise como sendo de início desconhecido. Tais crises podem apresentar 

espasmos motores, não motores, tônico-clônicos, epilépticos e parada comportamental, e mais 

tarde pode ser classificada como de início focal ou generalizado (FISHER et al., 2017). 

 

2.2.2 Fisiopatologia e alterações moleculares  

 

Existem diferentes mecanismos para explicar como as crises epilépticas iniciam, sendo 

o desequilíbrio entre a excitação e a inibição dos neurônios o mais aceito (CARDOZO, 2016). 

Em situações de repouso, há uma alta concentração de potássio intracelular e uma alta 

concentração de sódio extracelular, que somados a outros íons  culminam em um potencial 

transmembrana líquido de -60 mV (CARDOZO, 2016). Sendo assim, o potencial de repouso é 

um estado de equilíbrio eletroquímico em que não há disparo neuronal. Por outro lado, quando 

há uma mudança no potencial de membrana ocorre a abertura dos canais de sódio, iniciando-se 

assim o processo de despolarização e geração do potencial de ação, sendo essencial para a 

comunicação neuronal no SNC. Portanto, qualquer alteração neste equilíbrio eletroquímico 

pode causar  despolarização e promover uma excitabilidade anormal, contribuindo para o 
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desenvolvimento de novas crises e, consequentemente, a epileptogênese (FARRELL; WOLFF; 

TESKEY, 2017). As principais alterações abordadas neste tópico estão ilustradas na figura 5. 

 

2.2.2.1 Envolvimento astrocitário 

 

Evidências crescentes sugerem que alterações na função dos astrócitos contribuem para 

o desenvolvimento da epilepsia (BINDER; STEINHÄUSER, 2021; BOISON; 

STEINHÄUSER, 2018; SANZ; GARCIA-GIMENO, 2020). Os astrócitos são células gliais 

que executam uma gama de funções essenciais para o desenvolvimento e fisiologia do sistema 

nervoso participando da homeostase iônica, metabolismo energético, formação de redes 

sinápticas e modulação da transmissão sináptica (FREEMAN, 2010). 

Porém, durante uma crise epiléptica pode ocorrer a formação de astrócitos reativos, 

processo denominado astrogliose ou astrogliose reativa (ESCARTIN; GUILLEMAUD; 

CARRILLO‐DE SAUVAGE, 2019). Os astrócitos reativos apresentam mudanças marcantes na 

sua forma e função, que são frequentemente mensurados pelos níveis da proteína ácida fibrilar 

glial do filamento intermediário (GFAP). Devido a alterações na expressão de canais e 

receptores, estes astrócitos podem contribuir para o aumento da excitabilidade neuronal e para 

o desenvolvimento da epilepsia (HUBBARD et al., 2016). 

 

2.2.2.2 Hiperexcitabilidade neuronal e estresse oxidativo 

 

O aumento da excitabilidade neuronal induz a ativação de genes precoces imediatos 

(GPIs), como o proto-oncogene c-Fos, que desencadeiam a expressão de outros genes 

responsáveis por alterações a longo prazo nos neurônios (SZYNDLER et al., 2009). A 

expressão de c-Fos é elevada de forma rápida e transitória durante as crises epilépticas e por 

isso é comumente utilizado para avaliar a atividade neuronal após estímulos externos como é o 

caso do modelo de crises epilépticas induzidas por PTZ (NEHLIG, 1998).  

Uma das principais consequências da alta excitabilidade provocada pelas crises 

epilépticas é a produção excessiva de EROs e espécies reativas de nitrogênio (ERNs) que 

tornam o cérebro vulnerável ao dano oxidativo e ao desenvolvimento de novas crises, podendo 

também levar a injúria e morte celular (HALLIWELL, 2006). Para manter o equilíbrio redox 

fisiológico, as células são dotadas de uma série de mecanismos de defesa antioxidante, tanto 

enzimáticos como não enzimáticos. Neste sentido, a transcrição dessas proteínas citoprotetoras 

é controlada pelo Fator Nuclear eritroide 2 relacionado ao fator 2 (Nrf2), que desempenha um 
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papel central na regulação do estado redox celular regulando mais de 200 genes envolvidos nos 

mecanismos de defesa antioxidante, citoproteção, metabolismo intermediário e função 

mitocondrial, sendo considerado um potencial alvo terapêutico para muitas doenças 

neurológicas, incluindo a epilepsia (WANG et al., 2014). 

No entanto, quando a produção de EROs e ERN ultrapassa a capacidade de controle dos 

mecanismos de defesa antioxidante, temos o estado de estresse oxidativo. As EROs contribuem 

para o dano oxidativo de proteínas, resultando em modificações estruturais irreversíveis, como 

a introdução de grupamentos carbonil em resíduos de aminoácidos (carbonilação) e a 

nitração/nitrosilação destas (resíduos de tirosina de proteínas sofrem ataque por ONOO-) 

(FEDOROVA; BOLLINENI; HOFFMANN, 2014; PEARSON-SMITH; PATEL, 2017). Tais 

alterações induzem perda de função proteica, que resulta em um aumento da susceptibilidade 

do neurônio à neurodegeneração e eventos deletérios subcelulares que promovem a 

epileptogênese (FEDOROVA; BOLLINENI; HOFFMANN, 2014). 

 

Figura 2. Alterações moleculares decorrentes das crises epilépticas 

Fonte: Autora (2021) 

 

2.2.3 Modelo de crises epilépticas: Pentilenotetrazol  

 

O PTZ é uma substância pró-convulsivante que age como antagonista do receptor ácido 

gama aminobutírico (GABA)A., suprimindo a função das sinapses inibitórias, resultando em um 

aumento da atividade neuronal. Muitos anticonvulsivantes foram descobertos por meio deste 

teste, como etossuximida, trimetadiona e valproato, assim como os benzodiazepínicos e 

barbitúricos, por exemplo (LÖSCHER, 2009). 
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Ademais, este modelo pode ser utilizado tanto para induzir crises epilépticas agudas, 

como em modelos de epilepsia, tendo em vista que se utilizado cronicamente pode induzir o 

aparecimento de crises epilépticas espontâneas recorrentes (SCHMIDT, J., 1987). Portanto, as 

doses administradas variam de acordo com o objetivo do trabalho. Por exemplo, quando o 

objetivo é induzir uma única crise epiléptica, doses baixas de 20 a 40 mg/kg, de PTZ 

administradas intraperitonealmente resultam em crises do tipo ausência, enquanto doses 

maiores (acima de 40mg/kg) podem resultar em crises clônicas, tônicas e tônico-clônicas 

(LÖSCHER, 2009).  

No entanto, para que um protocolo seja considerado um modelo de epilepsia é 

necessário que o animal apresente crises epilépticas que evoluam espontaneamente após um 

período latente pós-insulto ou dentro de um período de desenvolvimento consistente com a 

condição humana (BARKER-HALISKI; STEVE WHITE, 2020). Nestes casos, utiliza-se o 

modelo chamado “kindling químico” onde o PTZ é injetado de forma sequencial ao longo de 

vários dias, até que o animal apresente crises espontâneas, favorecendo o estudo da 

fisiopatologia e epileptogênese (SHIMADA; YAMAGATA, 2018). 

2.3 TRATAMENTO FARMACOLÓGICO 

 

Nos últimos anos, novos fármacos anticonvulsivantess (AEDs) foram lançados no 

mercado, porém, apesar da liberação de um novo agente farmacológico quase anualmente, a 

epilepsia permanece não controlada em um terço dos pacientes (GOLYALA; KWAN, 2017). 

Os pacientes que não respondem a um mínimo de dois AEDs são considerados pacientes 

refratários, ou seja, que apresentam resistência farmacológica (PANEBIANCO et al., 2019).  

A epilepsia não controlada está associada a uma pior qualidade de vida, aumento de 

comorbidades físicas e psicológicas e aumento do risco de morte súbita inexplicada (SUDEP) 

(SILLS; ROGAWSKI, 2020). Portanto, neste tópico serão abordados os principais mecanismos 

de ação dos AEDs, dentre eles a PGB - um AED novo utilizado como adjuvante em pacientes 

com epilepsia refratária - bem como alguns fatores que contribuem para o entendimento da 

resistência farmacológica. 

 

2.3.1 Fármacos anticonvulsivantes 

 

Os AEDs têm como principal objetivo a prevenção da ocorrência de crises epilépticas, 

embora não haja evidências de que eles tenham propriedades modificadoras da doença. Tais 
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fármacos atuam, basicamente, por quatro mecanismos diferentes:(1) modulação de canais de 

sódio dependentes de voltagem (por exemplo, fenitoína, carbamazepina, lamotrigina), canais 

de cálcio dependentes de voltagem (por exemplo etossuximida) e canais de potássio 

dependentes de voltagem (por exemplo, retigabina); (2) aumento da neurotransmissão inibitória 

mediada por GABA (por exemplo, benzodiazepínicos, tiagabina, vigabatrina); (3) atenuação da 

neurotransmissão excitatória mediada pelo glutamato (por exemplo, perampanel); e (4) 

modulação da liberação de neurotransmissores por meio de uma ação pré-sináptica (por 

exemplo, levetiracetam, brivaracetam, gabapentina, pregabalina) (ROGAWSKI; LÖSCHER; 

RHO, 2016). 

 Como resultado principal da ação destes fármacos, ocorre a modificação das 

propriedades de excitabilidade intrínseca dos neurônios ou alteração da neurotransmissão 

inibitória ou excitatória rápida, reduzindo a capacidade dos neurônios de disparar potenciais de 

ação em alta taxa e reduzindo a sincronização em conjuntos neuronais localizados (GOLYALA; 

KWAN, 2017). 

 

2.3.1.1 Pregabalina  

 

A pregabalina (PGB) é um aminoácido relacionado ao ácido gama- aminobutírico 

(GABA), que devido a seus resultados promissores em vários modelos de crises epilépticas, 

como eletrochoque máximo, PTZ, bicuculina e pirotoxina foi aprovado na União Europeia e 

nos Estados Unidos entre os anos de 2004 e 2005, respectivamente, como terapia adjuvante em 

crises parciais refratárias (RYVLIN, 2008). 

Sua estrutura molecular é similar à do GABA e a da Gabapentina, no entanto, seu 

mecanismo de ação não parece estar relacionado ao GABA, conforme representado na figura 

4.  Por possuir uma alta afinidade com a subunidade α-2-δ -uma proteína auxiliar do canal de 

cálcio dependente de voltagem tipos P, Q e N  no SNC- a PGB  age reduzindo o influxo de 

cálcio no terminal neuronal e, consequentemente, reduzindo a liberação de neurotransmissores 

como glutamato, noradrenalina e substância P (DELAHOY; THOMPSON; MARSCHNER, 

2010). Acredita-se que esse mecanismo de ação também medeie seus efeitos ansiolítico e 

analgésico. Adicionalmente, a PGB também atua nos receptores AMPA (ácido α-amino-3-

hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropiônico), reduzindo indiretamente a liberação sináptica de 

noradrenalina (TAYLOR; ANGELOTTI; FAUMAN, 2007). 

Estudos clínicos revelam vantagens significativas da PGB quando comparada à 

gabapentina. Devido a algumas características farmacocinéticas e farmacodinâmicas, como a 
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melhor absorção pela via oral e maior potência (3 a 6 vezes maior), possui maior efetividade 

no controle de crises parciais com ou sem generalização secundária, em pacientes 

polimedicados ou com epilepsia decorrente de tumores cerebrais, neuropatia diabética dolorosa 

e neuralgia pós herpética, fibromialgia, transtorno de ansiedade generalizada, síndrome das 

pernas inquietas, entre outras (PANEBIANCO et al., 2019). 

 

Figura 3: Mecanismo de ação da pregabalina 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Autora (2021) 

 

2.3.1.2 Resistência farmacológica 

 

A resistência farmacológica consiste na persistência das crises epilépticas espontâneas 

e recorrentes quando o paciente utiliza corretamente os medicamentos e/ou quando se faz 

necessária a combinação de diferentes fármacos. Cerca de 30% dos pacientes com epilepsia 

possuem esta resistência, resultando em aumento de hospitalizações, visitas ao pronto-socorro, 

prejuízo significativo na qualidade de vida, impactando negativamente a produtividade, 

interrompendo as atividades diárias, como os estudos e o trabalho dos pacientes e cuidadores 

(JAFARPOUR et al., 2019). Além disso, crises epilépticas não são controladas especialmente 
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do tipo tônico-clônicas, são o principal fator de risco para SUDEP (RYVLIN; RHEIMS; 

LHATOO, 2019). 

A resistência farmacológica representa hoje um dos maiores desafios para o tratamento 

da epilepsia. Apesar de muitos anos de pesquisa, os mecanismos subjacentes à resistência aos 

medicamentos permanecem amplamente desconhecidos (LÖSCHER et al., 2020). 

Teoricamente, existem pelo menos três padrões clínicos de resistência, sendo eles: 1) 

Resistência ab initio, quando o paciente nunca apresenta liberdade das crises, desde o início da 

doença; 2) Resistência retardada, quando inicialmente o paciente fica livre das crises mas em 

um determinado momento elas retornam de forma incontrolável; e 3) Resistência flutuante, 

consistindo em um padrão crescente ou decrescente de controle das crises (SCHMIDT, D.; 

LÖSCHER, 2009). 

Alguns fatores clínicos também podem estar relacionados, como idade de início, 

epilepsia sintomática, neuroimagem anormal, eletroencefalografia anormal, histórico de retardo 

mental, distúrbios neuropsiquiátricos, convulsão febril prolongada e status epilepticus 

(KALILANI et al., 2018). Outros fatores de risco foram propostos e modelos de previsão de 

resistência aos medicamentos gerados, mas, como em muitos estudos nesta área, normalmente 

há uma falta de replicação e evidências robustas para muitas dessas sugestões. 

 

2.4 BETA-CARIOFILENO 

 

O BCP é um sesquiterpeno bicíclico volátil composto de lactona abundantemente 

encontrado nos óleos essenciais de muitas plantas comestíveis, incluindo especiarias como 

cravo (Syzygium aromaticum), orégano (Origanum vulgare), canela (Cinnamomum spp.), 

alecrim (Rosmarinus officinalis) e pimenta-do-reino (Piper nigrum). Além disso, é aprovado 

pela Food and Drug Administration (FDA) dos Estados Unidos  e agências europeias como 

aditivo alimentar, intensificador de sabor e agente aromatizante (CHICCA et al., 2014). 

Foi relatado existir em mais de mil plantas fornecendo ampla disponibilidade natural e 

acessibilidade. É também um dos mais importantes constituintes (cerca de 35%) do óleo 

essencial da Cannabis sativa L., importante fonte tradicional de canabinoides derivados de 

plantas ou fitocanabinoides (GHELARDINI et al., 2001).  
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2.4.1 Estrutura molecular  

 

O BCP concentra-se em praticamente todas as partes das plantas incluindo folhas, flores, 

raízes, rizomas, caules e cascas. Quimicamente, o BCP é conhecido como trans- (1R, 9S) -8-

Metileno-4,11,11 trimetilbiciclo (7.2.0) undeceno e também reconhecido por vários outros 

sinônimos, como cariofileno, trans-cariofileno, (-)-trans-cariofileno,   β- (E)-cariofileno e L-

cariofileno. Na natureza, o (E)-BCP é geralmente encontrado junto com pequenas quantidades 

de seus isômeros (Z)-β-caryophyllene [(Z)-BCP ou isocariofileno] e α-umuleno (ou alfa-

cariofileno) ou em mistura com seu produto de oxidação, óxido de BCP (figura 2). 

 

Figura 4-Estrutura molecular do BCP 

 

Fonte: Wikimedia Commons ( 2020) 

 

2.4.2 Características farmacocinéticas 

 

Por se tratar de uma molécula volátil e sensível a oxidação o BCP se oxida com 

facilidade quando exposto ao ar, formando o óxido de BCP. Como consequência, apresenta 

baixa solubilidade em meio aquoso afetando significativamente sua absorção no trato 

gastrointestinal, o que pode diminuir substancialmente sua biodisponibilidade e eficácia pela 

via oral (SANTOS et al., 2018).  

Entretanto, apresenta alta lipofilicidade representada por valores de log P 6,78, o que é 

indicativo de sua alta penetração através da barreira hematoencefálica e transferência 

placentária. Porém, ainda não existem estudos em humanos que determinem sua 

farmacocinética incluindo metabolismo e biodisponibilidade (SHARMA et al., 2016). 
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2.4.3 Características farmacodinâmicas 

 

Com base em suas propriedades variadas, o BCP pode ser considerado um agente 

multifuncional e polifarmacológico para fins terapêuticos de doenças complexas. Até o 

momento o BCP parece apresentar efeitos farmacológicos importantes como gastroprotetor, 

cardioprotetor, antioxidante, hepatoprotetor, nefroprotetor, anti-inflamatório, antimicrobiano, 

imunomodulador (MACHADO et al., 2018) e anticâncer (FIDYT et al., 2016).  

Resumidamente, foi relatado que o BCP regula a expressão e liberação de várias 

citocinas pró-inflamatórias, quimiocinas, fatores de crescimento, fatores de transcrição, genes, 

enzimas, moléculas de adesão, receptores,  proteínas de choque térmico e apoptose, bem como 

proteínas associadas ao ciclo celular, modula numerosos alvos moleculares em diferentes 

doenças e distúrbios alterando a expressão gênica além de vias de sinalização molecular e 

celular por interação direta com os alvos para impedir a progressão e o desenvolvimento de 

vários processos patológicos (SHARMA et al., 2016). 

Devido a sua capacidade de ligação aos CB2R, o BCP é cada vez mais estudado para o 

tratamento de doenças neurológicas como dor, ansiedade, epilepsia, depressão e doença de 

Alzheimer (PERTWEE, 2009). A seguir, pretende-se abordar seu mecanismo de ação baseado 

na ligação aos CB2R. 

 

2.4.3.1 Envolvimento com o receptor canabinoide tipo 2 

 

Existem dois tipos de receptores canabinoides sendo eles os receptores canabinoides 

tipo 1 (CB1R) e os receptores canabinoides tipo 2 (CB2R), ambos acoplados a proteína G. Os 

CB1R podem ser encontrados principalmente no sistema nervoso central (SNC), especialmente 

no hipocampo, gânglios da base e cerebelo (e, em menor extensão, no tálamo e tronco cerebral 

inferior), onde está localizado nas pré-sinapses excitatórias e inibitórias sendo o principal 

responsável pelos efeitos psicoativos do  Δ 9-tetrahidrocanabinol (THC) (MORANO et al., 

2020). 

Acreditava-se que o CB2R estaria confinado ao sistema nervoso periférico e às células 

do sistema imunológico, porém estudos recentes com  roedores e primatas sugerem que o CB2R 

também é expresso no cérebro e nos neurônios (JORDAN; XI, 2019). Estudos sugerem que os 

CB2R são induzidos em resposta a vários insultos como a hipóxia induzida por isquemia, dor 

crônica, doença de Alzheimer e esclerose múltipla (BASAVARAJAPPA et al., 2017; 



25 

 

PROSPÉRO-GARCÍA et al., 2019). Acredita-se que esta regulação positiva do CB2R do 

cérebro pode ter relação com efeitos neuroprotetores (MACHADO et al., 2018). 

Quando os CB2R são ativados, seja por endocanabinoides ou por ligantes exógenos, 

ocorre a ativação de uma cascata de sinalização mediada por Gαi / o resultando na inibição da 

adenil ciclase, ativação de quinases intracelulares (incluindo a via PI3K-Akt) e extracelulares 

reguladas por sinal (ERK) com supressão da atividade neuronal. O CB2R também interage com 

a via da MAP quinase (IBSEN; CONNOR; GLASS, 2017).   

O BCP é o primeiro ligante CB2R funcional derivado da Cannabis sativa com uma 

estrutura molecular diferente dos canabinoides clássicos. Assim, representa um composto 

promissor para o tratamento de muitas doenças neurológicas, dentre elas a epilepsia, por se 

tratar de um novo tipo de agonista seletivo para o CB2R (GERTSCH et al., 2008). 

Em estudos de modelagem computacional foi demonstrado que o anel ciclobutano 

presente na molécula do BCP se liga seletivamente ao sítio de ligação tetrahidrocano no CB2R, 

interagindo competitivamente com o mesmo local de ligação de THC, inibindo a produção de 

monofosfato de adenosina cíclica (cAMP). Além disso, o BCP parece ser um potente ativador 

da via Go, que leva à liberação de Ca2+ intracelular e também ativa as vias de sinalização 

mediadas por Erk1/2 e p38 (CAO; YANG; WANG, 2020; SHARMA et al., 2016). 
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3. OBJETIVO 

 

3.1 OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar o efeito anticonvulsivantes da associação do BCP com a PGB em um modelo 

experimental de crises epilépticas agudas em ratos, bem comoos possíveis mecanismos 

moleculares envolvidos. 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

a) Verificar se a associação do BCP com PGB atenua as crises epilépticas no modelo agudo de 

crises epilépticas induzidas por PTZ em ratos Wistar machos; 

 

b) Investigar os efeitos do tratamento com BCP em associação com PGB sobre parâmetros 

moleculares de excitabilidade neuronal, astrocítica e estresse oxidativo no córtex cerebral de 

ratos Wistar machos submetidos ao modelo agudo de crises epilépticas induzidas por PTZ; 
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4. ARTIGO CIENTÍFICO 

 

Os materiais e métodos, assim como resultados e a discussão que fazem parte desta 

dissertação estão apresentados na forma de artigo científico, intitulado “β-caryophillene and 

pregabalin association presents anticonvulsive action in an acute model of seizures induced by 

pentylenetetrazole” 

 Os procedimentos experimentais do presente artigo científico iniciaram-se após a 

obtenção da carta de aprovação do CEUA (comitê de ética na utilização de animais) da 

Universidade Federal de Santa Maria (ANEXO A). 
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Abstract 

 

Epilepsy is a common chronic neurological disease. The hallmark of epilepsy is recurrent, 

unprovoked seizures. Unfortunately, drug resistance is frequent in patients with epilepsy, and 

therefore improved therapeutic strategies are needed. In the present study, we tested the effect 

of pregabalin in association with beta-caryophyllene, an FDA-approved food additive and 

naturally occurring agonist of cannabinoid receptor subtype 2 against pentylenetetrazol (PTZ)-

induced seizures in rats. In addition, selected neurochemical parameters were evaluated in the 

cerebral cortex. Adult male Wistar rats received beta-caryophyllene (100 mg/kg), pregabalin 

(40 mg/kg) or their combination before PTZ (60 mg/kg). Appropriated vehicle-treated control 

groups were included for each treatment. Animals were monitored by video-EEG and the 

latency to myoclonic seizures, latency to tonic-clonic seizures, tonic-clonic seizure duration 

and overall seizure score were measured. Glial fibrillary acidic protein (GFAP) release, 

erythroid-related factor 2 (Nrf2), c-fos and 3-nytrotyrosine (3-NT) levels were evaluated in the 

frontal cortex. We found that beta-caryophyllene plus pregabalin increased the latency to PTZ-

induced myoclonic and tonic-clonic seizures and decreased the tonic-clonic seizure duration 

and overall seizure score. Interestingly, lower levels of GFAP, c-Fos and 3-NT were observed 

in animals receiving beta-caryophyllene and pregabalin treatments. Our results suggest a 

possible additive effect of beta-caryophyllene plus pregabalin against PTZ induced-seizures.  

 

Keywords: beta-caryophyllene, pregabalin, epilepsy, seizures, EEG 
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1.Introduction 

 

Epilepsy is one of the most prevalent neurological diseases and affects about seventy 

million people worldwide (World Health Organization, 2019). The most striking characteristic 

of epilepsy is the occurrence of seizures. These are defined as transient occurrence of signs 

and/or symptoms due to abnormal excessive or synchronous neuronal activity in the brain 

(Fisher et al., 2017). Indeed, seizures largely impact the quality of life of patients with and their 

families. In fact, considering several neurological diseases, epilepsy appears among those with 

the highest morbidity and mortality, according to the worldwide estimates of disability-adjusted 

life years in patients with epilepsy (World Health Organization, 2019). 

Pharmacological treatment of epilepsy is centered on seizure control with 

anticonvulsants. However, about 30% of patients remain refractory even with polytherapy 

(Löscher et al., 2020). In addition to insufficient seizure control, refractory patients present 

increased risk of side effects and negative drug interactions  (Löscher et al., 2020). Pregabalin 

(PGB) is an example of anticonvulsant used as add-on in the treatment of epilepsy. PGB binds 

to the α2-δ subunit of voltage-gated calcium channels, decreasing calcium influx and thus 

neuronal excitability, eventually eliciting analgesic, anxiolytic, and anticonvulsant effects 

(Taylor et al., 2007). 

Beta-caryophyllene (BCP) is a food additive approved for human use by the Food and 

Drug Administration (FDA) and has an excellent safety profile (Bastaki et al., 2020)In addition, 

this naturally occurring molecule is a selective full agonist at subtype 2 cannabinoid receptors 

(Gertsch et al., 2008). Interestingly, BCP displays several biological activities, including anti-

inflammatory (Gertsch et al., 2008) antinociceptive, local anesthetic (Ghelardini et al., 2001) 

anxiolytic, antidepressant and anticonvulsant properties (Bahi et al., 2014). For instance, it has 

been showed that BCP attenuates seizures induced by kainic acid pentylenetetrazol (PTZ) 

(Oliveira et al., 2016a) and maximal electroshock (Tchekalarova et al., 2018) in rodents.  

Since monotherapy is not effective for many patients and that polytherapy often causes 

adverse effects (Löscher et al., 2020), discovery of therapeutic alternatives with better efficacy 

and improved safety profile is crucial. In the present study we evaluated the effect a 

combination between BCP and PGB on the seizures induced by pentylenetetrazol (PTZ) in rats. 

We hypothesized that BCP and PGB would have additive beneficial effects on seizure activity. 

To test the hypothesis, electroencephalographical (EEG), behavioral and molecular parameters 

were analyzed. 
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2.Materials and methods 

 

2.1 Animals and reagents 

 

Male Wistar rats (100-130 g; 30-60 day-old) obtained from animal facility of the Federal 

University of Santa Maria (UFSM, Brazil) were used. Animals were housed in polypropylene 

cages (41 × 34 × 16 cm) and maintained in a room with controlled light (12:12 h light-dark 

cycle), temperature (24 ± 1 ºC) and humidity (55%). Animals had free access to filtered water 

and species appropriate food (Nuvilab®, Colombo, PR, Brazil). Rats were housed in groups of 

3 - 4 animals/cage with environmental enrichment. All experimental protocols were conducted 

with previous approval of the Ethics Committee for Animal Research of the Federal University 

of Santa Maria (7405310519/2019). 

PTZ (Sigma-Aldrich) was dissolved in 0.9% NaCl to 60 mg/mL. BCP (Sigma-Aldrich) 

was dissolved in 0.9% NaCl to 100 mg/mL containing 0.05% of Tween 80 and PGB was 

dissolved in 0.9 % NaCl to 40 mg/mL.  

 

2.2 Experimental design  

 

Animals were randomly divided into eight groups: I) Control (vehicle +  vehicle +  

vehicle, n = 5); II) BCP (BCP + vehicle + vehicle, n =4); III) PGB (vehicle + PGB + vehicle, n 

=6); IV) BCP + PGB (BCP + PGB + vehicle, n =5)  V) PTZ (vehicle + vehicle + PTZ, n =9); 

VI) BCP+PTZ (BCP + vehicle + PTZ, n =7); VII) PGB + PTZ (vehicle + PGB + PTZ, n =6); 

and VIII) BCP+PGB+PTZ (BCP + PGB + PTZ, n =7) (Figure 1).  

At the beginning of the experiment animals were placed in an acrylic cylinder (25 cm 

diameter. After thirty minutes of acclimatization, the animals received an intraperitoneal (i.p.) 

injection of BCP (100 mg/kg or its vehicle (NaCl 0.9% containing 5% Tween 80) (Oliveira et 

al., 2016a). Thirty minutes later, PGB (40 mg/kg, i.p.) or its vehicle (NaCl 0.9%) was 

administered (Hamada et al., 2018) Subsequently, after thirty minutes, rats received PTZ (60 

mg/kg, i.p.) or its vehicle (NaCl 0.9%) to induce the experimental model (Oliveira et al., 2016a) 

(Figure 1). Injection volumes were 1 ml/kg. Behavioral parameters were monitored for 15 min.  

Then, all animals were anesthetized with thiopental (125 mg/kg) and lidocaine (10 mg/kg) 

and transcardiac perfusion with saline was carried out. Brains were removed and the frontal 

cortices were dissected for molecular analyses.  
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2.3 Seizure analysis 

 

All experiments were conducted during the light phase of circadian cycle. Seizure 

behavior was monitored through a network camera (Axis Communications) placed near the 

acrylic cylinder. During 15 min after the PTZ injection, latency to myoclonic seizures, latency 

to generalized tonic-clonic seizures, and the duration of the first seizure were measured. An 

overall seizure score was calculated according to Ferraro et al. (1999).  

EEG was monitored in a subset of animals (n = 2-3 per group) through epidural 

electrodes. The procedures and hardware for electrode implantation and EEG recordings are 

described in detail elsewhere (Mello et al., 2020). 

 

2.4 Western blot and dot blot assays 

 

Western blot analysis was performed according to Funck et al. (2014) with some 

modifications. The frontal cortices were rapidly removed and homogenized on ice in tissue 

protein extraction reagent T-PER (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA) 

supplemented with EDTA and phosphatase inhibitors Cocktail (Thermo Fisher Scientific, 

Massachusetts, USA). Homogenates were then centrifuged at 10,000 × g at 4 °C for 10 minutes 

and the supernatant were kept for Western blot. Protein content was determined 

colorimetrically, using bovine serum albumin (BSA) as the standard, by the bicinchoninic acid 

method (Pierce BCA protein assay kit, Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA). Forty 

μg of total protein and pre-stained molecular weight standard (Sigma-Aldrich) were submitted 

to 10% SDS-polyacrylamide gel electrophoresis and transferred to 0.45 μm nitrocellulose 

membranes. These were blocked with 5% (w/v) BSA and incubated overnight at 4 ºC with 

primary antibodies for c-Fos (1:1000, SAB2100833) (Sigma-Aldrich), GFAP (1:500, sc-9065) 

(Santa Cruz Biotechnology) or Nrf2 (1:1000, Sc-722) (Santa Cruz Biotechnology). After 

washing, the membranes were incubated for 1 h at room temperature with peroxidase-linked 

secondary antibodies (1:10000, A0545 (Sigma-Aldrich) and developed for luminescence 

(Clarity ECL, Bio-Rad) in a ChemiDoc™ MP Image System (Bio-Rad). Protein 

Immunoreactivity was measured with ImageJ software. Ponceau S served as loading control 

(Romero-Calvo et al., 2010). 

To analyze the content of 3-nitrotyrosine (3-NT), the dot blot technique was performed 

according to Souza et al. (2018). In brief, an aliquot (1 µg) of T-PER supernatant was applied 

under vacuum to a 0.45 µm nitrocellulose membrane. Membranes were blocked with a 5% 
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(w/v) non-fat dry milk and incubated for 3 h at room temperature with primary antibodies for 

3-NT (1:200, A21285) (Thermo Fisher Scientific). After washing, the membranes were 

incubated for 1 h at room temperature with peroxidase-linked secondary antibodies (1:10000, 

A0545 (Sigma-Aldrich) and developed for luminescence (Clarity ECL, Bio-Rad) in a 

ChemiDoc™ MP Image System (Bio-Rad). Protein Immunoreactivity was measured with 

ImageJ software. 

 

2.5 Statistical analysis 

 

Data were analyzed by two-way or three-way analysis of variance (ANOVA) followed 

by post hoc Duncan's multiple comparison test when appropriate. Probability values less than 

0.05 (P <0.05) were considered statistically significant. All data are expressed as mean + 

standard error of the mean (S.E.M.). Statistical analyzes were performed using GraphPad Prism 

8.0 (GraphPad, San Diego, CA, USA) and Statistica 10.0 (StatSoft Inc., La Jolla, CA, USA) 

software. 

 

3. Results  

 

3.1 Behavioral and EEG findings 

 

To evaluate the potential additive anticonvulsant effect of BCP and PGB, we monitored 

the behavioral and EEG alterations during PTZ-induced seizures in rats. Importantly, two-way 

ANOVA revealed a significant interaction between PGB and BCP treatments on the latency to 

the first myoclonic seizure (Fig. 2A). Thus, animals that received both treatments (BCP + PGB) 

had a delayed onset of myoclonic seizures when compared to those of PTZ group or those that 

received only one of them (BCP or PGB), indicating the additive anticonvulsant effect of the 

association. In addition, post hoc analysis demonstrated that the BCP and PGB co-treatment 

increased the latency (Fig. 2B) and decreased the score of tonic-clonic seizure (Fig. 2D) when 

compared to animals that received only drug vehicles and PTZ. The score value was calculated 

according to Ferraro et al. (1999). Lastly, PGB displayed a main effect in all the behavioral 

parameters analyzed (Fig. 2A - 2D). Of note, EEG recordings (Fig. 2E – 2H) corroborated the 

behavioral findings. 

 

 



34 

 

3.2 Molecular findings 

 

In light of the anticonvulsant effect of BCP in association with PGB, molecular analyses 

were carried out in the frontal cortex aiming to understand the underlying mechanisms. In 

relation to astrocyte reactivity, three-way ANOVA revealed a main effect of BCP treatment and 

a trend of BCP + PGB co-treatment (p = 0.081) in reducing the GFAP immunocontent. Animals 

treated with BCP+PGB+PTZ displayed a significant decrease in the GFAP levels when 

compared to those from PTZ group, as shown in Fig. 3B. 

On the other hand, regarding antioxidant markers, we observed a main effect of the PTZ 

group in reducing the Nrf2 levels. However, neither the combined treatment (BCP+PGB) nor 

the only one of them were not enough to prevent this PTZ effect (Fig. 3C). Regarding the 

neuronal excitability assessed by c-Fos levels, three-way ANOVA revealed a significant 

interaction between the BCP, PGB and PTZ factors, demonstrating the potential 

neuroprotective of the BCP+PGB association (Fig. 3D). An important oxidative damage 

footprint is the nitration of tyrosine residues originating 3-NT. In this context, PTZ-induced 

seizures increased 3-NT levels, while BCP+PGB+PTZ group showed a significant reduction of 

this marker when compared to those from PTZ group (figure 3E). 

 

4. Discussion 

 

Our results reveal that the treatment with the combination of BCP+PGB protected against 

myoclonic and tonic-clonic seizures, since they presented an increase in the latency for the 

PTZ-induced seizures, as well as a shorter duration and low score in tonic-clonic seizure. Of 

note, the delay in the onset of seizures also occurred at the electrophysiological level.  

Furthermore, the treatment showed some beneficial properties in molecular analyses. 

The anticonvulsant effect of association between BCP and PGB was observed both against the 

PTZ-induced myoclonic and tonic-clonic seizures. The increase in the latency for the onset of 

seizures is indicative of a potential anticonvulsant effect (Alachkar et al., 2020). In addition, 

the ability to make the duration of crises shorter is relevance, since the longer the duration of 

the seizure, the greater the neuronal damage in patients. Similarly, the score of tonic-clonic 

seizure assesses the severity of the seizure (Lado et al., 2002). A low score indicates that the 

seizure was less aggressive and, consequently, poses a lower risk of severe and irreversible 

neurological damage (Ferraro et al., 1999). 
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BCP is a volatile bicyclic lactone compound sesquiterpene found abundantly in the 

essential oils of many edible plants (Chicca et al., 2014). It is also one of the most important 

constituents (about 35%) in marijuana essential oil (Cannabis sativa L.) (Ghelardini et al., 

2001). Due to its ability to bind to CB2R, it is increasingly studied for the treatment of 

neurological diseases such as pain, anxiety, depression, and epilepsy (Bahi et al., 2014; Pertwee, 

2009). In previous studies by our research group, it was observed that BCP presented protection 

against myoclonic crises in this same model of crises, however, in mice, it did not present 

protection against tonic-clonic crises (Oliveira et al., 2016b), Surprisingly, when combined with 

PGB, it provided protection against both crises, which shows that the combination is 

advantageous. 

PGB is an anticonvulsant used as adjuvant therapy in the treatment of focal epilepsy. Its 

mechanism of action is based on its affinity with the α2-δ subunit, an auxiliary protein of the P, 

Q and N voltage-dependent calcium channel in the CNS, reducing the influx of calcium in the 

neuronal terminal and, consequently, reducing the release of neurotransmitters such as 

glutamate, norepinephrine and substance P (Taylor et al., 2007). Considering that BCP and 

PGB act by different mechanisms, and that experimental data provide evidence that 

cannabinoid agonists, such as BCP, can modify the activity of some anticonvulsant drugs in 

rats, we believe that such effects found in our studies may be due to some pharmacological 

interaction between them (Miziak et al., 2019).  

Seizure activity can lead to neurodegeneration, contributing to disease progression 

(Ercegovac et al., 2010). Seizures can influence the appearance of severe morphological and 

biochemical changes in pre-existing astrocytes. In addition, migration of GFAP-positive 

astrocytes may occur close to the lesion or proliferation of a new population of astrocytes, being 

considered an important indicator of neurotoxicity and neuronal damage(Ajtai and Kálmán, 

1998). Importantly, our data demonstrated that the co-treatment with BCP+PGB reduced the 

GFAP levels in the cerebral cortex of animals when compared to those from PTZ group, 

probably indicating an attenuation of the astrocyte reactivity and, consequently, of the neuronal 

excitability. 

In a model of chronic astrogliosis, the animals developed spontaneous tonic-clonic attacks 

generated by neuronal hyperexcitability, suggesting an involvement between astrocytic 

pathways and the development of seizures (Robel et al., 2015). Therefore, we can suggest that 

our treatment attenuates the formation of reactive astrocytes, which is a mechanism that should 

be further explored as a possible anticonvulsant effect. This effect may be due to some 

mechanism still unknown to PGB or BCP. In a literature review, some studies show that the 
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PGB is able to reduce GFAP levels. However, in our study, it did not find this beneficial PGB 

effect on the GFAP levels, evidencing the  importance of BCP+PGB association (Daneshdoust 

et al., 2017; Nader et al., 2018). 

Thus, the increase in neuronal excitability induces the activation of immediate early genes 

(GPIs), such as the proto-oncogene c-Fos, commonly used to assess neuronal activity after 

external stimuli (Szyndler et al., 2009). We observed a significant reduction in c-Fos levels with 

BCP and PGB suggesting that such treatment may be beneficial in preventing epileptogenesis, 

since increased hyperexcitability favors excessive production of reactive oxygen species, in 

addition to make the brain vulnerable to oxidative damage and development of new crises 

(Halliwell, 2006; Nehlig, 1998). 

Also, we evaluated the levels of Nrf2, a key factor in the regulation of celular antioxidant 

response (Baird and Yamamoto, 2020). Herein, we found a main effect of PTZ, suggesting that 

as seizures decrease the antioxidant support, making the brain vulnerable to new crises, favoring 

disease progression. In fact, PTZ-induced seizures induced an increase in the 3-NT levels in the 

frontal cortex of rats. Of highlight, we observed a significant reduction in 3-NT levels after 

simultaneous administration of BCP with PGB, when compared to the PTZ group. 3-NT is 

considered a marker for protein nitration and is formed when protein tyrosine residues are 

attacked by ONOO- (Pearson-Smith and Patel, 2017). The treatment's ability to reduce this 

marker may be indicative of neuroprotection, as protein nitration induces post-translational 

modifications acting as mediators of deleterious subcellular events that promote epileptogenesis 

(Fedorova et al., 2014). 

 

5. Conclusion 

 

 Finally, our results suggest a better effect of PGB when combined with BCP in a PTZ-

induced acute crisis model. We believe that the combination of an anticonvulsant drug with a 

natural compound such as BCP is promising and beneficial for the treatment of refractory 

epilepsy, although more studies are needed. Our treatment appears to prevent myoclonic and 

generalized seizures and protect animals' brains from major neurological damage. 
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Figure legends 

 

 

 

Figure 1. Experimental design. Animals were subjected to stereotaxic surgery for electrodes 

implantation. Approximately 72 h after, EEG recordings begun. After thirty minutes of 

acclimatization, the animals received an intraperitoneal injection of BCP (100 mg / kg; i.p.) or 

its vehicle (NaCl 0.9%). Thirty minutes later, PGB (40 mg / kg, i.p.) or its vehicle (NaCl 0.9%), 

and thirty minutes later PTZ (60 mg / kg, i.p.) or its vehicle (NaCl 0.9%). All animals were 

observed for 15 min and immediately carried out for transcardial perfusion and frontal cortex 

dissection.  
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Figure 2. Effect of BCP (100 mg / kg; i.p.) plusand PGB (40 mg / kg; i.p.) on the behavioral 

(A-D) and EEG (E-H) parameters induced by PTZ -induced seizures (PTZ, 60 mg / kg; i.p.) in 

rats. (A) Latencyies for (A) myoclonic spasmsseizure, or (B) latency for generalized tonic-

clonic seizures, (C) Durations of tonic-clonic seizure, and (D) score of tonic-clonic seizure. 

Representative EEG recordings for (E) vehicle + vehicle plus + PTZ, (F) vehicle + PGB plus + 

PTZ, (G) BCP + vehicle plus + PTZ, and (H) BCP and + PGB plus + PTZ. The black arrows 

indicates the administration of PTZ, the white arrows indicate the begin of myoclonic seizures, 
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and the gray arrows indicate the begin of tonic-clonic seizure. Data are shown as mean + S.E.M. 

of 6 – 7 animals per group. The asterisk indicates a statistically significant difference from the 

vehicle treated group (*P < 0.05 vs vehicle + vehicle + PTZ group; @ P< 0.05 vs BCP + vehicle 

+ PTZ group; and & P < 0.05 vs vehicle + PGB + PTZ group). Statistical analyzes were 

performed using two-way ANOVA followed by post hoc analyzes using the dDuncan’s 

multiple comparison test. 

 

 

 

Figure 3. Effects of BCP (100 mg / kg, i.p.) plus PGB (40 mg / kg, i.p.) treatment and/or PTZ 

administration on the levels of GFAP, Nrf2, and c-Fos in the frontal cortex. (A) Representative 

Western blot bands, protein expression of (B) GFAP, (C) Nrf2, (D) c-Fos and (E) 3-NT. Data 

are shown as mean + S.E.M. of 4 - 6 animals per group. * P<0.05 vs control group; # P<0.05 

vs PTZ group; &P<0.05 vs PGB group; @ P<0.05 vs BCP group; $P<0.05 vs PGB+PTZ group. 

Statistical analyzes were performed using three-way ANOVA followed by Duncan’s multiple 

comparison test. 
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5. CONCLUSÃO 

 

Por fim, nossos resultados sugerem que o tratamento combinado de BCP com PGB 

apresenta maior capacidade de efeito anticonvulsivantes do que quando administrados 

isoladamente, devido ao aumento da latência, bem como à redução da duração das crises e ao 

baixo escore. Em relação à análise molecular, nosso tratamento reduziu significativamente 

importantes marcadores de dano neuronal. 

Acreditamos que a combinação de um anticonvulsivante com um composto natural como 

o BCP seja promissora e benéfica para o tratamento da epilepsia refratária, embora mais estudos 

sejam necessários. 
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