UNIVERSIDADE DE RIBEIRAO PRETO

UNIDADE DE BIOTECNOLOGIA

O ATIVADOR DE CANAIS DE POTASSIO PINACIDIL E SEUS POTENCIAIS

EFEITOS ANTICONVULSIVANTE E ANSIOLITICO

Aluno: Artur Teixeira Pereira

Orientador: Prof. Dr. René de Oliveira Beleboni

RIBEIRAO PRETO

ESTADO DE SAO PAULO

2024



Artur Teixeira Pereira

O ATIVADOR DE CANAIS DE POTASSIO PINACIDIL E SEUS POTENCIAIS

EFEITOS ANTICONVULSIVANTE E ANSIOLITICO

Tese apresentada ao Programa de Pés-
Graduagdo em Biotecnologia, da Universidade de
Ribeirdo Preto, como requisito para a obteng¢do do

titulo de doutor

QOrientador: Prof. Dr. René de Oliveira Beleboni

Ribeirdao Preto

ESTADO DE SAO PAULO

2024



Ficha  catalografica  preparada pelo Centro de  Processamento
Técnico da Biblioteca Central da UNAERP

- Universidade de Ribeirdo Preto -

PEREIRA, Artur Teixeira, 1990-

P4360 O ativador de canais de potassio pinacidil e seus potenciais efeitos anticonvulsivante e ansiolitico / Artur Teixeira
Pereira, René de Oliveira Beleboni. - Ribeiréo Preto, 2024.
681 il

Onentador: Prof ® Dr® René de Oliveira Beleboni.

Tese (Doutorado) - Universidade de Ribeirao Preto, UNAERP, Biotecnologia, 2024.

1. Ansiedade. 2. Canais Ionicos. 3. Epilepsia. 4. Pinacidil . 5. Reposicionamento de Drogas . 1. BELEBONI, René
de Oliveira, 1975-. IIl. Titulo.

CDD 660.6




ARTUR TEIXEIRA PEREIRA

O ATIVADOR DE CANAIS DE POTASSIO PINACIDIL E SEUS POTENCIAIS
EFEITOS ANTICONVULSIVANTE E ANSIOLITICO

Tese de Doutorado apresentada ao Programa de Pods-
Graduacdo em Biotecnologia da Universidade de
Ribeirdo Preto, para obtencgéo do titulo de Doutor em
Biotecnologia.

Area de Concentragdo: Biotecnologia Aplicada a Satide Humana e Animal.
Data da defesa: 05 de agosto de 2024

Resultado: Aprovado

BANCA EXAMINADORA

Documenta assinado digitalmente

“b REME DE OLIVEIRA BELEBONI
Data: 06/08/2024 14:55:58-0300

Verifigue em hitps:/ validar.iti.gov.br

Prof. Dr. René de Oliveira Beleboni

Prof. Dr. Geraldo Magela Nogueira Marques
PPGTA - Universidade de Ribeirdo Preto - UNAERP

Documento assinado digitalmente
ub GERALDO MAGELA NOGUEIRA MARQUES
g Data: 06/08/2024 15:22:11-0300
verifique em https:/fvalidar.iti. gov.br

Profa. Dra. Erica Aparecida Gelfuso Rossete
TransCure bioServices SAS

Documento assinado digitalmente
“b ERICA APARECIDA GELFUSO ROSSETE
g Data: 06,/08/2024 16:44,37-0300
werifique em hitps:/ validar_iti gov.br
Profa. Dra. Ana Lucia Fachin Saltoratto
PPGB - Universidade de Ribeirdo Preto — UNAERP
Documento assinado digitalmente
LUIZ LUCIANO FALCONI SOBRINHO
g “b Data: 06/08/2024 17:09:15-0300
Verifique em hitps:/fvalidar.iti.gov.br
Prof. Dr. Luiz Luciano Falconi Sobrinho
USP — Universidade de Sio Paulo

Documento assinado digitalmente

“b ANA LUCIA FACHIN SALTORATTO
g Data: 070872024 08:16:08-0300

Verifigue em https:/ /validar. it gov.br

RIBEIRAO PRETO
2024



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a Deus, aos meus pais, Renato e Denize, pelo apoio
incondicional ao longo de toda a minha vida. Expresso minha gratiddo ao meu
irmao Bruno, a minha cunhada Vanessa e ao meu afilhado Gabriel, que mesmo
distantes, sempre torceram pelo meu sucesso. Nao posso deixar de agradecer a
uma pessoa muito especial, Marcelo, o meu sincero obrigado.

Também desejo expressar minha gratiddo a toda a minha familia, amigos e
colegas de trabalho. Um agradecimento especial aos meus orientadores, René e
Erica, e aos membros da banca, por aceitarem o convite para colaborar com o
meu trabalho. Por fim, sou grato a Universidade de Ribeirdo Preto, em nome da
professora Priscilla Bonini, por me proporcionar a oportunidade de me
especializar.

Muito Obrigado.



Sumario

LN RERI0] 516 L07:X 7
2 OBUIETIVOS ...ttt et e e e e e e e s et e e e e e e e e e nnnnnrnees 22
2.1 OBJIETIVOS GERAIS.....ooiiiiiie ettt e e e e e e 22
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS .....oiiveieeeeeceeeeeee e, 22
SIMETODOS ..ottt ettt ettt e et st sa et st se et st se et e n s 22
Bl ANIMALS e 22
B.2 FARMAGCOS ..ottt ettt ettt 23
3.3 BIOENSAIOS ... 23
3.3.1 Teste de Labirinto em Cruz Elevado ..............ceeeiieeeiiiiiiiiiiciee e, 24
3.3.2 Teste de TransiCa0 Clar0-ESCUIO.........coiieeeiiiiiiiiiiiie e e e eeaaens 25
3.3.3 Teste do Campo Aberto (OPEN FIELD).........cooiiiiiiiiiiiieeeee e, 25
3.3.4 Teste dO ROtA RO ........cooeeeiiiiiice e 26
3.3.5 Estudo da Atividade Anticonvulsivante em Modelo Agudo.............c......... 26

3.3.6 Estudo da Atividade Anticonvulsivante em Modelo Cronico Kindling PTZ.27

3.3.7 ANAIISE BIOQUIMICA. ....ceiieiiiiiiiiiie et 28
3.4 ANALISES ESTATISTICAS ...ttt ettt 29
Y U I 7 L 1 T 29
4.1 Testes AnticonvulsSivantes AQUAO............uuvuuuiiieiiieeeeeeeeeeee e 29
4.2 TESIES ANSIOITICOS. ...uiiieiiiieeei ittt e e e e e e e e e e e et e e s eeenearanae 31
4.2.1 OPEN FIBIA. ..o 31
4.2.2 Labirinto €mM Cruz EIEVAUO.........couuuiieiiiieeee e 32
4.2.3 Teste de CaiXa ClarO-ESCUID............iiiuiiiicie e 34
4.2.4 Comprometimento motor — Rotarod Agudo............ccoevvviieiiiriiiiiiiie e, 35

4.2.5 ENSAIOS ClrONICOS Pl ..ot e e aaaaen 36



VN N Y ANVZ= L1 T= Tor=To N =10 To [0 14 o1 o> 36

4.2.8 Comprometimento motor — Rotarod CroniCo............ccoovvvvvvveeviivinniininneennn 38
B DISCUSSAOD. ..ottt et ee et e e e e e et e e et et e e e e ree e, 39
B CONGCLUSAO. ...ttt e e et e e e et e e e e e e e e v e e eeeeeeees 46
REFERENCIAS ..o e ettt 47
ANEXO A - PARECER DO COMITE DE ETICA Lueeeeee oot 66

ANEXO B - PARECER DO COMITE DE ETICA Il.uvoviieieieeeeeeeeeee e, 67



RESUMO

A epilepsia € uma desordem neurolégica comum que frequentemente aparece em
comorbidade com a ansiedade. Apesar da diversidade de drogas disponiveis para
o controle dessas desordens, existe também uma gama de efeitos colaterais
associados que afetam a adesao terapéutica, motivando a busca por novas
opcOes medicamentosas. Os ativadores de canais de potassio tém aparecido
como uma nova possibilidade de tratamento para a epilepsia e, por consequéncia,
para ansiedade. O Pinacidil, um anti-hipertensivo comercial, é um farmaco
ativador de canais de potassio sensiveis ao ATP, para o qual nada ou muito pouco
tem sido estudado em relacdo aos seus potenciais efeitos anticonvulsivante e/ou
ansiolitico. O objetivo deste trabalho foi o de avaliar os potenciais efeitos
anticonvulsivante e ansiolitico de diferentes doses do pinacidil em modelos
animais adequados. Foram empregados modelos agudos de convulsao
(Pilocarpina e PTZ) e cronico de epilepsia (Kindling PTZ) na inducéo de
convulsdes el/ou crises epilépticas para avaliacdo do potencial desempenho
farmacoldgico do pinacidil. Os testes do Campo Aberto, Labirinto em Cruz
Elevado, Transicdo Claro-Escuro foram empregados para avaliacdo da atividade
ansiolitica e o teste do Rotarod para avaliacdo do desempenho motor dos animais
sob a influéncia do pinacidil em teste. Além disso, testes bioquimicos para a
funcdo renal e hepética de animais tratados cronicamente com o pinacidil foram
utilizados para verificacdo de sua tolerabilidade pelos animais. Os resultados
obtidos mostraram que o pinacidil na dose de 10 mg/Kg (i.p.) protege em 100%
0S animais contra crises convulsivas induzidas por PTZ e em 85.7%; 100% e
100% respectivamente nas doses de 2.5; 5 e 10 mg/Kg (i.p) contra as crises
induzidas por pilocarpina. Muito embora as doses de 2.5 e 5 mg/kg (i.p) de
pinacidil ndo protejam significativamente os animais da ocorréncia de crises, as
mesmas aumentam significativamente o tempo de laténcia para primeira crise
induzida no teste de PTZ. O pinacidil ainda apresenta discreta atividade
ansiolitica, sobretudo na dose de 10 mg/Kg (i.p), conforme demonstrado pelo
aumento do tempo de permanéncia dos animais tratados nos ambientes abertos
ou iluminados dos testes do Labirinto em Cruz Elevado (EPM) e Teste da Caixa
Claro-Escuro (CCE) e pelo aumento da atividade exploratéria dos animais nos
testes do Open Filed, EPM e CCE. No teste do kindling de PTZ foi demonstrado



que o pinacidil bloqueia a ocorréncia de crises epilépticas ao longo dos dias de
experimentacéo, bem como reduz significativamente a severidade das crises em
animais ndo completamente protegidos nos primeiros dias de experimento. O
pinacidil ndo afeta o desempenho motor dos animais conforme demonstrado por
diferentes testes no rotarod, o que corrobora os seus efeitos anticonvulsivantes
e/ou antiepilépticos genuinos. Além disso, o pinacidil € bem tolerado pelos
animais, nao produzindo altera¢cdes bioquimicas nos marcadores da funcéo renal
e hepatica mesmo apdés o uso de doses repetidas de tal farmaco. Assim, o
presente trabalho apresenta marcada valia médico-farmacéutica, caracterizando
pela primeira vez os efeitos anticonvulsivantes e ansioliticos do pinacidil, sendo

dados importantes para o0 seu potencial reposicionamento terapéutico.

PALAVRAS-CHAVES: Ansiedade; Canais I6nicos; Epilepsia, Modelagem animal;
Pinacidil; Reposicionamento de Drogas



ABSTRACT

Epilepsy is a common neurological disorder often comorbid with anxiety. Despite
the wide variety of drugs available to manage these disorders, there is also a range
of associated side effects that affect therapeutic adherence, driving the search for
new medicinal options. Potassium channel activators have emerged as a new
potential treatment for both epilepsy and anxiety. Pinacidil, a commercially
available antihypertensive drug, is an ATP-sensitive potassium channel activator.
However, its potential anticonvulsant and/or anxiolytic effects have been minimally
studied. This study aimed to evaluate the potential anticonvulsant and anxiolytic
effects of various doses of pinacidil in suitable animal models. Acute seizure
models (pilocarpine and PTZ) and a chronic epilepsy model (PTZ kindling) were
used to induce seizures and/or epileptic crises to assess the pharmacological
performance of pinacidil. The Open Field Test, Elevated Plus Maze, and Light-
Dark Transition Test were employed to evaluate anxiolytic activity, while the
Rotarod Test assessed motor performance in animals under the influence of
pinacidil. Additionally, biochemical tests for renal and hepatic function were
conducted on animals chronically treated with pinacidil to verify its tolerability. The
results showed that pinacidil at a dose of 10 mg/kg (i.p.) provided 100% protection
against PTZ-induced seizures and 85.7%, 100%, and 100% protection at doses of
2.5, 5, and 10 mg/kg (i.p.), respectively, against pilocarpine-induced seizures.
Although doses of 2.5 and 5 mg/kg (i.p.) did not significantly protect against
seizures, they significantly increased the latency time to the first PTZ-induced
seizure. Pinacidil also demonstrated mild anxiolytic activity, especially at a dose of
10 mg/kg (i.p.), as evidenced by increased time spent in open or illuminated areas
in the Elevated Plus Maze (EPM) and Light-Dark Box (LDB) tests, and increased
exploratory activity in the Open Field, EPM, and LDB tests. In the PTZ kindling
test, pinacidil blocked the occurrence of epileptic seizures over the days of
experimentation and significantly reduced the severity of seizures in animals not
completely protected in the initial days. Pinacidil did not affect the locomotor
performance of the animals, as demonstrated by various Rotarod tests, supporting
its genuine anticonvulsant and/or antiepileptic effects. Furthermore, pinacidil was
well tolerated, with no biochemical alterations in renal and hepatic function

markers, even after repeated doses. In conclusion, this study provides significant



medical-pharmaceutical value, characterizing for the first time the anticonvulsant

and anxiolytic effects of pinacidil, offering important data for its potential

therapeutic repositioning.

Keywords: Animal Models; Anxiety; Drug repositioning; lon Channels;

Epilepsy; Pinacidil.
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1. INTRODUCAO

A epilepsia é considerada uma doenca cerebral cronica identificada por
uma hiperatividade neuronal anormal, acarretando descargas elétricas sincronicas,
repetidas e autossustentadas. Esta patologia € conhecida ha séculos, apresentando
casos ja relatados acerca de 2000 a.C. em textos Sumeérios e, posteriormente na
Grécia antiga. Com a falta de conhecimento da época, povos antigos relacionaram a
epilepsia as possessdes demoniacas, bruxaria ou magia. Tal fato levou a uma falsa
crenca e misticismo pernicioso, sendo perpetuada por séculos, embora Hipdcrates ja
houvesse explicado que o cérebro era o responsavel pelos sintomas apresentados,
em um livro intitulado “Da Doenga Sagrada” (considerada uma das obras de maior
impacto do Corpus hippocraticum) (MOREIRA, 2004; MARIANI; REKTOR et al.,2013;
BOU NASIF M; KOUBEISSI M; AZAR N.J, 2021).

A partir de novos estudos, ja no século XIX, a epilepsia comecou a ser
aceita como uma doenca de origem cerebral. Um dos pioneiros, John Hughlings
Jackson, a partir de seus estudos, indicou uma base anatdbmica e fisioldgica
organizada para a hierarquia e localizacdo das funcdes cerebrais envolvidas na
epilepsia, com o objetivo de desenvolver um tratamento para a doenga. Dessa forma,
ele comprovaria que se tratava de uma doenca e nédo de uma atribuicdo espiritual
como sustentado nos séculos anteriores (FERNANDES et al., 2013; LEBLANC R.,
2020).

Mesmo com 0s avancgos das pesquisas sobre o assunto, a etiologia da
doenca nao é totalmente entendida. Algumas causas para seu desencadeamento sédo
hemorragias cerebrais, baixa oxigenacao cerebral, traumas e infec¢des cerebrais,
crises hipertérmicas, intoxica¢des por drogas e patologias congénitas relacionadas ao
Sistema Nervoso Central (SNC), dentre tantas outras. Porém, e em muitos casos, nédo
€ possivel identificar a causa, dessa forma, as pesquisas constantes sobre o assunto
se fazem necessarias (MASIA; DEVINSKY, 2000; THOMAS, 2010; OMELCHENKO
A, SINGH N,K; FIRESTEIN B,L., 2020). A partir dos estudos realizados sobre o
assunto, foi definido que uma Crise Epilética (CE) é uma manifestacdo clinica de
alteracdo cerebral transitéria podendo apresentar um periodo de excitagdo com a
contracdo involuntaria dos musculos, associados a movimentos assincrénicos com
perda de consciéncia. A epilepsia ndo se restringe a manifestacdo de uma CE,
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havendo estudos que demonstram que o comprometimento cognitivo € um sintoma
comum em pacientes epiléticos (KIM, 2016; SCHARFMAN, 2007; CARRIZOSA-
MOOG J., 2022).

Dados da Organizagcdo Mundial da Saude (OMS) demonstram que a
epilepsia € uma das patologias mais comuns e mais incapacitantes, afetando
aproximadamente 50 milhdes (0,4-1%) de pessoas em todo o mundo. Deste total, 90%

vivem em paises em desenvolvimento (Figura 1).

FIGURA 1 | Prevaléncia de epilepsia no mundo, 2016.
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Existe um conceito que a epilepsia tradicionalmente € uma doenca da
primeira infancia. De fato, a maioria dos casos aparecem logo no primeiro ano de vida,
principalmente quando a epilepsia se relaciona com sindromes genéticas e
complicacBes da vida perinatal da crianca, e entre 5 e 9 anos, segundo dados da OMS
(Figura 2). Todavia, outra fase da vida com maior prevaléncia identificada é a partir
dos 65 anos, sendo o pico em torno dos 80 anos. Dessa forma, a epilepsia hoje é
caracterizada também como uma doenca de idosos. Outro fato importante a ser
destacado é que a patologia ndo esta ligada ao fator género, ndo havendo variacédo

significativa na prevaléncia entre homens e mulheres (OMS, 2016).



FIGURA 2 | Prevaléncia de epilepsia por idade e sexo 2016.

0000 population)
)

— 77T 7T
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 10C
Age (years)

Em muitos paises a epilepsia é considerada um problema de saude publica,
principalmente em regiées onde os recursos tanto de profissionais, quanto de
medicamentos e infraestrutura, sejam escassos (WHO, 2012). No Brasil, segundo
dados do ultimo censo demogréfico (IBGE, 2012), supbe-se que 1.907.327 individuos
sejam acometidos pelos diferentes tipos de epilepsia, com prevaléncia média 4
casos/1000 habitantes.

Pessoas com epilepsia tém crises recorrentes nao provocadas, ocorrendo
assim de forma espontanea. As crises podem ser de natureza focal, onde o evento
epilético pode ser originado num ponto de um ou ambos os hemisférios cerebrais, ou
generalizada, com uma origem em uma parte que abrange os dois hemisférios do
cérebro. Esta segunda forma € mais grave e mais prolongada ou repetida em
intervalos mais curtos, caracterizando o estado de mal epilético maior (GALLUCCI et
al., 2005; NICKELS K., 2022).

Em 2017, a International League Against Epilepsy classificou a epilepsia
em seis grupos etiolégicos, sendo eles metabdlico (alteragcdo metabdlica capaz de
gerar efeitos sistémicos que vao desencadear a epilepsia), infeccioso (consequéncia
de processo infeccioso que levou a uma inflamacéo e desencadeou a epilepsia),
genético (epilepsia causada por defeito genético presumido ou conhecido), anatdmico
(leséo estrutural identificada por exames de imagem, sugerindo assim uma relagcao
direta da lesdo com a crise epilética), imunoldgico (processo autoimune que leva a

inflamacé&o do sistema nervoso central) e um grupo “desconhecido”, quando néo se



enquadra em nenhuma das outras categorias anteriormente elencadas (FISHER et
al., 2017).

A partir dos estudos de classificacdo, os trabalhos referentes ao processo
inflamatorio, mais especificamente a inflamacgéo de células neurais (neuroinflamacéo),
pdde se estabelecer um mecanismo importante na fisiopatologia das convulsfes e da
epilepsia (VEZZANI et al., 2011; PALUMBO L et al., 2023). Doengas cerebrais de
carater inflamatorio podem elevar a probabilidade de um paciente desenvolver a
patologia (OLIVEIRA, 2009; NICKELS K., 2022). Pacientes com crises epiléticas
foram submetidos a exames, sendo encontrados tanto no plasma sanguineo quanto
no sistema nervoso central (SNC), a presenca de prostaglandinas e citoninas anti/pro-
inflamatorias especificas (HANISCH e KETTENMANN, 2007; KOPEIKINA E et al.,
2020). Esses mediadores inflamatérios normalmente sdo produzidos pelo sistema
imunoldgico devido a acao de agentes patoldgicos. Entretanto, a partir de estudos, foi
comprovado que os mesmos mediadores sdo produzidos por células do parénquima
cerebral como neurbnios e células da gliais, além das células da barreira-
hematoencefélica, de forma a piorar a lesédo e elevar a excitabilidade neuronal em
muitos tipos de epilepsias (VEZZANI; GRANATA, 2005; MIRA R. G; LIRA M; CERPA
W, 2021 ). De fato, em modelos animais de epilepsia, sdo observados intensa ativagao
das células gliais e consequentemente, de mediadores inflamatérios em diferentes
areas cerebrais (RANSOHOFF; PERRY, 2009; PALUMBO L et al., 2023).

As células de defesa do SNC se dividem em micréglia e macroglia
(oligodendrécitos e astrocitos). A microglia possui uma atividade dupla, ambas
relacionadas a defesa do SNC. Quando em repouso, ela apresenta fungéo de verificar
se existe alguma alteracdo patoldgica no parénquima cerebral. Quando ativada, € uma
importancia forma de defesa do SNC, porém pode agir de forma exacerbada piorando
a lesdo ou gerando uma possivel epilepsia (NIMMERJAHN et al., 2005; MIRA R. G;
LIRA M; CERPA W, 2021). A elevagdo no numero de astrocitos € outro fator a ser
considerado na neuroinflamacéo, sendo este encontrado em casos de epilepsia do
lobo temporal. Essas células possuem duas formas morfolégicas: as fibrilares, que
sdo encontradas na substancia branca e, as protoplasmaticas que sdo encontradas
na substancia cinzenta (WETHERINGTON et al., 2008; AL-DALAHMAH et. Al., 2024).
Dentre suas fungbes, podemos destacar a manutencdo de baixas concentracdes

intersticiais de glutamato, através da captacdo desse neurotransmissor, de forma a
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controlar a excitabilidade neuronal e regular o balango entre a estabilidade endotelial
a permeabilidade da barreira-hematoencefalica (CHOI, 2009; KHEZERLOU E;
PRAJAPATI N; DECOSTER M. A, 2021).

Quando ocorre leséo no cérebro, sobretudo nas chamadas areas limbicas,
além do aumento de mediadores inflamatérios e das células de defesa da micréglia,
ocorre aumento de células gliais, num processo chamado gliose reativa. Este € um
evento bem caracteristico de lesdes que estejam relacionadas & epilepsias. A gliose
reativa € produto de alteracdes bioquimicas e morfoldégicas nos astrécitos pre-
existentes, bem como na formacdo de novos astrocitos. Essas células, quando
ativadas, estimulam uma resposta inflamatéria aguda com a liberacdo de citocinas
pré-inflamatérias na regido da leséo, podendo levar a uma “cicatriz gial” caracteristica
de diferentes tipos de epilepsia, com aquela do Lobo Temporal. A homeostase do SNC
€ essencial para manutencao e controle de CE, e a partir do conhecimento de suas
funcdes e dos processos inflamatorios subjacentes a epilepsia e suas diferentes
causas, € possivel minimizar os efeitos gerados pela patologia, sobretudo a partir do
da prevencao de lesdes e de seu correto tratamento (BUFFO et al, 2010; MIRA R. G;
LIRA M; CERPA W, 2021).

As funcdes cerebrais precisam ser plenas e reguladas harmonicamente
para perfeita homeostase cerebral. Por exemplo, a geracao do potencial de acéo é de
suma importancia para desencadear o funcionamento do SNC, ocorrendo quando o
potencial da membrana da célula vai de -70 mV até 30 mV de forma répida. Tal
processo é mediado por canais i6nicos sensiveis a voltagem. A interacao entre os
neurénios ocorre quando ha a liberacdo de um neurotransmissor de um axénio
terminal pré-sindptico que, ao se ligar ao seu respectivo receptor na membrana pés-
sinaptica, leva a alteracbes no potencial de membrana na regido terminal pos-
sinaptico. No caso da sinapse excitatoria, o neurotransmissor faz com que os ions Na*
se encaminhem para a célula pés-sinaptica por via de canais especificos, de forma a
causar uma despolarizacdo denominada de potencial pés-sinaptico excitatorio
(PEPS). J4 uma sinapse inibitoria, o neurotransmissor acarreta um influxo de ions CI-
0 que vai gerar uma hiperpolarizagcdo chamada de potencial inibitorio poés-sinaptico
(PIPS) (BADAWYVEY; MACDONELL, 2009; STEIN W et al., 2022). O desvio
despolarizante paroxistico (DDP) é um evento intracelular, ele ocasiona uma série de

despolarizacdes repetitivas com duracdo de varios milissegundos, ocasionado por
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varios PEPS e controlada por receptores do acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxazol propiénico (AMPA) e receptores do N-metil-D-aspartato (NMDA), sendo
assim uma acéo exagerada, anormal e prolongada do glutamato. No que tange a
epilepsia, o estagio inicial das crises tbnico-clénicas esta relacionado a uma
diminuicdo repentina da inibicio GABAérgica, e por consequéncia, nas
despolarizagdes repetidas (GRIFFIN; LOWENSTEIN, 2009; RAWAL B; BALLANYI K,
2022).

As CEs nao podem ser totalmente controladas em cerca de um terco das
pessoas afetadas pela epilepsia, muito embora varios medicamentos
anticonvulsivantes possam ter sido empregados isoladamente ou associados. Este
fendbmeno ocorre devido a resisténcia a drogas por uma gama de fatores (SCHMIDT
e LOSCHER, 2005; GONG G, 2020). As drogas antiepilépticas (DAEs) podem ser
definidas como substancias que, quando ministradas por um periodo, podem reduzir
a incidéncia ou gravidade dos quadros epiléticos que acometem individuos com
crises. Tais medicamentos tem a funcao de prevenir ou atenuar a CE, de forma a
permitir que ocorra a homeostase do SNC. As DAEs podem agir por varios tipos de
mecanismos de acdo em canais ibnicos, receptores ou transportadores sinapticos
especificos (ROGAWSKI; LOSCHER, 2004; JARADA T,N; ROKNE J,G; ALHAJJ R.,
2020). Como dito, pelo menos 30% dos pacientes apresentam epilepsia resistente a
medicamentos, apresentando epilepsia refrataria e continuam a sofrer convulsoes,
apesar da terapia instituida (DEVINSKY et al., 2017; KUMAR g., 2021).

Atualmente, existe no mercado um enorme arsenal de drogas
antiepilépticas que atuam com alguma seletividade no sistema nervoso central (SNC)
(GUERREIRO, 2006; GARCIA-RODRIGUEZ C et al., 2023). Os anticonvulsivantes
apresentam mais de uma geracdo, sendo representados principalmente pelo o
diazepam, fenobarbital, carbazepina, fenitoina, e valproato de sddio. Apesar de terem
efeito no controle das crises, apresentam varios efeitos colaterais que estimulam a
busca de novas drogas (ABBASKHANIAN A, SHEIDAEE K, CHARATI J.Y, 2021).
Pesquisas recentes sobre possiveis DAEs foram incorporadas a novos conceitos.
Neste novo conceito as drogas deveriam ndo apenas atuar na epileptogénese,
inibindo o desenvolvimento e a progressao da epilepsia, mas também evitar que os

efeitos colaterais mais sérios sejam evitados.
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Numerosos mecanismos tém sido propostos para a acdo de drogas
antiepilépticas, mas em geral eles agem principalmente através de trés mecanismos
apresentados abaixo (JARADA T,N; ROKNE J,G; ALHAJJ R., 2020). As drogas mais
utilizadas na clinica sédo citadas no Quadro 1 apresentando seus efeitos adversos,

mecanismo de acéo e indicacao clinica.
QUADRO 1 | Principais drogas antiepilépticas utilizadas na clinica, seus mecanismos de

acao e indicagoes.

Droga Efeitos Adversos Mecanismo de agiio Indicag¢fio Clinica
Barbitiricos Depressio; acidose respiratonia; Modulagio alostérica de GABAs Convulsies tonico-clénicas
(Fenobarbital) hipotensio; bradicardia; hipotermia; generalizadas e parciais
erupgio; sonoléncia; letargia; ataxia,
Benzodiazepinicos Sedacdo, tolerineia Aumento da acio de GABA Auséneia; convulsbes parciais ¢
(Diazepam) febris
Carbamazepina Sedagdo, ataxia, retencdo hidnica, Bloqueio de canais de Na” Convulsies ténico-clinicas
pode haver graves reagdes de dependentes de voltagem generalizadas, parciais e da epilepsia
hipersensibilidade do lobo temporal
Etossuximida Nausea ¢ anorexia Blogueio de canais de Ca” Convulsdes parciais ¢ crises de
dependentes de voltagem tipo T auséneia
Felbamato Visdo dupla, tontura, nauseas, dor de Blogueio de canais de Na” Convulsdes parciais e generahizadas
cabeca, exantema ¢ leucopenia dependentes de voltagem e
blogqueando os canais de Ca™
dotipo T
Gabapentina Sedagio leve, nduseas, efeitos no Agomismo GABAérgico Convulsies parciais

comportamento, distarbios de
movimento, ganho de peso

Hidantoinas Sedacdo e anemia megaloblistica Blogueio de canais de Na™ Convulstes tonico-clonicas
(Fenitoina) dependentes de voltagem generalizadas e parciais
Lamotrigina Rash, diplopia, sedacdo, sindrome de Bloqueio de canais de Na” Coadjuvante para convulsbes parciais
Stevens-Johnson, necrolise dependentes de voltagem ¢ o em adultos; sindrome de Lennox-
epidérmica toxica blogueio indireto da liberagio do Gastaut; epilepsia generalizada
glutamato
Leviracetam - Mecanismo desconhecido Convulsdes parciais e generahizadas
Oxicarbazepina Sonoléncia, fadiga, cefaléia, tontura, Mecanismo desconhecido Convulsies parciais
ataxia e vomito
Primidona Anemia megaloblistica, interages Metabolizagio a barbituratos Convulsbes parciais e generalizadas
farmacoldgicas por indugio
enzimitica
Topiramato Alteragdes do pensamento, Bloqueio de canais de Na” Coadjuvante no tratamento de crises
dificuldade de encontrar as palavras, dependentes de voltagem e parciais em adultos e eriangas;
perda de peso, parestesias, nefrolitiase antagonismo do receptor do epilepsia generalizada
glutamato
Tiagabina nervosismo, tonteiras, perda de peso Inibigdo seletiva da recaptacio de Coadjuvante de crises parcias
GABA em adultos
Valproatos Hepatotoxicidade, perda de pélos, Interfere com a excitagio mediada Epilepsias generalizadas idiopaticas,
mal formacoes fetais pelo glutamato e blogueio de canais mioclonicas e crises de auséncia
de Na” dependentes de voltagem
Vigabatrina Sedagio, nduseas, ganho de peso, Aumento dos nivers de GABA, pela Crises parciais e generalizadas
depressdo, psicose, diminuigio do inibigdo da GABA transaminase

campo visual

Fonte. Adaptado de PORTO, 2007

No que diz respeito ao tratamento, sdo observados diferentes padroes de
resposta. Alguns pacientes tém respostas satisfatorias e deixam de apresentar crises.
Outros, porém, podem apresentar resisténcia ao tratamento, onde o individuo nunca
experimenta um periodo sem convulsdes desde o inicio da terapia. A resisténcia tardia

ocorre quando o paciente inicialmente fica livre de crises, mas elas se repetem e se
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tornam incontrolaveis com o passar do tempo. A classificacdo de resisténcia flutuante
se da quando a epilepsia alterna entre ser controlada e nao controlada (CHEN et al.,
2018; SERAFINI R, 2021).

O diagnostico da epilepsia é feito através dos sinais clinicos, anamnese e
realizacdo de exames complementares como eletroencefalograma, tomografia e
ressonancia magnética (PEDLEY et al.,, 2006; YAN R, 2021). Geralmente o
diagnostico da epilepsia € acompanhado de outros achados clinicos, como algumas
comorbidades, ansiedade e depressdo mais especialmente.

Uma comorbidade relacionada a epilepsia é a ansiedade, esta correlacéo
apresenta uma relagdo complexa e frequentemente interconectada, influenciando-se
mutuamente de varias maneiras. Estudos indicam que a ansiedade é
significativamente mais prevalente em individuos com epilepsia em comparacdo com
a populacado geral, com estimativas sugerindo que até 25-50% dos pacientes com
epilepsia podem experimentar algum tipo de transtorno de ansiedade (PAVONE, P et
al., 2020).

A epilepsia pode causar alteragdes neuroquimicas no cérebro que também
estdo associadas a ansiedade. Disfuncdes nos sistemas de neurotransmissores,
como o GABA, glutamato, além de diversas canalopatias que desempenham um
papel crucial em ambas as condi¢des. Além disso, certas areas do cérebro, como o
hipocampo e a amigdala, estdo frequentemente envolvidas em crises epilépticas e em
sintomas de ansiedade. Lesdes ou disfun¢cdes nessas areas podem contribuir para o
desenvolvimento das duas condigcdes, que como Visto apresentam bases
neuroquimicas comuns (COLANGELI R; MORENA M; PITTMAN Q, J; HILL M, N;
TESKEY G, C, 2020).

A presenca de uma condi¢ao cronica como a epilepsia aumenta o risco de
desenvolver transtornos de ansiedade devido ao estresse constante e a preocupacao
com as crises. A ansiedade em pacientes com epilepsia pode manifestar-se em
diferentes fases das crises epilépticas: pré-ictal, ictal e pds-ictal. Cada uma dessas
fases tem caracteristicas especificas que podem influenciar a experiéncia geral do
paciente e a abordagem terapéutica (TARRADA, A.; ARON, O.; VIGNAL, J. P
ERTAN, D.; MAILLARD, L.; HINGRAY, C, 2022).

Com frequéncia, o tratamento da epilepsia esta associado a ansiedade, de

forma que muitos dos farmacos com efeitos anticonvulsivantes também tém
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propriedades ansioliticas. Isso ocorre porque eles compartilham bases neuroquimicas
comuns, especialmente aqueles que modulam canais ibnicos e/ou o0s sistemas
GABAérgico e glutamatérgico. Esses sistemas desempenham papéis cruciais na
regulacdo da excitabilidade neuronal e no controle das crises epilépticas, bem como
na modulacdo da ansiedade no sistema nervoso central (DEVINSKY et al., 2017; DE
OLIVEIRA et al., 2020).

A ansiedade é por si s6 € definida como uma resposta fisiolégica e
adaptativa do organismo ao ambiente e as situacdes de vida, caracterizada por
componentes psicoldgicos, sociais e fisiolégicos que podem afetar o individuo em
qualquer fase do desenvolvimento. Até certo ponto, a ansiedade é importante para a
adaptacdo, no entanto, quando se torna excessiva, frequente e desproporcional, é
considerada um transtorno psiquiatrico, com muitos inconvenientes e agravos sociais,
econdmicos e pessoais (GOMES, 2018; RUIZ-FERNANDEZ M. D et al., 2021).

Mundialmente, os transtornos de ansiedade sdo mais usuais em mulheres
(4,6 %) do que em homens (2,6 %) e, nas américas 0s numeros chegam a 7,7 % para
as mulheres enquanto os homens representam 3,6 %. Dados mostram que no Brasil,
9,3 % da populacdo € acometida com algum tipo de transtorno de ansiedade, razéo
pela qual o pais esta no topo global em termos de prevaléncia de casos de ansiedade
patoldgica. Devido a variacdo dos sintomas da doenca e os seus diferentes tipos, foi
necessario separar e dividir os transtornos de ansiedade de acordo com suas
caracteristicas em especifico, como demonstrado no Quadro 2 (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2017).
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QUADRO 2 | Classificagéo e descrigdo dos transtornos de ansiedade.

Transtorno de ansiedade

Descricgéo

Transtorno de ansiedade generalizada

Ansiedade flutuante, nervosismo, tremores, sensacéo
de vazio na cabeca, palpitacfes, transpiracao, tonturas,
desconforto epigastrico e medo de doenca ou acidente
em relagdo a si e a pessoas proximas

Transtorno obsessivo compulsivo

Recorréncia e persisténcia de comportamento
compulsivo e pensamentos obsessivos que causam
sofrimento ao individuo.

Transtorno do panico

Ataques de panico imprevisiveis que levam a dores
torécicas, taquicardia, sensacdo de asfixia, tonturas,
calafrios ou onda de calor, parestesias,
despersonificacdo, desrealizacdo, medo de morrer,
perder o autocontrole ou a lucidez

Transtorno de estresse pds-traumatico

Presenca constante de memoria e sonhos desagradaveis
(de um evento traumatico), agir ou sentir que o trauma
esta acontecendo novamente, desconforto psicologico
intenso e reatividade fisiologica diante de situacfes ou
pessoas que lembrem o trauma.

Agorafobia

Medo excessivo de sair de casa, viajar sozinho, lojas,
multiddes, locais e transporte puablicos. Além disso
entre os sintomas associados é comum a presenca de
sintomas depressivos e obsessivos (fobia social).

Fobias especificas

Medo irracional de um objeto ou situacdo altamente
especifica que pode interferir intensamente na vida do
individuo ao provocar ataques de pénico ou fobia
social.

Transtorno de ansiedade social

Medo ou ansiedade acentuada de exposi¢do publica, de
observacdo e de criticas, perda de autoestima, tremor,
rubor, nauseas, urgéncia miccional e possibilidade de
ataques de panico.

Transtorno misto de ansiedade e depressao

Presenca simultanea e sem predominio tanto de
ansiedade como de depresséo.

Ansiedade da separa¢éo

Ansiedade excessiva em relacdo a possivel separagao
de alguém proximo, principalmente na infancia.

Mutismo seletivo

Falta de fala em situacdes em que ha expectativa de
conversa, mesmo que o individuo fale em outros
momentos.

Fonte. Adaptado de BANDELOW,; MICHAELIS e WEDEKIND, 2017

A ansiedade é desencadeada por estimulos aversivos, que induzem uma
resposta inadequada ao estresse, regulada pelo sistema nervoso, incluindo ativacao

inadequada do hipocampo e outras areas do sistema limbico. Esses s&o responsaveis
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por analisar as circunstancias e compara-las com experiéncias anteriores e promover
respostas de luta ou fuga. A comunicagcdo entre essas estruturas € mediada por
neurotransmissores e estimulada pela manipulacao de neuropeptideos, horménios do
eixo hipotadlamo-hipofise-adrenal (HPA), colecistocinina, monoaminas, esteroides
como cortisol e aminoacido L. - Glutamato acido gama-aminobutirico (GABA) e glicina
(GOMES et al., 2018; DICKS L. M. T, 2022).

A grande vantagem de utilizar tratamentos que envolvem o
neurotransmissor acido gama-aminobutirico (GABA) é que ele é considerado o
principal neurotransmissor inibitorio do SNC, além de estar presente em quase todas
as regides do encéfalo, embora sua concentracdo varie conforme a regido, ele
desempenha um papel fundamental no controle da ansiedade. A maioria dos efeitos
da ansiedade séo devidos a uma diminui¢cdo na atividade dos neurdnios no sistema
limbico. Quando o GABA ativa seu receptor GABAA (um receptor acoplado ao canal
seletivo de ions cloreto), ocorre uma alteracdo na conformacéo e abertura desses
canais, causando o influxo de CI- e a hiperpolarizacdo da membrana do neurénio pos-
sinaptico, resultando na reducdo dos impulsos nervosos (SCHINDELIN, 2019;
JIMENEZ-DINAMARCA | et al., 2022).

A evolucao no tratamento dessa doencga tem acompanhado os tratamentos
de outras psicopatologias. H& alguns anos, a Unica forma de tratamento para a
ansiedade envolvia a administracdo de farmacos da classe dos benzodiazepinicos,
que apresentam efeito ansiolitico. No entanto, atualmente, as principais estratégias
para o0 manejo desse transtorno incluem o uso de outros tipos de farmacos, que
proporcionam efeitos a médio e longo prazo, e/ou psicoterapia cognitivo-
comportamental (TAKESHIMA M et al., 2021). A terapia cognitivo-comportamental
consiste em provocar uma mudanca na percepcao e no raciocinio sobre o ambiente e
especificamente sobre a causa da ansiedade e mudancas nho comportamento ansioso
(KNOWLES K. A, TOLIN D.F, 2024). A gama de medicamentos disponiveis no
mercado possibilita ao profissional responsavel utilizar a melhor droga de acordo com
a sintomatologia expressa pelo paciente, levando em consideragéo as comorbidades
do mesmo e os efeitos colaterais que o medicamento pode acarretar (RICKELS et al.,
2000; JARADA T,N; ROKNE J,G; ALHAJJ R., 2020).

As principais classes farmacologicas empregadas no tratamento da

ansiedade também séo utilizados no tratamento da epilepsia. Os barbituricos foram a
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primeira classe sintetizada com intuito de realizar o controle das patologias citadas,
porém apresentaram elevados indices de parada respiratoria (DURANT,
CHRISTMAS, NUTT, 2010; WACHELKO O, TUSIEWICZ K, ZAWADZKI M, SZPOT P,
2023). Em seguida outras classes foram apresentadas, os benzodiazepinicos, apesar
de controlarem as crises, assim como o0s barbituricos, apresentam efeitos colaterais
como principalmente sonoléncia e dependéncia fisica (ATACK, 2011,
VENKATACHALAM K, ZHONG S, DUBIEL M, SATALA G, SADEK B, STARK H,

2022). Uma outra possibilidade na terapia dessas patologias (epilepsia e ansiedade)

€ diagnosticar a causa base, sendo as canalopatias um dos principais alvos da
atualidade (GITAI et al., 2008; SAKLA M, BREITINGER U, BREITINGER H. G,
MANSOUR S, NABIL TAMMAM S, 2023).

As Canalopatias sdo denominadas doencas hereditarias ou autoimunes
que levam a uma atividade irregular de um canal ibnico especifico. As doencas
consideradas hereditarias sdo geradas por mutacées nos genes que codificam essas
macromoléculas (COOPER; LY, 2003; VAN LOO K. M. J, BECKER A. J, 2020). Tanto
em canais sensiveis a voltagem (K+, Na+, ClI- e Ca?*) quanto em canais sensiveis a
ligantes como o receptor acetilcolina (nAChR), nicotinico, receptor GABAA do GABA
e os receptores NMDA e AMPA do glutamato (GITAI et al., 2008; JIMENEZ-
DINAMARCA | et al., 2022).

Os canais ibnicos séo proteinas transmembranares que possuem a funcao
de regular o fluxo de ions pela membrana celular, sendo ativados por ligacdo de
moléculas especificas ou alteracdo do potencial de membrana (AVANZINI,
FRANCESCHETTI; MANTEGAZZA, 2007; ROSENBAUM T, MORALES-LAZARO S.

L, 2023)). Os canais ibnicos associados a epilepsia sdo classificados de acordo com

0os estimulos que os provocam em associagcdo a proteina G, dependentes de
voltagem, associados a segundo mensageiro e operados por ligantes (RODRIGUES,
2007; LEE K, JO Y. Y, CHUNG G, JUNG J. H, KIM Y. H, PARK C. K, 2021). A maioria
das DAEs atualmente disponiveis se enquadra em uma de duas classes principais. A
primeira classe modula os canais ibnicos de neurbnios dependentes de voltagem,
enquanto a segunda classe modula a neurotransmissdo GABAérgica inibitoria
(Steinlein, 2004; Jarada et al., 2020).
Pensando em atuar sobre ao canais ibnicos, estudos revelaram que o
genoma humano contém mais de 80 genes relacionados ao canal de K+, e diversas
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evidéncias genéticas, moleculares, fisioldgicas e farmacologicas tém destacado o
papel critico desses canais na regulacdo da excitabilidade nervosa e na epilepsia.
Devido a isso, os canais de K+ estdo emergindo como alvos promissores para o
desenvolvimento de novos DAEs (Ldscher, 2006; Kamuene et al., 2021).

Os canais de potassio sao consideradas proteinas de membrana
classificadas como tetrameros e formadas por subunidades a e acessoérias (MILLER,
2000; NIKITIN E. S, VINOGRADOVA L. V, 2021). Canais de K+ dependentes de
voltagem previnem a recorréncia do potencial de acéo participando da repolarizacéo
e hiperpolarizacdo da membrana apds alteracbes de despolarizacdo paroxistica.
Mutacdes nos genes responsaveis pela formacdo dos canais de potassio causam a
reducdo do efeito de repolarizacdo de forma a gerar hiperexcitabilidade (HERON,
2007; KHAN R, CHATURVEDI P, SAHU P, LUDHIADCH A, SINGH P, SINGH G,
MUNSHI A, 2024). Sabe-se que o canal de K+, que se abre no potencial de
membrana, esta proximo do limite de geracdo do potencial. O mesmo tem uma grande
influéncia na excitabilidade dos neurénios. Exemplos de canais K+ sdo KCNQ2 / Q3,
Kvl e Katp, 0S quais s&do alvos particularmente atraentes para novos DEAs
(STEINLEIN, 2004).

Predominantemente no SNC s&o encontrados canais de K+ voltagem
dependentes como os KCNQ2 e KCNQ3. Podem estar tanto pré como pos-
sinapticamente em areas do cérebro conhecidas por serem importantes no controle
de oscilacdes e sincronizacdo de redes neurais (COOPER et al., 2001; SUN H,
UNDEM B. J, 2024). Os canais KCNQ2 e KCNQ3 sdo coexpressos em muitas regides
do cérebro e tém o potencial de formar heterotetrameros. Vérias linhas de evidéncia
sugerir que as correntes M baseadas em KCNQ2 / Q3 desempenham um papel
importante na regulacdo da excitabilidade nervosa e na progresséo da epilepsia. De
fato, a delecdo direcionada do gene KCNQ2 em camundongos resulta em
hipersensibilidade ao convulsivante PTZ (Watanabe et al., 2000; TRACY G. C,
WILTON A. R, RHODES J. S, CHUNG H.J, 2022). Alem disso, a inibicdo dos canais
de potassio KCNQ2/Q3 por agonistas muscarinicos ou linopiridina é pro-
convulsivante. Esses dados identificam o canal KCNQ2 / Q3 como um alvo atraente
para novos anticonvulsivantes (DEDEK ET AL., 2001; SINHA A. K, LEE C, HOLT J.
C, 2024).
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Assim como o canal KCNQ2 / Q3, o canal Kv1.1 é de voltagem dependente.
Sdo predominantemente expressos no sistema nervoso, sendo localizado
principalmente nos axodnios e terminais nervosos onde desempenham um papel
fundamental no processo de repolarizagdo de um potencial de acéo, além da liberagédo
de neurotransmissores (MONAGHAN et al., 2001; SUN H, UNDEM B. J, 2024),

Uma outra classe de canais ibnicos relacionados ao potassio sdo os canais
Kir (Inwardly Rectifying Potassium Channels), esses sdo caracterizados por uma
corrente ibnica predominantemente direcionada para dentro da célula quando a
membrana estd hiperpolarizada em relagdo ao potencial de equilibrio do potéassio.
Esses canais de potassio permitem o influxo de K+ em resposta a mudancas no
potencial de membrana, contribuindo para a repolarizagéo celular e a regulagéo da
excitabilidade neuronal e cardiaca. Eles sdo encontrados em varios tecidos, incluindo
coracdo, musculo esquelético e células neuronais, e possuem diversas subfamilias.
Uma subfamilia importante é a dos canais KATP (ATP-sensitive Potassium Channels),
qgue ligam o metabolismo celular ao potencial de membrana, sendo regulados pela
concentracéo intracelular de ATP. Esses canais desempenham papéis fundamentais
na fisiologia celular, regulando o potencial de membrana, a excitabilidade neuronal, a
contracdo muscular e as respostas a alteracdes metabodlicas (AKYUZ E; KOKLU B;
UNER A; ANGELOPOULOU E; PAUDEL Y,N; 2021).

Estudos recentes com camundongos geneticamente modificados proveem
evidéncias que apoiam o papel dos canais Katp no controle da excitabilidade neuronal
e no controle da propagacdo de convulsées. Um suporte adicional se refere a sua
farmacologia, onde esses canais desempenham um papel importante na regulagéo
do limiar convulsivo (YAMADA et al., 2001; LI Y, AZIZ Q, TINKER A, 2021).

Sendo assim, em busca de melhores tratamentos para pacientes
acometidos tanto pela epilepsia quanto por algum transtorno de ansiedade, novos
medicamentos que atuem em canais idnicos tem se tornado essencial. Atualmente,
esses medicamentos estdo sendo amplamente estudados por terem menos efeitos
colaterais que outras classes farmacologicas utilizadas no tratamento dessas
patologias. Um farmaco ainda ndo testado que apresenta essa caracteristica € 0
pinacidil (Figura 3). Seu mecanismo de acéo envolve a redugéao na relacdo ATP/ADP,

resultando na ativagéo de canais KATP (Liss e Roeper, 2001; Yang et al., 2022).
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O pinacidil foi citado por RAO (2015) em um estudo onde outro ativador de
canais de potassio, o nicorandil, foi testado. Esse estudo avaliou as propriedades
anticonvulsivantes do nicorandil e confirmou tal efeito, sugerindo que o pinacidil
pudesse também ter os mesmos efeitos.

Como mencionado, o pinacidil € um ativador de canais de potassio KATP,
agindo através da saida de potassio, o que hiperpolariza indiretamente as membranas
celulares e esgota o calcio intracelular, resultando no relaxamento do musculo liso
vascular. Ele é utilizado na clinica como um anti-hipertensivo que atua por
vasodilatacdo periférica, reduzindo a pressdo arterial sem afetar diretamente a
eletrofisiologia cardiaca. No entanto, devido ao seu mecanismo de agéo, destacasse
a hipotese de também ser Gtil no controle de quadros de epilepsia e ansiedade
(FRIEDEL, 1990; IGUCHI K, SAOTOME M, YAMASHITA K, HASAN P, SASAKI M,
MAEKAWA Y, WATANABE Y, 2019; SINGAREDDY S. S, 2022).

FIGURA 3 | Estrutura quimica do Pinacidil.
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Fonte: medchemexpress, 2024.

Diante desta nova possibilidade, o uso de medicamentos que ativam canais
de potassio como drogas antiepilépticas (DAES), com o objetivo principal de minimizar
os efeitos colaterais nos pacientes, justifica a realizacado de estudos adicionais com
medicamentos que possuam essa caracteristica. O pinacidil aparece como um
potencial candidato a ser utilizado como anticonvulsivante devido a sua capacidade
de ativar canais de potassio. Além disso, dado que medicamentos com propriedades
anticonvulsivantes frequentemente apresentam respostas positivas no tratamento da

ansiedade, sobretudo quando atuam em canais iGnicos. Apesar da potencialidade,

21



nada ou muito pouco tem sido relatado acerca da possibilidade de o pinacidil

apresentar efeitos anticonvulsivantes ou ansioliticos.

2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Considerando o efeito ativador do pinacidil em canais de potassio, e 0
envolvimento desses canais na epilepsia, o objetivo desse trabalho foi
avaliar os potenciais atividades anticonvulsivante e ansiolitica das

diferentes doses de pinacidil em diferentes modelos animais.
2.2.  OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a atividade anticonvulsivante das diferentes doses do pinacidil
fazendo uso dos modelos de convulsdo agudo e cronico (promovidos pelas quimios
convulsivantes PTZ e pilocarpina).

e Avaliar a atividade ansiolitica das diferentes doses do pinacidil nos
testes de Labirinto em Cruz Elevado, Teste de campo aberto — OPEN FIELD- e Teste
da Caixa Claro-Escuro.

¢ Avaliar o potencial impedimento motor provocado pelo pinacidil através
do teste de Rota Rod.

¢ Avaliar o perfil toxicolégico de animais tratados com o pinacidil através

de exames bioquimicos (Creatinina, Ureia, TGP e TGP).

3. MATERIAIS E METODOS
3.1.  ANIMAIS

Os protocolos experimentais envolvendo animais foram realizados de acordo
com as diretrizes para 0 uso de animais em pesquisa, de acordo com o Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal e as normas da American Guidelines for Animal
Care, evitando sacrificio desnecessario e sofrimento dos animais. O referido projeto
foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa da Universidade de Ribeirdo Preto em

duas fases. A primeira referente a avaliacdo aguda de crises convulsivas e dos testes
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ansioliticos foi aprovado com n° 005/2002 em 09 de fevereiro de 2023. Ja a fase
cronica, o que inclui o kindling de PTZ e os exames toxicologicos obteve aprovacao
com n°0011/2023 em 05/12/2023. Foram utilizados ratos Wistar (média 180 a 250 g)
alocados em mini-Isolador para ratos Ventilife (comprimento de 497mm X 341mm de
largura X 265mm de altura e 1154 cm? de area de piso). Os animais foram mantidos
em ciclo claro/escuro de 12/12 horas e temperatura (20 + 2°C). A alimentagéo e agua
foram ofertadas de forma ad libitum. Animais foram adquiridos junto a empresa
ANILAB (Paulinia-SP) e aclimatizados em sala experimental durante pelo menos 30
minutos antes de cada experimento. Todos os experimentos foram realizados em sala
com isolamento acustico entre 07h00 e 12h00. Todas as avalia¢des foram filmadas e
estdo disponiveis para consulta cientifica. Apés a realizacao da pesquisa, 0s animais
envolvidos foram eutanasiados de acordo com as normas preestabelecidas pelas

instituicbes acima citadas.
3.2. FARMACOS

As drogas de maior relevancia utilizadas no projeto foram o pinacidil
Monohidratado adquirido da Sigma Aldrich, Brasil (Niamero CAS 85 371 -64-8 com
grau de pureza > 98%), assim como 0s pré-convulsivantes pentilenotetrazol (PTZ)
(Numero CAS: 54-95-5) e a Pilocarpina (NUmero CAS 54-71-7). O diazepam injetavel
(DZP) foi adquirido da Unido Quimica (Brasil) e o tiopental sodico da Cristalia

(Tiopentax® - Cristdlia - Brasil).
3.3. BIOENSAIOS

Foram conduzidos testes utilizando diferentes doses de pinacidil para investigar
potenciais efeitos ansioliticos nos modelos de Labirinto em Cruz Elevado, Teste do
Open Field e Teste da Caixa Claro-Escuro. Além disso, para avaliar a atividade
anticonvulsivante e validar os resultados obtidos, foram empregados modelos agudos

de convulséo (Pilocarpina e PTZ) e crbnico de epilepsia (Kindling PTZ).

O teste de Rota Rod foi utilizado para avaliar o desempenho motor dos animais
submetidos as diferentes doses de pinacidil, desempenhando um papel crucial na
validacao final da atividade anticonvulsivante do farmaco em estudo em ambas as
fases.
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Por fim, um teste para avaliar o potencial toxicologico do pinacidil foi realizado,
incluindo coleta de sangue para testes de funcao renal e hepatica. Os animais foram
divididos em grupos controle positivo e negativo, bem como em grupos experimentais
correspondentes a cada uma das doses de pinacidil testadas. Cada grupo foi
composto por um numero valido e calculado de experimentos, garantindo um poder

estatistico a partir do uso de 6-7 animais por grupo.
3.3.1. Teste de Labirinto em Cruz Elevado (LCE)

O labirinto foi formado por dois bragcos de madeira abertos, medindo 50 x 10
cm e dois bracos fechados, apresentando dimensdes de 50 x 10 x 40 cm cada um,
dispostos de modo que os bracos abertos ficassem opostos um ao outro. Esses
bracos estavam ligados por uma plataforma central de 10 x 10 cm, e o labirinto era
mantido a uma altura de 50 cm do chéo, sendo os bragos abertos cercados por uma
pequena borda de acrilico com 0,5 cm de altura, com objetivo de evitar a queda dos
animais. Apos 30 minutos dos diferentes tratamentos controles ou experimentais, 0s
animais foram colocados no compartimento intermediario do labirinto em cruz (cabeca
voltada para o braco aberto) e deixados para explorar livremente o aparelho por 5 min
(WU, et al., 2020).

Ao realizar o teste foram avaliados parametros comportamentais classicos
como () tempo de permanéncia nos bragos abertos (TBA), (II) porcentagem de tempo
nos bracos abertos (100 x tempo no aberto/ (tempo no aberto + tempo no fechado)
(%TBA), (lll) tempo de permanéncia nos bracos fechados (TBF), (IV) niumero de

mergulhos e (V) numero de entradas no brago aberto / fechado.

Para todo os testes ansioliticos, incluindo o teste atual, os animais foram
divididos em grupos (n=6-7 animais) controle negativo (solucéo salina 0,9 %), controle
positivo (Diazepam 2 mg / kg) e experimentais (pinacidil na dose de 2,5; 5 e 10 mg /

KQg) e tratados i.p. 30 minutos antes dos experimentos.
3.3.2. Teste de Transic¢ao Claro-Escuro

O aparato do Claro-Escuro consistiu em uma caixa (46 x 27 x 30 cm) dividida

em um compartimento escuro e outro iluminado, conectados por uma pequena porta
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com dimensdes de 7.5 x 7.5 cm. O modelo de equipamento utilizado no teste foi 0
EP158 (Insight, lampada fluorescente de 20 W).

Apos 30 minutos dos tratamentos, cada animal controle ou experimental foi
colocado separadamente no centro do compartimento iluminado, de frente para a
abertura de acesso ao campo escuro, sendo avaliado na exploragdo por 5 minutos
(DA SILVA, et al., 2021).

Nesse dispositivo foram avaliados o (I) nimero de passagens entre 0S campos
claro e escuro (considerando uma transi¢cao apenas quando o animal cruza a abertura
de acesso entre os campos claro / escuro com as quatro patas); (Il) tempo gasto no

campo claro e (lll) o tempo gasto no campo escuro.

3.3.3. Teste do Campo Aberto (OPEN FIELD)

Para testes em campo aberto, foi utilizada uma arena circular que consiste
no modelo OPO199 (Insight), apresentando diametro de 60 cm e uma parede circular
de acrilico com 50 cm de altura. O piso do dispositivo é subdividido em 12 quadrantes,
com 4 deles formando uma zona central e os demais correspondendo as zonas
periféricas.

Os animais foram colocados, separadamente, no quadrante central da
plataforma e, durante cinco minutos, foram analisados indicadores comportamentais
relacionados a ansiedade e a¢fes potenciais sobre o desempenho locomotor e vigilia
/ sedacdo animal como: (l) atividade locomotora voluntaria (nimero de vezes que as
linhas foram cruzadas); (ll) preferéncia do animal ao centro do campo do que areas
periféricas; (lll) frequéncia de rearings (exploracdo vertical do ambiente) e (IV)

groomings (movimentos de autolimpeza) (DE OLIVEIRA, et al., 2020).

3.3.4. Teste do Rota Rod

Os efeitos de diferentes doses de pinacidil (10 e 20 mg/kg) foram avaliados
guanto a potencial interferéncia nos atributos de coordenacéo motora e estado de
vigilia dos animais em comparag&o aos grupos controles no teste agudo. Ja no teste
cronico, apos realizacdo do ciclo de tratamento de cada modelo indutor, os animais

tratados com pinacidil (10 mg/kg) foram submetidas ao teste da mesma forma e com
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a mesma finalidade do teste agudo. Sendo assim, foi utilizado o aparelho de rotarod
(Acceler Rota-rod, Jones & Roberts, for rats 7750; Ugo Basile, Comercio, Italy) com
velocidade de rotacdo de 4 rev/min. O teste foi precedido por trés sessdes de
treinamento com cada animal com duragcé&o de um minuto cada na velocidade rolagem
acima destacada. No dia seguinte, os animais foram submetidos novamente ao
aparelho e, somente 0s animais que se mantiveram na barra por 1 minuto foram
considerados aptos a participarem do teste de rotarod na fase aguda, no caso da
cronica, todos foram utilizados. Trinta minutos apos os tratamentos, os animais foram
colocados no aparelho por no maximo um minuto, sendo avaliado o tempo para a
primeira queda em diferentes janelas temporais (0 min.; 15 min.; 30 min.; 45 min.; 60

min. e 75 min.).

3.3.5. Estudo da Atividade Anticonvulsivante em Modelo Agudo

Do mesmo modo que para os testes ansioliticos, para avaliar a acao
anticonvulsivante do pinacidil em administracdo Unica, grupos de animais (n=6-7)
foram tratados com solucéo salina 0,9 % (controle negativo, i.p), diazepam 2 mg / kg
(controle positivo, i.p) e diferentes dosagens de pinacidil (2,5, 5 e 10 mg / kg, i.p).

Ap6s 30 minutos da administragcdo dos tratamentos, os animais receberam os
respectivos agentes convulsivantes pilocarpina (400 mg/Kg, i.p) e PTZ (90 mg/Kg, i.p),
separadamente. Apds a administracdo do agente convulsivante os animais foram
filmados por 40 minutos na presenca do convulsivantes pilocarpina e 30 minutos apo6s

utilizacdo de PTZ.

Todos os animais foram observados quanto a ocorréncia de crises, laténcia
para a primeira crise e desempenho convulsivante por meio do indice de Racine
(1972) modificado por Pinel & Rovner (1978) (Tabela 1) em comparagcdo com 0s

grupos controles.
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TABELA 1 | indice de desempenho Convulsivante Modificado.

Nenhuma atividade de crise;
Movimentos orofaciais;
Mioclonia da cabeca;
Mioclonia da pata traseira;
Elevacéo;

Elevacgéo e queda;

Mioclonia da cabeca e orelhas, movimentos clénicos, eventos sequenciais de
elevacdo e queda;
Rotacdes, saltos violentos e vocalizacao;

N oo o B WD kO

8 Todos os comportamentos da classe 7 seguidos por periodos de hipertonia;

Fonte. por Pinel & Rovner, 1978)

3.3.6. Estudo da Atividade Anticonvulsivante em Modelo Cronico: Kindling PTZ

O Kindling de PTZ (Quadro 3) foi realizado de forma a induzir a ocorréncia de
convulsdes utilizando o Pentilenotetrazol (PTZ) por meio da administragcdo de uma
dose subconvulsivante (via intraperitoneal, i.p) de PTZ (35 mg/kg), a cada dois dias,
durante um periodo de 27 dias (totalizando 15 inje¢cBes). Dois grupos de ratos foram
utilizados, com um total de oito animais em cada grupo. Um grupo foi submetido ao
tratamento com pinacidil, na dose de 10 mg/kg (via i.p), enquanto o outro grupo
recebeu um placebo (solugéo salina a 0,9%). Tanto a administracédo de solucéo salina
a 0,9% quanto a administracdo de pinacidil foi realizada 30 minutos antes de cada
injecédo de PTZ.

Apoés a injecdo de PTZ, os ratos foram observados por um periodo de 30
minutos, e a ocorréncia de convulsdes foi registrada de acordo com o indice de Racine

(1972) como demonstrado (Tabela 2), em comparagdo com 0s grupos de controle.
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QUADRO 3 | Aplicagdo modelo KINDLING PTZ em dias.

{ MODELO KINDLING — PTZ
Filmagem para observacgao
Administracdo de PTZ - 35mg/kg
Tratamento com Pinacidil

TABELA 2 | Critérios comportamentais para classificagdo das crises limbicas (Modificada).

Classe Comportamentos
1 Movimentos orofaciais, piscar de olhos
2 Mioclonia de cabecga e/ou movimentos clénicos faciais severos
3 Mioclonia dos membros anteriores
4 Convuls6es clénicas dos membros anteriores com elevagéo
5 Convulsdes ténico-clonicas generalizadas associadas a perda do controle postural

Fonte. Racine e colaboradores, 1972).

3.3.7. Andlise Bioquimica

Foi realizado o teste toxicol6gico em trés grupos (n=6) por 10 dias, sendo
que um recebeu somente solugdo Salina 0,9% via i.p., 0 outro pinacidil 10mg/kg pela
mesma via e por fim um grupo ndo foi manipulado (Naive). Apds esse periodo, cada
um dos animais, foi mantido em anestesia inalatoria para a coleta de material. Foi feita
a coleta de sangue via intra-cardiaca (ventriculo esquerdo) e posteriormente alocado
em tubos especificos de dosagens e encaminhados para um laboratério de analises
clinicas, devidamente aclimatizados, com objetivo de avaliar possivel toxicidade
hepatica a partir da Alanina Aminotransferase (ALT) e Aspartato Aminotransferase

(AST) ou renal (dosagem de ureia e creatinina) do pinacidil em uso crénico.
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3.4. ANALISES ESTATISTICAS

As andlises estatisticas e a elaboracgéo de graficos foram realizadas utilizando
o programa GraphPad Prism 5.1 (USA). Para avaliar a protecdo contra crises
convulsivas induzidas por PTZ ou pilocarpina, foi empregado o teste de Teste de
Fisher. Para analisar os dados dos testes crénico de PTZ e Rotarod, foi utilizado o
teste ANOVA de duas vias. Os demais testes foram avaliados por meio da ANOVA
de uma via, seguida pelo pos-teste de Newman-Kells para os testes de LCE, Caixa
Claro-Escuro e toxicolégico, enquanto o teste de Tukey foi empregado para analisar
0 Open Field. Valores de *p < 0.05, **p < 0.01 e **p < 0.001 foram considerados

estatisticamente significativos.

4. RESULTADOS
4.1. TESTES ANTICONVULSIVANTES AGUDOS

No teste com PTZ, apenas a dose de 10 mg/kg de pinacidil mostrou um
efeito anticonvulsivante significativo, protegendo os animais em 100% contra
convulsdes (p=0,0006) (Figura 4A). As outras doses de 2,5 mg e 5 mg ndo protegeram
significativamente os animais contra convulsées de grau 7 e 8, como mostrado na
Figura 4A.

No teste com pilocarpina, o pinacidil mostrou um efeito anticonvulsivante
para todas as doses testadas. As doses de 2,5 mg/kg (p=0,047), 5 mg/kg (p=0,006) e
10 mg/kg (p=0,006) mostraram diferengas significativas em compara¢cdo com o salina
a 0,9%, conforme ilustrado na Figura 4B. As doses de 2,5 mg/kg; 5 mg/kg e 10 mg/kg
protegeram 0s animais contra convulsdes de grau 7/8 em 85,7%, 100% e 100%,
respectivamente, como mostrado na Figura 4B. A protecdo contra convulsdes
oferecida pelo DZP (2 mg/kg) foi de 100% tanto nos testes com PTZ quanto com

pilocarpina (Figuras 4A e 4B).

FIGURA 4 | Efeitos das drogas antiepilépticas no escore maximo de Racine.
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Quanto a laténcia para a primeira convulsdo em animais nao
completamente protegidos contra convulsées, observamos que o tempo até a primeira
convulsao foi significativamente aumentado nos animais tratados com pinacidil em
comparacao com o grupo controle tratado com salina, especialmente no teste com
PTZ. Na verdade, no teste com PTZ, o tempo até a primeira convulsédo foi aumentado
em cerca de 3,5 vezes em comparacdo com o grupo salina para as doses de 2,5

mg/kg e 5 mg/kg de pinacidil, conforme mostrado na Tabela 3.

TABELA 3 | Laténcia até o inicio da convulséo (pontuacéo 7-8) em tratamentos com pinacidil.

Laténcia até inicio da Convulsdo (Segundos)

Salina DZp Pinacidil Pinacidil Pinacidil
Tratamento
(0,5%, 1.p) (2mg'kg, 1.p) (2,5mg’kg, 1.p) (5mg/kg, 1.p) (10mg'kg, 1.p)
PTZ
150+29 Sem Convulsdo 529+304 527£266 Sem Convulsdo
(80mg/kg,1.p)
Animais com
convulsio/ sem n=0/7 n=7/0 n=0/7 n=3/4 n=7/0
convulsio
Pilocarpina S
1416+£202 Sem Convulsdo 1604+0 C em Sem Convulsdo
: onvulsdo
(320 mg/Kg.1.p)
Animais com
convulsdo/ sem n=0/7 n=7/0 n=6/1 n=7/0 n=7/0
convulsio
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Valores de Laténcia de convulsdo, medidos em segundos, em resposta ao tratamento com Pinacidil
administrado i.p. em ratos Wistar (n=6). Todos os dados foram expressos como médias + SD.

4.2. TESTES ANSIOLITICOS
4.2.1. Open Field

Exceto por um leve aumento na atividade exploratéria induzida pelo
pinacidil na dose de 10 mg/kg (i.p) (F(4,25)= 4,256; p=0,0092) (Figura 5B), nao foi
observado nenhum outro efeito ansiolitico significativo apds a administracdo de
diferentes doses da droga no teste de Campo Aberto. De fato, ndo foram observadas
diferengas estatisticas entre os animais tratados com pinacidil em todas as doses e 0
grupo controle tratado com salina em termos de tempo gasto na zona central do
aparelho (F(4,25)= 15,59; p< 0,0001), conforme mostrado na Figura 5A. Também nao
houve diferencas significativas entre as diferentes doses de pinacidil e o grupo salina
em relacdo aos comportamentos de exploracao vertical e grooming, como mostrado

nas Figuras 5C e 5D, respectivamente.

FIGURA 5 | Resultados da anélise comportamental no Teste de Campo Aberto.
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4.2.2. Labirinto em Cruz Elevado

Conforme ilustrado nas Figuras 6A e 6B, observamos que as doses de 5
mg/kg e 10 mg/kg de pinacidil mostraram diferenca estatistica em comparacédo com a
solucédo salina a 0,9%. Nossos resultados mostram que os animais tratados com
pinacidil passaram mais tempo no brago aberto (F(4,25)= 13,55; p<0,001) e menos
tempo no braco fechado (F(4,25)= 14,81; p<0,001) em comparacdo com O grupo
salina. Também houve um aumento significativo no nimero de entradas dos animais
tratados com as doses de 5 mg/kg e 10 mg/kg de pinacidil em comparacdo com o
grupo salina (Figura 6C e Tabela 4). O numero de entradas no braco fechado,
conforme mostrado na Figura 6D, ndo apresentou resultados significativos ao
comparar as diferentes doses de pinacidil com o grupo salina. Quanto aos mergulhos,
as doses de 5 mg/kg e 10 mg/kg mostraram diferenca estatistica em comparag¢ao com
0 grupo controle salina (F(4,25) = 16,83; p<0,001).

Tendo em vista que o teste de LCE tem por objetivo de avaliar condi¢des
relacionadas a atividade motora e ansiedade, observamos que 0s animais tiveram
maior permanéncia expostos ao ambiente, bem como maior movimentacdo nos

aparelhos, inferindo assim um efeito ansiolitico nas doses destacadas.

FIGURA 6 | Resultados da analise comportamental Labirinto em Cruz Elevado.
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*kk

representam a média £ SD. de segundos acumulados ou nimero de cruzamentos.*p < 0,05, **p<0,01 e
0,001 significativamente no teste ANOVA seguido do pos-teste de Newman Kells.

p<

TABELA 4 | Porcentagem de tempo em bracos abertos durante tratamentos com pinacidil.

TABELA 4 | Porcentagem de tempo em Brago Aberto (%)

Treatment/time Animal 1 Ammal2  Animal 3 Ammal4  Ammal 5 Ammal 6
Saline 2133 733 22.00 14.00 12 67 25.00
Diazepam 56.677" 5567 67.007 5333™ 40.00™ 54677
Pinacidil 2.5 mg/kg 13.33 18.67 3133 33.00 2233 16.00
Pinacidil 5 mg'kg 22.33* 44.00* 48.33* 38.00* 43.33* 45.00%*
Pinacidil 10mg'kg 68.33** 3833 4567 4233 2433 3867

Valores em porcentagem de tempo no tratamento de braco aberto com Pinacidil administrado i.p. em ratos Wistar
(n=6). Segundos acumulados ou numero de cruzamentos. **p <0,01 e ***p < 0,001 significativamente no teste
ANOVA seguido do pés-teste Newman Kells.

4.2.3. Teste de Caixa Claro-Escuro

No teste da caixa claro-escuro, 0s animais que receberam as doses de 5
mg/kg e 10 mg/kg de pinacidil passaram mais tempo no compartimento claro em
comparagcdo com os animais controle (F(4,25)=11,11; p=0,1594) (Figura 7A). No
entanto, o tempo gasto pelos animais no compartimento escuro do aparelho e o
namero de travessias entre 0s compartimentos ndo mostraram diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos experimentais e o grupo salina (Figuras
7B e 7C).
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FIGURA 7 | Efeito do tratamento em ratos avaliados em Teste de Caixa Claro-Escuro.
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Teste de Caixa Claro-Escuro. (A) Tempo gasto na camara iluminada; (B) Tempo gasto na camara escura e (C)
Total de entradas entre os dois compartimentos da caixa por 5 min. As barras representam a média+SD. de
segundos acumulados ou numero de cruzamentos. **p <0,01 e ***p < 0,001 significativamente no teste ANOVA
seguido do pds-teste de Newman Kells.

4.2.4. Comprometimento motor - Rotarod em escala aguda

As médias das laténcias de queda dos animais no Rotarod estdo apresentadas
na tabela 5. A administracdo da maior dose utilizada nos ensaios anticonvulsivantes
e ansioliticos (10 mg/kg, ip), assim como a dose duas vezes maior que aquela efetiva
como anticonvulsivante (20 mg/kg, ip) ndo apresentaram diferencas significativas
contra o grupo salina ao longo dos diferentes tempos de observacéo (F(4,25)= 0.46;
p=0.8801).
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TABELA 5 | Laténcia até o inicio das quedas em tratamentos Agudo com pinacidil.

TABELA 5 | Laténcia até o inicio da primeira queda (segundos)

Tratamento/tempo 15 min 30 min 45 min 60 min 75 min
Salina 60=0 600 G600 60£0 600

Pinacidil 10mg/'kg 60=0 53£2 G600 561 600

Pinacidil 20mg'kg 60=0 55£1 58=0.,2 60=0 600

Tabela 5. Valores de laténcia de queda, medidos em segundos, em resposta ao tratamento com
Pinacidil administrado i.p. em ratos Wistar (n=6). Todos dados expressos como meédias + SD.

4.2.5. Ensaio Cronico de PTZ (Kindling de PTZ)

A avaliacao cronica foi realizada por meio de aplicacdes diarias de pinacidil na
dose de 10mg/kg no grupo tratamento, e solugéao salina a 0,9% no grupo placebo.
Apos a andlise dos dados estatisticos, apresentados na Figura 8, podemos confirmar
a existéncia de diferenca estatistica entre os tratamentos (F(4,25)= 1.069; p=0.3717).
Ao longo dos dias, os animais do grupo salina continuaram a apresentar crises
epiléticas, enquanto os animais tratados com pinacidil na dose de 10 mg/kg nédo
apresentaram mais crises apos os dias 7-9. Mesmo antes disso e na ocorréncia de
crises, estas foram em severidade menor nos animais tratados com pinacidil em
comparacao ao grupo salina, ou seja, demonstraram baixo escore na classificacao

das crises limbicas.
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FIGURA 8 | Ensaio Cronico de PTZ
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Ocorréncia de convulsdes classificada de acordo com o indice de Racine em animais tratados e nao tratados com
Pinacidil 10mg/kg administrado por via i.p. em ratos Wistar (n=6) por 27 dias. As barras representam a média + SD.
de indice de desempenho convulsivante. ***p < 0,001 significativamente no teste ANOVA de duas vias.

4.2.6. Avaliacdo Bioquimica

O teste de toxicologia foi realizado por meio da andlise bioquimica dos animais
tratados com pinacidil na dose de 10 mg/kg via intraperitoneal durante dez dias
consecutivos. Os parametros avaliados incluiram as taxas de creatinina, conforme
mostrado na Figura 10A (F(4,25)= 0.4882; p=0.6246), e a ureia, representada na
Figura 10B (F(4,25)= 1.610; p=0.2374), de modo a se avaliar a funcdo renal. A
avaliacdo da funcao hepatica é apresentada na Figura 10C, com as taxas de ALT
(F(4,25)= 1.069; p=0.3717), e na Figura 10D, com as taxas de AST (F(4,25)= 0.0386;
p=0.9623). Nao foram observadas diferencas significativas entre os grupos salina e
de tratamento para nenhum dos parametros bioquimicos avaliados, mostrando que o

tratamento crénico com pinacidil ndo altera a funcéo renal ou hepatica dos animais.
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FIGURA 9 | Avaliacédo Bioquimica

A
Ureia
304
-
20 T
g 23 =
=3 t
E -
10+
(1] T T T
L= g AP
Ml G b
&2 e =
&
O
-3
<
C AST
250
200 4 = -
150 i - I
. -
= e -
= 100 *> _L. _'L
50 4
0 T T T
] > a®
Nl ol i
o & =
D
&
@

UL

Creatinina

1.0
-
0.8+
[ m
06 |* » o
; = —1
=2 -
o .4 4
0.2+
0.0 T T T
> 2 A%
Al o -\-“
= ma >
F\Q& 3 -~
b‘\\
O
-
&
»]
ALT
150
-
100 - 1
L S - J.
50
0 T T T
= 4
S &
\3“& ‘Jé\ Nl
&
o
&

Resultado da avaliagdo Bioquimica, (10A) Ureia mg/dL, (10B) Creatinina mg/dL, (10C) AST U/L e (10D)
ALT U/L. Teste realizado em ratos Wistar (n=6) em trés grupos (tratados com Pinacidil 10mg/kg, controle
com Solucdo Salina 0,9% e animais nao manipulados ( Naive). ANOVA Test seguido do pds-teste de

Newman Kells.

Ao comparar os resultados obtidos nos grupos tratados, aos valores de

referéncia descritos na Tabela 6, observou-se que a medicacdo ndo apresentou

efeitos toxicos para os animais durante o periodo avaliado.
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TABELA 6 | Média referente a dosagem de enzimas para exame toxicolégico em comparacdo aos
valores de referéncia para a espécie.

TABELA 6 | Avahacio Toxicoldgica

u
o L - n H Referéncia Referéncia
Enzima'Referéncia ) -
Pinacidil . . 1 2
) Salina Naive
10mg'kg
Ureta (mg/dL) 17.67 16 18 41.0 446 30-42
Creatinina (mg/dL) 0.61 0.63 0.56 03-0.6 044 .64
AST (UML) 1436 138.67 1395 129 - 481 &1 - 180
ATT (UL) 76 80.17 920.75 114 -290.8 36 - 58

Avaliacédo toxicoldgica dos grupos testados comparados a Referéncia 1 (Dantas, et. Al., 2006) e referéncia
2 (Universidade Federal do Sergipe).

4.2.7. Comprometimento Motor — Rotarod em escala cronica

O teste de rotarod foi representado pelos resultados de laténcia, conforme
demonstrado na Tabela 7. A atividade motora dos animais foi avaliada em seis
periodos e ndo foram identificadas diferencas significativas entre os tratamentos e o

grupo salina nos seis periodos avaliados (F(4,25)= 0.2456; p=0.9110).

TABELA 7 | Laténcia até o inicio das quedas em tratamentos com pinacidil em modelo Crdnico de PTZ.

TABELA 7 | Laténcia até o inicio da primeira queda (segundos)

Tratamento/tempo 15 min 30 min 45 min 60 min 75 min
Salina 600 600 53124 60=0 60=0
Pinacidil 10mg'kg 54.6x1.8 56,313 60=0 60=0 56423

Valores de laténcia de queda, medidos em segundos, em resposta ao tratamento com Crdnico com
Pinacidil administrado i.p. em ratos Wistar (n=6). Todos os dados foram expressos como médias + SD.
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5. DISCUSSAO

Existem diversas abordagens no tratamento da epilepsia, uma vez que 0s
medicamentos utilizados podem agir em uma variedade de alvos moleculares para
modular respostas neuronais, como a atividade dos canais idnicos, ou visando
aumentar a inibicdo neuronal por meio da acdo Gabaérgica, ou mesmo diminuir a
excitacdo glutamatérgica e mesmo a simpéatica (BRYSON, A.; REID, C; PETROU, S.,
2023).

Estudos prévios tém investigado o potencial das drogas ativadoras de
canais de potassio, no contexto da agdo anticonvulsivante. Resultados recentes
comprovaram a eficacia de alguns farmacos nesse aspecto, destacando seu papel na
prevencéao de convulsdes. Além disso, drogas analogas ao pinacidil, como o nicorandil
se mostraram promissoras nesse campo, com a possibilidade de produzir resultados
comparaveis ou até superiores as drogas convencionais de uso clinico na epilepsia
(GOLDBERG, et al., 1989; ZHAO, et al., 2023).

Sendo assim, no intuito de comprovar essa hipétese referente ao pinacidil, nos
baseamos no estudo conduzido por RAO em 2015, que investigou os efeitos do
nicorandil em camundongos, utilizando doses variadas da substancia (5, 10, 20 e 40
mg/kg). Neste trabalho, os animais receberam o tratamento via intraperitoneal e foram
posteriormente induzidos a convulsdes clénicas com PTZ (100 mg/kg), 30 minutos
apos tratamento com grupos de tratamento ou controle salina. Os resultados
revelaram que mesmo a menor dose testada ja apresentou aumento do periodo de
laténcia para o inicio das crises, enquanto as doses subsequentes proporcionaram
protecdo contra o desenvolvimento das convulsées. Isso levou Rao a concluir que o
nicorandil pode ser uma nova opcdo de farmaco antiepiléptico, devido a sua
capacidade de ativar os canais de potassio de forma a promover estabilidade da
membrana celular, restabelecendo o equilibrio i6bnico e regulando a liberacdo de

neurotransmissores (RAO et al., 2005).

Dessa forma, por se tratar de um farmaco analogo ao nicorandil, que ja
apresenta efeitos comprovados perante a sua acdo anticonvulsivante, o pinacidil, &
um potencial candidato no tratamento de convulsdes, conforme sugerido até mesmo
por RAO em 2005. Com efeito, no presente estudo e pela primeira vez, este efeito
anticonvulsivante do pinacidil foi comprovado, tendo em vista diferentes doses da
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droga protegerem animais contra as crises induzidas por PTZ e Pilocarpina, tdo bem
como aumentar o tempo de laténcia para primeira crise no caso de animais nao
completamente protegidos das crises no teste do PTZ. O fato de o pinacidil mostrar
efeito anticonvulsivante em mais de um modelo de convulséo, cujas convulsdes sejam
geradas por mecanismos neuroquimicos diferentes, afasta a possibilidade de que os
efeitos anticonvulsivantes do pinacidil ndo sejam genuinos, ou seja fruto de um efeito
falso positivo. O mesmo pinacidil também demonstra este efeito anticonvulsivante em
modelo crénico de epilepsia, no caso o kindling de PTZ, aumentando o interesse para
a droga. Mais do que isso, este trabalho também demonstra os efeitos ansioliticos
discretos do pinacidil, com base nos dados obtidos nos testes do Open Field, LCE e
CE.

Inicialmente, o objetivo do estudo era investigar as potenciais propriedades
anticonvulsivantes do pinacidil. No entanto, considerando que pacientes epiléticos
frequentemente sofrem também de ansiedade, e levando em conta que muitod dos
medicamentos utilizados no tratamento da epilepsia possuem efeitos ansioliticos
devido a sua influéncia nos neurotransmissores através dos canais idnicos, sendo
este o principal mecanismo de agéo estudado, decidimos conduzir testes adicionais

para explorar essa possivel propriedade do pinacidil.

A relacdo entre anticonvulsivantes e ansioliticos pode ser explicada pela
influéncia desses medicamentos no sistema nervoso central, especialmente através
da regulacdo do neurotransmissor GABA. Os anticonvulsivantes frequentemente
aumentam a atividade do GABA no cérebro, o que é crucial para inibir a atividade
neuronal excessiva que pode levar a convulsdes. Se os niveis de GABA no organismo
estiverem baixos, a capacidade inibitéria do neurotransmissor é reduzida, o que pode
resultar em hiperatividade neuronal, contribuindo para quadros de crises convulsivas
e, indiretamente para a ansiedade (KOH. W, KWAK. H, CHEONG. E, LEE. C.J., 2023).

Além de seu papel na inibicdo neuronal, 0 GABA também desempenha um
papel na regulacdo de outros neurotransmissores importantes, como a serotonina e a
dopamina. A serotonina estd envolvida na regulacdo do humor, sono e apetite,
enquanto a dopamina desempenha um papel crucial na motivacdo, recompensa e
movimento. Portanto, modificagdes nos niveis de GABA podem afetar indiretamente

esses sistemas neurotransmissores, influenciando néo apenas a atividade convulsiva,
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mas também os estados de humor e ansiedade (VAUGHAN. R.A; HENRY L.K;
FOSTER J.D; BROWN C.R, 2024).

Ja com relacéo direta aos canais idnicos no tratamento simultaneo da epilepsia
e da ansiedade, podemos destacar os canais de potassio, que alteram a polaridade
da membrana para promover o esgotamento de calcio. Este calcio modula a acao de
neurotransmissores excitatorios. Através da acdo combinada sobre esses canais, 0S
medicamentos conseguem controlar a hiperexcitabilidade associada as crises
epilépticas e reduzir a atividade excessiva que contribui para a ansiedade,
proporcionando um efeito terapéutico abrangente (SOBOLEVA, E. B.; AMAKHIN, D.
V.; SINYAK, D. S.; ZAITSEV, A. V, 2022).

Essa interconexdo mostra como 0s anticonvulsivantes, ao afetarem canais
idnicos, 0 GABA e outros sistemas neurotransmissores, podem ter implicagées nao
apenas no controle de convulsdes, mas também na gestdo farmacoldgica de
transtornos de ansiedade. E por isso que, em certos casos clinicos, ambos os tipos
de medicamentos podem ser prescritos para tratar condigdes neuroldgicas complexas
gue envolvem tanto convulsées quanto ansiedade (PERUCCA E, BIALER M, WHITE
HS, 2023).

De forma a comprovar os efeitos ansioliticos do pinacidil, os testes de Campo
Aberto; Labirinto em Cruz Elevado (LCE) e Caixa Claro-Escuro foram empregados
avaliando as atividades comportamentais de cada modelo animal e, de maneira
complementar. Os resultados obtidos revelaram um aumento moderado na atividade
exploratéria dos animais nos trés testes. Além disso, outras varidveis avaliadas
demonstraram resultados significativos, como observado no teste de LCE, no qual
houve um aumento no numero de entradas dos animais no aparelho, assim como no
namero de mergulhos. Vale ressaltar também o aumento do tempo que 0s animais
permaneceram nos bracos abertos do labirinto, um pardmetro que pode ser
correlacionado com os dados obtidos na caixa claro-escuro, na qual os animais
passaram mais tempo na area clara. Isso sugere que os animais podem estar se
expondo a areas consideradas aversivas em ambos os testes (DE OLIVEIRA, et al.,
2020). Portanto, considerando que o pinacidil aumentou tanto a taxa exploratéria

quanto a frequéncia de comportamentos etiolégicos considerados de risco,
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concluimos que o farmaco apresenta atividade ansiolitica, ainda que de discreta a

moderada poténcia.

Quanto a propriedade anticonvulsivante do pinacidil, sabe-se que a acéo das
drogas ativadoras de canais de potassio baseia-se na repolarizacdo da membrana
celular. I1sso ocorre através do influxo de potassio de dentro para fora das células

neuronais.

Quando os canais de potassio sdo ativados, os ions K+ saem do meio
intracelular, onde estdo mais concentrados, e migram para o meio extracelular. Esse
movimento ajuda a reduzir as concentracdes de calcio e sédio, controlando assim a
transmissao neuronal. Além disso, contribui para manter a membrana hiperpolarizada
(SUN. J; LIU. Y;BAUDRY. M; BI. X., 2020). Para compreender os mecanismos dos
canais de potassio (K+), € essencial primeiro identificar a classe a qual esses canais
pertencem. Em termos gerais, existem quatro classes principais: canais ativados por
calcio, dependentes de voltagem, K2P e Kir. O pinacidil € conhecido por sua
capacidade de abrir os canais de potassio sensiveis ao ATP (K_ATP), que sao um
tipo especifico da familia Kir (canais Kir6.x). Esses canais sdo encontrados em
diversos tecidos como cérebro, musculo cardiaco, musculo liso vascular e pancreas
(TAURA J; KIRCHER D, M; GAMEIRO-ROS I; SLESINGER P, A., 2021).

Uma das formas de induzir convulsdo aos animais utilizados na presente
pesquisa, foi a administracdo do Pentilenotetrazol, este € um farmaco antagonista
competitivo do receptor GABAa.. Como este receptor tem a fungao de inibir os efeitos
sobre a atividade neuronal, sua inibicdo ird desencadear convulsées em grau mais
acentuado (GONZALEZ et al., 2023). Quando ocorre o blogueio de GABA, as
concentracbes de ions de Na+ e Ca2+ vao estar elevados, o que favorece a
hiperexcitabilidade do SNC, sendo esse um dos motivos de uma crise epilética
(OLIVEIRA, 2001).

Nos estudos agudos, ao pinacidil em doses de 2,5 e 5 mg/kg observamos
gue ndo ocorreu protecdo, o que pode ser explicado pelo fato de ao bloquear o
neurotransmissor GABA, n&o ocorre o influxo de cloro oriundo da ligagao
GABA/GABAA, sendo assim a concentracdo de potassio fornecida pela administracao
do pinacidil nessas doses nao foi o suficiente para causar uma repolarizacao e

hiperpolarizagcéo da célula, de forma a interromper a crise epilética. Ja os animais que
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receberam a dose de 10 mg/kg apresentaram prote¢c&o nos scores 7 e 8, 0 que se da
pela maior disponibilidade de ions potassio na regido poés-sinaptica, de forma a
conseguir alterar a polaridade da célula, promovido pelo esgotamento de calcio e
sédio. O mesmo ocorreu quando considerado o experimento de kindling de PTZ com
essa mesma dose de 10 mg/kg.

O outro indutor instituido no protocolo do estudo foi a pilocarpina, esta &
uma substancia agonista colinérgico muscarinico, que vai atuar em receptores
muscarinicos. Tais receptores estao distribuidos abundantemente pelo SNC, de forma
a atuar na homeostase da excitabilidade neuronal. Sendo assim, a pilocarpina vai
atuar elevando a disponibilidade desses receptores, 0 que gera um aumento de
ligacGes entre glutamato/(M1-M5) resultando no maior influxo de ions Na*e Ca?* o
que gera excitabilidade do sistema desencadeando as crises epiléticas (LEE et al.,
2022).

No caso do estudo utilizando a pilocarpina como indutor de crises e o
pinacidil como tratamento observamos protecdo em todas as doses de pinacidil
utilizadas. Uma hipétese para tais resultados se da pelo fato que o mesmo com a
menor dose administrada de 2,5 mg/kg vai disponibilizar uma baixa concentracdo de
potassio, somado a acao do cloro que € liberado pela ligacdo GABA/GABAA, vao ser
o suficiente para impedir a progresséao da crise.

Na fase crénica, o modelo Kindling de PTZ foi realizado. Com base nos
dados obtidos na fase aguda, a dose que demonstrou os melhores resultados frente
aos dois indutores foi de 10 mg/kg (ip), sendo, portanto, selecionada como a dose
teste para a realizacéo da fase cronica. O teste referente ao Kindling de PTZ teve por
objetivo a inducéo de convulsdes repetitivas, de forma a induzir uma patologia similar
a epilepsia, sendo que a laténcia e a duragéo das crises vao alterando ao logo da
avaliacdo (SHIMADA, T; YAMAGATA, K, 2018).

Os animais tratados com pinacidil apresentaram pontuacdes baixas nos
critérios comportamentais para classificacdo das crises limbicas, conforme a tabela
de Racine e colaboradores de 1972, em comparagdao ao grupo salina. As crises
ocorreram até o nono dia dos 27 dias de tratamento. E relevante destacar que apenas
3.2% dos animais tratados experimentaram crises. Em contraste, todos os animais do
grupo salina apresentaram crises com pontuacdo maxima ao longo de todo o

tratamento.
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O teste cronico de PTZ, confirma os resultados obtidos no teste agudo,
fazendo uso da mesma dose, sendo capaz de uma protecdo maior que 95% dos
animais tratados.

Em relacdo ao teste de rotarod, observou-se que o pinacidil ndo causa nenhum
impedimento motor nos animais, tanto na fase aguda quanto na fase crénica do
estudo. E importante ressaltar que, mesmo em dose duas vezes superior aquela em
que os efeitos anticonvulsivantes e ansioliticos foram observados, ndo houve impacto
negativo no desempenho motor dos animais. De fato, a maior dose em que 0s
referidos efeitos foram observados nos testes anticonvulsivantes foi de 10 mg/kg (i.p).
As doses de 10 mg/kg (i.p) e 20 mg/kg (i.p) foram avaliadas no experimento de rotarod
para verificar o efeito do pinacidil no desempenho motor dos animais. Os resultados
demonstraram que o pinacidil € bem tolerado pelos animais, ndo apresentando efeitos
extrapiramidais significativos nem qualquer impedimento motor associado.
Consequentemente, podemos afirmar que a analise evidencia que o efeito
anticonvulsivante do pinacidil ndo € resultado de qualquer potencial impedimento
motor causado pela droga, mas sim de um efeito farmacolégico genuinamente

anticonvulsivante.

Os testes toxicologicos de um medicamento sao realizados principalmente
para avaliar seus impactos na metabolizacdo, excrecéo e potenciais toxidades. Nesse
sentido, os principais focos de pesquisa incluem as alteracfes das funcdes hepaticas
e renais. Dado que muitos medicamentos antiepiléticos podem induzir
hepatotoxicidade, manifestada por inflamacdo em doencas agudas ou crbnicas, as
enzimas Alanina Aminotransferase (ALT) e Aspartato Aminotransferase sao
frequentemente utilizadas como indicadores dessas alteracdes (Dwivedi & Jena,
2018). Para avaliar a fungéo renal, os niveis séricos de Creatinina e Ureia sédo
dosados.

Em nossas avaliagbes, nenhumas das enzimas testadas apresentaram
alteracdo durante o tempo de tratamento, quando comparadas a dois valores de
referéncia de laboratorios distintos ou mesmo ao grupo controle interno do
experimento, o que indica que a droga € segura nesse tempo de avaliagdo e quanto
aos parametros de funcéo renal e hepatica avaliados.

ApoOs realizacdo de todos os testes descritos, tendo em vista seus
resultados, observamos a importancia que esse farmaco representa, uma vez que
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apresentou resultados positivos para mais de uma patologia, e mais que isso, nédo
desencadeou sonoléncia e privacao de movimentos dos animais, sendo estes um dos
principais efeitos colaterais causados por drogas que ja séo utilizadas na clinica da
epilepsia e ansiedade.

Um dos principais motivos pela pesquisa de novos medicamentos que
atuem principalmente no controle da epilepsias e transtornos mentais se da
justamente pela busca de drogas que causem menores efeitos colaterais aos seus
usuérios (KWON J,Y; JEON M,T; JUNG U,J; KIM D,W; MOON G,J; KIM S,R., 2019).
Dentre os principais efeitos adversos que essas medicagdes vao causar estdo a
sonoléncia, tonturas, distirbios gastrointestinais, alteracdo de humor e
comportamento, incoordenac¢ao motora, dificuldade de cognicéo, ganho de peso, falta
de libido e sobrecarga hepatica (SOLMI M; FORNARO M; OSTINELLI E,G; ZANGANI
C; CROATTO G; MONACO F; KRINITSKI D; FUSAR-POLI P; CORRELL C,U., 2020).
Por tanto, devido a essa vasta gama de efeitos, muitos pacientes abandonam o
tratamento, sendo assim observamos a necessidade de apresentar medicamentos
como o pinacidil, de forma a minimizar tais efeitos, permitindo o tratamento continuo
sem abandono por contas das adversidades causados pelos medicamentos.

Sendo assim, estes novos efeitos farmacoldgicos se somam aqueles outros
ja sabidos para o pinacidil, como principalmente o efeito anti-hipertensivo (LIU, et al.,
2024). Tal interacdo de efeitos como acédo hipertensiva e ansiolitica ja esta descrito
na literatura na através dos beta-bloqueadores (REPOVA, et al., 2022) Dessa forma
temos uma incrementacdo da acdo da droga, o que pode favorecer usuarios que
sejam portadores de epilepsia e crises de ansiedade, sendo assim e possivel que seja
sugerido um reposicionamento terapéutico do farmaco.

Com base nisso, ao compararmos o processo de desenvolvimento de um
novo medicamento com o0 reposicionamento, observamos que criar algo
completamente novo exige altos investimentos financeiros, especialmente em relagao
aos estudos necessarios (JARADA T,N; ROKNE J,G; ALHAJJ R., 2020). Estes
estudos envolvem a exploracéo de novas opg¢fes de tratamento para varias doencas,
partindo do desenvolvimento de hipdteses sobre seus mecanismos de a¢ao na fase
pré-clinica, seguidos por procedimentos mais complexos de teste e, se aprovados, de
producdo. Por outro lado, o reposicionamento, que estamos propondo com NOSSO

trabalho, representa economia significativa de tempo e investimento, uma vez que 0s
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custos sdo consideravelmente menores em comparagdo a pesquisa de novos
medicamentos. Obviamente, trata-se aqui de um estudo inicial que carece de maiores
comprovagbes e experimentos adicionais para 0 concreto reposicionamento do
farmaco para além de suas atividades farmacolégicas ja conhecidas.

Outro ponto a ser considerando que essas atividades farmacologicas
observadas neste trabalho se deram apos a administragéo sistémica (i.p.) de pinacidil,
€ razoavel concluir que este composto consegue penetrar a barreira
hematoencefalica. Drogas que apresentam essa caracteristica, podem oferecer
beneficios significativos em termos de eficacia terapéutica, principalmente no
tratamento de condic¢des neuroldgicas e psiquiatricas, como a epilepsia e a ansiedade,
tornando o0s mais atrativos em termos de perspectivas farmacocinéticas e
farmacéuticas (SCHMIEDEBERGS, et al., 2023).

6. CONCLUSAO

A presente pesquisa demonstrou as propriedades anticonvulsivante do
pinacidil. Os resultados obtidos evidenciaram a efetividade do farmaco em dois
modelos de convulséo, PTZ e pilocarpina, no estudo agudo e kindling de PTZ no
modelo crénico. Do mesmo modo, os testes do Labirinto em Cruz Elevado, Open Field
e Teste Claro-Escuro revelaram uma atividade ansiolitica de discreta a moderada para
o farmaco. Nenhum déficit motor foi causado pelo pinacidil aos animais conforme
mostrado pelos tetes do rotarod. Além disso, o farmaco € bem tolerado pelos animais,
uma vez que o mesmo nao promove alteracdes das funcdes hepatica e renal como
medido por marcadores bioquimicos. O trabalho apresenta marcado interesse
farmacéutico ao sugerir possivel reposicionamento terapéutico do farmaco para além

de suas ac¢des anti-hipertensivas e anti-angina ja conhecidos da pratica médica.
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