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1- INTRODUCAO

A insuficiéncia cardiaca hoje é reconhecida como um problema importante e
crescente de salde publica (ROSSI NETO, 2004). Da mesma forma, a prevaléncia das
cardiopatias nos pequenos animais tambem esta crescendo, principalmente porque a
expectativa de vida dos animais de companhia aumenta a cada ano (SOARES & LARSSON,
2003). O tratamento da insuficiéncia cardiaca auxilia a aliviar os sintomas da insuficiéncia e
disfuncdo cardiaca, ja que na maioria dos casos, a doenca cardiaca € incuravel, além de visar
aumento no tempo de sobrevivéncia do paciente (TILLEY & GOODWIN, 2002).
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A terapia normalmente empregada no tratamento dos sinais de insuficiéncia
cardiaca inclui o uso de farmacos com efeitos inotropicos positivos como glicosideos
cardiacos, combinados com diuréticos, porém o uso dos glicosideos cardioténicos tem sido
restrito, em funcdo de seus efeitos pré-arritmogénicos e do reduzido indice terapéutico que
possuem (BARREIRO, 2002).

Como alternativa para o tratamento da insuficiéncia cardiaca surgiu o
LASSBIi0294. O LASSBi0294 é um novo protdtipo a farmaco cardioténico desenvolvido pelo
Laboratério de Avaliacdo e Sintese de Substancias Bioativas (LASSBio®) da Universidade
Federal do Rio de Janeiro (UFRJ), em 1999, sendo a primeira patente obtida pelo laboratério
(BARREIRO, 1999). O protétipo é um derivado N-acilidrazénico (NAH), embora seja fruto
da modelagem molecular, foi elaborado a partir do substrato de safrol, um composto extraido
do dleo de sassafras, encontrado em plantas como a Ocotea pretiosa (canela-branca) e Piper
hispidinervum (LIMA et al., 2000; SUDO et al., 2001; BARREIRO et al., 2002).

O protétipo € ativo por via oral, tem como vantagem efeitos vasodilatadores e
inotropicos positivos, aliado a auséncia de toxidade aguda (BARREIRO, 2002,
KUMMERLE, 2006), além de ser ativo quando administrado pela via oral, ainda acredita-se
que 0 mecanismo de acdo do LASSBIi0294 seja por meio da inibicdo das fosfodiesterases,
assim como ocorre com o Pimobendan (BARREIRO, 2002; SILVA et al., 2002). BARREIRO
(2002) relata que a atuacdo do LASSBIi0294 acontece por meio da regulacdo do ion célcio
(Ca*® em fibras cardiacas desnudas, diferentemente dos mecanismos apresentados pelos
glicosideos cardiacos e B-adrenérgicos.

Para descobertas destes novos compostos-prototipos, tais como o LASSBi0294,
estes devem ser submetidos a testes in vitro para identificar um novo “hit” ou ligante do
biorreceptor (futuro alvo terapéutico), a proxima etapa do processo é a elucidacao da natureza
da afinidade do biorreceptor por meio de ensaios que explicitem a atividade desejada,
antagonista/agonista do biorreceptor (BARREIRO, 2009).

Comprovada a natureza da afinidade, a etapa seguinte compreende o emprego de
bioensaios farmacolégicos in vivo , visando, por um lado, validar o conceito terapéutico para
0 alvo eleito, por exemplo as propriedades farmacodinamicas, e por outro, permitir avaliar as
propriedades farmacocinéticas do ligante, sendo indispensaveis para poder classificar a
substancia em estudo como um auténtico composto-prototipo (BARREIRO, 2009), sendo esta

a fase atual de estudo do protdtipo.



SUDO et al. (2001) comprovaram o efeito inotrépico positivo do LASSBi0294
em corag0es isolados de ratos Wistar, utilizando estimulagéo elétrica no tecido cardiaco e, ao
serem tratados com diferentes doses do protétipo cardioativo, observaram que houve
significativo incremento na contratilidade espontdnea desses tecidos, sendo este incremento
na contratilidade dose-dependente, ndo sendo observadas alteracbes de conducdo nem
arritmias. A administracdo do LASSBi0294 nédo provocou efeitos arritmogénicos, podendo ser
vantajoso em relacdo ao Pimobendan, uma vez que ROSENTHAL et al. (2006) relataram este
efeito adverso.

Além disso, SILVA et al. (2002) mostraram que este composto também promoveu
relaxamento de aortas isoladas de ratos, por incremento dos niveis intracelulares de GMP
ciclico, assim, essas evidéncias farmacologicas sugerem um novo mecanismo de acao.
Recentemente, COSTA et al. (2010) descreveram o LASSBi0294 como capaz de evitar o
infarto do miocardio induzido pela disfuncdo cardiaca, através da melhor regulacédo

intracelular de Ca®*.

PERSIANO & OLIVEIRA ALVES (2010), em estudo piloto utilizando as doses
de um e 2mg/Kg do LASSBIi0294, via oral, em cées da raca Beagle, ndo observaram
alteragbes no hemograma e bioquimica sérica (alanina aminotransferase, fosfatase alcalina,
uréia e creatinina), indicando que o prot6tipo ndo promove intoxicacdo ou alteraces nas
funcdes hepatica e renal, mostrando seguranca para as doses utilizadas. Foram identificados
dois metabdlitos (LASSBi0294 Hidroxilado e LASSBi0294 Sulfoxido) (BRAGA et al.,
2011), sendo o LASSBi0294 Sulféxido o principal metabolito encontrado no soro de cées
(CARNEIRO et al., 2010). As maiores concentragdes séricas da molécula foram detectadas
apos duas horas da sua administracdo (PERSIANO & OLIVEIRA ALVES, 2010).

Em conjunto, os efeitos vasodilatadores e inotropicos positivos do prot6tipo
indicam fortemente que ele € um novo candidato a farmaco, eficaz e seguro para tratar
condicdes patoldgicas, nas quais a fadiga do musculo cardiaco € a desordem debilitante
(SUDO et al., 2006).

Segundo DETWEILER (1996), a pressdo sanguinea é determinada pela acdo
bombeadora do coracéo, resisténcia periferica, viscosidade do sangue, quantidade de sangue
no sistema arterial e elasticidade das paredes arteriais. Esses fatores sdo controlados por um
sistema regulador complexo que, ordinariamente, mantém a pressao arterial dentro de limites

estreitos. TILLEY & GOODWIN (2002) classificaram as pressdes sanguineas em quatro



grupos diferentes, estabelecendo, desta forma, parametros para sua avaliacdo clinica, como

pode ser visto na Tabela 1.

Tabela 1 - Classificagdo da pressdo arterial sanguinea sistolica (PAS) e diastolica (PAD)
em quatro diferentes grupos, segundo TILLEY & GOODWIN (2002)
Classificacao PAS (mmHg) PAD (mmHg)
Normal 110-120 70-80
Discretamente elevada 120-170 80-100
Moderadamente elevada 170-200 100-120

Acentuadamente elevada Acima de 200 Acima de 120

A pressdo sanguinea arterial pode ser avaliada tanto por métodos invasivos
(diretos), quanto por métodos nao-invasivos (indiretos), sendo os métodos ndo-invasivos
faceis de serem efetuados na pratica clinica, sendo de baixo custo e relativa precisdo
(NELSON & COUTO, 2006). Porém, o método indireto de afericdo da pressdo arterial
apresenta uma desvantagem relacionada a imprecisdo relativa aos valores de pressao arterial
diastélica (FRIEDMAN et al., 1990).

Ocorrem variagbes de valores de pressdo sanguinea obtidas por diferentes
métodos de mensuracao, refletindo assim as diferencas existentes entre as populagdes, entre
as técnicas de mensuracdo e o manejo dos animais (SCHLOTZHAUER & LITTEL, 1997).
JEPSON et al. (2005) utilizando o método Doppler em gatos, relataram que a pressao arterial
diastdlica obtida por esse método pode ndo ser confiavel, uma vez que a pressdo arterial
sistolica pode ser obtida em 100% das medic¢des, enquanto em apenas 51,4% das medicGes
foram obtidas as pressdes arteriais diastolica.

A largura do manguito utilizado para afericdo deve ser de aproximadamente 40%
a 50% da circunferéncia das extremidades envolvidas, pois manguitos muito estreitos geram
falsos aumentos de leitura, enquanto manguitos muito largos podem subestimar a pressao
sanguinea. Os locais mais comuns de colocacdo do manguito situam-se entre o cotovelo e o
carpo ou na regido tibial, devendo-se evitar as proeminéncias esqueléticas (NELSON &
COUTO, 2006).

Diante do exposto, tornou-se importante a realizagdo desse projeto, para permitir a
continuacdo do desenvolvimento de um novo medicamento, que poderd melhorar as

condicdes clinicas e aumentar a sobrevida tanto de pequenos animais como de pessoas que



possuem insuficiéncia cardiaca, uma vez que o cdo é um modelo experimental para o estudo
desta enfermidade em humanos. Além disso, 0 mesmo se faz necessario em respeito aos
protocolos de pesquisa da RESOLUCAO N° 251 de Agosto de 1997 do Conselho Nacional de
Saude que determina realizar testes toxicologicos em trés espécies animais distintas, sendo
uma delas mamiferos ndo roedores, além de estudos acerca da farmacocinética do novo

farmaco.
2- OBJETIVOS

Avaliar os efeitos vasodilatadores do LASSBi0294 sobre o sistema cardiovascular
de cdes por meio da mensuracgdo da pressao arterial antes e ap6s a administracdo do farmaco

cardiotdnico em trés concentracoes diferentes.
3- METODOLOGIA

O estudo experimental foi realizado nas dependéncias da Universidade Federal de
Goias, onde para sua realizacdo foram utilizados os laboratérios de Cardiologia Veterinaria do
Hospital Veterinario da Escola de Veterinaria e Zootecnia e o de Bioconversdo da Faculdade
de Farmécia da Universidade Federal de Goias. O experimento foi realizado com cinco
cadelas, adultas, da raca Beagle, consideradas clinicamente saudaveis, apds exames clinicos e
laboratoriais. Os animais foram alimentados com ragdo comercial’, com fornecimento de agua

a vontade, alojados em canis individuais.

Na primeira fase de experimentacdo todas as cadelas receberam uma dose de
2mg/kg de LASSbio294, por via oral. Os animais foram submetidos a mensuracao da pressédo
arterial antes da administracdo do farmaco e apds duas, quatro, seis, doze e vinte e quatro
horas ap6s a administracdo do mesmo. Na segunda e terceira fases de experimentacgdo,
receberam uma dose de 5mg/kg e 10mg/kg respectivamente, de LASSBi0294, por via oral,
sendo submetidas as mesmas avaliacOes que foram realizadas na primeira fase. O intervalo

entre as fases foi de sete dias.

Para mensurar a pressdo arterial foi usado o método oscilométrico (Monitor
multiparamétrico DX 2022 DIXTAL® - Manaus-AM), acoplando o manguito na posicdo
proximal da regido entre o cotovelo e o carpo, no membro anterior esquerdo, sendo este

colocado a altura do atrio direito (Figura 1). Em cada avaliacdo obteve-se quatro medicdes
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consecutivas da pressao arterial sistdlica (PAS), diastolica (PAD) e média (PAM) de cada
animal, descartando o valor mais discrepante e considerando como valor final a média
aritmética das trés afericbes (HENIK et al,. 2005; PEREIRA-NETO, 2005; BROWN et al.,
2007).

DX 2022 DIXTAL
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Figura 1 — A e B) Cadelas Beagle em decubito lateral esquerdo com manguito acoplado

na posicao proximal da regido entre o cotovelo e o carpo, no membro anterior esquerdo,
para medicdo das pressOes arteriais sistolica, diastolica e média utilizando o método
oscilométrico; C) Monitor multiparamétrico DX 2022 DIXTAL® (Fonte:
http://www.dixtal.com.br/lib/dx 2022 Ic port.pdf)



http://www.dixtal.com.br/lib/dx_2022_lc_port.pdf

Os dados obtidos na fase experimental foram submetidos a analise estatistica pelo
programa de computador Jandel SigmaStat for Windows (SigmaStat for Windows, versdo
3.0.1. Systat Software Inc - Richmond, CA, EUA). Os dados obtidos na fase experimental
foram comparados entre 0s tempos experimentais, dentro de um mesmo grupo e entre grupos
(entre diferentes doses), os resultados que apresentaram distribuicdo normal foram
submetidos a Analise de Variancia (ANOVA) para medidas repetidas, seguida do teste de
Student-Newman-Keuls para comparacdo ao longo dos momentos dentro de cada grupo e

ANOVA de uma via para comparagdo entre 0s grupos em cada momento.

Para os dados que ndo apresentaram distribuicdo normal, empregou-se o teste de
Kruskal-Wallis, seguido do teste de Student-Newman-Keuls. Considerou-se para o0

experimento um nivel de significancia de 5%.

4- RESULTADOS E DISCUSSAO
Os resultados obtidos por meio da avaliagdo da pressdo arterial apds o uso das
doses de 2mg/kg, 5mg/kg e 10mg/kg do LASSBIi0294, por via oral, estdo apresentados na
Tabela 2.

Tabela 2 — Médias e Desvios-padrdo dos valores obtidos das pressfes arteriais sistolica
(PAS), diastélica (PAD) e média (PAM) em mmHg

125,4+7,2 117,1+£11,9  107,1+4,0*  109,1+7,7* 122,4+5,3 112,1+7,0*

PAD 63,9£15,5 62,2+21,7 57,4%+15,8 61,8+18,9 59,7+16,4 62,3+9,7

PAM  84,3%111 76,1+24,1 72,4+8,2 71,6+19,7 80,7+11,1 79,0+7,3
PAS 127,2+9,0 114,1+5,4 114,3+7,6 116,7+8,6 127,5+13,8 121,3+10,1

PAD 64,7+15,0 58,0+8,9 61,7+8,2 65,7+6,8 73,5+14,8 66,3+10,9

5mg/Kg

PAM 855+12.2**  76,8+7,0**  792+78**  82,046,5** 914£14,1**  85,0£9,4**

pAS  116,6+10,4 117,5+6,8 113,3+8,6 115,3+13,8  110,3+18,1 120,7+6,9
PAD 57,9+14,4** 57,9+14,7** 62,9+12,9** 57,0£10,2**  58,7+9,8**  59,2+12 8**

PAM 77,%13,0 76,7+11,4 80,0+11,6 71,7+8,3 74,6+7,3 76,1+11,3

* Diferencas significativas entre momentos de um mesmo grupo
** Dados que ndo apresentaram distribuicdo normal, sendo empregado o teste de Kruskal-Wallis, seguido do
teste de Student-Newman-Keuls



Na avaliacdo da pressdo arterial sistélica foi observada diferenca estatistica dentro do
grupo 2mg/Kg, onde ocorreu diminuigdo para esta variavel em relagdo ao basal nos tempos de
quatro (p=0,010), seis (p=0,018) e vinte quatro (p=0,045) horas. Os valores nos tempos de
quatro (107,07mmHg) e seis (109,07mmHg) horas tiveram médias discretamente abaixo dos
parametros considerados normais para a espécie em questdo (TILLEY & GOODWIN, 2002)
(Figura 2). Podemos assim, confirmar o potencial vasodilatador do LASSBi0294 em cées da
raca Beagle saudaveis, além da sua seguranca, ja que ndo foi observada hipotensdo, mesmo
nas doses superiores (10mg/kg). Efeitos similares foram observados por THOMASON &
FALLOW (2007) que, utilizando o Pimobendan em cdes com insuficiéncia cardiaca
congestiva ndo observaram hipotensdo arterial quando o farmaco foi adicionado a
monoterapia com inibidores da ECA.

Tambem foram observadas diferengas significativas entre os tempos quatro
(p=0,028) e seis (p=0,045) horas em relacédo ao tempo doze horas (Figura 2), sendo esta a
ultima medicdo do dia, podendo este incremento de pressdo ser relacionado a diminuicdo da
biodisponibilidade do protétipo a farmaco ou ao estresse dos animais devido as seguidas
contencbes (SCHLOTZHAUER & LITTEL, 1997). SCHELLENBERG et al. (2007) e
RATTEZ et al. (2010) relataram que quando Beagles adultos passaram por um periodo de
adaptacdo para medicdo da pressdo arterial sistémica, utilizando o método Doppler e o
método oscilométrico (pet-MAP®), respectivamente, os valores das medicSes diminuiram

gradualmente e de forma significativa em relagdo a medicéo inicial.
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Figura 2 - Médias + desvios padrdo da pressédo
arterial sistolica de cées da raca Beagle
que receberam LASSBIi0-294 nas doses
de 2, 5 e 10 mg/kg pela via oral

Porém, para as doses de 5mg/Kg e 10mg/kg, ndo foram observadas diferencas
significativas ao longo do tempo em cada grupo, nem entre os diferentes grupos para pressao
arterial sistélica. Mostrando que o LASSBIi0294, possivelmente ndo apresenta efeito dose-
dependente, diferentemente do observado por SUDO et al. (2001) que comprovaram que 0
incremento na contratilidade cardiaca em coracdes isolados de ratos Wistar, foi dose-
dependente.

N&ao foram observadas diferencas significativas entre os tratamentos nem dentro
dos grupos ao longo do tempo, para as variaveis pressoes arteriais diastélica e média (Figuras
3 e 4), entretanto, deve-se considerar que FRIEDMAN et al. (1990) relataram que o método
indireto de afericdo da pressdo arterial apresenta uma desvantagem relacionada a imprecisdo
relativa aos valores de pressao arterial diastélica, o que se traduz em falta de sensibilidade dos

equipamentos utilizados em mensurar adequadamente essa presséo.
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Figura 3 - Médias * desvios padrdo da pressao arterial
diastolica de caes da raca Beagle que
receberam LASSBIi0o-294 nas doses de
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Avaliando-se os resultados, o protétipo a farmaco mostrou seguranga, porém de
eficacia ainda ndo completamente comprovada. E possivel que o uso continuo deste tenha
efeitos mais promissores ja que a maioria das terapias para insuficiéncia cardiaca sdo feitas
com o uso continuo de farmacos, como por exemplo, os inibidores da ECA. Sugerimos a
realizacdo da combinacdo do LASSBi0294 com outros farmacos, como os inibidores da ECA,
amlodipina, nitratos, assim como foi feito com o Pimobendan, adquirindo desta forma efeito
aditivo na acdo vasodilatadora, conseguindo-se uma eficacia maior (THOMASON &
FALLOW, 2007).

E necessaria avaliagio posterior do uso do LASSBi0294 em cées portadores de
insuficiéncia cardiaca, ja que foi possivel observar que apesar de ndo ter ocorrido diferenca
estatistica para a maioria das avaliagdes, este causou discreta diminuicdo na pressdo arterial,
podendo este efeito ser mais significativo em cardiopatas.

O LASSBIi0294 nédo apresentou efeitos colaterais ou sinais de intoxicagdo, assim
como observado por PERSIANO & OLIVEIRA ALVES (2010) em estudo piloto para doses
de um e 2mg/Kg, mostrando-se vantajoso em relacdo aos digitalicos, ja que estes podem levar
a quadros de intoxicacéo digitalica e provocar arritmias (SPINOSA et al., 2006).

Assim, o protétipo a farmaco mostra-se como potencial candidato a farmaco,
devendo ser realizados estudos futuros, considerando a maior eficacia na acdo vasodilatadora

com a dose de 2mg/Kg.

5- CONCLUSAO
A administracdo via oral do protétipo a farmaco LASSBi0294, nas doses de 2mg/Kg,

5mg/Kg e 10mg/Kg, ndo causa efeitos colaterais em cédes da raca Beagles higidos.

Foi observada discreta queda da pressdo arterial sistélica na dose de 2mg/Kg,
indicando vasodilatagdo. Ndo houve alteracdes nas pressdes arteriais sistolicas nas doses de
5,0mg/Kg e 10mg/Kg.

O LASSBIi0294 ndo alterou as pressdes arteriais diastolica e média nas diferentes

doses utilizadas.

Com base nas avaliacbes das pressdes arteriais sistdlicas, diast6licas e médias
utilizando-se o método oscilométrico conclui-se que o LASSBi0294 mostrou-se seguro para

estes parametros.
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