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RESUMO DA DISSERTACAO

Em cées, assim como nos humanos, a hipertensdo arterial € caracterizada por
uma elevacdo excessiva da pressao arterial sistémica e pode produzir lesbes
renais, oculares, neurolégicas e cardiacas. Atualmente, existem cinco classes de
agentes anti-hipertensivos que sdo utilizados para o tratamento. Um protétipo a
farmaco (LASSBio 897) capaz de promover efeitos vasodilatadores foi
desenvolvido, tornando-se um possivel candidato a uma nova estratégia
terapéutica. O objetivo principal foi verificar o efeito vasodilatador, bem como
identificar possiveis alteragBes clinicas, cardiovasculares, renais e hepéticas.
Foram utilizados seis caes da raca beagle, adultos, clinicamente saudaveis, que
receberam, por via oral, doses de 0,5mg/kg, 1,0mg/kg e 2,0mg/kg do LASSBIo
897 e 0,5mg/kg de benazepril, como controle positivo. Foram submetidos a
avaliacbes da funcdo hepéatica e renal, exames ecodopplercardiograficos,
eletrocardiograficos e mensuracdo da pressdo arterial. Ndo foram observadas
alteracdes clinicas que sugerissem toxicidade aguda e todos os parametros
mensurados contemplavam valores normais para a espécie canina. Os valores de
pressao arterial foram diminuindo gradativamente até o tempo de 120 minutos,
guando se observou seu menor valor (120,58mmHg), nas trés doses estudadas,
semelhante ao observado com o benazepril. Nao foram observadas hipotenséo
ou arritmias. No ecodopplercardiograma os valores de volume sistolico e débito
cardiaco foram menores do que os descritos como normais para a espécie, com
médias que foram diminuindo até o tempo de 240 minutos. Concluindo, a
administracdo oral do protétipo a farmaco LASSBio 897 nas doses Unicas
utilizadas produz vasodilatacdo e é segura, pois ndao foram observadas alteracdes
importantes nas avaliacdes hematoldgicas, bioquimicas renais e hepéticas, bem
como da avaliacdo urinaria. O protétipo ndo causou efeitos adversos, hipotensdo
ou anomalias do ritmo cardiaco.

Palavras-chave: cdo, vasodilatador, eletrocardiograma, ecodopplercardiograma
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ABSTRACT

In dogs, as in humans, arterial hypertension is characterized by an excessive
increase of systemic blood pressure which can cause renal, ocular, neurological
and cardiac lesions. Currently, five classes of antihypertensive agents are
commonly used. A drug prototype (LASSBio 897) capable of promoting
vasodilation effects was developed and became a possible alternative for new
therapeutic strategy. The main goal of this study was to investigate its vasodilatory
effect, as well as to identify possible changes in clinical, cardiovascular, renal and
hepatic functions. Six adult and healthy beagle dog were used. They received oral
doses of 0.5mg/kg, 1.0mg/kg and 2.0mg/kg of LASSBio 897 and 0.5mg/kg of
benazepril, as a positive control. Assessments of liver and kidney function, doppler
echocardiographic and electrocardiographic examinations and blood pressure
measurements, were performed. No clinical changes suggesting acute toxicity
were observed and all measured parameters were within the normal values for
canine species. Blood pressure values decreased gradually until time of 120min,
in which its lowest value was observed (120.58mmHg), among the three studied
doses, similar to that observed with benazepril. No hypotension or arrhythmias
were observed. In echocardiography, values of stroke volume and cardiac output
were lower than those described as normal for the species, with averages that
decreased until time of 240min. In conclusion the oral administration of the
prototype LASSBIio 897, in single doses, causes vasodilation and is safe since no
significant changes in haematological, renal and hepatic biochemical evaluations
were observed, as well as in urinary review. The prototype does not cause side
effects, hypotension or abnormal heart rhythms.

Key-words: dog, vasodilatory, electrocadiography, echocardiography



CAPITULO 1. CONSIDERACOES INICIAIS

1. Aspectos epidemioldgicos da hipertenséao arterial sistémica

A hipertensdo arterial sistémica (HAS) é uma condicdo clinica
multifatorial caracterizada por niveis elevados e sustentados de presséo arterial
(PA). Frequentemente estd associada a alterages funcionais e/ou estruturais de
orgdos alvo (olhos, coracdo, encéfalo, rins e vasos sanguineos) e a alteracfes
metabdlicas, gerando consequentemente aumento do risco de eventos
cardiovasculares fatais e nado fatais (SOCIEDADE BRASILEIRA DE
CARDIOLOGIA, 2010).

A HAS é uma doenca crbnica altamente prevalente em humanos e
gera um elevado custo econdmico-social, principalmente em decorréncia das
suas complicacbes e com grande impacto na morbimortalidade da populacéo
brasileira e do mundo (WOLFF & MILLER, 2007).

Estima-se que exista cerca de um bilhdo de individuos hipertensos no
mundo, sendo a HAS responséavel por aproximadamente 7,1 milhdes de 6bitos
por ano (CORREA et al., 2005). Entre os norte-americanos acima de 18 anos a
prevaléncia da HAS é de 28,6%, dados obtidos em levantamento realizado nos
anos de 2009 e 2010. Sendo que, 6,8% com idade entre 18-39 anos, 30,4% para
agueles com idade entre 40-59 anos e 66,7% para aqueles com 60 anos ou mais
(YOON et al., 2012). Em uma revisao sistematica quantitativa, realizada entre os
anos de 2003 a 2008 utilizando dados de 35 paises, observou-se prevaléncia de
36,5% em homens e 31,7% em mulheres (PEREIRA et al., 2009).

Nos paises em desenvolvimento, o crescimento da populacéo idosa e o
aumento da longevidade, associados a mudancas nos padrdes alimentares e no
estilo de vida, tém tido forte repercussao sobre o padrédo de morbimortalidade da
HAS. A prevaléncia da hipertensdo arterial no Brasil, estimada por pesquisas
realizadas em algumas cidades do pais, demonstraram uma variacéo de 22,3% a
43,9% de individuos hipertensos. Pode-se estimar assim, que uma a duas

pessoas, entre cinco, € hipertensa. Além disso, a proporcéo de 6bitos por doenca



cardiovascular ligada a hipertensédo no Brasil no ano de 2007 foi de 29,4%
(PASSOS et al., 2006).

A relacédo entre a HAS e risco de doenca cardiovascular tem sido um
evento continuo, consistente e independente de outros fatores de risco. Além
disso, trata-se de um importante fator de risco para doencas de etiologia
multifatorial (SUDO et al., 2010) correspondendo a 40% das causas de acidentes
vasculares cerebrais (WINTER et al., 2013).

2. Hipertenséo arterial sistémica nos céaes

Em cées, assim como nos humanos, a HAS é sinbnimo de aumento
sustentado da PA. Vérios estudos tém relatado valores de PA para esta espécie
(Quadro 1). Os valores considerados normais podem variar, refletindo diferencas
entre populacdes, técnicas de mensuracdo e manipulacdo dos animais (BROWN
et al., 2007).

QUADRO 1- Valores de presséao arterial para cdes saudaveis.

Valores
Método Autores N
PAS PAD PAM
REMILLARD et al., 1991 5 150+16 - -
STEPIEN & RAPOPORT, 1999 28 151427 - -
Doppler vascular

CABRAL et al., 2010 15 145420 111,4+20 -
SOARES et al., 2012 23 154,724 - -
STEPIEN & RAPOPORT, 1999 28 150+20 108+15 -
RATTEZ et al., 2010 (PetMap®) 5 165+18 94+11 -

Oscilométrico CABRAL et al., 2010 15 139,1+19 88,3+13 -
TEBALDI et al., 2012 (PetMap®) 150 162+30 90,6+20 115,7+24
FONTOURA et al., 2013 23 145+14 107,1+22 -

Onde: N: numero de animais; PAS: pressdo arterial sistélica; PAD: pressdo arterial diastélica;
PAM: presséo arterial média.

A HAS é geralmente categorizada em trés tipos de condi¢des. Pode ser
causada por artefato na mensuracdo (estresse e/ou ansiedade), ocorrer em
associagdo com outros processos patoldégicos que podem elevar a PA
(hipertensdo secundaria) ou ocorrer na auséncia de outros processos patoldgicos

potencialmente causadores de hipertensdo (hipertenséo idiopatica) (BROWN et



al., 2007). TEBALDI et al. (2012) afirmaram que a HAS em 80% dos casos é
secundéaria a outras doencas. Estd comumente associada a quadros clinicos
como doenca renal crbnica com insuficiéncia deste 6rgdo (60-90%),
hiperadrenocorticismo (70-80%), diabetes mellitus e cardiopatias. Outras
enfermidades menos comuns associadas incluem feocromocitoma, acromegalia,
hiperaldosteronismo primario e uso de medicamentos hipertensivos (STEPIEN,
2002). TEBALDI et al. (2012) relatam ainda que a hipertenséo idiopatica é rara na
clinica de pequenos animais.

Assim como em humanos, situacbes de estresse e ansiedade no
momento da mensuragdo podem elevar os valores de PA. Na medicina humana
essa alteracao € denominada “efeito do jaleco branco”. SOARES et al. (2012)
observaram que a média da pressao arterial sistolica (PAS) obtida no hospital
veterinario é significativamente maior do que a mensurada em casa, bem como os
valores de frequéncia cardiaca (FC) e concentracbes séricas de cortisol,
confirmando que condi¢cdes ambientais influenciam nos valores da PA em caes.

A PAS depende da relacéo entre o débito cardiaco (DC) e a resisténcia
vascular periférica (RVP) e, portanto, pode ser elevada por doencas que
aumentam o DC ou por aquelas que aumentam a RVP (JEPSON & SYME, 2010).
Em condi¢cdes normais a PAS é mantida em um intervalo de limites estreitos pela
acdo do sistema nervoso autbnomo (SNA) (via barorreceptores arteriais) e de
diversos sistemas hormonais (sistema renina - angiotensina - aldosterona - SRAA,
vasopressinas - hormdnio antidiurético e peptideos natriuréticos), pela regulacéo
do volume sanguineo pelo rim entre outros fatores (MUCHA & CAMACHO, 2003).
Na maioria dos tecidos a pressdo capilar € regulada pela vasoconstricdo das
arteriolas que suprem os capilares. Na HAS crénica esse estimulo de
vasoconstricdo arteriolar é continuo, o que promove hipertrofia medial e outras
alteracdes de remodelamento vascular, que podem aumentar ainda mais a RVP.
Essas alteracbes estruturais podem causar hipoxia capilar, dano tecidual,
hemorragia e infarto em vérios 6rgdos, culminando em disfun¢des organicas
variaveis (WARE, 2010).

A HAS cronica traz, portanto, uma série de complicagbes, uma vez que
0 aumento sustentado da PA pode promover danos aos diversos tecidos do

organismo. Esses danos sdo comumente chamados de lesdes em 6rgaos alvo.



As lesdes mais observadas sdo as renais, oculares, neurolégicas e cardiacas
(MICHINA et al., 1999; BROWN et al., 2007; CABRAL et al., 2010).

Nos rins, a lesdo por hipertensdo € geralmente manifestada por
diminuicdo da funcéo renal, perda precoce de néfrons e proteintria (BROWN et
al., 2007). Em estudo experimental com cées, realizado por FINCO (2004), foi
possivel observar uma associacdo entre o aumento da PA e a lesdo renal,
relacionando a PA a alteracdes da taxa de filtracdo glomerular, proteinuria e
dosagem de creatinina.

As lesbBes oculares também sdo comumente observadas em caes
hipertensos, sendo denominadas retinopatias hipertensivas ou coroidopatias. O
achado mais frequentemente observado € o descolamento de retina exsudativo.
Outras lesdes incluem hemorragia retiniana, edema multifocal de retina,
tortuosidade vascular, edema perivascular, papiledema, hemorragia Vvitrea,
hifema, glaucoma secundéario e degeneracdo da retina (sequela tardia) (WARE,
2006; BROWN et al.,, 2007). Na auséncia de qualquer alteracdo que sugira
doenca sistémica é possivel que alteracdes oculares como descolamento de
retina e hemorragia sejam resultado apenas da HAS (SANSOM & BODEY, 1997).

A encefalopatia hipertensiva também tem sido relatada em caes
hipertensos. E caracterizada por edema na substncia branca e lesdes
vasculares. Os sinais clinicos observados séo tipicos de doenca intracraniana e
inclui inicio agudo de letargia, convulsbGes, alteracbes comportamentais,
desorientacdo, desequilibrio, disturbios vestibulares, além de distlrbios
neurolégicos focais associados a isquemia. As anormalidades ligadas ao sistema
nervoso central, incluindo hemorragia e infarto, que acompanham a hipertenséo
cronica em pessoas, também sao observadas em cées e gatos (WARE, 2010).

Alteracdes cardiacas por hipertensdo em cdaes incluem sopros
sistélicos, ritmos de galope e hipertrofia ventricular esquerda. A insuficiéncia
cardiaca e outras formas graves de complicacdes séo raras, mas podem ocorrer
(JEPSON & SYME, 2010). Em um estudo prospectivo realizado por
CORTADELLAS et al. (2006) para determinar a prevaléncia de HAS em cées com
doenca glomerular secundaria a leishmaniose observou-se que a hipertrofia
ventricular esquerda foi a consequéncia sistémica mais frequente da HAS,

estando presente 91,4% dos caes hipertensos.



3. Tratamento da hipertenséo arterial sistémica em céaes

O tratamento da HAS deve ser iniciado com uma avaliagdo minuciosa e
completa do paciente. Os objetivos desta avaliagdo vao incluir o reconhecimento
de condicdes que possam estar contribuindo para o aumento da PA, identificacdo
e caracterizacdo de lesdbes em oOrgaos alvo e determinacdo de condicOes
simultdneas coexistentes aparentemente nao relacionadas, mas que podem
complicar a terapia anti-hipertensiva (Figura 1). Doencas que levam a hipertensao
secundaria devem ser identificadas e tratadas, monitorando sempre a PA. Em
geral, o tratamento da HAS ndo é emergencial, com exce¢do de casos de
hipertensdo avancada, coroidopatia ou encefalopatia hipertensiva, uma vez que
uma mensuracao elevada pode representar hipertensao idiopatica, secundaria ou
ainda ligada apenas ao estresse (efeito do jaleco branco) (BROWN et al, 2007).
No esquema da Figura 1 sao ilustrados os passos a serem seguidos nessa

avaliacao.

Mensuragio daPA
Identificacio de Lesdes em orgdos
alvo e doengas concomitantes
[

PA<150/93mmHg

PAZ150/93mmHg

Lesdes em orzdos alve Lesdes em orzdos alve
presentes — Ocular presentes- Nio ocular

Risco minimo delesdes
em orgdos alvo
Reavaliar em 3-8 meses

Candidato para iniciar a
terapia anti-hipertensiva

Eepetir mensuragio
da PA com 7 dias
!
I I ]
| PA<15095mmEg | | PA150-159/95-99mmEg | | PA160-179/100-119mmHg ||  PAZ180/120mmHg |
| | | |
- Evidénciad de lesdes
Eepetir mensuragéo em orgdos alve ou
da PA em 1-3 meses hipertensio
| secundara?

Sim: candidato a Nio: Monitorar causas |

Sim: candidato a
iniciar tratamento
anti-hipertensivo

Evidéncias de lesdes
em orgdos alvo?

iniciar tratamento
anti-hipertensivo

de hipertensio
secundaria. Repetir
mensuragio daPA em
1-3 meses

Sim: candidato a
iniciar tratamentao
anti-hipertensivo

Nao: Julgamento clinico:
candidato a tratamento
anti-hipertensivo ou
repetir mensuragio daPA
em um més

FIGURA 1 — Algoritmo para avaliacdo do paciente com suspeita de

HAS baseada em mensurac¢des confiaveis de pressao
arterial.

Fonte: Adaptado de BROWN et al., 2007.




O tratamento com agentes anti-hipertensivos deve ser iniciado com a
menor dose terapéutica. Se o farmaco inicial falhar, pode-se aumentar a dose
deste agente ou adicionar outro farmaco, com o objetivo de reduzir a PAS a
valores menores que 160mmHg (JEPSON & SYME, 2010). WARE (2006)
recomenda administrar um farmaco de cada vez e monitorar o animal, o que pode
levar duas semanas ou mais (WARE, 2007).

Cinco principais classes de agentes anti-hipertensivos sao utilizadas
para o0 tratamento, sozinhos ou em associacdo. S&o os inibidores da enzima
conversora de angiotensina (IECAs), bloqueadores dos canais de célcio,
diuréticos, B-bloqueadores e bloqueadores a-adrenérgicos. A reducdo da PA
alcancada com a maioria desses medicamentos é direta ou indiretamente
relacionada ao relaxamento do musculo liso vascular (SUDO et al., 2010).

Nos cdaes, geralmente, recomenda-se iniciar o tratamento com oS
IECAs (JEPSON & SYME, 2010), contudo o uso destes farmacos é
particularmente eficiente em casos de hipertensdo moderada, enquanto que em
pacientes com hipertensdo grave, seu uso deve ser associado a outro agente
anti-hipertensivo. Esta classe de farmacos promove a diminuicdo da PA por meio
da reducdo dos efeitos vasoconstritores provocados pela angiotensina Il e
diminuem a retencéo de sédio e agua ao inibirem secundariamente a liberacao de
aldosterona (TARRAGA, 2006). Os farmacos mais utilizados dentro desta classe
de vasodilatadores sdo o captopril, enalapril e o benazepril. Dentre estes, o
benazepril apresenta algumas vantagens (maior tempo de atuacédo, administracao
uma vez por dia e excrecao via biotransformacéo hepéatica) e por isso tem sido o
de primeira escolha (GORDON & KITTLESON, 2010). Em pacientes com
alteracdes renais sua utilizacdo se torna ainda mais vantajosa, pois além da
metabolizacdo via hepatica, a vasodilatacdo induzida por ele resulta em reducao
da pressao glomerular (TARRAGA, 2006).

Os blogueadores dos canais de célcio promovem a diminuicdo da PA
por meio da supressao do influxo de calcio no musculo liso vascular, desse modo
promovem vasodilatagdo nos leitos arteriais coronarios e periféricos (ADAMS,
2003). O farmaco desta classe mais utilizado em medicina veterinaria é o besilato

de amlodipina. Este farmaco é capaz de promover efeitos vasodilatadores nos



caes, como observado no estudo realizado ISHIDA et al. (2003), contudo nao é
tdo estudado nesta espécie quando comparado aos gatos (TISSIER et al., 2005).

Os diuréticos sao farmacos com o objetivo terapéutico de promover
excrecdo aumentada de sodio e agua, e por isso podem auxiliar na reducédo do
volume de sangue e do DC, com consequente reducédo da PA (LITTMAN, 1997).
A furosemida, hidroclorotiazida e a espironolactona sdo exemplos de diuréticos
utilizados em cédes (GORDON & KITTLESON, 2010). No entanto, quando
utilizados como terapia Unica, ao contrario do que se observa em humanos,
raramente sao eficazes no tratamento de cdes hipertensos (WARE, 2007).

Os farmacos B-bloqueadores podem atuar diminuindo a PA devido a
reducado da frequéncia cardiaca (FC), DC e da liberacdo renal de renina segundo
LITTMAN (1997). Os B-blogueadores sao dividos em seletivos (atenolol) e néo
seletivos (propanolol) (GORDON & KITTLESON, 2010). Estes farmacos néo
costumam ser utilizados como monoterapia na HAS em cées, porém podem
auxiliar no controle dos casos de hipertensdo nao-responsiva que requerem
“terapia tripla” para controle, servindo como farmaco adicional ao besilato de
amlodipina e a um IECA (WARE, 2007).

Os bloqueadores a1-adrenérgicos promovem a dilatacdo de arteriolas
e veias em oposicdo aos efeitos vasoconstritores de receptores adrenérgicos,
dessa forma diminuem a RVP e a PA (WARE, 2006). A prazosina é o farmaco
pertencente a esta classe que pode ser utilizado na hipertensao sistémica de caes
(VIANA et al.,, 2006). Segundo BROWN et al. (2007) este farmaco deve ser
considerado especialmente no tratamento de hipertensdo induzida por
feocromocitoma em cées.

A terapia de emergéncia da HAS deve em ser instituida nos casos em
que estdo presentes sinais clinicos graves (STEPIEN, 2002). Nestes casos, 0S
farmacos vasodilatadores utilizados devem ser os de acédo rapida e de acao direta
(BROWN et al., 2007). Entretanto, a hospitalizagdo torna-se essencial, j& que a
monitorizacdo da PA deve ser feita frequentemente enquando esses farmacos
estiverem sendo utilizados (JEPSON & SYME, 2010). Os farmacos mais
utilizados na emergéncia séo hidralazina e nitroprussiato de sodio (WARE, 2007).

A hidralazina relaxa diretamente a musculatura lisa nas arteriolas

sistémicas por meio do aumento de prostaciclinas, diminuindo a RVP nos leitos



vasculares renais, coronario, cerebral e mesentérico. J& o nitroprussiato &€ um
potente vasodilatador venoso e arteriolar mediado pela liberagdo de oxido nitrico
(NO) (GORDON & KITTLESON, 2010). Outra possibilidade é a administracao da
acepromazina por via intravenosa, contudo possui efeitos mais duradouros,
dificultando o controle da PA e aumentando o risco de sedagé&o e hipotenséo em
doses elevadas (STEPIEN, 2002).

No Quadro 2 sdo mostrados os principais farmacos utilizados no

tratamento da HAS, com as respectivas doses preconizadas para caes.

QUADRO 2 - Farmacos, doses e via de administracdo utilizados no tratamento da
hipertenséo arterial sistémica (HAS) em caes.

FARMACOS ‘ DOSE PARA CAES
Diuréticos
Furosemida 1-3mg/kg a cada 8-24h, VO
Hidroclorotiazida 2-4mg/kg a cada 12h, VO
Espironolactona 2mg/kg a cada 12h, VO
B-bloqueadores
Atenolol 0,2-1,0mg/kg a cada 12-24h, VO
Propanolol 0,1-1,0mg/kg a cada 8h, VO
IECA
Enalapril 0,5mg/kg a cada 12-24h, VO
Benazepril 0,25-0,5mg/kg a cada 24h, VO
Bloqueador dos canais de calcio
Besilato de amlodipina ‘ 0,1-0,3mg/kg a cada 12-24h, VO
Bloqueador a1-adrenérgico
Prazosina ‘ Cao grande porte: 1,0mg a cada 8-12h, VO
Agentes utilizados na emergéncia hipertensiva
Hidralazina 0,5-2,0mg/kg a cada 12h, VO
Nitroprussiato de sédio 0,5-1,0pg/kg/min inicial até 5-15 pg/kg/min, EV
Acepromazina 0,05-0,1mg/kg, EV

Fonte: Adaptado de WARE (2006).

4. Proto6tipo a farmaco LASSBio 897

O LASSBIo 897 (3-tienilideno 3,4-metilenodioxibenzoilhidrazina) (Figura
2) derivado N-acilidrazénico (NAH), foi desenvolvido a partir da modificacdo
estrutural (substituicdo de um anel 2-tienil por um anel 3-tienil) na estrutura de um
protétipo anteriormente pesquisado (LASSBio 294: 2-tienilideno 3,4-

metilenodioxibenzoilhidrazina) capaz de promover efeitos vasodilatadores e




inotropicos positivos combinados. Esse prot6tipo, assim como o anterior, foi
desenvolvido pelo Laboratorio de Avaliacdo e Sintese de Substancias Bioativas
(LASSBio) e produzido a partir do safrol, um composto extraido do oOleo de
sassafrads, encontrado em plantas brasileiras como a canela-branca (Ocotea
pretiosa) (SUDO et al., 2010).

FIGURA 2 - Estrutura quimica do proto6tipo LASSBIio
897, demonstrando a modificacao
estrutural a partir do LASSBIio 294 e a
porcédo produzida a partir do safrol.
Fonte: Adaptado de KUMMERLE et al., 2009.

Em estudos desenvolvidos por SUDO et al. (2010) o LASSBIio 897 foi
capaz de promover relaxamento completo da aorta de ratos normotensos com
poténcia 200 vezes maior do que o composto principal (LASSBio 294), além
disso, reduziu acentuadamente a PA de ratos apds a administracdo de 1mg/kg
por via intravenosa e também foi eficaz por via oral em 1mg/kg por dia durante 14
dias, demostrando assim seu potencial como um novo candidato a farmaco
vasodilatador para o tratamento da HAS.

As pesquisas in vitro indicam que a vasodilatacdo induzida pelo
LASSBio 897 € endotélio-dependente e mediada pela ativagdo da via Oxido
nitrico/monofosfato ciclico de guanosina (NO/GMPc). O endotélio é o principal

regulador da homeostase vascular através da sintese e liberacdo de varios
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fatores, em resposta aos hormonios circulantes, autacdéides, citocinas e farmacos,
bem como a estimulos fisicos e quimicos. O NO é uma das mais importantes
substancias vasodilatadoras liberadas pelo endotélio e produz vasodilatacdo por
meio da ativacdo da guanilatociclase (GMP) e o consequente aumento nos niveis
intracelulares de GMPc. Este nucleotideo ciclico medeia o relaxamento vascular
pela ativacdo da proteina quinase G, reduzindo a sensibilidade dos elementos
contrateis para fons célcio (Ca®"), inibindo o influxo de Ca** e ativando canais de
potassio (K"), levando & hiperpolarizagdo da membrana. A acetilcolina (ACh) exige
a presenca de células endoteliais para provocar relaxamento do musculo liso
vascular, que é principalmente mediada pela liberacdo de NO. Tal vasodilatacao,
induzida pela ACh da aorta de ratos, deve-se principalmente aos receptores
muscarinicos (M3) endoteliais, cuja ativacdo leva a um aumento de Ca®'
intracelular e ativagdo da NO sintase. Estudos utilizando a atropina mostraram
que ela reduz significativamente a vasodilatacdo induzida pelo LASSBio 897,
indicando que este composto também pode agir como agonista muscarinico de
receptores M3 presentes nas células endoteliais (SUDO et al., 2010). Portanto, os
resultados in vitro indicaram que este efeito anti-hipertensivo é mediado por
receptores muscarinicos e consequente ativacdo da via NO/GMPc (KUMMERLE
et al., 2009).

Segundo SUDO et al. (2010) durante o tratamento agudo ou a longo
prazo com o LASSBio 897, os animais ndao mostraram qualquer alteracdo no
comportamento ou sinais de toxicidade, tais como movimentos involuntarios,
piloerecdo, depressdo respiratdria ou sedacdo. Agonistas de receptores
muscarinicos sdo normalmente de longa acdo congéneres da ACh ou alcaldides
naturais que exibem seletividade pequena para o varios subtipos de receptores
muscarinicos (M1, M2 e M3). Seu uso clinico é, portanto, limitado devido a falta
de seletividade e por promover efeitos colaterais indesejaveis. Existe a hipotese
de que o LASSBIio 897 seja um agonista seletivo M3 e, consequentemente,

promova menos efeitos adversos.
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5. Ensaios para validagdo de medicamentos

O processo de pesquisa e desenvolvimento de novos farmacos esta
intimamente relacionado a quimica medicinal e envolve a invencdo, descoberta,
planejamento, identificacdo, preparacdo e a interpretacdo do mecanismo de acao
molecular de compostos biologicamente ativos (GUIDO et al., 2010).

As moléculas candidatas a farmacos sdo descobertas, em sua maioria,
por meio de identificacdo e elucidagdo de um alvo para o composto a ser
desenvolvido; planejamento racional do farmaco, com base no conhecimento dos
mecanismos biologicos, estrutura dos receptores e estrutura propria; modificacdes
qguimicas de uma molécula conhecida; triagem de grande numero de produtos
naturais a procura de atividade biolégica, bancos de entidades quimicas
previamente descobertas e grandes bancos de peptidios, &cidos nucléicos e
outras moléculas organicas; e por meio de biotecnologia e clonagem
(BERKOWITZ, 2006).

Uma vez descoberto o composto protétipo, a etapa seguinte € a sua
otimizacdo. Nesta etapa sao identificadas as distintas contribuicdes
farmacoforicas de todas as subunidades estruturais, de maneira a nortear sua
otimizacao estrutural, visando potencializar sua estrutura. Ao atingir este estagio
do processo tem-se uma entidade molecular, o que é significantemente relevante
para a elaboracdo de pedidos de protecdo intelectual desta descoberta
(BARREIRO & FRAGA, 2005; BARREIRO, 2009).

Independentemente da origem ou da ideia-chave que leva a uma
molécula candidata a farmaco, os testes efetuados devem envolver uma
sequéncia de experimentos e caracterizacdo, denominada triagem de prototipos.
Séo utilizados diversos ensaios bioldégicos em nivel molecular, celular, organico e
com animais para definir a atividade e a seletividade do futuro candidato a
farmaco. Em geral, a molécula também sera estudada a procura de uma ampla
variedade de outras acles, a fim de estabelecer o seu mecanismo de acédo e
seletividade. Isso tem a vantagem de demonstrar efeitos toxicos inesperados e,
em certas ocasifes, revelar uma acao terapéutica ndo prevista anteriormente
(BARREIRO, 2002).
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Os candidatos a farmacos que passam com sucesso pela triagem e
estabelecimento do perfil farmacologico devem ser cuidadosamente avaliados por
meio de testes pré-clinicos (BERKOWITZ, 2006).

Os estudos preé-clinicos tém como objetivo a avaliacdo farmacolégica
em sistemas in vitro e em animais (in vivo) para a obtencdo do maior
conhecimento possivel acerca das propriedades e dos efeitos adversos e ao
mesmo tempo, sdo testados quanto a farmacocinética e toxicologia (FERREIRA
et al., 2009).

As exigéncias para a realizacdo das pesquisas pré-clinicas séo
determinadas pelo Conselho Nacional de Saude. Os estudos devem ser
planejados de maneira a obter o0 maximo de informacdes, utilizando-se o menor
namero possivel de animais; todos os animais utilizados devem ser criados em
biotérios de boa qualidade; os estudos devem ser realizados em trés espécies de
mamiferos, pelo menos uma de ndo roedor; os animais devem pertencer a
linhagens bem definidas; deve-se utilizar igual nUmero de machos e fémeas; para
0os estudos agudos deve-se utilizar pelo menos duas vias de administracdo; a
investigacdo toxicolégica deve incluir estudos de toxicidade aguda (dentro de 24
horas), toxicidade de doses repetidas (dentro de 14 dias), toxicidade subcronica
(minimo de 30 dias) e toxicidade crénica (minimo de 90 dias) (CONSELHO
NACIONAL DE SAUDE, 1988).

Apoés realizacdo dos estudos pré-clinicos sao realizados os estudos
clinicos, ultima fase no processo de pesquisa e desenvolvimento, que
correspondem a pesquisa conduzida em pacientes ou em voluntarios sadios
(LIMA et al., 2003).

Os estudos clinicos sao divididos em quatro fases distintas. A fase | da
pesquisa clinica visa avaliar a tolerancia em seres humanos e determinar a
posologia segura. Inicia-se com a administracdo de uma pequena dose de um
agente experimental a poucos voluntarios, trés ou mais individuos, podendo
chegar até 80 (FERREIRA et al., 2009). O objetivo é o estabelecimento de
parametros farmacocinéticos, de dose uUnica e/ou multiplos e, em especial, a
biodisponibilidade absoluta da forma farmacéutica, de modo a estabelecer a dose
e regime posolégico. Simultaneamente, uma avaliacdo da seguranca da
substéancia é feita (BRICK et al., 2008).
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A fase Il visa estudar a eficiéncia terapéutica, intervalo de dose,
cinética e metabolismo. Um pequeno numero de individuos com atencéo
especifica € selecionado (BRICK et al., 2008). As doses estabelecidas nos
estudos Fase | sdo utilizadas para orientar justificativas dos protocolos dos
estudos de Fase Il. Esses estudos podem envolver de 100 a 300 pacientes (ou
mais), subdivididos em lla e lIb (FERREIRA et al., 2009). O estudo lla € realizado
em populacdo selecionada de pacientes e os estudos Ilb nos pacientes com a
doenca a ser tratada, diagnosticada ou prevenida. Em geral, correspondem a uma
demonstracdo de efichcia sob condicdes experimentais mais rigorosas,
envolvendo um grupo controle comparativo (LIMA et al., 2003).

A fase lll destina-se a testar a eficacia e seguranca por meio de um
grande numero de amostras (BRICK et al., 2008), consistem do aumento da
amostragem e diversificacdo da gama de pessoas nos testes. Nesta fase sdo
incluidos tratamentos mais prolongados com o composto, cerca de seis a 12
meses, visando a flexibilidade na dosagem (PIMENTEL et al., 2006). O
medicamento em estudo € administrado a uma populacdo de pacientes muito
proxima daquela a que se destina apdés a sua comercializacdo. Sdo usados
grupos-controle que tém placebo como controle negativo (LIMA et al., 2003).

A fase IV, assim como a fase lll, destina-se a testar a eficacia e
seguranca por meio de um grande numero de amostras (BRICK et al., 2008).
Depois de comercializado, o medicamento continua a ser estudado. Esses
estudos também sdo chamados de farmacovigilancia (LIMA et al., 2003). A fase
IV é de responsabilidade do 6rgédo regulamentador (PIMENTEL et al., 2006) e é o
estudo do uso do farmaco na pratica médica. Esta vigilancia apds a
comercializacdo, que ocorre ap0s a aprovacao da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), é necesséaria para fornecer feedback do uso em grande
escala do farmaco. Nessa fase, podem ser descobertos novos efeitos
terapéuticos ou téxicos, incluindo efeitos a longo prazo ou raros que nao eram

discerniveis em pequeno grupo de individuos (SEVALHO, 2001).
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6. AvaliagOes do sistema cardiovascular

O diagnéstico das alteracbes cardiovasculares em cdes depende da
realizacdo de exame fisico e da utilizacdo de recursos diagnosticos. Os exames
complementares mais importantes séo a eletrocardiografia, a ecocardiografia e a
mensuracao da pressao arterial (OHARA, 2003).

O eletrocardiograma (ECG) é o registro grafico da atividade elétrica
gerada pelo coracdo a partir da superficie corpérea (GABAY, 2003; WILLIS,
2010), sob a forma de ondas especificas que representam estagios de
despolarizacio e repolarizacdo do miocardio (FERREIRA et al., 2008; LEITAO et
al.,, 2011). O ECG é o mais importante método diagnostico das arritmias
cardiacas, sendo essencial para a determinacéo do tipo, origem e severidade das
arritmias (TILLEY, 1992; ETTINGER, 1997; FULOP et al., 2006). Ainda pode
sugerir informacdes quanto a dilatacdo e hipertrofia das camaras cardiacas,
oxigenacdo do miocérdio, influéncias do desequilibrio eletrolitico e acido basico,
oferecendo também informacdes importantes para o diagndéstico das disfuncdes
cardiacas secundérias a disturbios sistémicos (WOLF et al., 2000; VAILAT et al.,
2009).

O ECG tem um papel importante na avaliacdo dos efeitos de farmacos
sobre o sistema cardiovascular, por isso é rotineiramente realizado em estudos de
toxicidade e farmacologia, fornecendo informacfes sobre mudancas na funcéo
eletrofisiolégica do coracdo, em particular na ritmicidade, conducéo,
despolarizacdo e repolarizacdo, permitindo a deteccdo precoce de efeitos
adversos sobre a funcdo cardiaca (HANTON & RABEMAMPIANINA, 2006).

O ECG por periodo de 24 horas (Sistema Holter) também fornece
detalhes do ritmo cardiaco, além do numero total e o tipo de complexos anormais,
relacionando-os com o periodo do dia em que ocorreram. Permite desta forma,
uma avaliacdo quantitativa e qualitativa (morfologia dos complexos) superior,
podendo diagnosticar arritmias graves nao detectadas no ECG ambulatorial
(LEOMIL NETO et al., 2002; NOGUEIRA et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2011).

A ecodopplercardiografia (ECO) ¢é definida como o estudo
ultrassonografico do coragdo (OHARA & AGUILAR, 2003). Por meio desta técnica

€ possivel realizar uma avaliagdo morfofuncional do coracdo e estruturas
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adjacentes de maneira dindmica e nao invasiva (WARE, 2007; CASTRO et al.,
2009).

As imagens ecodopplercardiograficas podem ser obtidas de trés
modos: 0 modo B ou bidimensional; o modo M ou movimento; e o modo doppler.
O modo bidimensional demonstra um plano ou corte tecidual em profundidade e
largura, permitindo a visualizagdo de alteragbes anatbmicas resultantes de
diversas doencas e defeitos congénitos (BOON, 2011).

As imagens obtidas com modo M fornecem uma visdo unidimensional
do coracao, representando ecos de varias interfaces teciduais ao longo de um
feixe de ultrassom (WARE, 2007). Os pulsos captados ao longo desse feixe sao
interpretados como um grafico, que representam os ciclos cardiacos em um eixo
horizontal (SOUSA, 2010).

A ecocardiografia doppler permite avaliar a velocidade, direcdo e
carater do fluxo sanguineo dentro do coracdo e dos grandes vasos (MUCHA,
2003). Os tipos de doppler utilizados clinicamente séo: doppler pulsado (PW),
doppler continuo (CW) e o mapeamento de fluxo em cores (CF) (WARE, 2010).

A mensuracdo da PA é um parametro determinado pela acéo
bombeadora do coracdo, resisténcia periférica, viscosidade do sangue,
guantidade de sangue no sistema arterial e elasticidade das paredes arteriais.
Esses fatores sdo controlados por um sistema regulador complexo que,
ordinariamente, mantém a PA dentro de limites estreitos. Consiste, portanto em
um dos mais importantes parametros circulatérios (DETWEILER, 1996).

A mensuracdo da PA pode ser realizada por métodos invasivos
(diretos) e nédo-invasivos (indiretos). Os métodos invasivos oferecem os valores
mais precisos e sao considerados o padrdo ouro para mensuracdo da PA,
contudo séo raramente utilizados na clinica devido as dificuldades da técnica. Por
outro lado, os métodos nédo-invasivos sao preferiveis para a utilizacdo devido a
praticidade do uso e a possibilidade de serem repetidos em intervalos pequenos
de tempo sem sedagdo, porém, sdo menos precisos quando ha vasoconstricdo ou
qguando ocorre movimentacdo excessiva do animal. As classes de dispositivos
nao-invasivos atualmente utilizados sédo o doppler vascular e os aparelhos
oscilométricos (CABRAL et al., 2010; PELEGRINO et al., 2010).
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Valores de PA sao bastante variaveis e podem ser influenciados pela
raca, idade, sexo, temperamento, condi¢des patoldgicas e dieta (PELLEGRINO et
al., 2010; WARE, 2010; LIPARELLI, 2013). Podem ainda ocorrer variacdes a
depender do tamanho do manguito escolhido e experiéncia do avaliador. Por isso,
0 ideal é seguir um protocolo padrdo para a mensuracdo da PA, proposto em
2007 pelo American College of Veterinary Internal Medicine (ACVIM) (BROWN et
al., 2007).

7. AvaliacOes laboratoriais para lesdo hepatica e funcao renal

A maioria dos farmacos que sdo administrados e absorvidos por via
oral, sdo transportados através da circulacdo portal para o figado, onde sé&o
submetidos a um processo metabolico hepatico, seguido de eliminacéo pela bile
ou rins (LI, 2001). O processo de metabolizacdo se da por meio da
biotransformacgéo. Este processo ocorre em muitos tecidos, contudo o figado é o
orgdo mais importante (BRANDON et al., 2003).

As lesdes hepaticas associadas ao uso de medicamentos abrangem
desde alteracBes bioquimicas e estruturais adaptativas até lesdes morfologicas
com danos muitas vezes irreversiveis do metabolismo ou estrutura celular
(CENTER, 1999). Muitas vezes essas agressdoes podem gerar alteracbes
enzimaticas sem ocorrerem alteracdes morfolégicas, por isso a mensuracdo da
atividade das enzimas hepaticas € um dos marcadores mais sensiveis das
alteracdes hepaticas induzidas por farmacos (KERR, 2004). Quando os danos
hepéticos induzidos sdo hepatocelulares, isso promovera aumento das enzimas
transaminases alanina aminotransferase e aspartato aminotranferase (ALT e
AST) e, quando séo colestaticos, levard ao aumento de bilirrubinas, fosfatase
alcalina (ALP) e gamaglutamiltransferase (GGT) (BERTOLAMI, 2005).

Os rins exercem multiplas funcdes caracterizadas como filtracao,
reabsorcdo, homeostase, fungBes endocrinologica e metabodlica. A funcéo
primordial dos rins € a manutencdo da homeostasia, que é obtida por meio da
regulacdo dos liquidos e eletrolitos e a eliminacdo dos residuos metabdlitos

(ureia, creatinina, acido urico, acidos organicos, bilirrubina conjugada, farmacos e
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toxinas) (MOTTA, 2003; SODRE et al., 2007). Desta forma qualquer alteragéo que
cause mudancas no fluxo sanguineo renal podem alterar a taxa de excrecdo de
substéancias e alterar a dose do medicamento que foi administrada (MADDISON et
al., 2010).

Os testes usados para detectar a presenca de alteracdo na estrutura
renal incluem a urinalise e exames de imagem. O método rotineiramente utilizado
para avaliar a funcdo renal € a mensuracdo da concentracdo sérica de
substancias normalmente excretadas pelos rins. Sabe-se que as concentracdes
séricas de creatinina e ureia sdo inversamente proporcionais a taxa de filtracdo
glomerular, por isso, as dosagens desses dois marcadores sao 0s testes
bioquimicos de triagem mais comumente realizados (NOGUEIRA & POGGIANI,
2013).

A ureia é o principal metabdlito nitrogenado derivado da degradacéo de
proteinas pelo organismo, sendo 90% excretada pelos rins e correspondendo a
aproximadamente 75% do nitrogénio n&o-proteico excretado (SODRE et al.,
2007). Ja a creatinina € o produto do metabolismo ndo enzimatico da creatina e
fosfocreatina no masculo. A creatinina ndo sofre reabsorgdo tubular e também
ndo é influenciada pela atividade hepatica, sendo, portanto, fidedigna para
avaliacao da funcao renal (ROCCO, 2009).

A deteccdo de enzimas de origem renal diretamente na urina também
possibilita a identificacdo de injaria renal e tem sido utilizada em estudos de
nefrotoxicidade pois sua atividade é aumentada precocemente, antes das
alteracdes nos valores de ureia e creatinina (HENNEMANN et al., 1997). Segundo
MENEZES et al. (2010) a mensuracdo da GGT urinéria fornece o diagnéstico da
lesdo da membrana da borda em escova dos tubulos, que causa diminuicdo da
reabsorcdo e aumento da excrecdo de proteinas.

Na avaliacdo da funcdo renal, € essencial também um minucioso
exame do produto final da atividade renal, a urina, que apresentara elementos
importantes no diagnostico de alteragdes renais (ROCCO, 2009). A urina é
avaliada por meio do exame denominado urinalise, este teste consiste na
verificacdo da cor e aspecto da urina; determinacédo do pH e densidade; pesquisa
de proteinas, glicose, corpos cetbnicos, urobilinogénio, bilirrubina, sangue, nitrito

e leucocitos, além da sedimentoscopia. A sedimentoscopia fornece informacdes
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sobre as células, cilindros, micro-organismos e cristais, dentre outros
componentes que possam estar presente na urina (MOTTA, 2003).

Além dos compostos nitrogenados a mensuracdo de eletrolitos tem
grande importancia, uma vez que 0s rins sado responsaveis pela eliminacéo e
reabsorcdo desses componentes (ROCCO, 2009). A excrec¢do fracional (EF) é
uma maneira de quantificar o grau de reabsor¢cdo ou secrecao tubular,
correspondendo a um bom parametro de avaliacdo da funcado tubular, definida
como a relacdo entre a excrecdo do eletrdlito e a excrecdo de creatinina
(DIBARTOLA, 1999).

Outro importante marcador de doenca renal é a presenca de
proteindria. Em circunstancias normais, as proteinas filtradas sdo reabsorvidas
totalmente no tubulo contorcido proximal e apenas uma pequena quantidade de
proteina é observada na urina. Assim, o aumento de quantidade de proteinas na
urina, pode ser verificado quando ocorre uma disfuncdo glomerular ou doenca
tubular. O calculo pelo qual se estabelece a relacdo entre a proteina e a creatinina
urinaria em uma amostra de urina permite obter informacdes semelhantes a
obtida com a determinacdo da proteina urinaria em 24 horas, com a vantagem de
utilizar apenas uma amostra de urina (LANIS et al., 2008). A relacao proteina:
creatinina urinaria (PU/CU) consiste na divisdo da concentragdo total de proteina
urinaria pela concentracdo de creatinina urinaria (NOGUEIRA & POGGIANI,
2013). Na auséncia de proteinaria pré-renal, hemorragia e inflamacédo, caes
saudaveis apresentam PU/CU menor que 0,5; valores entre 0,5 e 1,0 séo
questionaveis, podendo apenas sugerir lesdo glomerular; valores entre 1,0 e 2,0

sdo anormais e indicam portanto, leséo tubular (GRAUER, 2011).

8. Objetivo geral

Este estudo teve como objetivo principal avaliar a acdo vasodilatadora
do LASSBio 897 em cdaes higidos, e identificar possiveis alteracdes clinicas,

cardiovasculares , hepaticas e renais.
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CAPITULO 2. ACAO DE UM NOVO PROTOTIPO DE FARMACO
VASODILATADOR (LASSBio 897) SOBRE O SISTEMA CARDIOVASCULAR
DE CAES HIGIDOS

CHAPTER 2. ACTION OF A NOVEL VASODILATORY DRUG PROTOTYPE
(LASSBio 897) ON THE CARDIOVASCULAR SYSTEM OF HEALTHY DOGS

RESUMO

O LASSBIo 897 é um protétipo de farmaco produzido a partir do substrato do
safrol, um composto extraido do Oleo de sassafras, encontrado em plantas
brasileiras como a "canela- branca" (Ocotea pretiosa) e que jA mostrou efeitos
vasodilatadores em testes in vitro (aorta de ratos normotensos) e in vivo (ratos).
Devido ao seu perfil farmacologico e a possibilidade de uma nova estratégia
terapéutica, realizou-se uma investigacao de seus provaveis efeitos sob o sistema
cardiovascular de cées. Foram utilizados seis cédes da raca beagle, adultos
clinicamente saudaveis. Os caes foram submetidos a quatro tratamentos,
recebendo, por via oral, doses pontuais de 0,5mg/kg, 1,0mg/kg e 2,0mg/kg do
LASSBio 897 e 0,5mg/kg de benazepril, como controle positivo. Foram
submetidos a exames ecodopplercardiograficos, eletrocardiograficos e
mensuracdo da pressao arterial. Na avaliacdo ecodopplercardiografica foram
observados valores de volume sistolico e débito cardiaco menores do que os
descritos como normais para a espécie, com médias que vao diminuindo até o
tempo de 240 minutos. Da mesma forma, os valores da pressao arterial sistolica
vao diminuindo gradualmente até o tempo de 120 minutos, momento em que
ocorre 0 menor valor para a pressao arterial (120,58mmHg), nas trés doses
estudadas, resultado semelhante ao observado com a administragdo do
benazepril. Pode-se concluir que o protétipo produz vasodilatacdo nas trés doses
Unicas estudadas, ndo causa efeitos adversos, hipotensao ou arritmias.

Palavras-chave: cdo, vasodilatador, eletrocardiograma, ecodopplercardiograma
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ABSTRACT

LASSBIio 897 is a drug prototype produced from safrole substrate, a compound
extracted from the sassafras oil found in Brazilian plants such as "canela-branca"
(Ocotea pretiosa), which has shown vasodilatory effects in in vitro (aorta of
normotensive rats) and in vivo (mice) tests. Due to its pharmacological profile and
the possibility of a new therapeutic strategy, an investigation of the effects on the
cardiovascular system of dogs was performed. Six adult and healthy beagle dogs
were used. They received oral doses of 0.5mg/kg, 1.0mg/kg and 2.0mg/kg of
LASSBio 897 and 0.5mg/kg of benazepril, as a positive control. Doppler
echocardiographic, electrocardiographic examinations and arterial blood pressure
assessment were performed. In Doppler echocardiographic examination, values of
stroke volume and cardiac output were smaller than those described as normal for
the species with averages decreasing until the time of 240 minutes. Likewise,
values of blood pressure gradually decreased until time 120 minutes, at which the
lowest value for blood pressure occurs (120,58mmHg) when administering any of
the three doses, similar to that observed with benazepril. We could conclude that
the prototype, with the usage of all three single doses investigated, produces
vasodilation, does not cause side effects, hypotension or heart rhythm
abnormalities.

Key-words: dog, vasodilatory, electrocardiography, echocardiography

1. INTRODUCAO

A hipertensédo arterial sistémica (HAS) é uma condicdo clinica
multifatorial caracterizada por niveis elevados e sustentados de presséao arterial
(PA) (SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2010). Estima-se que exista
cerca de um bilhdo de individuos hipertensos no mundo, sendo a HAS
responsavel por aproximadamente 7,1 milhdes de 6bitos por ano (CORREA et al.,
2005).

Nos cées, assim como em humanos, a HAS é sinGnimo de aumento
sustentado da PA. E geralmente categorizada em trés tipos de condi¢des. Pode
ser causada por artefato na mensuracéo (induzida por estresse e/ou ansiedade),
ocorrer em associagdo com outros processos patolégicos que podem elevar a PA
(hipertensdo secundaria) ou ocorrer na auséncia de outros processos patoldgicos
potencialmente causadores de hipertensdo (hipertenséo idiopatica) (BROWN et
al., 2007).
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A terapia anti-hipertensiva em humanos tem sido associada a redugdes
significativas de infarto do miocardio, acidente vascular cerebral e insuficiéncia
cardiaca. Para os cées, cinco principais classes de agentes anti-hipertensivos sao
adequadas para o tratamento, sozinhos ou em combinacdo: antagonistas do
calcio; inibidores da enzima conversora de angiotensina; antagonistas dos
receptores da angiotensina e B-bloqueadores (MUCHA & CAMACHO, 2003).
Assim, o desenvolvimento de novos medicamentos vasodilatadores especificos
com potencial para uso clinico é importante (SUDO et al., 2010).

Um novo prototipo a farmaco (LASSBio 897) capaz de promover efeitos
vasodilatadores foi desenvolvido pelo Laboratério de Avaliacdo de Substancias
Bioativas (LASSBio) da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ). O
LASSBio 897, derivado N-acilidrazonico (NAH), foi desenvolvido a partir da
substituicdo de um anel 2-tienil por um anel 3-tienil na estrutura de um protétipo
anteriormente pesquisado (LASSBio 294) capaz de promover efeitos
vasodilatadores e inotropicos positivos combinados. Esse prot6tipo assim como o
anterior, foi produzido a partir do safrol, um composto extraido do Oleo de
sassafras, encontrado em plantas brasileiras como a canela-branca (Ocotea
pretiosa) (SUDO et al., 2010).

Os exames complementares mais importantes no diagndstico das
alteracbes  cardiovasculares em cdes sao eletrocardiografia, a
ecodopplercardiografia e a mensuracdo da PA (OHARA, 2003). O
eletrocardiograma (ECG) é um exame importante ao se avaliar os efeitos de
farmacos sobre o sistema cardiovascular, pois fornece informagbes sobre
alteracdes na funcéo eletrofisiolégica, em particular nos efeitos que um composto
em teste pode produzir sobre a ritmicidade cardiaca e a despolarizacdo e
repolarizacao do miocardio (HANTON & RABEMAMPIANINA, 2006). Da mesma
forma, a ecodopplercadiografia (ECO) pode ser particularmente utii em
farmacologia toxicologica, com base na quantidade de informacfes que podem
ser obtidas sobre as causas e as consequéncias dos efeitos provocados por um
farmaco sobre o sistema cardiovascular (PIETRO et al., 2010). A mensuracao da
PA torna-se primordial neste contexto, uma vez que, além de consistir em um dos
mais importantes parametros circulatorios, permite verificar a acdo primaria do
protétipo em questdo (DETWEILER, 1996).
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Diante do exposto, a realizacdo desse estudo permitiu continuar o
desenvolvimento de um novo farmaco e objetivou avaliar a acdo vasodilatadora
do prototipo LASSBIio 897, bem como outras possiveis acdes sobre o sistema
cardiovascular, em cées higidos, considerando que o cdo € um bom modelo

experimental para estudos envolvendo o sistema cardiovascular.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Local de experimentacéo

Toda a metodologia empregada obedeceu aos preceitos da Sociedade
Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério e foi previamente analisada e
aprovada pelo Comité de Etica no Uso de Animais de Laborat6rio da Universidade
Federal de Goias (UFG) (Protocolo 16/12 aprovado em 27/02/1012) (ANEXO 1).

O estudo experimental foi realizado nos canis do galpdo de
experimentacdo do Programa de Pds-graduacdo em Ciéncia Animal (PPGCA) e
no Laboratorio de Cardiologia do Hospital Veterinario da Escola de Veterinaria e
Zootecnia da UFG (HV/EVZ/UFG).

2.2. Animais para experimentacao

O estudo experimental foi realizado com seis caes, adultos (5-9 anos),
com peso entre 7kg e 14kg, da raca beagle, clinicamente saudaveis. Os animais
foram previamente vacinados e desverminados e a alimentagcdo consistiu do
fornecimento de ragc&o normocalérica (Proplan Medium Adult® — Nestlé Purina) em
duas refeicOes diarias e agua a vontade.

Os caes foram alojados em baias individuais, medindo 2,85 x 0,75m,
construidas em alvenaria, com paredes e piso revestidos com cimento liso, além
de ter acesso a outra area descoberta, revestida por cimento rastico. Ao término

do experimento os cées foram doados a proprietarios previamente cadastrados.
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2.3. Administragdo do LASSBio 897

O LASSBiIo 897 foi sintetizado pelo LASSBio (Laboratério de Avaliagédo
e Sintese de Substéncias Bioativas, Rio de Janeiro — Brasil) e as cdpsulas foram
manipuladas pela Farmacia - Escola da Faculdade de Farmacia da UFG. Todos
0s caes receberam doses unicas de 0,5mg/kg, 1,0mg/kg e 2,0mg/kg de LASSBIio
897 e 0,5mg/kg de benazepril (Lotensin® 5mg — Novartis, Brasil), por via oral, com
intervalo de 15 dias entre as doses.

As mensuragbes da PA ndo invasiva foram realizadas antes da
administracdo dos compostos (Omin), apos quinze (15min), trinta minutos (30min),
uma (60min), uma e meia (90min), duas (120min), quatro (240min), seis (360min)
e doze horas (720min) ap6s administracao oral.

As avaliacBes eletrocardiogréficas e ecodopplercardiograficas foram
realizadas antes da administracdo dos compostos (Omin), apés uma (60min),

duas (120min), quatro (240min), seis (360min) e doze horas (720min).

2.4. AvaliacOes da presséo arterial

A PA foi mensurada por meio de dois métodos ndo-invasivos, utilizando
os aparelhos PetMap® (método oscilométrico) e Microem DV 10 (método doppler).

Em ambiente tranquilo e climatizado os cdes foram colocados em
decubito lateral direito sobre uma mesa. Para mensuracdo com o aparelho
PetMap® o manguito foi posicionado na regido radio-ulnar, abaixo da articulacdo
do cotovelo no membro toracico esquerdo e o manguito foi escolhido com base na
demarcacao do tamanho ideal, sendo utilizado o de 4,5cm. Para mensuragcado com
o aparelho Microem DV 10 o manguito foi posicionado como no método anterior e
o transdutor sobreposto a regido palmar esquerda, préximo a articulagéo
carpometacarpica. Para determinacédo do tamanho ideal do manguito utilizado foi
medida a circunferéncia do membro toracico esquerdo (largura do manguido=
40% da circunferéncia do membro) (HENIK et al,. 2005; BROWN et al., 2007)
(Figura 1).
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FIGURA 1 - Caes beagle em decubito lateral direito durante mensuracgéo de
pressao arterial ndo invasiva A) com aparelho doppler vascular;
B) com o dispositivo oscilométrico PetMap®.

Em cada avaliagdo foram obtidas cinco medigbes consecutivas da
pressdo arterial sistélica (PAS), diastélica (PAD) e média (PAM) de cada animal
com o dispositivo PetMap®, e cinco medicées consecutivas da PAS com o doppler
vascular descartando a maior e a menor mensuracao e considerando como valor

final a média aritmética das trés mensuracdes restantes.

2.5. Avaliagbes eletrocardiogréficas

Para a obtengdo do eletrocardiograma (ECG), foi utilizado aparelho
computadorizado — mddulo de aquisicdo de ECG para computador/ECG-PC,
versdo Windows 98/ Tecnologia Eletronica Brasileira —TEB, (Figura 2A) na
velocidade de 50 mm/s, sendo os registros arquivados em um computador. Os
animais foram contidos em decubito lateral direito e em cada membro locomotor
foi acoplado um eletrodo (eletrodo amarelo acoplado ao membro toracico
esquerdo, vermelho acoplado no membro toracico direito, verde acoplado ao
membro pélvico esquerdo e preto acoplado ao membro pélvico direito) (Figura
2B), desta forma foram obtidos simultaneamente tracados eletrocardiograficos

nas derivacdes bipolares DI, DI, DIll, e nas unipolares aVR, aVL e aVF.
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FIGURA 2 - A) Aparelno de eletrocardiografia computadorizada TEB,
mostrando o tracado eletrocardiografico na tela do computador.
B) Cadela beagle em decubito lateral direito, durante exame de
eletrocardiografia ambulatorial.

As andlises dos registros eletrocardiogréficos foram realizadas na
derivacéo DII, segundo a técnica descrita por TILLEY (1992), com obtencdo dos
seguintes parametros: ritmo e frequéncia cardiaca (bpm), duracdo em
milissegundos (ms) e amplitude em milivolts (mV) da onda P e do complexo QRS,
duracédo dos intervalos P-R e Q-T, nivelamento do segmento S-T, amplitude onda
T e utilizando as derivagdes | e Il foi determinado o eixo cardiaco elétrico médio
no plano frontal, expresso em graus.

A eletrocardiografia em 24 horas (sistema Holter) foi realizada por meio
do aparelho de “Holter” ECG Cardiolight® em duas derivaces pré-cordiais (rvV2 e
V4). Eletrodos adesivos foram posicionados lateralmente na parede toracica, apos
tricotomia da regido e limpeza com alcool e éter para retirar a oleosidade da pele.
Os eletrodos foram posicionados nos locais padronizados para as derivacdes
precordiais rV2 e V4 (vermelho e preto do lado direito e branco e verde do lado
esquerdo). Posteriormente, foram colocadas fitas do tipo esparadrapo sobre os
eletrodos e atadura crepom envolvendo o térax para garantir maior fixacdo. O
aparelho foi entdo acondicionado em um colete de tecido, leve e confortavel,
oferecendo total liberdade de movimentos aos cées, objetivando a protecdo dos
cabos que foram ligados aos eletrodos adesivos (Figura 3). Foram registrados
trés canais eletrocardiograficos a partir destas derivacdes toracicas modificadas
(PETRIE, 2005; OLIVEIRA et al., 2011).
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FIGURA 3 - Cadelas beagle sendo preparadas para
monitoracdo  eletrocardiogréfica  dinamica
(sistema Holter).

O horario foi ajustado no momento da colocacdo (tempo zero) e o
aparelho desligou-se automaticamente ao término de 24 horas. As informacdes
foram gravadas no cartdo de memoéria do aparelho e posteriormente transferidas

para o software de leitura para interpretacdo dos dados.

2.6. Avaliacbes ecodopplercardiograficas

O estudo ecodopplercardiogréafico foi realizado utilizando o aparelho de
ecodopplercardiografia (My Lab30Vet - Pie Medical) e transdutor multifrequencial
de 5,0/7,5MHz (Figura 4A) do Laboratério de Cardiologia do HV/EVZ/UFG.
Utilizando-se este transdutor multifrequencial e posicionando-0 na janela
paraesternal direita (terceiro ao quinto espacos intercostais), foram obtidas, no
eixo longitudinal, as imagens das quatro camaras e via de saida do ventriculo
esquerdo (VE) e, no eixo transversal, as imagens ao nivel apical, papilar e mitral,
com as medidas das estruturas cardiacas sendo realizadas em modo M nesta
janela ecocardiogréafica, mediante orientacdo pelo modo bidimensional (exposicao
simultanea na tela). A partir da janela paraesternal caudal (apical) esquerda, as
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imagens foram analisadas no eixo longitudinal a partir dos cortes apicais quatro e
cinco camaras (KIENLE & THOMAS, 2005; SOUSA, 2010).

Para a realizacdo dos ecodopplercardiogramas, os animais foram
posicionados em decubito lateral direito e posteriormente esquerdo, em uma
mesa para ecocardiografia, seguindo-se a aplicacdo de gel acustico para uma
melhor conducéo das ondas (Figura 4B) (BOON, 2011).

FIGURA 4 - A) Aparelho de ecodopplercardiografia (My Lab30Vet) e
transdutor multifrequencial de 5,0/7,5 MHz do
Laboratério de Cardiologia EVZ/UFG. B) Cadela beagle
em decubito lateral direito com transdutor posicionado
na janela paraesternal direita.

Foram utilizados os modos bidimensional, modo M e doppler, pulsado
(PW), continuo (CW) e de fluxo em cores (CF). A avaliacdo qualitativa do coracao
foi obtida pelo modo bidimensional, fornecendo informagbes quanto ao
movimento, anatomia cardiaca e relacdo espacial, bem como servindo de
orientagdo para as imagens em modo M, por meio do qual foi realizada andlise
guantitativa, em sistole e diastole, das dimensfes das camaras cardiacas,
espessura da parede livre do ventriculo esquerdo e do septo interventricular e
avaliacdo dos movimentos valvares, permitindo, assim, célculos de indices
funcionais como a fracdo de encurtamento, fracdo de ejecao, volume sistdlico e
débito cardiaco (WARE, 2006; SOUSA, 2010).

Por meio da ecocardiografia doppler, foram identificados os fluxos
sanguineos no coracdo e nos grandes vasos e quantificados quanto a direcao,
velocidade e turbuléncia, estabelecendo a presenca ou auséncia de insuficiéncia

valvar decorrente de regurgitacfes. O doppler de fluxo em cores foi empregado
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nas imagens apicais quatro e cinco camaras que permitiram uma melhor e mais
adequada identificacdo e avaliacdo direta do fluxo sanguineo, bem como auxiliou
0 posicionamento do cursor para a mensuracdao da velocidade do mesmo por
meio de doppler pulsado (KIENLE & THOMAS, 2005).

Os ecodopplercardiogramas foram realizados e analisados de acordo
com os critérios da Sociedade Americana de Ecocardiografia e do Comité de
Ecocardiografia do Colégio Americano de Medicina Interna Veterinaria (THOMAS
et al., 1994; BOON, 2011).

2.7. Analise estatistica

Os cées foram distribuidos em experimento inteiramente casualizado,
sendo os tratamentos as parcelas (doses) e os periodos de avaliacdo as
subparcelas (Omin, 15min, 30min, 60min, 90min, 120min, 240min, 360min,
720min). Cada animal foi uma unidade experimental. Os dados foram submetidos
a andlise d\e variancia (ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de Tukey,
adotando-se nivel de significancia de 5%. As analises foram realizadas com o
auxilio do software estatistico R® (R CORE TEAM, 2013).

3. RESULTADOS

3.1. Avaliacdes da presséo arterial

Os resultados obtidos por meio da avaliacdo da PA com o uso do
doppler vascular e dispositivo PetMap® antes e apés a administracao das doses
de 0,5 mg/kg, 1mg/kg e 2mg/kg do LASSBIi0897, e de 0,5mg/kg de benazepril por

via oral, estdo apresentados nas Tabelas 1 e 2.
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TABELA 1 - Médias de pressao arterial sistolica (PAS) obtidas pelo método
doppler de cées da raca beagle submetidos a administracéo oral de
trés doses unicas de LASSBio 897 (0,5; 1,0 e 2,0mg/kg) e uma de
benazepril (0,5mg/kg). UFG — Goiania, 2013.

) Tratamentos _
Variavel | Tempos Médias p* p** pr**
0,5 1,0 2,0 Benazepril
15min 127,73 127,96 128,58 122,31 126,64 AB

30min 124,50 129,08 120,31 123,41 124,32 AB
60min 122,31 126,63 117,96 122,75 122,41 AB
90min 125,96 121,51 117,95 123,08 122,12 AB

PAS
doppler 120min 120,20 122,06 121,31 118,75 120,58 B 0,4948 0,0090 0,3490
(mmHg)

240min 124,85 126,75 120,75 118,38 122,68 AB

360mn 126,41 120,51 125,18 128,31 125,10 AB
720min 129,30 126,82 132,30 126,76 128,79 A

Médias 125,16 a | 125,17 a | 123,04 a 122,97 a %//////////%

Onde: PAS: pressao arterial sistdlica.

Letras minUsculas: diferencgas estatisticas entre tratamentos.

Letras mailsculas: diferengas estatisticas entre tempos.

p*: diferenca estatistica entre tratamentos; p**: diferenca estatistica entre tempos; p***: diferenca estatistica na interagdo tempo/tratamento.

Na avaliacdo da PAS com a utlizagdo do doppler ndo foram
observadas diferencas estatisticas entre os tratamentos e na interacdo tempos/
tratamentos. Entretanto, foram observadas diferencas estatisticas entre tempos,
com queda gradativa das médias até o tempo 120min, onde se observa o menor
valor para a PAS.

Para os valores de PAS obtidos com o PetMap®, o comportamento da
variavel foi semelhante a mensuracdo com o método doppler, entretanto, nao
foram observadas diferencas estatisticas entre os tempos de avaliagcdo e na
interacdo tratamentos/tempos. Contudo, houve diferenca estatistica entre os
tratamentos. Em relacdo as médias da PAS, foi constatado o maior valor para
dose de 0,5mg/kg do LASSBio 897, sendo que nos outros tratamentos as médias
da PAS foram semelhantes entre si.

Na mensuracdo da PAD pelo mesmo método ndo foram observadas
diferencas estatisticas entre os tratamentos e na interacao tratamentos/tempos.
Ja entre os tempos, foi possivel observar que o tempo de 90min apresentou
valores mais altos em relacdo aos tempos de 60min, 120min e 360min. Em
relacdo a PAM néo foram observadas diferencas significativas entre tempos e na

interacdo tempos/tratamentos, mas houve diferenca estatistica entre o0s
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tratamentos, tendo o grupo benazepril apresentado os menores valores e o grupo

0,5mg/kg de LASSBIi0897 os maiores valores.

TABELA 2 - Médias de presséao arterial sistélica (PAS), diastolica (PAD) e média

(PAM) obtidas pelo dispositivo oscilométrico PetMap® de cades da
raca beagle submetidos a administracdo oral de trés doses Unicas
de LASSBio 897 (0,5; 1,0 e 2,0mg/kg) e uma de benazepril
(0,5mg/kg). UFG — Goiania, 2013.

Tratamentos
Variavel | Tempos Médias p* pr* pr**
0,5 1,0 2,0 Benazepril
15min | 14518 | 142,68 | 138,28 13339 | 139,88 A
30min | 138,91 | 13312 | 132,89 136,30 | 13530 A
60min | 137,80 | 136,98 | 137,34 128,01 | 13503 A
90min | 139,71 | 13563 | 129,55 128,70 | 133,40 A
PAS Pet
Map® | 120min | 140,01 | 129,79 | 135,12 12348 | 13210A | 00032 | 00948 | 04052
mmH
(mmHg) [ domin | 139,78 | 13204 | 13353 13318 | 134,63 A
360mn | 14225 | 12853 | 132,90 140,35 | 136,00 A
720min | 14401 | 13643 | 138,36 133,78 | 138,15 A
7
Médias | 14096 a | 134,40b | 134750 | 132,150 [0 -
15min 7530 | 74,73 72,86 70,06 | 73.24 AB
30min 70,86 | 72,68 71,15 7270 | 71.85AB
60min 7131 | 70,23 72,65 68,25 70,61 B
oAD 90min 7820 | 7413 75,03 72,86 75,06 A
PetMap® | 120min | 7330 | 6835 71,76 68,5 70,478 | 02412 | 00126 | 09522
mmH
(mmHg) [ omin | 7823 | 73.05 72,72 7475 | 74.68 AB
360mn | 7408 | 6820 | 71,97 67,73 70,49 B
720min | 7735 | 71,13 73,96 6735 | 72.45AB
Médias | 7483a | 7156a | 7277a | 7027a // -
15min 97,48 | 101,13 | 93,75 92,03 96,10 A
30min 92,85 | 91,18 91,03 90,51 91,30 A
60min 9425 | 9330 | 91,30 88,11 91,74 A
oA 90min | 100,15 | 95,41 91,59 90,91 94,52 A
PetMap® | 120min | 9570 | 90,13 94,53 86,18 91,63A | 00166 | 00755 | 0,7053
mmH
(mmHe) o somin | 9808 | 9365 94,08 95,11 9523 A
360mn | 96,98 | 91,36 91,30 92,63 93,07 A
720min | 100,68 | 92,75 94,91 88,70 94,26 A
7
Médias | 97.02a | 9361ab | 9281ab | 9052b [ -

Onde: PAS: pressao arterial sistélica; PAD: pressao arterial diastélica; PAM: pressao arterial média.

Letras minuUsculas: diferengas estatisticas entre tratamentos.

Letras mailsculas: diferengas estatisticas entre tempos.

p*: diferenca estatistica entre tratamentos; p**: diferenca estatistica entre tempos; p***: diferenga estatistica na interagéo tempo/tratamento.
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Os resultados obtidos apds analise dos dados de ECG ambulatoriais,

comparando os tratamentos (0,5mg/kg, 1,0mg/kg e 2,0mg/kg de LASSBio 897 e

0,5mg/kg de benazepril) e os tempos avaliados estdo apresentados na Tabela 3.

TABELA 3 — Valores médios dos parametros eletrocardiograficos obtidos por meio
de ECG ambulatorial de cdes da raca beagle submetidos a
administracdo oral de trés doses Unicas de LASSBio 897 (0,5; 1,0 e
2,0mg/kg) e uma de benazepril (0,5mg/kg). UFG — Goiania, 2013.

Tratamentos
Variavel | Tempos Médias p* P P
0,5 1,0 2,0 Benazepril
Omin | 7577abC | 86,66aA | 7539abB | 7155bB | 77,34
60min | 98,83aA | 9544aA | 92,6laA | 10583aA | 98,18
Frequéncia | 120MIN | 9116348 | 9422aA | 8088aAB | 812228 | 8687
Cardiaca | 240min | 90,50 aAB | 97,30 aA | 84,22aAB | 8377aB | 8897 | 0,0890 | <0,0001 | <0,0001
(bPm)  aomin | 73.61aC | 8361aA | 739428 | 728928 | 76,01
720min | 80,72 aBC | 6155bB | 69,83abB | 7683aB | 72,23
Médias | 85,10 86,48 79,48 82,01 |
Omin 38,66 38,22 37,55 38,77 38,30 C
60min 39,16 39,00 38,50 39,50 | 39,04 AC
120min | 39,00 39,33 37,83 38,27 |3861BC
O(”rg:)'j 240min | 39,66 39,50 39,55 39,66 39,59 A | 0,0008 | 0,0003 | 0,3268
360min | 39,66 39,22 39,50 38,66 | 39,15AB
720min | 39,00 39,00 38,39 40,00 | 39,09 AB
Médias | 39,192 | 39,04a | 3848b 39142 [
Omin | 87,10bD | 90,55abB | 91,77 abCD| 9516aCD | 91,27
60min | 89,10aCD | 86,55aB | 87,05aD | 89,22aD | 8811
120min | 101,99 bA | 106,55 abA | 110,94 aA | 106,33 abA | 106,45
Ssgr?:;r;t)o 240min | 91,00 abCD | 88,44 bB | 97,22 aBC | 95,16 abCD | 92,95 | 0,0024 | <0,0001 | 0,0005
360min | 97,38 bAB | 104,27 aA | 99,83 abB | 102,83 abAB | 101,08
720min | 96,27 abAC | 103,00 aA | 95,44 bBC | 98,94 abBC | 98,41
Médias | 93,98 96,56 97,04 o794 |
Omin | 56,16 CAB | 58,55 bcAB | 65,89 aA | 64,77 abA | 61,34
60min | 54,61aB | 51,33abC | 53,6LaC | 4800bD | 51,88
120min | 57,11aAB | 58,05aA | 57,89aB | 59,77 aAB | 58,20
gf?gsm(ﬁ:‘stg’ 240min | 54,55aB | 54,33aBC | 54,55aC | 55,00 aC 54,61 | 0,0012 | <0,0001 | <0,0001
360min | 56,72 aAB | 56,55 aAB | 59,11aB | 57,22aBC | 57,40
720min | 58,83bA | 5950bA | 63,77aA | 61,00abAB | 60,77
Médias | 56,33 56,38 59,13 57,63 W
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TABELA 3 — Valores médios dos parametros eletrocardiograficos obtidos por meio
de ECG ambulatorial de caes da ragca beagle submetidos a
administracao oral de trés doses Unicas de LASSBio 897 (0,5; 1,0 e
2,0mg/kg) e uma de benazepril (0,5mg/kg). UFG — Goiania, 2013.

(Continuacéao)

Tratamentos
Variavel | Tempos Médias p* p** prrx
0,5 1,0 2,0 Benazepril
Omin | 226,22aA | 220,00 aB | 228,89 aAB | 222,55 aBC | 224,41
60min | 211,33aC | 220,22aB | 217,16 aCD | 213,61aC | 21558
120min | 215,27 abBC | 212,94 abB | 207,16 bD | 218,16 aBC | 213,88
Sg%"(‘rﬁgt)o 240min | 224,77 bAB | 237,61 aA | 234,11abA | 238,33aA | 233,70 | 0,0248 | <0,0001 | <0,0001
360min | 231,80 abA | 236,66 aA | 222,11 bBC | 225,39 bB | 229,01
720min | 227,49 abA | 234,11 aA | 223,22 bAC | 224,55 abB | 227,34
Médias | 222,83 226,92 222,83 223,76 %/////////%
omin 0,13aC | 0,15aBC | 0,12aC 0,12 ab 0,13
60min | 0,14 bC 018aB | 0,17abB | 0,15abCD | 0,16
120min | 0,22 aA 022aA | 019aAB | 0,21aAB 0,21
O(“rg\a/‘)'j 240min | 0,18 cB 024aA | 02LbcA | 022abA | 021 | 00063 | <0,0001 | <0,0001
360min | 0,18aB | 0,17abBC | 0,17abB | 0,14 bD 0,16
720min | 0,16 abBC | 0,13bcC | 0,12cC | 018aBC | 015
Médias 0,17 0,18 0,16 017 |
Omin | 1,01aAB | 0,94abC | 0.93abCD | 0,86 bC 0,93
60min 1,06bA | 1,11abB | 1,18aA 1,03 bB 1,09
120min | 1,04 aA 1,07aB | 1,02aBC | 1,05aB 1,04
O(”n?\a/‘)R 240min | 092abB | 097aC | 084bD | 0,91abC 091 | 0,0016 | <0,0001 | <0,0001
360min | 1,09 bA 122aA | 1,06 bB 1,06 bB 1,10
720min | 1,08bA | 1,19abAB | 1,12abAB | 124 aA 1,16
Médias 1,03 1,08 1,02 100 [
Omin | 87,10bD | 90,55abB |91,77 abCD | 95,16 aCD | 91,27
60min | 89,10aCD | 86,55aB | 87,05aD | 89,22aD | 88,11
120min | 101,99 bA | 106,55 abA | 110,94 aA | 106,33 abA | 106,45
Sgg”(‘n‘i';t)" 240min | 91,00 abCD | 88,44DbB | 97,22 aBC | 9516 abCD | 92,95 | 0,0024 | <0,0001 | 0,0005
360min | 97,38 bAB | 104,27 aA | 99,83 abB | 102,83 abAB | 101,08
720min | 96,27 abAC | 103,00 aA | 95,44 bBC | 98,94 abBC | 98,41
Médias | 93,98 96,56 97,04 97,94 %//////////%
Omin | 56,16 cAB |5855bcAB| 6589aA | 64,77abA | 61,34
60min | 5461aB | 51,33abC | 53,61aC | 48,00bD | 51,88
120min | 57,11aAB | 58,05aA | 57,89aB | 59,77 aAB | 58,20
Segmento | 240min | 54,55aB | 54,33aBC | 5455aC | 5500aC | 54,61 | 0,0012 | <0,0001 | <0,0001
QRS (MS) I gomin | 56,72 aAB | 56.55 aAB | 501128 | 57.22aBC | 57.40
720min | 5883bA | 59,50bA | 63,77aA | 61,00abAB | 60,77
Médias 56,33 56,38 59,13 57,63 W
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TABELA 3 — Valores médios dos parametros eletrocardiograficos obtidos por meio
de ECG ambulatorial de caes da ragca beagle submetidos a
administracao oral de trés doses Unicas de LASSBio 897 (0,5; 1,0 e
2,0mg/kg) e uma de benazepril (0,5mg/kg). UFG — Goiania, 2013.

(Continuacéao)

Tratamentos
Variavel | Tempos Médias p* p** prrx
0,5 1,0 2,0 Benazepril
Omin | 226,22aA | 220,00 aB | 228,89 aAB | 222,55 aBC | 224,41
60min | 211,33aC | 220,22 aB | 217,16 aCD | 213,61aC | 21558
120min | 215,27 abBC | 212,94 abB | 207,16 bD | 218,16 aBC | 213,88
Sg%"(‘rﬁgt)o 240min | 224,77 bAB | 237,61 aA | 234,11 abA | 238,33 aA | 233,70 | 0,0248 | <0,0001 | <0,0001
360min | 231,89 abA | 236,66 aA | 222,11 bBC | 22539 bB | 229,01
720min | 227,49 abA | 234,11 aA | 223,22 bAC | 224,55 abB | 227,34
Médias | 222,83 226,92 222,83 223,76 %//////////%
omin 013aC | 0,15aBC | 0112aC | 0,12aD 0,13
60min 0,14 bC 0,18aB | 0,17abB | 0,15abCD | 0,16
120min | 0,22 aA 022aA | 019aAB | 021aAB | 0,21
O(“rg\a/‘)'j 240min | 018cB | 024aA | 02LbcA | 022abA | 021 | 00063 | <0,0001 | <0,0001
360min | 0,18aB | 0,17abBC | 0,17abB | 0,14 bD 0,16
720min | 0,16 abBC | 0,13bcC | 0,12¢cC | 0,18aBC | 0,15
Médias 0,17 018 0,16 017 [
omin 1,01aAB | 0,94abC | 0.93abCD | 0,86 bC 0,93
60min 1,06bA | 1,11abB | 1,18aA 1,03 bB 1,09
120min | 1,04 aA 1,07aB | 1,02aBC | 1,05aB 1,04
O(”n?\a/‘)R 240min | 092abB | 097aC | 084bD | 091abC | 091 | 0,0016 | <0,0001 | <0,0001
360min | 1,09 bA 1,22aA | 1,06bB 1,06 bB 1,10
720min | 1,08bA | 1,19abAB | 1,12abAB | 1,24 aA 1,16
Médias 1,03 1,08 1,02 102 [
omin 0,00 aB 000aC | 000aC | 0,00aC 0,00
60min 0,11 bA 015aA | 009bA | 016aA 0,13
120min | 0,00 bB 007aB | 0,04aB 0,07 aB 0,04
Sggr?nf';;" 240min | 0,00 aB 0,01aC | 0,00aC 0,00 aC 0,00 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
360min | 0,00 bB 010aB | 000bC | 0,00bC 0,02
720min | 0,00 aB 002aC | 000aC | 0,00aC 0,00
Médias 0,01 0,06 0,02 0,04 %///////////%
omin 40,77 47,33 42,16 3994 | 42,55C
60min 44,66 37,83 46,66 36,33 | 41,37C
Eivo 120min 39,83 54,55 56,33 49,22 | 49,98 BC
Elétrico | 240min 68,50 70,33 74,44 7122 | 71,12A | 0,5075 | <0,0001 | 0,3209
Medio I s omin 59,33 55,55 53,94 61,00 | 57,45A
720min 66,89 70,66 63,55 64,77 | 76,47 A
Médias 53,33 a 56,04 a 56,18 a 53,75 a W
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TABELA 3 — Valores médios dos parametros eletrocardiograficos obtidos por meio
de ECG ambulatorial de caes da raca beagle submetidos a
administracao oral de trés doses Unicas de LASSBio 897 (0,5; 1,0 e
2,0mg/kg) e uma de benazepril (0,5mg/kg). UFG — Goiania, 2013.

(Continuacéao)

Tratamentos
Variavel Tempos Médias p* p** prrx
0,5 1,0 2,0 Benazepril

Omin | 253,44 abB | 263,66 aB | 254,72 abBC | 242,00 bB | 253,47

60min | 270,88 aAB | 276,89 aB | 269,27 aAB | 282,83 aA | 274,97
120min | 265,44 aAB | 265,55 aB | 240,05 bC | 251,11 abB | 255,54

S;?Q“(ﬁ:‘st;’ 240min | 276,05 bA | 304,50 aA | 276,72bA | 280,27 bA | 284,38 | 0,0010 | <0,0001 | <0,0001

360min | 256,11 bAB | 277,72 aB | 245,99 bC | 247,50 bB | 256,83
720min | 263,61 aAB | 236,33 bC | 239,22 bC | 250,66 abB | 247,45
Médias | 26425 | 270,77 254,33 250,07 %//////////%

Letras minUsculas: diferengas estatisticas entre tratamentos.
Letras mailsculas: diferengas estatisticas entre tempos.
p*: diferenca estatistica entre tratamentos; p**: diferenca estatistica entre tempos; p***: diferenca estatistica na interag&o tempo/tratamento.

Observando os registros de ECG ambulatoriais obtidos antes, durante

e apos a administracdo do LASSBIio 897 e do benazepril, nenhum céo apresentou

anormalidades de ritmo, sendo a arritmia sinusal respiratéria com marcapasso

migratorio e sinus arrest o ritmo predominante (52,78%) (Figura 5).

Quanto a avaliacdo da frequéncia cardiaca (FC) observou-se diferenca

estatistica entre os tempos e na interacdo tempo/tratamento. Para todos os

tratamentos, observou-se discreta elevacdo da FC entre 60min e 240min apés a

administracéo do prototipo.

FIGURA 5 - A) Tracado eletrocardiografico de cadela beagle mostrando
arritmia sinusal respiratoria e B) arritmia sinusal respiratoria
com presenca de sinus arrest (seta).
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Os outros parametros obtidos por meio de avaliacdo ECG ambulatorial
e submetidos a analise estatistica, como amplitude (mV) da onda P e R, duragéo
(ms) dos complexos QRS, intervalos P-R e Q-T, Q-T corrigido e amplitude do
segmento S-T, apresentaram diferencas estatisticas entre os tempos, entre os
tratamentos e na interacao tempo/tratamento.

Analisando as médias marginais obtidas, observou-se que a amplitude
da onda P apresentou valores mais altos em 120min e 240min. A amplitude da
onda R apresentou o valor mais alto em 720min. A duracdo do complexo QRS
apresentou valor mais elevado na primeira avaliagcdo (Omin). A duracdo do
intervalo P-R apresentou valor mais elevado em 120min. A durag&o do intervalo
Q-T e no Q-T corrigido apresentaram valores mais elevados em 240min. O
segmento S-T apresentou o valor mais alto em 60min.

A duracdo (ms) da onda P, apresentou diferenca estatistica entre os
tempos e entre os tratamentos, porém ndo houve diferenca na interacédo
tempo/tratamento. Considerando os tempos, o valor mais alto foi observado em
240min. Ja em relacdo aos tratamentos, a dose de 2,0mg/kg do protétipo
apresentou diferenca estatistica quando comparada as outras doses, sendo nesta
0 menor valor observado.

O eixo cardiaco elétrico médio apresentou diferenca estatistica apenas
entre 0s tempos, com 0s maiores valores nos tempos 240min, 360min e 720min.

Considerando a onda T, ndo houve diferenca estatistica, pois todos os
registros eletrocardiograficos dos cdes em todos os tempos e tratamentos
apresentaram onda T bifasica.

Os dados obtidos apés interpretacdo dos registros da eletrocardiografia
em 24 horas (sistema Holter) estdo apresentados na Tabela 4. Nao houve

diferenca estatistica entre os tratamentos utilizados.
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TABELA 4 — Andlise das variaveis obtidas por meio de ECG 24 horas (Sistema
Holter) de caes da raca beagle submetidos a administracao oral de
trés doses unicas de LASSBio 897 (0,5; 1,0 e 2,0mg/kg) e uma de
benazepril (0,5mg/kg). UFG — Goiania, 2013.

Tratamentos
Variaveis p*
0,50 1,00 2,00 Benazepril
Quantidade de QRS's 111517,70 a 112739,70 a | 110010,80 a | 107603,30 a 0,6736
FC minima (bpm) 36,16 a 34,33 a 35,16 a 36,00 a 0,8490
FC méxima (bpm) 239,66 a 231,33 a 236,33 a 239,66 a 0,4878
FC média (bpm) 85,50 a 84,50 a 81,83 a 83,66 a 0,7370
Tempo de pausas 3,30 a 3,76 a 3,93 a 4,33 a 0,0900
Quantidade de elevagdes de ST 20,83 a 17,83 a 19,50 a 25,00 a 0,4961
Quantidade de depressdes de ST 7,00 a 5,50 a 4,33 a 583a 0,8205

Onde: QRS: complexos QRS; FC: frequéncia cardiaca: ST: segmento ST.
p* - valor estatistico da diferenga entre os tratamentos

3.3. Avalia¢cdes ecodopplercardiograficas

A avaliagdo em modo bidimensional mostrou anatomia cardiaca e
relacdo espacial do coragdo dentro da normalidade para todos o0s caes,
considerando todos os tempos e tratamentos estudados. Algumas imagens
ecodopplercardiograficas realizadas durante as fases e tratamentos experimentais
estédo representadas nas Figuras 6 e 7.

Os obtidos

ecodopplercardiograficas e medicdo das estruturas e fluxos, em modo M e

resultados ap6és a analise das imagens

doppler, respectivamente, comparando 0s tratamentos e os tempos utilizados

estdo apresentados nas Tabelas 5 e 6.
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FIGURA 6 - Imagens ecodopplercardiogréaficas bidimensionais na parte superior e
imagens em modo M na parte inferior das figuras, obtidas pela janela
paraesternal direita, de cées beagle. A) corte longitudinal, mostrando
aorta (Ao) e atrio esquerdo (AE); B) eixo transversal, nivel da valva
aortica; C) eixo transversal, nivel cordal, mostrando ventriculo direito
(1), septo interventricular (2), ventriculo esquerdo (3) e parede livre
do ventriculo esquerdo (4); D) eixo transversal, nivel da valva mitral,
mostrando septo interventricular (1) e ponto E da mitral (2).
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FIGURA 7 - Imagens ecodopplercardiograficas em modo doppler, de cées da raca
beagle. A) Fluxo pulmonar, observado pela janela paraesternal direita,
eixo transfersal; B) Fluxo mitral, observado pela janela paraesternal
esquerda, apical; C) Fluxo aortico, observado pela janela paraesternal

esquerda apical;

D) Fluxo triscuspide, observado pela janela
paraesternal esquerda apical.
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TABELA 5 — Valores médios dos parametros ecodopplercardiograficos, em modo
M de cées da raga beagle submetidos a administragéo oral de trés
doses Unicas de LASSBio 897 (0,5; 1,0 e 2,0mg/kg) e uma de
benazepril (0,5mg/kg). UFG — Goiania, 2013.

Tratamentos
Variavel Tempos Médias p* p** pr**
0,5 1,0 2,0 Benazepril
0 min 17,23 18,43 18,01 18,63 | 18,08 A
60min 14,50 14,71 16,16 1438 | 1494D
120min | 14,98 16,73 16,68 1881 | 16,80 BC
Ao (mm) | 240min | 1556 15,90 15,41 1585 | 1568D | 0,0914 | <0.0001 | 0,0591
360min | 15,91 15,13 15,39 16,53 | 15,74 CD
720min | 17,30 17,68 16,01 16,85 | 16,96 B
Médias | 1591a | 1643a | 1628a | 1684a |
Omin | 21,60 bAB | 24,452A | 2395abA | 24,83aA | 23,70
60min | 20,05aB | 19,56aC | 19,78aC | 19,40aC | 19,70
120min | 21,87 abAB | 20,86 bBC | 21,20 bBC | 24,23aA | 22,04
AE (mm) | 240min | 21,47 aAB | 22,20 aAB | 20,55aC | 21,61aBC | 21,46 | 0,0145 | <0.0001 | 0,0036
360min | 22,53 aA |21,31aBC|21,38aBC| 22,63aAB | 21,96
720min | 2370aA | 23.80aA | 2328 aAB| 2421aA | 2374
Médias | 21,87 22,03 21,69 282 |
0 min 1,26 1,32 1,32 1,34 1,31C
60min 1,38 1,33 1,22 135 | 1,32BC
120min 1,44 1,25 1,28 1,29 1,31BC
AE/A0 | 240min 1,38 1,39 1,37 137 | 1,37AB | 0,1413 | 0,0001 | 0,1033
360min 1,40 1,40 1,38 1,37 1,39 A
720min | 1,36 1,34 1,44 1,42 1,39 A
Médias 1,37 a 1,34 a 1,33a 1,35a %
0 min 1,78 1,76 1,75 1,65 1,738
60min 1,21 1,30 13 13 127¢C
120min 1,71 1,58 1,7 1,76 1,69 B
SSPE (mm) | 240min 1,93 1,88 1,81 1,93 1,89A | 05125 | <0,0001 | 0,3626
360min 1,65 1,65 1,81 1,8 1,728
720min | 1,68 1,65 1,71 1,65 1,678
Médias | 1.66a 163a | 168a 1,68 a %//////////%
Omin | 20,75bB |22,70abA | 22,75abA | 2375aA | 22,48
60min | 18,68 aCD | 18,30 abB | 16,70 bC | 18,61abBC| 18,07
120min | 19,95 abBC | 19,08 bB | 21,31 aAB | 20,26 abB | 20,15
':(’r":/n'f)s 240min | 17,60aD | 17,61aB | 17.63aC | 1541bD | 17,06 | 00019 | <0,0001 |<0,0001
360min | 17,98 aCD | 1870aB | 1673aC | 1828ac | 17,92
720min | 23,76 aA | 22,28 abA | 2071bC | 23,03aA | 22,45
Médias | 19,79 19,78 19,30 19,89 W
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TABELA 5 — Valores médios dos parametros ecodopplercardiograficos, em modo
M de caes da raca beagle submetidos a administragéo oral de trés
doses Unicas de LASSBio 897 (0,5; 1,0 e 2,0mg/kg) e uma de
benazepril (0,5mg/kg). UFG — Goiania, 2013.

(Continuacéao)

Tratamentos
Variavel | Tempos Médias p* p** prrx
0,5 1,0 2,0 Benazepril
Omin | 37,69aA | 37,93aA | 37,75aA | 3801aA | 37,84
60min | 30,88 aBC | 29,91 aBC | 28,15aC | 30,26 aC | 29,80
120min | 3331aB | 32.43aB | 34,05aB | 3460aB | 33,59
E()r'r:’rﬁ‘)j 240min | 28,76 aC | 28,95aC | 28,98aC | 2620aD | 2822 | 00084 | <0,0001 | 0,0060
360min | 30,43 aBC | 30,49 aBC | 29,20 aC | 30,96 aC | 30,27
720 min | 39,73aA | 36,60 bA | 35,58 bAB | 38,49 abA | 37,60
Médias | 33,47 32.72 32,28 3300 [
Omin | 1580aA | 14,81 aA | 14,66 abA | 13,01 bAB | 14,57
60min | 11,78aC | 12.01aC | 11,88aC | 11,76aB | 11,86
120min | 14,08 aAB | 14,00 aAB | 14,20 aAB | 14,16 aA | 14,11
(frz\r’:) 240min | 11,86aC | 11,80aC | 12,56 aBC| 11,70aB | 11,98 | 00443 | <0,0001 | 0,0171
360min | 12,51 aBC | 12,92 aBC | 11,47 aC | 11,31aB | 12,05
720 min | 14,33 aA | 13,01 aBC | 13,95 aAB | 12,74 aAB| 1351
Médias | 13,39 13,09 13,12 1245 |
Omin | 1064aA | 1083aA | 1043abA| 883bA | 10,18
60min | 8,46 bBC | 9,36 abAB | 10,18 aAB | 9,05 abAB | 9,26
120min | 8,58 aBC | 8,68 aBC | 8,18 aBC | 8,10 aAC | 8,67
(?12\;?) 240min | 698aC | 7,16aC | 818aC | 810aC | 7,60 00169 | <0,0001 | 0,0062
360min | 8,43 aBC | 8,23aBC | 7,374aBC | 7,36aBC | 7,85
720min | 9,91 aAB | 8,81aBC | 8,61aBC | 8,18aBC | 8,88
Médias 8,83 8,84 8,95 833 |
0 min 10,74 10,36 10,36 1083 | 10578
60min 8,28 7,95 8,66 8,71 8,40 C
120min | 12,04 10,61 10,61 1078 | 11,01 AB
P(;Vn'f)s 240min | 11,21 11,38 11,45 1260 | 1166A | 02121 | <0,0001 | 0,0554
360min | 10,11 11,41 12,28 11,36 | 11,29 AB
720min | 10,18 10,35 10,71 1061 | 10468
Médias | 1043a | 1034a | 1068a | 108la %////////////%
Omin | 7,01aBD | 6,412AB | 621aBC | 7,50aB | 678
60min 6,06 aD 5,55 aB 5,68 aC 5,50 aC 5,70
120min | 8,45 aAB | 7,08 aAB | 6,90 aAC | 6,81aBC | 7,31
P('r'nvn'f)d 240min | 8,05abBC | 7,66 bA | 8,28abA | 956aA | 8,38 0,0053 | <0.0001 | 0,006
360min | 9,90aA | 7,78bA | 7.94bAB | 7,25bB | 8,22
720 min | 6,56 aCD | 6,31 aAB | 6,81 aAC | 6,55aBC | 6,56
Médias 7,67 6,80 6,97 7,19 W
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TABELA 5 — Valores médios dos parametros ecodopplercardiograficos, em modo
M de caes da raca beagle submetidos a administragéo oral de trés
doses Unicas de LASSBio 897 (0,5; 1,0 e 2,0mg/kg) e uma de
benazepril (0,5mg/kg). UFG — Goiania, 2013.

(Continuacéao)

Tratamentos
Variavel | Tempos Médias p* p** p***
0,5 1,0 2,0 Benazepril
Omin | 649 | 453 5,08 11,1 6,80 A
6omin | 480 | 398 3,86 4,68 433B
120min | 562 | 740 7,10 7,41 6,88 A
'(3%’3‘)’ 240min | 551 | 498 6,23 5,31 55LAB | 02025 | 00052 | 0,1152
360min | 528 | 501 5,35 5,26 5,23 AB
720min | 441 | 576 4,85 4,95 4,99 AB
Médias | 535a | 527a | 54la 6450 |
omin | 7709 | 7150 | 71,83 71,50 72,98 A
6omin | 7116 | 69,83 | 73,16 70,33 71,12 A
120min | 7230 | 7316 | 6833 73,50 71,82 A
FE (%) | 240min | 7100 | 7150 | 7133 74,00 71,95A | 00011 | 04970 | 0,2330
360min | 7231 | 7108 | 7330 72,66 71,95 A
720min | 7116 | 7033 73,2 72,43 71,78 A
Médias | 7250a | 71,23a | 7186a | 7240a [N
Oomin | 4512 | 4033 | 39,66 39,16 41,07 A
60min | 3950 | 3750 | 40,66 38,66 39,08 A
120min | 4027 | 4100 | 37,33 41,66 40,06 A
FS(%) | 240min | 3866 | 39,16 | 39,00 41,16 39,50A | 00286 | 0,2006 | 0,2100
360min | 40,80 | 3883 | 39,19 40,73 39,89 A
720min | 40,16 | 39,00 | 4143 41,14 40,43 A
Médias | 40,7502 | 30300 | 3954ah | 4042ab [N

Onde: Ao: aorta; AE: atrio esquerdo; AE/Ao: relagdo atrio esquerdo/aorta; SSPE: separacéo septal do ponto E da mitral; DIVEs: diametro
interno do ventriculo esquerdo em sistole; DIVEd: diametro interno do ventriculo esquerdo em diastole; SIVs: septo interventricular em
sistole; SIVd: septo interventricular em diastole; PLVEs: parede livre do ventriculo esquerdo em sistole; PLVEd: parede livre do ventriculo
esquerdo em diastole; DVDd: diametro do ventriculo direito em didstole; FE: fragdo de eje¢ao; FS: fracdo de encurtamento.
Letras minUsculas: diferengas estatisticas entre tratamentos.
Letras mailsculas: diferengas estatisticas entre tempos.

p*: diferenca estatistica entre tratamentos; p**: diferenca estatistica entre tempos; p***: diferenca estatistica na interagdo tempo/tratamento.
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TABELA 6 — Valores médios dos parametros ecodopplercardiograficos, em modo
doppler de cdes da raca beagle submetidos a administracao oral de
trés doses Unicas de LASSBio 897 (0,5; 1,0 e 2,0mg/kg) e uma de
benazepril (0,5mg/kg). UFG — Goiania, 2013.

Tratamentos
Variavel Tempos Médias p* p** pr**
0,5 1,0 2,0 Benazepril
Omin | 2381 | 2555 | 28,66 24,00 25,50 AB
60min | 2628 | 2481 | 2451 24,51 25,03 AB
120min | 2074 | 2346 | 2405 24,30 23,14 B
- e 2ty | 240min | 1450 | 1483 | 1605 12,90 1457C | 03463 | <0,0001 | 0,0560
360min | 18,16 | 1838 | 1557 13,45 16,39 C
720min | 2816 | 2533 | 22,4 28,04 25,98 C
Médias | 21,87a | 22,06a | 21.87a | 21,20a |
0 min 1,96 2,06 2,31 1,90 2,06 A
60min 2,14 213 2,11 2,21 2,14 A
120min | 1,65 2,10 1,85 1,93 1,88 A
(L}?ﬁn) 240min | 1,14 1,28 1,48 1,15 1,268 | 09008 | <0,0001 | 0,0661
360min | 1,39 1,54 1,29 1,15 1,348
720min | 2,31 1,71 1,81 2,44 2,07 A
Médias | 177a | 1,80a | 18la 1,80a |
Omin | 7642 | 7738 | 75,18 74,71 75,92 B
6Omin | 6578 | 6381 | 67,45 67,56 66,15 D
120min | 7935 | 8583 | 88,63 88,81 85,66 A
E:\r;E/QA) 240min | 68,66 | 69,36 | 74,96 67,88 7022C | 03127 | <0,0001 | 0,0771
360min | 76,26 | 7759 | 7251 76,01 75,59 B
720min | 8585 | 79,95 | 8343 85,61 83,71 A
Médias 75,39a | 7565a | 77,02a 76,76 a |
Omin | 3707 | 368 | 31,43 35,60 35,24 C
6Omin | 4428 | 4021 | 4331 44,61 43,10 AB
120min | 4629 | 4485 | 4488 43,46 44,87 A
E:\r/n"ig") 240min | 465 | 4608 | 4531 45,35 4581 A | 09437 | <0,0001 | 0,8637
360min | 368 | 3792 | 3987 38,86 36,36 C
720min | 37,76 | 3883 | 4075 39,28 39,15 BC
Médias | 4145a | 40,79a | 4092a | 41,19a %//////////%
Omin | 2780 | 2923 | 27,36 28,35 28,18 C
6Omin | 3421 | 3301 | 3425 34,83 34,07 A
120min | 32,90 | 3538 | 3488 35,60 34,69 A
X:'\r"n'jg") 240min | 3035 | 32,86 | 3508 29,16 31,86 AB | 06807 | <0,0001 | 0,4420
360min | 2925 | 2860 | 29,97 27,31 28,78 BC
720min | 3308 | 32,78 32 35,09 33,23 A
Médias | 3126a | 3L98a | 32264 | 3L72a |
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TABELA 6 — Valores médios dos parametros ecodopplercardiograficos, em modo

doppler de cées da raca beagle submetidos a administracéo oral de
trés doses de LASSBio 897 (0,5; 1,0 e 2,0mg/kg) e uma de
benazepril (0,5mg/kg). UFG — Goiania, 2013.

(Continuacéao)

Variavel Tempos fratamentos - Médias p* p** p***
0,5 1,0 2,0 Benazepril
0 min 2,07 2,18 2,31 2,12 2,17 A
6Omin | 148 1,58 1,56 1,52 1,54 C
120min | 1,79 1,92 2,00 2,05 1,94 B
E/AMitral | 240min | 147 1,51 1,68 1,51 1,54C | 07803 | <0,0001 | 0,4106
360min | 2,04 2,03 1,81 1,96 1,96 B
720min | 2,29 2,07 2,11 2,22 2,17 A
Médias | 1.86a | 1,88a | 19la 190a |
Omin | 7642 | 77,38 | 75,18 74,71 75,92 B
60min | 6578 | 6381 | 67,45 67,56 66,15 D
120min | 7935 | 8583 | 8863 88,81 85,66 A
g\rf/g") 240min | 6866 | 69,36 | 74,96 67,88 7022C | 03127 | <0,0001 | 00771
360min | 7626 | 7759 | 72,51 76,01 75,50 B
720min | 8585 | 79,95 | 8343 85,61 83,71 A
Médias | 7539a | 7565a | 7702a | 7676a |
Omin | 3707 | 3686 | 31,43 35,60 35,24 C
60min | 4428 | 4021 | 4331 4461 | 43,10 AB
120min | 4629 | 4485 | 4488 43,46 44,87 A
E\r/nA/g/l) 240min | 465 | 4608 | 45731 45,35 4581 A | 09437 | <0,0001 | 0,8637
360min | 368 | 37,902 | 39,87 38,86 36,36 C
720min | 37,76 | 3883 | 4075 3028 | 39,15BC
Médias | 4145a | 4079a | 4092a | 4119a |
Omin | 27,80 | 2023 | 27,36 28,35 28,18 C
60min | 3421 | 3301 | 34,25 34,83 34,07 A
120min | 32,90 | 3538 | 3488 35,60 34,60 A
22“:152”) 240min | 3035 | 32,86 | 35,08 29,16 31,86 AB | 0,6807 | <0,0001 | 0,4420
360min | 2025 | 2860 | 29,97 2731 | 2878BC
720min | 3308 | 32,78 32 35,00 33,23 A
Médias | 31262 | 31.98a | 3226a | 31722 [N
Omin | 5414 | 4898 | 5391 48,15 51,29 A
60min | 5466 | 5218 | 50,16 50,98 52,00 A
120min | 5217 | 5501 | 4955 50,01 51,60 A
EQ\:ES 240min | 42,76 | 4413 | 46,56 41,80 4381B | 00756 | <0,0001 | 0,3462
360min | 5236 | 52,60 | 47,48 51,88 51,10 A
720min | 518 | 4666 | 47,21 49,03 48,67 A
Médias | 5131a | 49.94a | 49,05a | 4864a |
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TABELA 6 — Valores médios dos parametros ecodopplercardiograficos, em modo
doppler de cdes da raca beagle submetidos a administracao oral de
trés doses Unicas de LASSBio 897 (0,5; 1,0 e 2,0mg/kg) e uma de
benazepril (0,5mg/kg). UFG — Goiania, 2013.

(Continuacéao)

Tratamentos
Variavel Tempos Médias p* p** p***
0,5 1,0 2,0 Benazepril
0 min 90,41 | 86,60 | 93,13 84,40 88,63 A
6Omin | 87,00 | 8423 | 84,68 84,31 85,05 A
120min | 8560 | 9638 | 93,01 89,45 91,11 A
('Z\rff,ﬁ) 240min | 71,20 | 71,35 | 77,38 70,00 7248B | 07011 | <0,0001 | 0,3161
360min | 8588 | 9156 | 7854 88,01 85,99 A
720min | 91,76 | 89,40 | 88,35 90,98 90,12 A
Médias | 8531a | 86582 | 8584a | 8452a |
0 min 2621 | 2876 | 2736 27,25 | 27,40 BC
60min | 30,65 | 2846 | 30,46 2738 | 29,24 AB
120min | 27,36 | 30,98 | 3061 30,66 | 29,90 AB
(\é'\rf]'/:ST) 240min | 26,75 | 27,83 | 30,03 30,40 | 2875AB | 05116 | <0,0001 | 0,2405
360min | 24,550 | 2469 | 26,52 26,81 25,63 C
720min | 32,35 | 31,18 | 3045 31,04 31,25 A
Médias | 27,97a | 2865a | 2924a | 2892a |
0 min 1,74 2,04 1,01 1,84 1,88 B
60min 1,61 1,7 1,81 1,71 1,71C
120min | 1,64 1,65 1,75 1,74 1.70C
TriC'E’SAp ide | 240min | 161 1,66 1,53 1,48 157C | 02720 | <0,0001 | 0,6002
360min | 1,99 2,17 1,92 2,04 2,03 AB
720min | 2,20 2,25 2,16 2,19 2,20 A
Médias | 1,80a | 191a | 185a 1832 |
0 min 62,70 | 5870 | 57,76 49,78 57,23 A
BOmin | 5028 | 5308 | 49,06 48,30 50,18 B
120min | 49,40 | 50,70 | 46,70 44,20 47,758
2":'\[:'1'7; 240min | 4535 | 47,35 | 46,50 46,60 46,458 | 00532 | <0,0001 | 04319
360min | 52,96 | 48,67 | 4547 46,81 47,218
720min | 52,96 | 5195 | 50,01 48,32 50,81 B
L
Médias | 51,43a | 51,74a | 4925a | 47,33a %//////////%
0 min 1019 | 9896 | 94728 82,61 94,44 A
6omin | 77.68 | 8220 | 74,85 75,75 77,628
120min | 8245 | 8538 | 77.48 74,73 80,01 B
('Z\r;'jsp) 240min | 77,81 | 7301 | 76,08 76,88 75958 | 0,0228 | <0,0001 | 05770
360min | 79,24 | 8393 | 76,38 78,50 79,51 B
720min | 8258 | 8350 | 83,16 77,19 81,618
Médias | 83,61ab | 84,50a | 80,37ab | 77,61b W
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TABELA 6 — Valores médios dos parametros ecodopplercardiograficos, em modo
doppler de cdes da raca beagle submetidos a administracao oral de
trés doses Unicas de LASSBio 897 (0,5; 1,0 e 2,0mg/kg) e uma de
benazepril (0,5mg/kg). UFG — Goiania, 2013.

(Continuacéao)

Tratamentos
Variavel Tempos Médias p* p** p***
0,5 1,0 2,0 Benazepril
Omin | 5786 | 6731 | 61,28 61,75 | 62,05CD
6Omin | 5813 | 5625 | 60,38 59,51 58,57 D
120min | 61,62 | 71,10 | 71,03 70,20 68,48 B
gﬁ; 240min | 59,45 | 60,30 | 65,10 61,90 61,68CD | 0,0028 | <0,0001 | 0,0686
360min | 60,60 | 6527 | 6478 72,10 65,69 BC
720min | 72,70 | 7371 | 7181 75,38 73,40 A
Médias | 6172b | 6565a | 6573a | 6680a |
Omin | 3422 | 3333 | 32,30 33,91 33,44 B
60min | 4440 | 3333 | 3355 34,86 36,53 AB
120min | 37,90 | 4361 | 40,95 40,71 40,79 A
('zmsT) 240min | 37,11 | 36,96 | 42,66 41,93 3967A | 05977 | <0,0001 | 0,1628
360min | 32,00 | 2987 | 3366 35,98 32,00 B
720min | 3305 | 3300 | 3363 34,62 33578
Médias | 3646a | 3502a | 3612a | 37,00a |

Onde: VS: volume sistélico; DC: débito cardiaco; PVEM: pico de velocidade da onda E mitral; PVAM: pico de velocidade da onda A mitral;
VMFM: velocidade média do fluxo mitral; E/A mitral: relagéo entre as ondas E e A mitral; VMFA: velocidade média do fluxo aértico; PVFA:
pico de velocidade do fluxo adrtico; VMFT: velocidade média do fluxo tricispide; E/A tricispide: relagdo entre as ondas E e A tricUspide;
VMFP: velocidade média do fluxo pulmonar; PVFP: pico de velocidade do fluxo pulmonar; PVET: pico de velocidade da onda E tricUspide;
PVAT: pico de velocidade da onda A tricUspide.

Letras mindsculas: diferengas estatisticas entre tratamentos.

Letras mailsculas: diferengas estatisticas entre tempos.

p*: diferenca estatistica entre tratamentos; p**: diferenga estatistica entre tempos; p***: diferenca estatistica na interagéo tempo/tratamento.

Quanto a analise estatistica dos parametros em modo M houve
diferenca em relacédo aos tratamentos, tempos e na interacdo tempo/tratamento a
excecao das variaveis: diametro da aorta (Ao), relacdo atrio esquerdo/aorta
(AE/A0), separacao septal do ponto E da mitral (SSPE), parede livre do ventriculo
esquerdo em sistole (PLVES), diametro do ventriculo direito em diastole (DVDd)
que apresentaram diferencas apenas em relagédo aos tempos.

Considerando os valores médios marginais, as menores médias
encontradas para o AE foram no tempo 60min e no tratamento 0,5 e 2,0mg/kg do
LASSBIio 897. As médias do DIVEs foram maiores nos tempos Omin e 720min e
menores no tempo 240min. Em relagdo aos tratamentos, a dose de 2,0mg/kg do
protétipo proporcionou as menores médias. O DIVEd mostrou médias maiores
nos tempos Omin e 720min e no tratamento 0,5mg/kg do LASSBio 897 e menores
no tempo 240min e na dose de 2,0mg/kg do prototipo. Observando as meédias do

SIV na sistole e diastole foram encontradas maiores médias no tratamento
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0,5mg/kg para o SIVs e 0,5mg/kg, 1,0mg/kg e 2,0mg/kg do LASSBio 897 para o
SIVd. Para o PLVEs e o PLVEd foram observadas as menores médias no tempo
60min.

As maiores médias marginais para os valores obtidos por meio do
modo M: Ao, AE/Ao, SSPE, PLVEs e DVDd, foram observadas nos tempos Omin;
360 e 720min; 240min; 120min, 240min e 360min; 60min, respectivamente.

A fracdo de encurtamento (FS) apresentou diferenca estatistica apenas
entre os tratamentos, com a menor média observada na dose de 1,0mg/kg e a
maior na dose de 0,5mg/kg, ambas do LASSBio 897. Nao houve diferenca
estatistica para a variavel fracdo de ejecéo (FE).

As variaveis mensuradas em modo doppler, apresentaram diferencas
apenas em relagdo aos tempos.

As menores médias marginais para os valores: VS, DC, PVEM, PVAM,
VMFM, E/Am, VMFA, PVAT, VMFT, E/At, VMFP e PVFP, foram observadas nos
tempos 240min e 360min; 240min e 360min; 60min; Omin e 360min; Omin e
360min; 60min e 240min; 240min; 240min; 360min; 60min, 120min e 240min; a
partir de 60min, respectivamente.

Para os parametros pico de velocidade da onda E do fluxo tricUspide
(PVET) foram observadas diferencas estatisticas entre tratamentos e tempos. As
médias do PVET foram maiores no tempo 720min e menores na dose de
0,5mg/kg do LASSBIo 897.

4. DISCUSSAO

A administracdo por via oral do protétipo LASSBio 897 ndo provocou
efeitos adversos ou sinais de intoxicagdo agudos, assim como observado por
NASCIUTTI et al. (2013), em estudo piloto com cdo e em estudo toxicologico
realizado em ratos por SUDO et al., (2010).

Os valores de PAS obtidos por meio do doppler vascular em todos os
tempos e tratamentos contemplaram os valores considerados normais para 0s
cées, considerando o dispositivo utilizado para a mensuragcéo (REMILLARD et al.,
1991; STEPIEN & RAPOPORT, 1999; SOARES et al., 2012). Contudo, WARE
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(2007) relata que podem ocorrer variacdes da PAS relacionadas com a idade,
sexo e estado reprodutivo, bem como com o dispositivo utilizado para a
mensuracao, a ansiedade do paciente e a experiéncia do avaliador. No tempo de
720min observaram-se o0s valores mais altos para PAS, este fato se deve,
provavelmente, a diminuicdo da biodisponibilidade do protétipo a farmaco ou
ainda ao estresse dos animais, devido as seguidas contencgdes.

CABRAL et al. (2010) realizando estudo comparativo entre os métodos
indiretos doppler vascular e oscilométrico na mensuracdo da PA de cées
constataram que a meédia das afericbes com o doppler (128,2mmHg) foram
maiores do que as obtidas com o método oscilométrico (125,68mmHg), diferente
do que pode ser observado nos resultados deste estudo. Entretanto, os aparelhos
oscilométricos utilizados para mensuracao foram diferentes.

TEBALDI et al. (2012) avaliaram a PA de 150 caes utilizando o mesmo
dispositivo oscilométrico (PetMap®) e obtiveram médias da PAS, PAD e PAM
maiores do que as obtidas no presente estudo. Contudo, os cées incluidos no
grupo experimental destes autores ndo foram avaliados quanto a sua higidez. Ja
RATTEZ et al. (2010) estudando a PA de cédes da mesma raga e com 0 mesmo
dispositivo obtiveram médias maiores do que as obtidas nesta pesquisa, contudo
as mensuracdes no estudo dos autores, foram realizadas por veterinarios
generalistas que fizeram o treinamento por apenas uma hora e com animais que
ndo estavam habituados a serem contidos.

Na avaliacdo da PAS com a utilizacdo do doppler vascular foi possivel
observar que, apesar de nao ter havido diferenca estatistica entre os tratamentos,
a dose de 2,0mg/kg de LASSBio 897 foi a que mais se aproximou do efeito
vasodilatador quando comparada ao benazepril. O benazepril pertence a classe
de farmacos preconizados para o inicio do tratamento da HAS em cées (WARE,
2006), sendo um dos farmacos vasodilatadores mais comumente utilizados nesta
espécie (BONAGURA & STEPIEN, 2008). Utilizando-se o dispositivo PetMap®, a
dose que mais se aproximou aos efeitos do benazepril foi a de 1,0mg/kg,
assemelhando-se aos resultados anteriormente obtidos no estudo piloto realizado
por NASCIUTTI et al. (2013). A dose de 0,5mg/kg foi a mais ineficiente com a

utilizacao deste dispositivo.
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Analisando-se os valores de PAS encontrados com os dois dispositivos
de mensuragao nao-invasiva observou-se que, apesar dos valores obtidos com o
doppler vascular serem menores dos que os obtidos com o PetMap®, todos eles
se encontram dentro dos valores de normalidade para a espécie canina, nao
sendo observado superestimacdo deste parametro, caracteristica que foi descrita
por TEBALDI et al. (2012). Sendo assim, o dispositivo PetMap® mostra-se
eficiente para mensuracdo da PAS, além de fornecer valores de PAD e PAM.
Ressaltando que, este dispositivo fornece dados mais confiaveis quando a
avaliador € bem treinado para utilizar o aparelho e quando os cédes permanecem
em repouso Nno momento da mensuracao.

Analisando o comportamento da curva pressorica em 12 horas de
avaliacao, foi possivel confirmar o efeito vasodilatador e a seguranca do prototipo
LASSBIio897 em cées da raca beagle saudaveis, pois promoveram vasodilatacédo
semelhante ao observado com o benazepril, contudo n&o gerou hipotenséo,
mesmo na maior dose testada.

Contextualizando a seguranca atribuida ao protétipo testado, segundo
STEPIEN (2010) a hipotenséo é diagnosticada quando sdo encontrados valores
de PAS menores que 100mmHg na maioria das espécies, e esta condi¢do pode
estar relacionada com o uso excessivo de farmacos vasodilatadores. O efeito
vasodilatador e a auséncia de hipotensdo com a utilizacdo do benazepril, farmaco
ja utilizado no tratamento de caes com HAS e insuficiéncia cardiaca congestiva,
foi também constatado em estudo realizado por PEREIRA et al., (2005).

Nao foram observados eventos arritmicos nos cédes submetidos aos
tratamentos com o protétipo LASSBio 897 e com o benazepril, resultado
anteriormente observado em estudo piloto realizado por NASCIUTTI et al. (2013).
Todos os caes apresentaram arritmia sinusal respiratéria com marcapasso
migratorio, ritmo considerado normal para a espécie em estudo. Alguns deles, em
algumas avaliagbes, apresentaram ainda sinus arrest ou parada sinusal, esta
particularidade também pode ser considerada normal, pois em situacfes de
repouso podem ocorrer aumento do tbnus vagal e intensificacdo da arritmia
sinusal respiratoria (TILLEY, 1992).

A FC é um parametro altamente variavel em caes como relatado por
HANTON & RABEMAMPIANINA (2006) e observado no presente estudo. Varias
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condi¢bes podem alterar a FC, como por exemplo, o tratamento com farmacos e
condicbes experimentais, principalmente ligadas ao estresse e excitacao.
Entretanto, mesmo apresentando diferencas estatisticas entre tempos e na
interacdo tempo/tratamento, os valores obtidos foram semelhantes aos descritos
como normais para a espécie canina (KITTLESON, 1998; GABAY, 2003).
Observa-se que no tempo de 240min a FC aumenta, tempo imediatamente apds o
momento em que a PA encontra-se mais baixa, este aumento da FC pode ocorrer
em virtude de mecanismos compensatorios que atuam com a finalidade de
manter um DC adequado quando ocorrem quedas na PA (DESMARAS &
MUCHA, 2003).

Em relacdo aos parametros duracdo (ms) e amplitude (mV) das ondas
P e dos complexos QRS, duracdo dos intervalos P-R e Q-T, Q-T corrigido,
amplitude do segmento S-T e da onda T, todos estavam normais para a espécie
canina (TILLEY, 1992; WARE, 2007). Em estudo realizado por GAVA et al.
(2011), utilizando o mesmo aparelho de ECG e mesma raca de caes, foram
obtidas médias semelhantes as observadas no presente estudo para parametros
como duragédo do intervalo P-R, do complexo QRS e do intervalo Q-T, para as
outras variaveis, as meédias observadas neste estudo foram menores.

Segundo HANTON & RABEMAMPIANINA (2006) variaveis como
intervalo Q-T e morfologia das ondas T sdo geralmente consideradas importantes
na monitoracdo cardiovascular em estudos toxicolégicos e farmacoldgicos
realizados em caes, o que reforca que o protétipo LASSBio 897 é seguro, ja que
nao foram observadas arritmias nem alteracdes nesses parametros.

As médias referentes ao eixo elétrico, variavel que descreve a
orientacdo média da despolarizacéo ventricular (GABAY, 2003), sdo semelhantes
aos valores encontrados por WOLF et al. (2000). Embora algumas médias
isoladas estejam abaixo dos valores considerados normais pra espécie, esta
alteracao, isoladamente, ndo representa importancia clinica e pode ser observada
em cades normais (TILLEY, 1992).

Em relagdo as analises do Holter, considerando o parédmetro FC
(minima, maxima e média) e tempo maximo de pausas ndo foram observadas
diferencas estatisticas e todas as médias encontradas estdo dentro dos intervalos

considerados normais, sendo que a FC minima pode ser de até 17bpm e a
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méxima de 300bpm (PETRIE et al., 2005). Segundo TILLEY (1992) em periodos
de sono ou repouso a predominancia do estimulo vagal pode resultar em grandes
pausas, 0 que caracteriza parada sinusal. Os resultados obtidos nesse estudo
confirmam essa caracteristica, detectando a arritmia sinusal como ritmo
predominante nos registros avaliados e pausas de até 4,33 segundos no
tratamento com o benazepril, corroborando com o que foi anteriormente
observado por meio da eletrocardiografia ambulatorial.

Avaliando a quantidade de complexos QRS observados em 24 horas
de monitoragdo também ndo foram observadas diferengas estatisticas, contudo
as médias encontradas neste estudo foram superiores aos do estudo realizado
por LEOMIL NETO et al. (2002) em caes da raca cocker spaniel, boxer e
dobermans. Em relacdo aos valores de elevacdo e depressdo do segmento S-T
as médias estavam dentro dos valores considerados normais para 0s caes
(TILLEY, 1992).

Quando foram avaliados os resultados obtidos pelo ECG ambulatorial
em relacdo aos obtidos com o ECG em 24 horas (sistema Holter) foi possivel
observar que o método dindmico apresentou valores semelhantes ao método
ambulatorial, entretanto tais médias ndo apresentaram diferencas estatisticas
diante da pequena variabilidade em 24 horas, podendo inferir segundo OLIVEIRA
et al. (2011) que a analise do sistema Holter proporciona melhores resultados,
uma vez que consiste em uma avaliacdo qualitativa e quantitativa superior,
quando comparada ao ECG ambulatorial.

Apesar dos parametros relacionados as avaliacdes
ecodopplercardiograficas apresentarem diferencas estatisticas, seja entre tempos,
tratamentos ou na interacdo tempo/tratamento, todos os valores encontrados
estdo normais, quando comparados a outros autores em estudo com cées da raca
beagle, com excecdo do DC e VS, que estdo abaixo dos valores indicados como
normais para a espécie (WARE, 2007; BOON, 2011).

Nota-se ainda que, para esses parametros (DC e VS) as médias vao
decrescendo até o tempo de 240min, tempo imediatamente posterior a
observacdo do menor valor para a PA. Vale ressaltar que o DC € o volume de
sangue bombeado dos ventriculos ao longo do tempo, dependendo diretamente

da FC e do VS e este é o volume de sangue ejetado em cada contracédo (WARE,
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2007). Assim, considerando que a PA é o resultado de uma série de mecanismos
reguladores que trabalham de forma inter-relacionada para manter
adequadamente a perfusdo do organismo, quando ocorre queda na PA produz-se
como resposta, pela via simpatica, vasoconstricdo periférica e aumento da FC
(MUCHA & CAMACHO, 2003). Levando-se em considera¢do que o prototipo a
farmaco promoveu vasodilatacdo a partir do tempo de 120min o aumento da FC
subsequente pode ter ocorrido como uma resposta fisiologica. Entretanto, quando
ha aumento da FC o enchimento ventricular acontece de forma rapida, sem que
haja a contracdo atrial. Esse encurtamento da didstole compromete
momentaneamente o preenchimento ventricular, promovendo diminui¢do da pré-
carga, caracterizada por valores menores de VS e DC (DESMARAS & MUCHA,
2003). Adicionalmente, levando-se em consideracéo que a PA é resultado do DC
multiplicado pela RVP, quedas na PA podem ser provocadas tanto por diminui¢cao
do DC quanto por reducédo na RVP e promovem como consequéncia queda na
pos-carga (JEPSON & SYME, 2010).

Ainda é possivel verificar que nos momentos em que o DC e o VS
estdo menores as dimensdes ventriculares esquerdas consequentemente
diminuem (DESMARAS & MUCHA, 2003), o que seria esperado, considerando
que as duas substancias (LASSBIio 897 e benazepril) utilizadas foram capazes de
reduzir, de forma similar, tanto a pré-carga quanto a pds-carga.

Nao foi constatado aumento dos indices de FE e FS em nenhum
momento apds administracdo por via oral do protétipo LASSBIio 897, diferente dos
resultados obtidos com o protétipo LASSBio 294 (OLIVEIRA ALVES et al., 2012),
composto que deu origem ao LASSBIio 897, sugerindo que este protétipo em

estudo nao possui efeitos inotropicos positivos.
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5. CONCLUSOES

Levando em consideracdo as condi¢ces experimentais do presente
estudo e os resultados obtidos pelo mesmo, pode-se afirmar que a administracao
das trés doses unicas do LASSBio 897, por via oral, causam vasodilatacdo, com
menores valores de PAS observados 120 minutos apos sua ingestao. Além disso,
0 débito cardiaco e o volume sistolico diminuem, em virtude do efeito
vasodilatador do protétipo, 240 minutos apds a sua administracdo em doses
Unicas, por via oral. Ainda, a administracdo via oral do protétipo candidato a
farmaco LASSBIio 897 nas doses unicas de 0,5mg/kg, 1,0mg/kg, 2,0mg/kg néo

provoca hipotensao ou arritmias em cées da raca beagle higidos.
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CAPITULO 3. AVALIACAO LABORATORIAL HEPATICA E RENAL DE CAES
DA RACA BEAGLE APOS ADMINISTRACAO VIA ORAL DO PROTOTIPO A
FARMACO VASODILATADOR LASSBio 897

CHAPTER 3. HEPATIC AND RENAL EVALUATIONS OF BEAGLE DOGS
AFTER ORAL ADMINISTRATION OF THE VASODILATORY DRUG
PROTOTYPE LASSBio 897

RESUMO

A maioria dos farmacos administrados e absorvidos por via oral sdo transportados
por meio da circulacéo portal para o figado, onde sdo submetidos a um processo
metabdlico hepatico, seguido de eliminacdo pela bile ou rins. O LASSBio 897 é
um novo protétipo de farmaco vasodilatador produzido a partir do substrato do
safrol, encontrado em plantas brasileiras como a "canela- branca" (Ocotea
pretiosa). Devido ao seu perfil farmacolégico e a possibilidade de uma nova
estratégia terapéutica, foram utilizados seis beagles, adultos, clinicamente
saudaveis para avaliar sua seguranca, considerando seus efeitos sobre as
funcdes hepdticas e renais. Os cées foram submetidos a quatro tratamentos,
recebendo, por via oral, doses de 0,5mg/kg, 1,0mg/kg e 2,0mg/kg do LASSBio
897 e 0,5mg/kg de benazepril, como controle positivo. Foram submetidos a
coletas de sangue e urina para avaliac6es da funcéo hepética e renal. Nao foram
observadas alteracBes clinicas que sugerissem toxicidade aguda, alguns
parametros hematologicos e de bioquimica sérica apresentaram diferencas
estatisticas, porém todos contemplavam valores normais para a espécie canina.
As médias encontradas para as hemacias foram menores, porém préximas do
gue normalmente se observa em cées. Pode-se concluir que a administracédo oral
do prototipo a farmaco LASSBio 897 nas doses Unicas utilizadas é segura, pois
ndo foram observadas alteracdes importantes nas avaliacbes hematoldgicas,
bioguimicas renais e hepaticas, bem como da avaliacao urinéria.

Palavras-chave: cao, vasodilatador.
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ABSTRACT

Most drugs administered and absorbed orally is carried through the portal
circulation to the liver, where they undergo a metabolic process, followed by
elimination in bile or through kidneys. LASSBio 897 is a new vasodilatory drug
prototype produced from safrole substrate found in Brazilian plants such as
"canela-branca” (Ocotea pretiosa). Due to its pharmacological profile and the
possibility of a new therapeutic strategy, six adult healthy beagles were used to
evaluate its safety considering hepatic and renal effects. The dogs underwent four
different treatments receiving oral doses of 0.5mg/kg, 1.0mg/kg and 2.0mg/kg of
LASSBIio 897 and 0.5mg/kg of benazepril, as a positive control. Collection of blood
and urine for assessments of liver and kidney function were performed. No clinical
changes suggesting acute toxicity were observed, some haematological and
serum biochemistry parameters showed statistical differences but were within
normal values for canine species. The average found for red blood cells count was
close to the minimum value of the normal range observed in dogs. We could
conclude that oral administration of the drug prototype LASSBio 897, at single
doses, is safe since no significant changes in haematological, renal and hepatic
biochemical evaluations were observed, as well as in urinary review.

Key-words: dog, vasodilatory

1. INTRODUCAO

O metabolismo de alguns farmacos abrange o conjunto de reacdes
enzimaticas que biotransformam farmacos e outros compostos estranhos
(xenobidticos) em metabdlitos de polaridade crescente, para que sejam
excretados pela urina. O metabolismo desempenha, assim, um importante papel
em sua eliminacdo e impede que estes compostos permanecam por tempo
indefinido no organismo (PEREIRA, 2007). A maioria dos farmacos que séo
administrados e absorvidos por via oral sdo transportados através da circulacéo
portal para o figado, onde sdo submetidos a um processo metabdlico hepatico,
seguido de eliminagéao pela bile ou rins (LI, 2001).

As lesdes hepaticas associadas ao uso de medicamentos abrangem
desde alteracbes bioquimicas e estruturais adaptativas até lesdes morfologicas
com danos muitas vezes irreversiveis do metabolismo ou da estrutura celular,

tornando-se essencial seu monitoramento (CENTER, 1999).
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Os rins exercem multiplas funcdes caracterizadas como filtracéo,
reabsorcdo, homeostase, funcbes endocrinolégica e metabdlica. A funcao
primordial dos rins € a manutencdo da homeostasia, que é obtida por meio da
regulacdo dos liquidos e eletrélitos e a eliminacdo dos residuos metabdlitos
(uréia, creatinina, acido urico, acidos organicos, bilirrubina conjugada, farmacos e
toxinas) (MOTTA, 2003; SODRE et al., 2007). Desta forma qualquer alteragéo que
cause mudancas no fluxo sanguineo renal podem modificar a taxa de excrecao de
substéancias e alterar a dose do medicamento que foi administrada (MADDISON et
al., 2010). Por esses motivos, a analise clinica renal deve fazer parte do processo
de descoberta e desenvolvimento de um novo farmaco, devendo ser avaliadas a
sua estrutura e funcéo (LANIS et al., 2008).

Dentro deste processo de descoberta e desenvolvimento de novos
farmacos, a percepcdo de alteracdes hepéticas ou renais em virtude de seu
metabolismo, torna possivel eliminar, ainda nas fases iniciais do processo,
candidatos nocivos. Diante disso, 0s objetivos do presente estudo foram monitorar
a funcao renal e a atividade das enzimas hepéticas, além de possiveis alteracbes
clinicas apés administracao, via oral, do LASSBio 897 em doses Unicas para caes
beagles higidos.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Local de experimentacéo

Toda a metodologia empregada obedeceu aos preceitos da Sociedade
Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério e foi previamente analisada e
aprovada pelo Comité de Etica no Uso de Animais de Laboratério da Universidade
Federal de Goias (UFG) (Protocolo 16/12 aprovado em 27/02/1012) (ANEXO 1).

O estudo experimental foi realizado nos canis do galpdo de
experimentacdo do Programa de Pds-graduacado em Ciéncia Animal (PPGCA), no
Laboratério de Cardiologia do Hospital Veterinario da Escola de Veterinaria e
Zootecnia da UFG (HV/EVZ/UFG) e no Laboratério Multiusuario do PPGCA da
EVZ/UFG.
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2.2. Animais para experimentacao

O estudo foi realizado com seis cdes da raca beagle, adultos (5-9
anos), com peso entre 7kg e 14kg, clinicamente saudaveis. Os animais foram
previamente vacinados e desverminados e a alimentacdo consistiu do
fornecimento de ragéo normocalérica (Proplan Medium Adult® — Nestlé Purina) em
duas refeicOes diarias e agua a vontade.

Os caes foram alojados em baias individuais, medindo 2,85 x 0,75m,
construidas em alvenaria, com paredes e piso revestidos com cimento liso, além
de ter acesso a outra area descoberta, revestida por cimento rustico. Ao término

do experimento os cdes foram doados a proprietarios previamente cadastrados.

2.3. Administracdo do LASSBio 897

O LASSBI0 897 foi sintetizado pelo LASSBIio (Laboratorio de Avaliacéo
e Sintese de Substancias Bioativas, Rio de Janeiro — Brasil) e as capsulas foram
manipuladas pela Farmacia Escola da Faculdade de Farméacia da UFG. Os cées
receberam doses Unicas de 0,5mg/kg, 1,0mg/kg e 2,0mg/kg de LASSBio 897 e
0,5mg/kg de benazepril (Lotensin® 5mg — Novartis, Brasil), por via oral.

As coletas de sangue para o0s estudos farmacocinéticos foram
realizadas antes da administracdo dos compostos (Omin), ap6s quinze (15min),
trinta (30min) e sessenta minutos (60min), uma e meia (90min), duas (120min),
quatro (240min), seis (360min) e doze horas (720min) apés (dados néo
publicados). Para as avaliacbes da funcao renal, dosagens das atividades das
enzimas hepéticas e hemograma foram coletados sangue e urina antes (Omin) e
apos doze horas (720min) da administracao das capsulas.

As avaliagbes clinicas foram realizadas antes (Omin) e ap0s doze
horas (720min) da administracdo do protétipo. Os cées foram avaliados
clinicamente por meio de inspecdo, palpacdo, auscultacdo cardiorrespiratoria,

avaliacao de linfonodos palpaveis e mensuracéo da temperatura retal.
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2.4. Avaliacdo laboratorial para lesao hepética e renal

As amostras de sangue foram coletadas por venopungédo jugular em
tubos com etilenodiaminotetracetato (EDTA), para realizagdo do hemograma
(2,0mL) e estudo farmacocinético (3,0mL). Outros 5,0mL de sangue foram
colhidos em tubo sem anticoagulante, centrifugado a 1500 rotacGes por minuto
(rpm) apos retracdo do coagulo. Em seguida, o soro e o plasma foram divididos
em aliquotas e armazenados em microtubos de polipropileno de 1,5mL
(Eppendorf®, Alemanha) e submetidos ao congelamento (-20°C) até o momento
da realizacéo das andlises.

As amostras de urina (10,0mL) foram obtidas por cistocentese para
realizacdo imediata da urinalise. A urina foi centrifugada em tubo cénico a 500rpm
durante cinco minutos. Inicialmente, realizaram-se os exames fisicos e quimicos
da urina com refratbmetro portatil e fita reagente, respectivamente. Apés a
centrifugacdo da amostra, o sedimento urinario foi examinado apds sua
ressuspensdo em uma gota do sobrenadante, disposto entre lamina e laminula e
observado em microscopia Optica com objetiva de 40 vezes. A densidade urinaria
foi determinada em refratbmetro, antes do congelamento. Para os testes
bioquimicos na urina, as amostras foram subdivididas em microtubos de
polipropileno de 1,5mL (Eppendorf®, Alemanha) e congeladas (-20°C) até o
momento das analises dos exames.

Para realizacdo do hemograma as contagens globais de hemécias e
leucdcitos, bem como as dosagens da hemoglobina e a determinac¢édo do volume
globular foram realizadas com o suporte tecnolégico do BC-2800 vet® (Mindray,
Sao Paulo, SP), analisador de hematologia compacto e automatico, e as
contagens diferenciais dos leucdcitos foram realizadas em esfregacos de sangue
corados por uma mistura de metanol, May-Grinwald e Giemsa-MMG.

Para mensuracdo das atividades séricas das enzimas alanina
aminotransferase (ALT), gamaglutamiltranferase (GGT), aspartato
aminotransferase (AST) e fosfatase alcalina (ALP), foram utilizados reagentes
comerciais padronizados (Labtest® - Labtest Diagnéstica S.A., Lagoa Santa-MG),

com metodologias cinéticas, enzimaticas ou colorimétricas, em temperatura de
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37°C, sendo a leitura realizada por equipamento de andlises bioquimicas
automatico (Cobas Mira Plus® - Roche, Brasil).

A concentracdo de ureia foi determinada por meio de método
enzimatico colorimétrico, por reacdo com a urease e a leitura feita utilizando-se
um comprimento de onda de 610nm. A creatinina sérica e urinéria foi determinada
por método colorimétrico, por reacdo com o picrato alcalino, sendo realizada a
leitura em um comprimento de onda de 510nm. Para a mensuracéo da creatinina
urinaria utilizou-se diluicdo da urina nas propor¢cdes de 1:25 sendo os resultados
da leitura multiplicados por 25, seguindo orientacdo do fabricante (Labtest® -
Labtest Diagndstica S.A., Lagoa Santa-MG).

A determinacdo da concentracdo de proteina urinaria foi realizada
utilizando-se método colorimétrico, por reacdo com o vermelho de pirogalol, a
uma absorbancia de 610nm conforme definido pelo fabricante (Labtest® - Labtest
Diagnéstica S.A., Lagoa Santa-MG).

Os niveis séricos de sddio e potassio foram determinados por meio de
fotometria de chama (Fotdmetro de Chama FC-180 CELM®, Cia Equipadora de
Laboratorios Modernos, Barueri-SP), ap6s a calibracdo do fotbmetro com agua
destilada (ajustada em zero) e com o padrao ajustado em 140mmol/L para o sédio
e 5mmol/L para o potassio. As amostras e o padrao foram diluidos em solugéo de
agua destilada numa proporcéo de 1:100. Os valores urinarios de sédio e potassio
foram determinados da mesma forma. As amostras de urina foram anteriormente
diluidas em agua destilada nas proporcdes de 1:11 e posteriormente em 1:100,
sendo os resultados da leitura multiplicados por 11.

A determinacdo da GGT urinaria foi realizada logo apo6s a colheita e o
resultado calculado segundo DeSCHEPPER et al. (1989), que utilizaram a
densidade urinaria de 1,025 como fator de correcéo para o fluxo urinario de uma

Unica amostra colhida de cada animal, por meio da seguinte férmula:
X=Y¥Yx25
Z

Onde: X é a atividade de GGT urinéria calculada; Y é a atividade da GGT urinaria
da amostra e Z corresponde aos Ultimos dois digitos da densidade urinaria da
amostra.
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Para avaliar os niveis de proteina na urina foi utilizada a relagao
proteina/creatinina urinaria (PU/CU). Os valores obtidos nas mensuracdes de

proteina e creatinina na urina foram aplicados na seguinte formula:

PU/CU = Proteina total (mg/dL)
Creatinina (mg/dL)

A excrecdo fracional (EF) de cada eletrélito (sédio e potéssio) foi
calculada para a avaliacdo da funcéo tubular renal, a partir dos resultados obtidos
na bioquimica sérica e urinaria. A EF, fracdo de depuracao urinaria dos eletrolitos
em relacdo a creatinina, foi calculada a partir da formula proposta por FLEMING
et al. (1991), representada a seguir.

Excrecao fracional (%) = E urinario x Cr sérica x 100
E sérico  Cr urinéria

Onde: Cr: creatinina; E: eletrélito

A andlise da urina compreendeu exame fisico, quimico e microscopico.
O exame fisico avaliou volume, cor, aspecto e densidade. O exame quimico
consistiu na avaliacdo do pH, de proteina, glicose, cetonas, bilirrubina, heméacias,
hemoglobina, urobilinogénio, nitrito e leucdcitos empregando tiras reagentes
(Biocolor, Bioeasy Diagndstica Ltda, Belo Horizonte - MG). O exame microscopico
avaliou o sedimento quanto aos componentes: hemécias, leucdcitos, cilindros,

bactérias, leveduras, parasitos, cristais, filamentos de muco e artefatos.

2.5. Andlise estatistica

Os cées foram distribuidos em experimento inteiramente casualizado,
sendo os tratamentos as parcelas (doses) e os periodos de avaliacdo as
subparcelas (Omin e 720min). Cada animal foi uma unidade experimental. Os
dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias
comparadas pelo teste de Tukey, adotando-se nivel de significAncia de 5%. As
andlises foram realizadas com o auxilio do software estatistico R® (R CORE
TEAM, 2013).
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3. RESULTADOS

Durante a fase experimental nenhum animal apresentou alteracOes

clinicas que sugerissem efeitos de toxicidade aguda relacionados a administracédo
do LASSBIo 897.

Os resultados obtidos por meio das avaliagbes hematoldgicas

(eritriograma e leucograma) antes e apds a administracdo das doses Unicas de
0,5mg/kg, 1mg/kg e 2mg/kg do LASSBIio897, e da dose de benazepril (0,5mg/kg)
por via oral, estdo apresentados nas Tabelas 1 e 2.

TABELA 1- Médias da avaliacdo hematologica (eritrograma) de cdes da raca

beagle submetidos a trés doses Unicas por via oral, de LASSBio 897
(0,5; 1,0 e 2,0mg/kg) e uma dose de benazepril (0,5mg/kg). UFG —
Goiania, 2013.

Tratamentos
Variavel Tempos o 0 o0 Benazept] Médias p* p** pr**
omin 5,69 6,01 5,76 5,21 5,67 A
H(eT';‘riﬂ_";s 720min | 5,35 5,69 5,09 5,02 I 529A | 02612 | 0,0666 | 0,6800
Médias 552 a 5,85a 5,43 a 511a
Omin 13,03 | 13,65 13,61 12,34 | 13,16 A
He”&gf’dlf)bi”a 720min | 12,31 12,8 11,98 11,74 | 1221B | 04647 | 0,0011 | 0,4397
7
Médias | 12.67a | 1322a | 12.80a | 12,04a %//////////%
Omin 39,85 | 42,83 41,36 3861 | 40,42 A
Hemf},}gc”m 720min | 38,45 39,48 38,05 37,78 38,94B | 04095 | 0,0021 | 0,5650
7
Médias | 3865a | 40,65a | 3870a | 3870a %//////////%
omin 70,36 | 71,45 71,98 72,47 | 7157A
VCM (tL) | 720min | 70,30 | 69,73 71,06 71,70 | 70,70A | 05193 | 0,0533 | 0,4007
Médias | 70,33a | 70,59 a 71,52 a 72,08 a %
omin 22,85 | 22,71 23,63 2358 | 2320A
HCM (g/dL) | 720min | 23,03 | 23,16 23,60 2351 | 2333A | 01827 | 02758 | 0,3904
7
Médias | 22,94a | 2294a | 2361a | 2355a %////////////%
Omin 32,58 | 31,78 33,63 32,42 | 3261A
CHCM (pg) | 720min | 32,85 | 33,30 33,28 32,87 | 3308A | 00678 | 0,1854 | 0,2941
Médias 32,71a | 3254a 33,45 a 32,64 a %//////////%
) Omin 7,16 7,00 7,10 6,87 7,04 A
ng;weézizs 720min | 7,03 6,76 6,83 6,50 6,78A | 04551 | 0,0523 | 0,8409
(g/dL) Médias | 7,10a | 688a | 69a 6,68 a
Omin | 287,50 | 296,83 | 33500 | 440,35 | 339,92 A
P('gﬁg“a‘?ta;s 720min | 274,50 | 314,83 | 320,33 | 390,83 | 32512A | 00415 | 0,2679 | 0,3977
Médias | 281,00 b | 305,83 ab | 327,66 ab | 415,59 a .

Letras minUsculas: diferengas estatisticas entre tratamentos.
Letras mailsculas: diferengas estatisticas entre tempos.
p*: diferenca estatistica entre tratamentos; p**: diferenga estatistica entre tempos; p***: diferenga estatistica na interagcdo tempo/tratamento..
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TABELA 2- Médias da avaliacdo hematoldgica (leucograma) de cdes da raca
beagle submetidos a trés doses Unicas por via oral, de LASSBio 897
(0,5; 1,0 e 2,0mg/kg) e uma dose de benazepril (0,5mg/kg). UFG —

Goiania, 2013.
Tratamentos
Variavel Tempos B 0 20 Benazept Médias p* p** prrx
Omin | 9966,66 | 8450,00 | 8600,00 | 824624 |881573A
T'af;’igé(ﬁ‘r’;) 720min | 9116,66 | 8566,66 | 8766,66 | 8016,66 8616,67A 0,1646 | 0,4842 | 0,5262
Médias | 9541,66 a | 8508,33 a | 8683,33 a | 8131,45 a
Omin | 267,33 | 202,16 | 33666 | 10584 | 22800A
Ba(irt]:’nqgt)es 720min | 187,83 | 16066 | 17966 | 15300 | 17021A | 02825 | 0,1934 | 04452
Médias | 227,58 a | 181,41a | 257,83a | 129,42a %//////////%
Omin | 5749,16 | 519350 | 484883 | 469357 |5121.27A
Seg(';‘rr?;t%dos 720min | 556666 | 577916 | 5624,83 | 453033 |537525A| 02786 | 0,2958 | 0,3508
Médias | 5657,91 | 5486,33a | 5236,83 | 4611,95a [
Omin | 6016,50 | 5331,66 | 518550 | 479429 |5331,99 A
Ne(fr;rr?]fé')os 720min | 5754,50 | 5939,83 | 5803,83 | 468333 |554538A | 0,2627 | 04070 | 0,4634
Médias | 5885,50 a | 5635,75 a | 5494,66 a | 4738,81a |
Omin | 1710,83 | 117583 | 1028,66 | 936,45 |1120,54 A
Eo(frmg')os 720min | 1253,66 | 106566 | 1007,66 | 155516 1212,95A 0,6083 | 0,9545 | 0,0835
Médias | 1482,25 a | 1120,75 a | 1018,16 a | 1245,80 a
0 min 17,50 17,00 7300 | 43614 | 13591A
B(a/‘rsnérg's‘;s 720min | 10,00 30,66 63,83 19350 | 72,00A | 00497 | 0,3380 | 0,5360
Meédias | 13750 | 2383ab | 6841ab | 314,822 [
Omin | 179433 | 155866 | 1718,83 | 120245 |1568,57 A
Li(r/‘:f;ig)’s 720 min | 1340,33 | 1281,83 | 1477,83 | 1334,33 |135858 A | 0,3732 | 0,2822 | 0,7564
Médias | 1567,33 a | 1420,25 a | 1598,33 a | 1268,39 a .
Omin | 42750 | 352,16 | 574,83 | 704,69 | 508,05A
M‘(’/”ménﬁg’s 720min | 444,50 | 296,00 | 41350 | 250,33 | 351,08B | 0,915 | 0,0331 | 0,1186
Médias | 436,004 | 310584 | 494,164 | 477,512 [

Letras minUsculas: diferengas estatisticas entre tratamentos.
Letras mailsculas: diferengas estatisticas entre tempos.
p*: diferenca estatistica entre tratamentos; p**: diferenca estatistica entre tempos; p***: diferenca estatistica na interagdo tempo/tratamento.

Em relacdo aos parametros hematolégicos foram observadas
diferencas estatisticas entre tempos para hemoglobina, hematocrito e mondécitos,
com as maiores médias encontradas para o tempo Omin. Para a variavel
plaguetas foram constatadas diferengas estatisticas entre tratamentos, com
médias maiores no tratamento com benazepril e menores para a dose de
0,5mg/kg do protétipo LASSBio 897. Também foram observadas diferencas
estatisticas para os tratamentos para a variavel basofilos, com as menores
meédias observadas no tratamento com 0,5mg/kg de LASSBio 897 e as maiores
na dose de benazepril.
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Nao foram observadas diferencas estatisticas entre tempos, entre

tratamentos ou na interacdo tratamentos/tempos para as varidveis hemécias,

VCM, HCM, CHCM, proteinas plasmaticas, leucocitos totais, bastonetes,

segmentados, neutréfilos, eosinofilos e linfécitos.

Na Tabela 3 sdo mostrados os resultados obtidos por meio da

bioguimica sérica e dosagens de so6dio 0 potassio séricos antes e apls a

administracdo das doses de 0,5 mg/kg, 1mg/kg e 2mg/kg do LASSBio897, e da

dose de benazepril (0,5mg/kg) por via oral.

TABELA 3 - Médias da avaliacdo bioquimica sérica das enzimas ALT, AST, GGT

e ALP e das concentracdes de uréia, creatinina, sodio e potassio em
cdes da raca beagle submetidos a trés doses, via oral, de
LASSBIio897 (0,5; 1,0 e 2,0mg/kg) e uma de benazepril (0,5mg/kg).
UFG — Goiania, 2013.

Tratamentos
Variavel Tempos Médias p* p** pr**
0,5 1,0 2,0 Benazepril
omin 40,86 30,6 33,71 39,01 36,05 A
ALT (UIL) | 720min | 30,14 29,23 37,34 29,98 31,67A | 05613 | 02312 | 0,4602
Médias | 3550a | 29.92a | 3553a | 3450a %//////////%
omin 36,76 25,70 34,67 28,40 31,38 A
AST (UI/L) | 720min | 26,26 35,17 28,14 2052 | 2927A | 00899 | 00621 | 00790
Médias | 31,51a | 3043a | 314la | 28964 %//////////%
omin 9,21 11,21 12,71 19,59 15,11 A
GGT (UIL) | 720min | 17,69 12,75 18,79 11,2 13,18A | 0,3902 | 04101 | 0,0768
Médias | 1345a | 11,98a | 1575a | 15394 %////////////%
omin 79,60 63,19 66,21 55,02 73,60 A
ALP (UIL) | 720min | 74,73 66,40 67,73 6296 | 6796A | 00657 | 02885 | 00288
Médias | 92,352 | 64,80a | 6697a | 5899a %////////////%
omin 24,89 23,27 24,31 21,73 23,55 A
(#é%?.) 720min | 19,13 17,11 18,78 21,21 19,06 B | 0,3918 | 0,0004 | 0,2183
Médias | 22,01a | 2019a | 2201a | 2147a %///////////%
omin 0,71 0,64 0,67 0,61 0,66 A
C('riagt/igir;a 720min 0,64 0,61 0,71 059 | 064A | 00225 | 04198 | 05337
Médias | 0,67ab | 063ab | 0,69a 0,60 b //////////%
omin 144,05 | 146,38 | 141,31 142,02 | 141,27 A
' i‘;‘gﬁ) 720min | 14710 | 14154 | 14202 | 14297 | 14341A | 00946 | 01788 | 00843
Médias | 14557 a | 143964 | 141,66a | 142494 %////////////%
omin 4,61 4,48 4,70 4,48 4,57 A
'?;ﬁfﬂ? 720min 4,90 4,88 4,41 4,85 482A | 03770 | 01526 | 0,3516
: 7
Médias 4,87 a 4,68 a 4,55 a 4,66 a %////////////%

Letras minUsculas: diferengas estatisticas entre tratamentos.
Letras mailsculas: diferengas estatisticas entre tempos.
p*: diferenca estatistica entre tratamentos; p**: diferenca estatistica entre tempos; p***: diferenca estatistica na interagdo tempo/tratamento.
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Ndo foram observadas diferencas estatisticas entre tempos, entre
tratamentos ou na interacao tratamentos/tempos para a mensuragao da atividade
das enzimas hepaticas ALT, AST, ALP e GGT e de sddio e potassio. Em relacao
a concentracdo de ureia foi observada diferenca estatistica entre os tempos,
sendo possivel verificar uma diminuicdo das médias entre o tempo Omin e o
tempo 720min para todos os tratamentos. Na mensuragdo da concentracdo de
creatinina houve diferenca estatistica entre os tratamentos, uma vez que o
tratamento benazepril obteve as menores concentracdes e o tratamento com
2,0mg/kg do prototipo LASSBIio 897 as maiores concentracgoes.

Os resultados obtidos por meio da andlise das varidveis urinarias antes
e apdés a administracdo das doses de 0,5 mg/kg, 1mg/kg e 2mg/kg do
LASSBIio897, e de benazepril (0,5mg/kg) por via oral, estdo apresentados na
Tabela 4.

TABELA 4 - Médias dos parametros urinarios densidade, pH, relacdo PU/CU,
GGT, EF de sodio e potassio em cées da raca beagle submetidos a
trés doses unicas por via oral, de LASSBio897 (0,5; 1,0 e 2,0mg/kQ)
e uma de benazepril (0,5mg/kg). UFG — Goiania, 2013.

Tratamentos
Variavel Tempos Médias p* p** prr*
0,5 1,0 2,0 Benazepril
Omin | 1024,60 | 103500 | 1029,50 | 1028,10 |1029,30 A
Dj?iiigr?ge 720min | 102640 | 102430 | 102630 | 102330 |102500A| 03648 | 02761 | 04519
Médias | 1025,00 a | 1029,60 a | 1027,90 a | 1025,70 a %//////////%
omin 6,50 6,16 6,58 6,41 6,71 A
pH 720min 6,58 6,75 7,08 641 | 642A | 02378 | 01193 | 05823
Médias | 654a | 645a | 683a | 64la 7//////////%
omin 21,82 19,17 21,91 11,82 18,69 A
urcfrgia 720min | 26,98 12,55 14,93 2623 | 2018A | 07277 | 07732 | 0,3948
Médias | 24.40a | 1586a | 1842a | 19,03a %//////////%
Omin 0,17 0,13 0,13 0,16 0,16 A
PU/CU | 720min 0,18 0,16 0,16 011 | 015A | 08894 | 08531 | 05629
Médias 0,17 a 0,14 a 0,15a 0,13 a %//////////%
Omin 0,0040 | 0,0054 | 00041 | 0,0032 | 0,0041A
EF s6dio | 720min | 00040 | 0,0045 | 00040 | 00051 |00044A | 05574 | 07320 | 0,5535
Médias | 0,0040a | 0,0049a | 0,0041a | 0,0041a %//////////%
omin 0,09 0,07 0,04 0,06 0,07 A
potgzsio 720min 0,04 0,07 0,04 0,13 007A | 05784 | 07771 | 0,4309
L .. ”
Médias | 006a | 007a | 004a 0,09 a %////////////%

Letras minUsculas: diferengas estatisticas entre tratamentos.
Letras mailsculas: diferengas estatisticas entre tempos.
p*: diferenca estatistica entre tratamentos; p**: diferenca estatistica entre tempos; p***: diferenga estatistica na interacdo tempo/tratamento.
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Para as varidveis urinarias densidade, pH, GGT, PU/CU e EF de sédio
e potassio ndo foram observadas diferencas estatisticas entre tempos, entre
tratamentos ou na interacdo tratamentos/tempos. Em relacdo a sedimentoscopia
foram observados presenca de pequena quantidade de hemacias e leucdcitos,

para todos os cées.

4. DISCUSSAO

O presente estudo demonstrou que o protétipo LASSBio 897,
administrado por via oral, nas doses unicas de 0,5mg/kg, 1,0mg/kg e 2,0mg/kg foi
seguro e nao gerou alteracbes hematologicas, hepaticas e/ou renais agudas em
cdes da raca beagle higidos, com resultados semelhantes aos encontrados com a
utilizacao do farmaco controle, benazepril.

Analisando-se os resultados das avalia¢cdes hematoldgicas, destaca-se
que, apesar de terem sido observadas diferencas para as varidveis hemoglobina,
hematdécrito, plaquetas, basdfilos e mondcitos, suas médias, assim como as
meédias das outras variaveis, a excecdo das hemacias, contemplam os valores
considerados normais para a espécie canina (ROCCO, 2009) e para a raca
beagle (CHOI et al., 2011). Porém, ressalta-se que os valores encontrados para
hemacias aproximam-se dos limites de referéncia descritos por estes autores, e
sua diminuicdo pode ser resultado das coletas sucessivas de sangue realizadas
durante o estudo.

Os resultados obtidos a partir das dosagens séricas relacionadas a
funcdo renal e mensuracdo das atividades das enzimas hepéticas atendem aos
valores de normalidade para a espécie e raca estudada (CHOI et al., 2011;
KANECO et al.,, 2008; ROCCO, 2009; TIAN et al., 2005). Isso indica que o
protétipo a farmaco é seguro, assim como observado em estudo com ratos
utilizando a dose de 1,0mg/kg do protétipo (SUDO et al., 2010) e estudo piloto
com céo da racga beagle, utilizando dose semelhante (NASCIUTTI et al., 2013).

POUCHELON et al. (1999) avaliaram a tolerabilidade do uso do
benazepril, com a utilizacdo da dose de 0,25mg/kg, administrada a caes com

cardiopatia, durante 34 meses e observaram valores de bioquimica sérica
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semelhantes ao do presente estudo, diferindo apenas nos resultados da ALP, que
foram superiores. Anos apés, POUCHELON et al. (2004) publicaram outros
parametros avaliados no estudo anterior, e assim como neste presente estudo, a
excecdo da dose de 2,0mg/kg do LASSBIio 897, observaram que os caes tratados
com o benazepril apresentaram valores de creatinina menores apés sua
administracdo em relacdo aos valores obtidos quando os caes foram incluidos no
grupo. Ha que se considerar que, tanto o tempo de avaliagdo quanto a situacao
clinica dos animais utilizados diferiu do ensaio aqui proposto.

Considerando que o benazepril apresenta um efeito renoprotetor,
ligado a reducado da pressao glomerular e aumento da taxa de eliminacéo de ureia
e creatinina (TARRAGA, 2006) e que foram observados esta mesma
caracteristica no prototipo LASSBIio 897, pode-se sugerir que este novo composto
também tenha ac&o renoprotetora.

PEREIRA et al. (2005) em estudo objetivando avaliar o uso clinico do
benazepril em cdes com insuficiéncia cardiaca congestiva moderada a severa,
nao evidenciaram alteracdes significativas nas funcbes hepatica e renal,
confirmando a seguranca deste farmaco e contribuindo para validar os resultados
obtidos no presente estudo com o protétipo LASSBio 897, ja que os valores
encontrados foram semelhantes aos obtidos com o uso do benazepril.

Em relacdo as médias obtidas nas avaliagdes urinarias densidade, pH,
GGT, PU/CU, EF de sodio e potéassio e urinalise, todas se encontram dentro dos
valores de referéncia para caes (DeSCHEPPER et al., 1989; REGO et al., 2001;
SANTIN et al., 2006; ROCCO, 2009; GRAUER, 2011). Resultados semelhantes
foram observados com a administracdo oral do protétipo LASSBio 294 por
OLIVEIRA ALVES et al. (2012).
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5. CONCLUSOES

Tendo em vista as condi¢cdes experimentais do presente estudo, o
periodo de avaliagBes e o0s resultados obtidos pelo mesmo, pode-se concluir que
a administracdo oral do protétipo a farmaco LASSBio 897 nas doses Unicas de
0,5mg/kg, 1,0mg/kg e 2,0mg/kg ndo causa alteracdes importantes nas avaliacdes
clinicas, hematoldgicas e nos valores das bioquimicas renais e hepdaticas, bem

como da avaliacdo urinaria, durante o uso oral, em cées adultos higidos.
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CAPITULO 4. CONSIDERACOES FINAIS

Uma vez analisados os resultados deste estudo, sugere-se que novas
investigacbes sejam realizadas com o protétipo LASSBio 897, a fim de continuar
as avaliacdes a respeito dos seus efeitos em cées e futuramente em humanos.
Neste contexto, novas estratégias quimicas sdo de grande importancia, na
tentativa de melhorar o composto inicial por meio de modificacbes estruturais
visando proporcionar maior tempo de agao, bem como o desenvolvimento de
novas vias de administracao.

Da mesma forma, considerando que o estudo aqui apresentado trata-
se de estudo pré-clinico em carater mais avancado, pois utilizou mamiferos ndo
roedores, compreende-se que estudos posteriores envolvendo animais doentes,
ou seja, com hipertensdo arterial, sdo necessarios, para validar os efeitos
vasodilatadores aqui observados.

Em relacdo as avaliacbes feitas neste estudo, sugere-se que 0sS
proximos experimentos lancem mao de dispositivos mais fidedignos para a
mensuracao da pressao arterial, uma vez que, apesar dos dispositivos nao
invasivos serem de facil utilizacdo e rapidos, fornecem valores de pressao arterial
gue podem se alterar em situaces como movimentacdo excessiva do animal,
aparelho e experiéncia do investigador. Como alternativa, poderia ser utilizada
avaliacdo por telemetria, que fornece as mesmas informagfes sem que seja
necessaria a sedacdo do animal no momento da mensuracao, condicdo exigida
para realizacdo da mensuracao invasiva convencional, considerada padréo ouro.

Novas modalidades de farmacos para o tratamento da hipertensao
arterial visando melhorar a qualidade de vida dos pacientes e manté-los higidos
sdo de extrema importancia, por isso, novas pesquisas devem continuar a ser
realizadas. Espera-se que, com a concluséo de todas as pesquisas envolvendo o
LASSBIio 897, seus resultados sejam promissores e que este prototipo possa se
tornar um novo farmaco disponivel pra o tratamento da hipertensdo, com a
vantagem de ter um mecanismo de acdo diferente dos ja disponiveis para o

tratamento.
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PARECER CONSUBSTANCIADO REFERENTE AO PROJETO DE PESQUISA,
PROTOCOLADO NESTE COMITE SOB O N.016 /12

I - Finalidade do projeto (pesquisa/ensino): Pesquisa

II - Identificacdo:

Q Titulo do projeto: ACAO DE UM NOVO PROTOTIPO ANTI-HIPERTENSIVO (LASSBio 897)
SOBRE O SISTEMA CARDIOVASCULAR DE CAES E IDENTIFICACAO DE METABOLITOS
GERADOS

Q Pesquisador Responsavel/ Unidade:

o Profa. Dra. Rosangela de Oliveira Alves Carvalho - EVZ-UFG

QO Pesquisadores Participantes:
o Fernanda Oliveira de Carvalho

o Isabela Plazza Bittar
o André Ribeiro Fayad"®

o Priscilla Regina Nasciutti

Q Unidade onde ser4 realizado:
o Escola de Veterinaria e Zootecnia — UFG

QO Data de apresentagdo a CEUA: 24/02/2012

III - Objetivos e justificativa do projeto:

o Identificar quais os metabélitos produzidos com o uso de um novo protétipo anti-hipertensivo
(LASSBio 897) por meio de amostras de sangue e urina, determinar quais os efeitos dele sobre o
sistema cardiovascular de cdes por meio de exames ecocardiograficos, eletrocardiograficos e
mensuragdo pressdo arterial apés a administragdo por via parenteral e oral e avaliar possiveis
alteragdes clinicas provocadas pelo uso do farmaco, nas duas vias de administragio.

IV - Sumario do projeto:
O Discussio sobre a possibilidade de métodos alternativos:
O tamanho da amostra foi definido com base no menor numero para realizagio de analise estatistica.
Existem outros modelos experimentais sendo utilizados para avaliagio do farmaco (SUDO, et al.,
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2010), porém esses modelos ndo sdo passiveis de se realizar avaliagdes clinicas especificas. Além disso,
os cdes sdo excelentes modelos experimentais para pesquisas posteriores com humanos.

Q Descri¢do do animal utilizado (nimero, espécie, linhagem, sexo, peso, etc):

Os animais que serdo utilizados no experimento foram obtidos por recursos destinados a pesquisa. S&o
céies adultos, da raga Beagle, num total de seis animais (cinco fémeas e um macho).

O Descri¢io das instalagdes utilizadas e numero de animais/drea/qualidade do Ambiente (ar,
temperatura, umidade), Alimentag¢io/hidratagio:

Os animais serdo alojados em baias individuais, construidas em alvenaria, em 4rea coberta, com paredes e
piso revestidos com cimento liso, além de ter acesso a outra drea descoberta, revestida por cimento
rustico. A alimentag@o sera feita com fornecimento de ragfo normocaldrica em duas refeigdes diarias,
com quantidade pré-determinada de acordo com o peso dos cées e agua disponibilizada a vontade. Os
ces serdo vacinados e desverminados. Serdo realizados passeios didrios uma vez ao dia. As baias serfio
higienizadas também uma vez ao dia, todos os dias.

Q Utilizagdo de agente infeccioso/gravidade da infecgdo a ser observada: néo se aplica
0O Adequaciio da metodologia e consideragdes sobre o sofrimento imposto aos animais:

Na primeira fase de experimentagdo todos os caes receberdo uma dose de 1mg/kg de LASSBio
897, por via parenteral (subcutdnea). Os animais serfio submetidos a coleta de 02ml de sangue com
anticoagulante, 04ml sem anticoagulante durante 24 horas; & realizagdo dos exames
ecodopplercardiograficos, eletrocardiogréficos e mensuragdo da pressdo arterial. Na segunda fase de
experimentagdo todos os cdes receberdo doses pontuais de 0,5mg/kg, 1.0mg/kg e 2,0mg/kg de
LASSBio 897, por via oral. Na terceira fase os cdes receberdo a dose mais segura e de melhor efeito,
baseado nos resultados das fases anteriores. Na segunda fase as avaliagdes serdo as mesmas descritas
pra primeira fase e na terceira as avaliagdes serdo realizadas antes da administragfo do fArmaco e uma
Vez por semana, por quatro semanas.

Durante o periodo de experimentagdo os animais serdo levados para passeios diarios e terdio
contato com os estagiarios todos os dias. Além disso, periodicamente serdo oferecidos brinquedos aos

caes.

Q Método de eutandsia: Os animais ndo serfio submetidos a eutandsia.
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Q Destino do animal: Ao término do experimento os animais serio doados a proprietarios previamente
cadastrados.

IV — Comentarios do relator frente as orientag¢des da SBCAL
QO Estrutura do protocolo: adequada

O Anailise de sofrimento imposto, métodos alternativos e beneficios:

Um dos riscos estd na possibilidade dos cdes apresentarem algum efeito colateral ao LASSBio 897, o que
pode ser sanado com a monitoragio dos animais durante a fase de administragéo do farmaco, pois caso haja
alguma reagdo adversa, a administragdo do farmaco serd suspensa e os animais poderdio ser atendidos
imediatamente.

Beneficios: A realizagdo desse projeto permitira continuar o desenvolvimento de um novo medicamento,
que poderd melhorar as condigdes clinicas ¢ aumentar a sobrevida tanto de pequenos animais como de
pessoas que possuem insuficiéncia cardiaca, uma vez que o cdo ¢ um excelente modelo experimental para o
estudo da insuficiéncia cardiaca congestiva humana.

O Anilise dos riscos aos pesquisadores/alunos: Os riscos aos pesquisadores e alunos sdo minimos, uma
vez que os cdes sdo sabidamente de raga docil e calma, sem possibilidades de mordeduras. Quanto aos
procedimentos laboratoriais, os riscos podem ser minimizados através de praticas de métodos Seguros
pré-estabelecidos.

U Necessidade do niimero de animais: Adequada

V - Parecer da CEUA:

De acordo com a documentagdo apresentada a este comité consideramos o projeto (APROVADO), smj
deste Comité.

Solicitamos aos pesquisadores:
- Recomendamos descrever as dimensdes das baias em que os cées serdo alojados.

VI - Data da reunifo: 27/02/2012

< \ /)

VAR I (\ \ \4 An

Dra. Ekaterina Akimovna Botovchenco Rivera
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