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1- INTRODUCAO

A insuficiéncia cardiaca é hoje reconhecida como um problema importante e crescente
de saude publica. Estima-se que 6,4 milhGes de brasileiros sofram de insuficiéncia cardiaca
(ROSSI NETO, 2004). A prevaléncia das cardiopatias nos pequenos animais também esta
crescendo, principalmente porque a expectativa de vida dos animais de companhia aumenta a
cada ano (SOARES & LARSSON, 2003). Em cées as cardiopatias representam em torno de
11% das enfermidades que os acometem (BUCHANAN, 1999). A insuficiéncia cardiaca é

uma sindrome clinica complexa, que pode resultar de qualquer doenca cardiaca ou metabdlica
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cronica, que prejudica a habilidade dos ventriculos em ejetar sangue. Os eventos
compensatdrios inicialmente preservam o débito cardiaco e a pressdo sanguinea e
posteriormente levam a deterioragdo progressiva da fun¢do do miocérdio (ROTH, 1993;
SCHLESINGER E RUBIN, 1994; CARELOCK E CLARK, 2001).

A terapia geralmente empregada para o tratamento dos sinais de insuficiéncia cardiaca
inclui o uso de farmacos com efeitos inotropicos positivos, como glicosideos cardiacos,
combinados com diuréticos. Infelizmente o uso dos glicosideos cardiotonicos tem sido
restrito, em fungdo de seus efeitos pro-arritmogénicos e do reduzido indice terapéutico que
possuem (BARREIRO, 2002). Recentemente um novo prototipo a farmaco (LASSBio 294)
capaz de promover efeitos vasodilatadores e inotropicos positivos combinados, foi
desenvolvido. O protdtipo é um derivado N-acilidrazénico(NAH) e foi elaborado & partir do
substrato de safrol, um composto extraido do dleo de sassafrés, encontrado em plantas como a
Ocotea pretiosa (canela-branca) e Piper hispidinervum (BARREIRO et al., 2002; LIMA et
al., 2000; SUDO et al., 2001).

O proto6tipo é ativo por via oral, e tem como vantagem efeitos vasodilatadores e
inotropicos positivos, aliados a auséncia de toxicidade aguda (BARREIRO, 2002;
KUMMERLE, 2006). Sua atuacéo acontece por meio da regulagéo do fon calcio (Ca*?) em
fibras cardiacas desnudas (BARREIRO, 2002), diferentemente dos mecanismos apresentados
pelos glicosideos cardiacos e B-adrenérgicos. O efeito inotropico positivo do LASSBio 294
foi comprovado a partir de estimulacéo elétrica de tecido cardiaco de ratos, sendo observado
um significativo incremento na contracdo desses tecidos apds a perfusdo com o composto sem
causar alteragdes de conducdo e nem arritmias (SUDO et al., 2001).

No presente estudo foram feitos os testes in vivo, com 0 objetivo de determinar 0s
efeitos do farmaco sobre o sistema cardiovascular. Para isso foi necessaria a administracéo de
doses pre-estabelecidas, obedecendo ao perfil toxicologico do farmaco e monitoracdo dos
animais, por meio de exames eletrocardiograficos, como realizado em outros estudos de
farmacos com mesmos efeitos cardiotdnicos (KITZEN & WINBURY, 1989). Os cées da raca
Beagle sdo amplamente utilizados em estudos toxicoldgicos. Recentemente tém se tornado
um modelo importante para estudos de seguranga farmacoldgica cardiovascular (KINTER et
al., 2004; HAMMOND et al., 2001).



O eletrocardiograma (ECG) fornece informaces sobre a freqliéncia cardiaca, o ritmo
cardiaco e a condugdo elétrica intracardiaca. Além disso, pode sugerir aumento das distintas
camaras cardiacas e alteragdes eletroliticas. A eletrocardiografia (ECG) é o mais importante
método de diagnostico das arritmias cardiacas, podendo determinar a origem do ritmo e a
freqUiéncia de despolarizacdo do coracéo, fornecendo informagbes do estado clinico do
miocérdio, uma vez que as deflexdes P-QRS-T do tracado podem ser alteradas por uma
patologia ou fator fisioldgico, além de auxiliar no direcionamento terapéutico. As arritmias
sdo comuns em cées, produzindo sinais clinicos como fadiga, intolerdncia ao exercicio, perda
de peso e, em casos mais severos, podem causar ataxia, colapso, coma e morte subita
(EDWARDS, 1987; ETTINGER, 1997; WOLF et al., 2000). O eletrocardiograma é um dos
mais precoces e sensiveis indicadores do comprometimento do miocardio (CZINER &
LEVIN 1993, PACIORETTY et al. 1994). A ECG computadorizada possibilita sua utilizacéo
em servigos eletrocardiograficos de emergéncia, apresentando reprodutibilidade de medidas,
progresso em controle de qualidade, diminuigdo no tempo requerido para exame e capacidade
para manejar grandes volumes de ECGs em menor tempo. Em cdes, as arritmias de maior
incidéncia sdo os complexos ventriculares prematuros, complexos atriais prematuros,
fibrilacdo atrial, bloqueios atrioventriculares de primeiro e segundo grau (TILLEY, 1995).

As avaliacBes eletrocardiogréficas tém o intuito de demonstrar a seguranca do
farmaco diante das acOes por ele propostas, como o impedimento da ocorréncia de arritmias.
Diante do exposto, tornou-se importante a realizacdo do projeto, pois permitird continuar o
desenvolvimento de um novo medicamento, que poderd melhorar as condicOes clinicas e
aumentar a sobrevida tanto de pequenos animais como de pessoas que possuem insuficiéncia
cardiaca, uma vez que o cdo é um modelo experimental para o estudo desta enfermidade em
humanos. Respeitando os protocolos de pesquisa da RESOLUCAO N° 251 de Agosto de
1997 do Conselho Nacional de Saude que determina realizar testes toxicoldgicos em trés
espécies animais distintas, sendo uma delas mamiferos ndo roedores, além de estudos acerca
da farmacocinética do novo farmaco. Estes estudos realizados para avaliar a seguranca de
farmacos também s3o destinados a identificar e caracterizar efeitos farmacologicos
secundérios ndo desejados de medicamentos em animais que possam ser extrapolados para

seres humanos.



2- OBJETIVOS

Auvaliar os efeitos do LASSBIi0294 sobre o ritmo cardiaco de ces por meio da
eletrocardiografia computadorizada antes e ap6s a administragéo do farmaco cardiotdnico, em

trés concentragdes diferentes.

3- METODOLOGIA

Para a realizacdo do estudo experimental foi utilizado o laboratério de Cardiologia
do Hospital Veterinario da Escola de Veterinaria da Universidade Federal de Goiés. O
experimento foi realizado com cinco cadelas, adultas, da raga Beagle, consideradas
clinicamente saudaveis, apés exames clinicos e laboratoriais. Os animais foram alimentados
com rago comercial’, com fornecimento de 4gua a vontade, alojados em canis individuais.

Na primeira fase de experimentagédo todos os cées receberam uma dose de 2mg/kg
de LASSbio 294, por via oral. Os animais foram submetidos ao exame eletrocardiografico
antes da administracdo do farmaco e ap0s trinta, sessenta e noventa minutos, duas, quatro,
seis, doze e vinte e quatro horas apds a administracdo do mesmo. Na segunda e terceira fases
de experimentagdo todas as cadelas receberam uma dose de 5mg/kg e 10mg/kg
respectivamente, de LASSBio 294, por via oral, sendo submetidas & mesmas avalia¢des que

foram realizadas na primeira fase. O intervalo entre as fases foi de sete dias.

Para a obtengdo do eletrocardiograma (ECG), foi utilizado aparelho computadorizado
- Tecnologia Eletronica Brasileira —TEB (Figura 1). Com os animais contidos em decubito
lateral direito, em cada membro locomotor foi acoplado um eletrodo com a cor pré-
determinada pela técnica descrita por TILLEY (1995) (Figura 2).
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FIGURA 1. Eletrocardiégrafo computadorizado (ECGPC - TEB).
Eletrodos para registro das derivagdes bipolares e
unipolares amplificadas (Seta vermelha) e eletrodos
para registro das derivacbes pré-cordiais (Seta
amarela). Fonte: Servico de Cardiologia, HV — UFG,
Goiania, GO (2007).

Figura 2-A) Cadela Beagle em decubito lateral direito sendo submetida a
eletrocardiografia computadorizada, com eletrodos de coloracéo
amarelo, vermelho, verde e preto dispostos em membros torécico
esquerdo, toracico direito, pélvico esquerdo e pélvico direito,
respectivamente. B) Cadela Beagle em decubito lateral direito sendo
submetida a monitoracgdo eletrocardiografica, sendo o tragcado exibido
no monitor do computador (seta).

As andlises dos registros foram realizadas na derivacdo DIl (TILLEY, 1995),
com obtencdo dos seguintes parametros: ritmo e frequéncia cardiaca (bpm), duracdo

(milissegundos) e amplitude (mV) da onda P e do complexo QRS, duracédo dos intervalos P-R



e Q-T, nivelamento do segmento S-T, amplitude da onda T e determinacdo do eixo cardiaco

elétrico médio, no plano frontal, expresso em graus.

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

Newman-Keuls. Considerou-se para o experimento um nivel de significancia de 5%.

4- RESULTADOS E DISCUSSAO
Os resultados obtidos por meio da avaliacdo eletrocardiografica apds o uso das
doses de 2mg/kg, 5mg/kg e 10mg/kg do LASSBIi0294, por via oral, estdo apresentados nas
tabelas 1,2 e 3.

Tabela 1 - Médias e Desvios-padrdo dos valores obtidos da freqiiéncia cardiaca, duracdo da
onda P (ms), duracdo dos intervalos PR, QRS e QT, amplitude de P (mV), Q e R, e eixo
cardiaco em cdes da raca Beagle que receberam por via oral o protétipo a farmaco LASSBIo
294 na dose de 2mg/Kg

FC (bpm) 90,20+5 85,60+8 75,8015 76,405 87,00+13 84,40+8
P(ms) 34,60+2 34,60+2 34,60+2 36,00+3 34,60+2 34,62
PR(ms) 94,40+6 100,00+12 99,80+7 102,20+11 101,40+12 96,00+9
QRS(ms) 51,00+4 56,80+9 58,60+4 59,40+7 56,60+5 57,40+3
2mg/Kg QT (ms) 197,80+10,94 219,60+17,85* 224,60+7,40* 228,80+11,27* 212,60+4,82* 211,40+8,90*
P(mV) 0,19+0,03 0,18+0,04 0,19+0,03 0,18+0,02 0,18+0,03 0,19+0,03
Q(mV) 0,060,07 0,07+0,07 0,06+0,06 0,06+0,07 0,05+0,05 0,06+0,06
R(mV) 1,01+0,21 1,01+0,19 1,04+0,22 1,05+0,17 1,05+0,19 1,03+0,20

Eixo (°) 58,00+18,84  59,8+1316  5540+19,13  71,40+18,84  57,40+9,55  65,88+14,34
* Pardmetros que apresentaram diferenca estatistica



Tabela 2 - Médias e Desvios-padrdo dos valores obtidos da freqliéncia cardiaca, duracdo da
onda P (ms), duracdo dos intervalos PR, QRS e QT, amplitude de P (mV), Q e R, e eixo
cardiaco em cdes da raca Beagle que receberam por via oral o protétipo a farmaco LASSBIo
294 na dose de 5mg/Kg

FC 91,40+10 90+9 81,6+11 83,6+13 90,6+16 81,68
P(ms) 35,4+2 35,442 36+3 35,442 37,443 35,442
PR(ms) 104,6+16 1007 100+9 105,449 98,67 93,66
QRS(ms) 56,8+5 55,2+7 59,2+7 58,66 55,245 58,2+7
5mg/Kg QT(ms) 215,2+14,49  223,8+29,89 234+8,60 213,2+11,9  216,2+12,2 216+13,74
P(mV) 0,21+0,04 0,21+0,06 0,19+0,03 0,19+0,05 0,18+0,02 0,19+0,03
Q(mV) 0,05+0,05 0,08+0,09 0,09+0,12 0,060,07 0,08+0,11 0,09+0,13
R(mV) 1,04+0,20 1,03+0,20 1,01+0,21 1,02+0,16 1+0,2 1+0,17
Eixo(°) 41+18,6 46+9,6 61,2+30,25  43,8+22,21 = 48,8+16,66 56+14,83

Tabela 3 - Médias e Desvios-padrdo dos valores obtidos da freqiiéncia cardiaca, duracdo da
onda P (ms), duracdo dos intervalos PR, QRS e QT, amplitude de P (mV), Q e R, e eixo
cardiaco em cdes da raca Beagle que receberam por via oral o protétipo a farmaco LASSBIo
294 na dose de 10mg/Kg

FC(bpm) 88,416 77,247 91,249 87,2+18 92+13 94,2413
P(ms) 35,442 35,6£3 35,442 35,4+2 35,442 36,2+2
PR(ms) 91,4+4 97,446 99,8+4 101,444 92,2414 94,248

QRS(ms) 58,845 58,246 54,846 57,618 55,446 544

10mg/Kg  QT(ms) 218+17  220,6+1720 2114+1883  2168+14  2068+1835 222,6+38,12

P(mV) 0,16:005  0,18:004 019006  019:005  019:0,05  0,180,04
QmV) 0,10:011 013008 009009  009:010  008:009  0,07+0,07
R(mV) 1,08:021  105:0,14  107+0,19  111¥017  100+017  1,13+021
Eixo(°) 65£1045  59,2¢7.7 47,8375 604113  64,2t131 63248

Os animais estudados ndo apresentaram nenhum efeito colateral a administracao
do LASSBIio 294, tendo em vista que 0S mesmos ndo apresentaram reagdes adversas,
alteracdes laboratoriais ou clinicas perceptiveis, como ja observado em estudo piloto por
PERSIANO & OLIVEIRA ALVES (2010), ao contrario de outros agentes inotropicos, como
a digoxina que tem efeitos arritmogénicos além de poder causar intoxicacdo digitalica
(FRAGA & BARREIRO, 1996).

O decubito lateral direito com um eletrodo acoplado em cada membro locomotor e

toda a técnica utilizada foram ideais, conforme preconizado por TILLEY (1995) permitindo a



realizacdo dos exames eletrocardiograficos de forma a favorecer a captacdo de imagens de

boa qualidade.

Valores de referéncia para varidveis eletrocardiogréaficas tém sido publicados para
diferentes ragas de cées, incluindo Beagles (Petersen et al., 1951; Osborne & Leach 1971,
Eckenfels & Trieb 1979, Detweiler 1981), e comparando com os resultados obtidos nestes
estudos observou-se que todas as varidveis avaliadas estdo dentro dos pardmetros normais
para a especie e raga, 0 que é muito importante, pois permite a avaliacdo mais precisa destes
dados.

Durante os momentos de avaliacdo eletrocardiografica, ap6s administracdo do
LASSBio 294, nenhuma cadela apresentou anormalidades de ritmo, sendo o ritmo
predominante a arritmia sinusal respiratoria. Também foi registrado o ritmo sinusal em alguns
animais, corroborando com o descrito por SUDO et al., (2001), que perfundiu tecido cardiaco
de ratos em diferentes concentraces de LASSBio 294 e observou significativo incremento na
contracdo desses tecidos sem causar alteracGes de condugdo e nem arritmias, diferindo de
outros compostos com acdo terapéutica semelhante como os digitalicos que podem provocar
arritmias (SPINOSA et al., 2006). O ritmo cardiaco é altamente varidvel em céaes e pode ser
alterado por tratamento medicamentoso ou condi¢Ges experimentais, em particular o estresse
e excitacdo. Devido a essas possiveis alteragdes, esses animais devem ser manipulados de
forma cuidadosa para que ndo haja influéncia de fatores externos sobre os resulados do

experimento.

Para os parametros avaliados neste experimento ndo foram detectadas diferencas
estatisticas significativas entre a fase inicial, anterior a administracdo do farmaco, e as fases

posteriores, & excecdo do pardmetro duracédo do intervalo QT.

Quanto & avaliacdo da frequiéncia cardiaca ndo foi observada diferenca estatistica
dentro dos grupos para as doses de 2mg/Kg (p = 0,058), 5mg/Kg (p= 0,426) e 10mg/Kg (p =
0,142) e nem entre 0s grupos. Para a duracdo da onda P, e dos intervalos QRS e PR também
ndo foram encontradas alteragbes significativas entre os grupos ou dentro deles, o que
contraria o estudo feito por KITZEN, J. M. & WINBURY, M. M. (1989) que observaram
reducéo progressiva da duragdo do intervalo PR em cdes anestesiados submetidos ao uso de
Pimobendan na dose de 1,0mg/Kg, sendo que esta reducéo foi mantida até quatro horas apds a

administracdo do farmaco. Em nossos resultados ndo foi possivel correlacionar a freqiiéncia



cardiaca e o intervalo PR, diferente de SOLOVIEV et al. (2006) que observaram que o
intervalo PR foi maior no periodo noturno, quando a freqiiéncia cardiaca foi menor.

J& para a duragdo do intervalo QT ocorreram diferencas estatisticas para 0s
animais que receberam a dose de 2mg/Kg (Figura 3) pois houve aumento da duracdo do
intervalo nos tempos duas, quatro, seis, 12 e 24 horas em relagdo ao tempo zero, e diminuigdo
do intervalo QT nos tempos 12 e 24 horas quando comparados com o tempos, duas, quatro e
seis horas. KITZEN, J. M. & WINBURY, M. M.(1989) observaram diminuigdo significativa
do intervalo QT apds trinta minutos da administracdo de 1mg/Kg de Pimobendan, sendo que

esta foi mantida durante todo o periodo de observac&o.
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Figura 3- Representacdo gréfica da duracdo do intervalo QT de cées da
raca Beagle que receberam por via oral o protétipo a farmaco
cardiotdnico LASSBIio 294 nas doses de 2mg/Kg, 5mg/Kg e 10
mg/Kg.

Diferentemente de estudos realizados por DE PONTI et al. (2000) e
HAVERKAMP et al. (2000) e REDFERN et al. (2003) que correlacionaram 0 aumento da

frequéncia cardiaca com a diminuicdo do intervalo QT, onde esta elevacdo poderia estar



mascarando aumentos no intervalo QT, em nosso estudo esta relagdo ndo pode ser
estabelecida uma vez que a frequéncia cardiaca ndo sofreu alteragBes. Para as doses de
5mg/Kg e 10mg/Kg ndo houve alteragdes significativas do intervalo QT dentro dos grupos e
entre os grupos que receberam doses diferentes do farmaco.

Com relacdo & amplitude da onda P, ndo foram observadas alteracdes
significativas, diferentemente de HANTON, G & RABEMAMPIANINA, Y (2006) que
observaram uma correlagdo significativa entre a freqliéncia cardiaca e a amplitude da onda P,
sendo que o coeficiente de correlagdo manteve-se baixo, indicando que apenas uma pequena
parte da variabilidade da amplitude da onda P pode ser atribuida a mudancas ocorridas na
frequéncia cardiaca. Para a duracdo do intervalo QRS nédo foram encontradas alteracbes nos
dados estatisticos assim com para KITZEN et al. (1989) em seus experimentos com utilizagéo
do farmaco cardiotdnico pimobendam.

Para a amplitude da onda T ndo foram encontrados valores estatisticos
significativos, assim com para o eixo cardiaco (expresso em graus). Ndo foram observadas
alteragbes dentro dos grupos que receberam a mesma dose e nem entre 0S grupos que
receberam diferentes concentragbes do LASSBio 294. Tais dados ndo foram passiveis de

confronto com a literatura consultada devido a auséncia de estudos semelhantes.

5-  CONCLUSAO

Pode-se concluir que o LASSBio 294 é um candidato a f&rmaco promissor pois,
nas diferentes concentragdes utilizadas (2mg/Kg, 5mg/Kg e 10mg/Kg) ndo provocou arritmias
nas cadelas avaliadas.

Além disso, pode ser considerado seguro uma vez que ndo causou efeitos
colaterais em nenhuma das cadelas submetidas as avaliagdes.

Com relacdo a dose, pode-se dizer que o LASSBio 294, administrado em dose
Unica, ndo é um farmaco dose-dependente, ja que a alteracdo ocorrida no intervalo QT na dose

de 2m/Kg ndo persistiu ou evoluiu com o aumento da dose.
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