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RESUMO

A cardiomiopatia dilatada (CMD) ¢ uma enfermidade do musculo cardiaco que culmina em
dilatacdo do ventriculo esquerdo, e/ou direito, e disfun¢do contratil do miocardio, sendo a fase
clinica da doenga caracterizada por sinais de insuficiéncia cardiaca congestiva (ICC), com ou
sem a presenca de arritmias. O tratamento envolve a utilizacdo de farmacos que visem
diminuir os sinais de ICC e as arritmias, sendo os diuréticos, inotropicos positivos,
vasodilatadores e antiarritmicos os mais utilizados. Recentemente foi desenvolvido um novo
candidato a farmaco (LASSBio 294) capaz de promover os efeitos vasodilatador e inotropico
positivo combinados, tendo sido testado em estudo pré-clinico em cdes saudaveis da raca
Beagle, com resultados promissores. Propds-se neste estudo verificar a agdo do prototipo a
farmaco LASSBio 294, na dose de 2mg/kg, sobre os parametros cardiovasculares de coelhos
com CMD experimentalmente induzida por doxorrubicina, utilizando como controle positivo
o tratamento com a pimobendana, na dose de 0,3mg/Kg. A CMD foi induzida por meio da
administracdo endovenosa de 1mg/Kg de doxorrubicina, na concentracdo de 2mg/mL, duas
vezes na semana, por trés semanas e¢ depois semanalmente até que alcangada fragdo de
encurtamento igual ou inferior a 25%. Como métodos de avaliagdo da acdo do LASSBio 294
sobre o sistema cardiovascular de coelhos ¢ monitoramento da inducdo da CMD, foram
realizados os seguintes exames: eletrocardiografia, ecodopplercardiografia, mensuracdo da
pressdo arterial, radiografia toracica, dosagem de biomarcadores de lesdo cardiaca, de funcao
renal e hepética e avaliagdo hematoldgica. Ao final do protocolo de indugdo os animais foram
distribuidos aleatoriamente em dois grupos, A (LASSBio 294) e B (pimobendana), e foram
submetidos a tratamento durante trinta dias, duas vezes ao dia. Ao final do estudo foi possivel
concluir que o modelo de CMD induzida por doxorrubicina ¢ um bom modelo para estudo da
doencga e suas consequéncias, induzindo disfungao sistolica e diastolica do miocardico, com
dilatacdo do ventriculo esquerdo. Porém, o tempo para indugdo da CMD ¢ inexato e a
ocorréncia de toxicidade multissistémica, como a mielossupressdo e nefrotoxicidade,
contribui para a elevada taxa de mortalidade dos animais (35%). Ainda, conclui-se que o
LASSBio 294 ¢ eficiente em incrementar a fungao sistolica, melhorar a fun¢ao diastolica, sem
alterar a pressao arterial dos coelhos, ndo apresentando efeito pré arritmogénico ou toxico, e
reduzindo a concentragdo sérica de creatinina dos animais, porém nao impede a evolugdao do
quadro congestivo.

Palavras-chave: Insuficiéncia cardiaca, leporino, inodilatador, vasodilatador, cardiotonico
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ABSTRACT

Dilated cardiomyopathy (DCM) is a disease of the heart muscle that culminates in dilatation
of the left ventricle, or both, and myocardial contractile dysfunction. The clinical phase of the
disease is characterized by congestive heart failure signs (CHF), with or without arrhythmias.
The treatment involves the use of drugs aimed at reducing the signs of CHF and arrhythmias,
with diuretics, positive inotropic, vasodilator and antiarrhythmic. A new drug candidate
(LASSBio 294), capable of promoting combined positive inotropic and vasodilating effects,
has recently been developed, and have been tested in pre-clinical study in healthy Beagle dogs
with promising results. Therefore, this study proposed to verify the action of the drug
prototype LASSBio 294, at a dose of 2mg/Kg on cardiovascular parameters of rabbits with
DCM experimentally induced by doxorubicin, using as positive control the pimobendan at a
dose of 0.3mg/kg. The DCM was induced by intravenous administration of 1 mg/kg of
doxorubicin, at a concentration of 2mg/ml, twice a week, for three weeks, and then weekly
until it reached fractional shortening less or equal to 25%. As methods of evaluating the
LASSBio 294 action on the cardiovascular system of rabbits and monitor the induction of
DMC, the following tests were performed: electrocardiography, echodopplercardiography,
measurement of blood pressure, chest radiograph, dosage of cardiac lesions, and kidney and
liver function biomarkers and hematologic evaluation. At the end of the induction protocol
the animals were randomly divided into two groups A (LASSBio 294) and B (pimobendan)
and underwent treatment for 30 days, twice a day. At the end of the study it was concluded
that the DCM model induced by doxorubicin is a good model to study the disease and its
consequences, leading to systolic and diastolic dysfunction with dilatation of the left ventricle.
However the time for induction of DCM is inaccurate and the occurrence of multisystemic
toxicity, such as nephrotoxicity and myelosuppression, contributes to high mortality rate in
this model (35%). It can be concluded that LASSBio 294 is effective in increasing systolic
function, improving diastolic function, without altering rabbits blood pressure, has no pro-
arrhythmogenic or toxic effect, and reduced the serum creatinine concentration of the animals,
but it does not prevent the evolution of the congestive condition.

Keywords: heart failure, leporine, inodilator, vasodilator, cardiotonic



CAPITULO 1 - CONSIDERACOES INICIAIS

1. CARDIOMIOPATIA DILATADA

Cardiomiopatias sdao definidas como enfermidades estruturais e/ou funcionais do
musculo cardiaco, as quais podem levar ao desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca. Essas
enfermidades podem ser primdrias dos cardiomiocitos ou podem ocorrer secundariamente a
outras doencas sistémicas, insultos toxicos ou isquémicos'. Em outra defini¢do, sdo descritas
como enfermidades dos cardiomidcitos associadas a disfungcdo mecanica e/ou elétrica destes,
que podem ou nao cursar com hipertrofia concéntrica ou excéntrica das camaras ventriculares,
devido a diversas causas, incluindo fatores genéticos>.

Em 1995, a Organizagdo Mundial de Saude (OMS) classificou as cardiomiopatias
em quatro categorias, de acordo com a fisiopatogenia ou etiologia das mesmas, em:
cardiomiopatia dilatada (CMD), cardiomiopatia hipertrofica (CMH), cardiomiopatia restritiva
(CMR) e cardiomiopatia arritmogénica do ventriculo direito (CMAVD)>.

Onze anos apds a classificagdo da OMS, a Sociedade Americana de Cardiologia
divulgou uma nova classificacdo, dividindo as cardiomiopatias em duas grandes
subcategorias, baseando-se no envolvimento primario dos o6rgdos. Sendo assim, as
cardiomiopatias foram classificadas em primarias, podendo ser de etiologia genética, ndo
genética ou adquirida, porém predominantemente restrita ao musculo cardiaco e secundarias,
quando a lesdo miocérdica ocorre em conjunto com desordens multissistémicas?.

A cardiomiopatia dilatada é a apresentacdo mais comum das doengas que
comprometem o musculo cardiaco, sendo responséavel por aproximadamente 60% dos casos
em seres humanos e € o estdgio final comum de muitas desordens cardiovasculares. Porém,
em muitos casos de CMD, uma causa genética ou sistémica nao ¢ encontrada como causadora
da disfuncdo sistolica e dilatacdo ventricular e, por isso, existe também o termo
cardiomiopatia dilatada idiopatica'. Essa enfermidade ¢ apontada como sendo a causa mais
comum de transplante cardiaco, tanto em adultos como em criangas®.

E definida como uma doenca do miocardio, que causa dilatagdo predominante do
ventriculo esquerdo e consequente disfungdo sistdlica deste, porém nos estagios iniciais, o
comprometimento sistélico ¢ minimo. Entre os seres humanos, os insultos isquémicos sdo
responsaveis por 50% dos casos de CMD. Outras causas incluem insultos toxicos, dentre

esses 0s agentes quimioterapicos, alteracdes metabolicas, causas imunoldgicas, quadros



hipertensivos, doengas infiltrativas e doengas valvares®. Porém, outros autores consideram
que cardiomiopatia dilatada seja uma enfermidade que cause dilatagdo ventricular, com
disfungdo sistélica, excluindo aquelas causadas por insultos isquémicos ou como
consequéncia de doenga valvular®.

O avanco dos estudos genéticos tem contribuido para o maior diagnostico das
CMD de origem familiar®. Foi demonstrado que 20-30% dos casos descritos como idiopaticos
possuem origem familiar, sendo encontradas alteracdes de tamanho e funcao ventricular nos
parentes de primeiro grau do paciente portador, usualmente por meio de
ecodopplercardiografia’. Por esse motivo, recomenda-se que durante o levantamento do
historico familiar do paciente sejam obtidas informagdes da terceira até quarta gera¢do do
mesmo, pesquisando-se qualquer evidéncia de cardiomiopatia, distrofia muscular e sindromes
sistémicas que levam a cardiomiopatia®.

Apesar dos avancos alcangados, ainda ha muito o que pesquisar sobre a CMD de
origem familiar, visto que somente 40% das causas genéticas sdo reconhecidas, sendo
reportado o envolvimento de um pouco mais de trinta genes, os quais afetam a funcdo de
algumas proteinas, que compdem a matriz extracelular e o citoesqueleto. No entanto, apesar
de serem reconhecidos distintos fatores genéticos, a apresentacdo fenotipica final é mesma,
resultando em insuficiéncia cardiaca, esta associada a morbidade e mortalidade’.

A cardiomiopatia dilatada dos caninos € fenotipicamente semelhante a dos seres
humanos e ¢ apontada como a segunda doenga cardiaca mais frequente nessa espécie, ficando
atras somente das doencas valvulares®. Entre os felinos ¢ uma condicdo rara e geralmente é
associada a deficiéncia de taurina, sendo pouco diagnosticada atualmente devido a
suplementacio dessa nas dietas comerciais’.

Assim como nos seres humanos, nos caninos existem evidéncias que apontam as
alteracdes genéticas como causadoras das cardiomiopatias dilatadas. Isso porque ¢ uma
doenca prevalente entre as racas grandes e gigantes, sugerindo, portanto, que seja uma doenga
familiar. Dentre as ragas mais acometidas destacam-se os Dobermans, Terra Nova, Dogue
Alemao e Irish Wolfhound. Os Cockers e Bulldogs também podem ser acometidos, apesar do
porte médio®!’. Um estudo, feito com 775 Dobermans na Europa, detectou a doenga em
58,2% dos animais, sendo os cdes acima de cinco anos os mais acometidos'®.

Essa enfermidade apresenta alta taxa de morbidade e mortalidade, tanto entre os
seres humanos como entre os caninos®, sendo a taxa de sobrevida dependente dos sinais
clinicos apresentados pelo paciente no momento do diagndstico, ou seja, dependente da

presenca ou nao da insuficiéncia cardiaca. Entre os cdes, a CMD ¢ a maior causa de morte de



origem cardiogénica. Em ambas as espécies ¢ uma doenga fatal, a ndo ser que a etiologia seja
descoberta e passivel de tratamento'!.

Na espécie canina, sdo reconhecidas duas apresentagdes histologicas da CMD:
fibras atenuadas e infiltracdo gordurosa. Porém, a apresentacdo macroscOpica dessas ¢
semelhante, resultando em dilatacdo de uma e/ou das quatro cdmaras cardiacas, com
predominio das camaras esquerdas. A hipertrofia miocardia excéntrica, ao contrario de
dilatagdo verdadeira, ¢ evidenciada pelo aumento da razao peso do coragdo:peso corporeo,
acompanhada de diminui¢do da razao da espessura da parede do ventriculo esquerdo:diametro
da camara. O tipo “fibras atenuadas”, consiste em cardiomiocitos mais finos que o normal e
com aparéncia ondulada, com separacdo desses por conteudo edematoso, ndo infeccioso,
notando-se presenca acentuada de fibrose!?.

O tipo “infiltragdo gordurosa” ¢ semelhante ao reportado na CMAVD dos seres
humanos. No entanto, ja foi reportada em caes Dobermans portadores de CMD, assim como
em boxers com CMAVD. Nesse tipo encontra-se miocitélise, degeneracao da fibra muscular,
vacuolizagio e atrofia dos midcitos, com fibrose e infiltragdo gordurosa extensas'?.

Clinicamente, a CMD pode ser divida em dois estdgios: cardiomiopatia dilata
oculta ou pré-clinica e cardiomiopatia dilatada evidente ou clinica. A fase pré-clinica ou
oculta ¢ caracterizada pela presenca de alteragdes elétricas, detectadas ao exame
eletrocardiografico, e/ou morfologicas, detectadas ao exame ecodopplercardiografico, no
entanto o paciente ainda ndo apresenta sinais de insuficiéncia cardiaca. Como sdo alteragdes
passiveis de serem detectadas por meio de exames complementares, o termo “oculta” deve ser
evitado. A anormalidade elétrica refere-se a presenga de complexos ventriculares prematuros
e a morfologica a presenca de aumento da camara ventricular, em sistole e/ou diastole,
podendo essas alteragdes coexistirem ou ndo!!!2 .

A fase evidente ou clinica da CMD refere-se a presenca de sinais clinicos de
insuficiéncia cardiaca congestiva (ICC) ou morte subita. Os sinais clinicos de ICC incluem
dispneia, tosse, depressdao, intolerancia ao exercicio, inapeténcia, sincope, perda de peso,
distensdo abdominal e polidipsia'?. Porém, quando o paciente nio é um cdo de trabalho, o
sinal inicial de intolerancia ao exercicio pode ndo ser identificado, sendo somente relatada
dispneia quando ha presenca de edema pulmonar!'’.

Ao exame clinico ¢ possivel encontrar dispneia ou taquipneia, crepitagdes ou
estertores pulmonares, taquicardia, arritmias e, em alguns caes, presenca de sopro sistolico de
intensidade baixa ou moderada, grau I-III/VI, em focos mitral e/ou tricispide. Além disso,

pode-se auscultar um ritmo de galope ou desdobramento de terceira bulha. A inspecio fisica



encontra-se pulso femoral fraco, distensdo de veia jugular, sendo visibilizada pulsagdo dessa,
mucosas palidas, e sinais de hipotrofia muscular, compativeis com estado de caquexia
cardiaca'? . Os sinais clinicos variam entre os pacientes e entre racas, sendo reportados sinais
mais severos entre os Dobermans!!.

Os sinais reportados anteriormente sdo apresentagdes clinicas comuns as distintas
causas de cardiomiopatia dilatada, visto que, invariavelmente, a doenca ira cursar com
remodelamento do miocardio, com consequente comprometimento estrutural e funcional dos
cardiomiocitos e da matriz extracelular. O comprometimento sistolico resultard em ativacao
neuro-hormonal, que ira proporcionar a retengdo de sodio e agua, o que conjuntamente com a
disfungdo sistdlica e diastdlica ventricular, levara a ICC. A alta pressao de enchimento pode
comprometer a perfusdo coronariana, que associada a grande pressdo sobre as paredes
ventriculares, frequéncia cardiaca elevada e fibrose miocardica, criam o substrato para as
arritmias. O sopro mitral e/ou tricispide ¢ outro sinal presente em consequéncia ao
remodelamento, o qual ird alterar a geometria na altura dos aparatos valvares, a medida que os
ventriculos ficam mais arredondados, afastando as cuspides e, consequentemente, tornando-as
insuficientes'.

O diagnostico dos pacientes portadores de CMD ¢ alcangcado por meio da
anamnese, sinais clinicos reportados e achados em exames complementares, sendo os mais
utilizados o eletrocardiograma e a ecodopplercardiografia. Os pacientes que se apresentam na
fase pré-clinica ndo irdo apresentar sinais clinicos, mas apresentardo alteragdes
eletrocardiograficas e/ou ecocardiograficas, no entanto, sendo o eletrocardiograma (ECG)
dinamico, Holter, o mais recomendado nesses casos'®. No entanto, o achado de um complexo
ventricular prematuro (CVP) no ECG ambulatorial ¢ indicativo para que se faca uma
investigagio mais detalhada do paciente, como demonstrado no estudo de Wess et al.'*,

O eletrocardiograma ambulatorial pode fornecer informag¢des quanto a sobrecarga
das camaras, podendo ser encontrado aumento de duragdo de complexos QRS, sugestivo de
sobrecarga ventricular ou disturbio de condugdo e aumento de amplitude e/ou duragdo de
ondas P, sugestivo de sobrecarga atrial direita e esquerda, respectivamente. As arritmias mais
frequentes sdo as supraventriculares ou atriais, que sdo associadas ao aumento dos atrios e alta
frequéncia cardiaca, porém em Boxers e Dobermans os complexos ventriculares prematuros
(CVP) e taquicardias ventriculares sdo mais frequentes'>!3.

Em um levantamento realizado em uma populagao de 412 Dobermans, sendo 92
desses diagnosticados com CMD, foi observado que em 37% dos animais a presenca de CVP

no Holter foi a unica alteracdo observada, em 29,3% foram observadas alteragdes



ecocardiograficas e presenca de CVP e somente 13% apresentavam alteracdes
ecocardiograficas sem eventos arritmicos, os 20,7% restantes apresentavam-se na fase clinica
da enfermidade!®.

Os achados ecocardiograficos incluem dilatagdo ventricular, com o ventriculo
assumindo uma morfologia mais esférica, e disfuncao sistolica, caracterizada pela diminui¢ao
das fragoes de encurtamento (FS < 20-25%) e ejecdo (FE < 40-50%), demonstrando o déficit
contratil do miocardio e sobrecarga volumétrica. Pode-se observar regurgitagdo mitral e/ou
tricuspide em alguns casos. Em situagdes de ICC direita, efusdo pericardica pode estar
presente e passivel de identificacio por meio do ecocardiograma'?!>.

Além de serem ferramentas auxiliares no diagndstico de CMD, o ECG e o
ecocardiograma também podem fornecer informagdes progndsticas, pois ja estd provado que
quanto maior o coracdo e, em consequéncia, a sobrecarga de volume, e quanto mais
frequentes os episodios de taquicardia ventricular, maior a chance do paciente apresentar
morte stbita'®,

A radiografia toracica € outra ferramenta auxiliar no diagnostico de CMD. Essa
técnica permite inferir sobre o tamanho do coragdo e também avaliar os campos pulmonares.
Pacientes em ICC esquerda, podem apresentar quadros de edema pulmonar e a radiografia
toracica é utilizada para o diagndstico e acompanhamento do tratamento instituido'>. A
presenga de edema pulmonar foi negativamente relacionada a sobrevivéncia, em um estudo
envolvendo vérias ragas de cdes portadores de CMD'7,

Os biomarcadores cardiacos também foram adicionados aos métodos auxiliares de
diagnostico da CMD e podem ser divididos em dois tipos. O primeiro grupo sao os
biomarcadores de injuria e necrose do miocardio e incluem as enzimas cardiacas creatina
quinase (CK), aspartato aminotransferase (AST), lactato desidrogenase (LDH) e proteinas
estruturais do miocérdio, as troponinas. O segundo grupo de biomarcadores sdo os utilizados
para verificar o grau de disfuncdo cardiaca e sdo representados pelos neuro-hormonios. Os
mais comumente utilizados para verificar sinais de ativacdo neuro-hormonais sdo
norepinefrina plasmatica (NE), o peptideo natriurético atrial (ANP), o peptideo natriurético
tipo-B (BNP) e os peptideos do sistema renina-angiotensina (RAS), quais sejam,
vasopressina, aldosterona e endotelina plasmatica'®.

A maior aplicacdo dos biomarcadores ¢ para diferenciar pacientes em estresse
respiratorio cardiogénico, daqueles ndo cardiogénicos, visto que em muitas situagdes a
manipulacdo desses pacientes para realizacdo de exames radiograficos e ecocardiograficos

pode representar risco de morte. Para esse fim o NT-proBNP ¢ o mais sensivel, por ser um



bom marcador de funcdo cardiaca, j& que € um peptideo natriurético liberado frente ao
aumento de pressdo nas paredes ventriculares e atriais, situacdo observada em doengas
cardiacas primarias. Em casos de cardiomiopatias, o NT-proBNP, demonstra ser um bom
marcador de doenga oculta na cardiomiopatia dilatada dos Dobermans. Ja as troponinas sao
mais eficientes em detectar quadros de miocardite e lesdo miocardica aguda porém, por serem
marcadores de lesdo aos cardiomiocitos, podem encontrar-se elevadas em doengas extra-
cardiacas que provoquem dano ao tecido cardiaco'®.

O tratamento da CMD visa a manuten¢ao da qualidade de vida do paciente,
combatendo os sintomas de ICC e prevenindo a progressio da doenca'>. Tanto em pacientes
humanos como em caninos, mesmo aqueles assintomaticos, o uso do neuromoduladores como
os inibidores da enzima conversora de angiotensina (i-ECA) e beta bloqueadores ¢
aconselhavel para prevenir a progressdao da doenga, diminuindo o ritmo do remodelamento
ventricular. Os diuréticos s3o incorporados ao tratamento para reduzir o edema de
extremidades e congestio pulmonar, naqueles pacientes sintométicos®2°.

Em humanos com grande comprometimento da fracdo de ejecdo, ou seja, com
disfungdo sistolica importante, ¢ aconselhavel a realizagdo de terapia de ressincronizagao
cardiaca, visto que a utilizagdo de farmacos inotropicos positivos como a dopamina e
dobutamina ndo ¢ aconselhavel por tempo prolongado, visto que aumenta o estresse
mecanico. A terapia de ressincronizac¢ao ird melhorar o sincronismo mecanico do ventriculo
esquerdo, aumentando o tempo de enchimento ventricular, diminuindo a regurgitacdo mitral e
reduzindo a discinesia septal, frequentemente observada em adultos. Em casos mais severos,
o transplante cardiaco € a Unica opg¢do, porém a lista de espera por o6rgdos ¢ grande e os
pacientes ficam em suporte ventilatorio e mecanico, com reducao significativa da qualidade
de vida®'>.

Em medicina veterinaria a terapia de escolha para tratamento de caes com CMD ¢
a pimobendana. Esse farmaco apresenta propriedades inotrdpicas positivas e vasodilatadoras
combinadas, sendo denominado de inodilatador, porém seu uso sé ¢ licenciado no Japao,
Canada, Estados Unidos, Australia e alguns paises de Europa®!. A propriedade inodilatadora
da pimobendana ¢ alcancada por meio de dois mecanismos, quais sejam, sensibiliza¢do ao
calcio e inibigdo da fosfodiesterase tipo 3 (PDE 3), ambas resultam em aumento da
contratilidade miocardica e a inibi¢io da PDE 3 também induz vasodilatagio®>?3.
O uso da digoxina, como inotropico positivo, foi substituido pela pimobendana

em caes. Isso porque a digoxina possui uma janela terapéutica pequena, sendo comum a

ocorréncia de efeitos adversos como alteracdes gastrointestinais, incluindo inapeténcia,



vomito e diarreia e eventos arritmicos como bradiarritmias e taquiarritmias. Além disso,
apresenta efeito inotropico positivo fraco, mas seu efeito sobre o nd atrioventricular ¢
interessante para tratamento da fibrilacao atrial, arritmia comum entre os pacientes portadores
de CMD*,

A instituicdo da terapia antiarritmica dependera do numero e da complexidade dos
CVPs observados no Holter e da presenga de sinais clinicos associados a arritmia. Porém,
ainda ndo se sabe quais os protocolos mais eficazes e quando se deve instituir o tratamento.
Dentre os farmacos mais utilizados destacam-se o sotalol, a amiodarona, ¢ a combinagao de
mexiletine e atenolol ou procainamida com atenolol?’. Um estudo considerando os fatores de
risco associados a morte subita em Dobermans, demonstrou que aqueles que recebiam terapia
antiarritmica apresentavam mais chances de morte stbita, no entanto isso significa que
aqueles que apresentam arritmias malignas estdo no grupo de risco € ndo que a terapéutica

aumenta esse risco, como relatam estudos com humanos'"'¢.

2. MODELOS EXPERIMENTAIS DE CARDIOMIOPATIA DILATADA

A busca por novos farmacos para tratamento de pacientes com CMD e outras
cardiopatias que levem a ICC baseia-se principalmente naqueles capazes de prevenir os
quadros congestivos ou até¢ mesmo reverter os danos estruturais e/ou funcionais do miocérdio.
Para que esse objetivo seja alcangado, faz-se necessario o teste desses novos farmacos, sendo
uma das fases desse processo a avaliacao da agcdo desses em modelos animais, portadores de
cardiopatias®.

Existem intimeras vantagens na utilizacdo de modelos animais para investiga¢ao
da acdo de novos farmacos, dentre elas: disponibilidade de controles saudaveis, auséncia de
fatores como diferenca de idade, peso ou até¢ mesmo sexo dos sujeitos e também a auséncia de
enfermidades ou terapias concomitantes. Dito isso, o modelo ideal deveria apresentar as
alteracdes cardiacas estruturais, hemodindmicas e neuro-hormonais mais proximas possiveis
daquelas apresentadas pelos pacientes portadores da cardiopatia estudada?®.

Os modelos animais utilizados para estudo da cardiomiopatia dilatada podem ser
de grande ou de pequeno porte. Idealmente, o modelo deve apresentar dilatacdo esférica do
ventriculo esquerdo, caracterizada por aumento desta cAmara ventricular em sistole e diéstole,
com ou sem diminui¢do da espessura da parede, redugdo da relacdo massa/volume ventricular
e fungdes sistolica e diastolica reduzidas. Dentre os pequenos animais, os roedores se

destacam por serem relativamente de baixo custo e de facil manipulacgdo, o que torna possivel



a utilizacdo de uma grande amostragem de sujeitos, aumentando o poder estatistico do
estudo®.

Porém, existem diferencas marcantes entre o coracdo humano ¢ o de roedores
como, por exemplo, a frequéncia cardiaca ser cinco vezes mais alta nos ratos, existindo uma
relacdo inversa entre for¢a e frequéncia. Além disso, existem diferencas estruturais,
funcionais e moleculares entre os coragdes de pequenos e grandes mamiferos, o que torna
obrigatorio que todo novo farmaco seja testado também em uma espécie nao roedora, antes
dos testes preliminares em humanos serem aprovados. Dentre os modelos roedores para
cardiomiopatia dilatada mais utilizados destacam-se os naturalmente portadores da doenca, os
geneticamente modificados e os com CMD induzida apds injuria isquémica ao miocardio?-°,

Dentre os mamiferos ndo roedores utilizados como modelo de CMD de porte
médio a grande destacam-se os coelhos, caes e ovinos e suinos. Esses modelos sdo vantajosos
devido seu peso corpdreo permitir a realizagdo de procedimentos ndo invasivos para avaliacdo
hemodindmica. A CMD pode ser induzida nesses animais por meio de infarto miocardico,
micro embolizacdo coronaria, taquicardia induzida por marcapasso ou por catecolaminas e
por injdria toxica. Os suinos e ovinos sdo os mais utilizados como modelos isquémicos por
possuirem circulagdo coronariana semelhante a dos seres humanos, ao contrario dos caes que
possuem circulagdo coronariana colateral bem desenvolvida e apresentam alta variabilidade
na 4rea de infarto, nio sendo portanto um modelo previsivel®’.

Os modelos de CMD induzida por taquicardia sd3o os mais utilizados em caes.
Esses modelos apresentam grande semelhanga mecanica, estrutural, neuro-humoral e
funcional a CMD dos humanos e tem sido utilizados para estudos farmacologicos. Porém o
modelo apresenta algumas limitagdes como ser reversivel ao longo do tempo, em geral uma
semana apos o término do estimulo do marcapasso, ndo apresentar hipertrofia dos
cardiomidcitos e fibrose. A taquicardia pode também ser induzida por farmacos como as
catecolaminas, as quais induzem cardiomiopatia caracterizada por dilatacdo do VE, com
disfunco sistolica, porém a taxa de mortalidade do modelo é muito alta®>?’,

Os coelhos apresentam caracteristicas que os tornam bons modelos de pesquisa
em cardiologia, como por exemplo o peso corporeo reduzido quando comparado com ovelhas,
suinos e caes, 0 que torna sua acomodagdo e manipulagdo menos laboriosa. Apesar do
coragdao dos leporinos nao ser tdo parecido com o humano, como o de caes e ovelhas, os
custos associados a aquisicdo de coelhos e sua manutencdo sdo reduzidos. Outrossim, a
avaliagdo de func¢do miocérdica dos coelhos ¢ facilmente obtida por meio de exames de

imagem, como o ecocardiograma, ¢ também por meio do estudo da atividade elétrica do



coragdo, utilizando para isso o eletrocardiograma, sendo possivel realizar os procedimentos
em animais sem a necessidade de sedagio?®.

O modelo de CMD nao isquémica induzida por doxorrubicina ou outras
antraciclinas tem sido o mais utilizados em coelhos. Esse modelo induz a doenca por meio de
insulto toxico aos cardiomiodcitos com grande dilatacdo cardiaca, hipertrofia do VE e
disfuncdo sistolica desse, de forma progressiva e irreversivel, acompanhada de sinais de
insuficiéncia cardiaca, como retengao de fluidos e ativagdo do sistema nervoso simpatico e do
sistema renina-angiotensina-aldosterona. Porém, as altera¢des histopatologicas nao sao as
mesmas observadas em pacientes portadores de CMD de ocorréncia natural, por se tratar de
insulto toéxico com formagdo de radicais livres e peroxidagdo lipidica. Outras limitagdes
incluem a variabilidade da disfuncdo ventricular entre os animais e outros efeitos colaterais
como toxicidade gastrointestinal e & medula 6ssea®>*’.

Existem varios modelos de CMD induzida por antraciclinas descritos na literatura.
Dentre esses pode-se citar dois mais recentes: o proposto por Gava et al.”’ e por Talavera et
al.’°. O modelo de Gava et al.* propde a indugdo de CMD por meio da administragio de
Img/kg de doxorrubicina, duas vezes por semana, durante seis semanas tendo testado também
a utilizacao de 2mg/kg, uma vez por semana, durante seis semanas, com observagdo de menor

taxa de mortalidade no primeiro. J4 Talavera et al.*°

compararam a utilizagdo de
doxorrubicina na dose de 2mg/Kg, uma vez por semana, durante oito semanas com a
utiliza¢do de daunurubicina na dose de 3mg/kg, uma vez por semana, durante dez semanas ou
4mg/kg, uma vez por semana, durante seis semanas e concluiu que o ultimo apresentou menor
taxa de mortalidade, com alta de taxa de desenvolvimento de CMD (92%) e ICC (61%) e

baixa taxa de manifestacdes de toxicidade sistémica.

3. CANDIDATO A FARMACO CARDIOTONICO LASSBio 294

O tratamento da cardiomiopatia dilatada e outras enfermidades que tenham como
via final a insuficiéncia cardiaca visa o controle dos sintomas, aumento da sobrevida,
diminui¢do do tempo de hospitalizacao e, em contrapartida, a manutengdo da qualidade de
vida do paciente. Em humanos, os firmacos mais utilizados para tratamento dos pacientes em
insuficiéncia cardiaca com disfungdo sistolica ¢ a associa¢do de B-bloqueadores e inibidores
da enzima conversora da angiotensina, com o uso ocasional de diuréticos para aqueles

pacientes em quadros congestivos>!.
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Frente a necessidade de novos farmacos para tratamento da IC, o LASSBio 294,
capaz de promover efeitos vasodilatadores e inotrdpicos positivos combinados, foi
desenvolvido pelo Laboratorio de Avaliagdo de Substancias Bioativas (LASSBio) da
Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ)*.

O LASSBio 294, derivado N-acilidrazonico (NAH), ¢ um composto sintetizado a
partir do safrol, extraido do dleo de sassafras, encontrado em plantas como a canela-branca
(Ocotea pretiosa)*®>. Com bioensaios, os resultados farmacoldgicos obtidos indicaram que
LASSBio 294 foi capaz de induzir relaxamento, concentragdo-dependente, em anéis isolados
e intactos de aorta de ratos, e estes resultados sugerem que o mecanismo de a¢do, quanto aos
seus efeitos vasodilatadores, ndo ¢ modulado pelo 6xido nitrico (NO), nem pela cascata do
acido araquidonico ou por canais de K" podendo, efetivamente, estar relacionado com a
inibicdo de PDEs. Isso porque o prototipo aumentou a concentragdo de monofosfato de
guanosina (GMP) circulante, assim como observado com o candidato a farmaco zaprinast
(que deu origem ao sildenafil), inibidor da PDE tipo 5°*%.

O efeito inotropico positivo do LASSBio 294 também foi comprovado em
bioensaios, em coracdes inteiros e fracdes de miocardio de ratos. A partir de estimulagdo
elétrica de tecido cardiaco de ratos, tratados com diferentes concentragdes do LASSBio 294 ¢
monitorados eletrocardiograficamente antes e apds o tratamento, observou-se incremento na
contragdo desses tecidos apds a perfusdo com o composto sem causar alteracdes de conducao
e nem arritmias. Esse estudo mostrou que, diferentemente de outros agentes inotropicos
positivos, a acdo do LASSBio 294 parece ndo estar relacionada ao aumento da concentragao
do calcio (Ca*") intracelular ou a uma sensibiliza¢io dos miofilamentos ao Ca’’, mas sim ao
aumento da mobilizacao desse eletrélitos no meio intracelular, ao atuar na captagao/liberagao
do Ca*" contido no reticulo sarcoplasmatico, aumentando concentragdo de Ca?’ nessa
organela’®>,

A agdo do LASSBio 294 foi também estudada em ratos com infarto miocardico
experimentalmente induzido. Nessas condi¢des foi verificado que a dose de 2mg/Kg de
LASSBio 294, administrada por via intraperitoneal, uma vez ao dia, durante quatro semanas,
apos a inducdo de infarto em ratos, foi capaz de reduzir o remodelamento induzido pelo
quadro isquémico, diminuindo o volume de colageno depositado e os infiltrados, indicando
acdo no sistema imune dos animais tratados, suspostamente regulando mediadores da
inflamacdo. Adicionalmente, foi detectado aumento do lusitropismo cardiaco, com
diminui¢do da pressdo de enchimento do ventriculo esquerdo no grupo tratado, mecanismo

associado a modulacdo da agdo da proteina SERCA (Reticulo sarcoplasmatico-calcio
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ATPase), que aumenta a captacdo do Ca?*, pelo reticulo sarcoplasmatico, induzindo ao
relaxamento miocardico e melhorando a funcdo diastolica’®.
Face ao atraente perfil farmacologico identificado para esse auténtico candidato a

33-35

farmaco cardioativo (LASSBio 294) identificado em estudos in vitro e estudos in vivo,

ensaios pré-clinicos foram conduzidos®”-**

para identificar a acdo desse sobre os pardmetros
cardiovasculares de cdes da raca Beagle e, adjunto, o perfil farmacocinético dos protdtipos
também foi determinado. Para tanto, os cdes foram submetidos a trés doses distintas do
LASSBio 294, administradas em doses unicas de 2mg, Smg e 10mg/Kg, via oral e a agdo
cronica da dose de 2mg/Kg, administrada uma vez ao dia, durante trinta dias, foi também
avaliada®’.

Foi observada diminui¢ao da pressao arterial, com pico minimo apds quatro horas
da administracdo, ¢ incremento da fun¢ao sistélica, com pico maximo apoés 24 horas da
administracdo do protdtipo, quando os animais receberam 2mg/kg, sem sinais de hipotensao
ou efeitos adversos, demonstrando o potencial terapéutico do composto. Diferente dos
bioensaios, ndo foi identificado um efeito dose dependente em caes, sendo os melhores
resultados obtidos com a dose de 2mg/kg®’.

Estudos in vitro e in vivo foram conduzidos para caracterizar os metabdlitos do
LASSBio 294, utilizando fungos e caes, e identificaram um derivado sulfoxido e um

hidroxilado 3*72°%,  No

entanto, outros pesquisadores identificaram o 3,4-
dihidroxibenzoidrazida com sendo o Unico metabdlito derivado do LASSBio 294 em
bioensaios utilizando figado de ratos. Ainda, identificaram que a isoforma CYP1A2 do
citocromo P450 estd envolvida no metabolismo do composto em roedores e humanos*'. O
estudo conduzido nos caes também avaliou a farmacodinamica do protétipo e foi observado
que o LASSBio 294 ¢ rapidamente absorvido e eliminado, atingindo a concentragdo
plasmatica maxima em uma hora, decaindo rapidamente, ndo mantendo uma concentracao
plasmatica por longo tempo. Nesse estudo sugeriu-se que fossem realizados ensaios com a
administracdo do protdtipo mais vezes ao longo de 24 horas, visando aumentar a concentragao
plasmatica e, consequentemente, obter um efeito terapéutico mais evidente nos estudos in

vivo’'.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

O presente estudo teve como objetivo avaliar os parametros cardiovasculares de
coelhos com cardiomiopatia dilatada experimentalmente induzida pela doxorrubicina e
submetidos a acdo do LASSBio 294, e comparar esses com os do grupo controle positivo,

tratados com pimobendana.

4.2 Objetivos especificos

e Induzir experimentalmente a cardiomiopatia dilatada em coelhos a partir da
administracdo endovenosa de 1mL/Kg de Doxorrubicina, duas vezes por semana,
durante trés semanas e depois uma vez por semana até alcangada fracdo de
encurtamento inferior a 25%:;

e Avaliar a fungdo cardiaca dos coelhos durante o periodo de indugao da CMD por meio
de exames ecocardiograficos, eletrocardiograficos, de pressdo arterial e dosagem de
biomarcadores de lesdo cardiaca.

e Avaliar os coelhos com CMD tratados com LASSBio 294 por meio de exames
ecocardiograficos, eletrocardiograficos, de pressdo arterial e dosagem de
biomarcadores de lesdo cardiaca, antes e apds a administragdo do LASSBio 294;

e Avaliar a toxicidade do composto ou da pimobendana a coelhos com CMD, por meio
da dosagem da biomarcadores de lesdo renal e hepatica;

e Comparar os parametros cardiovasculares de coelhos com CMD tratados com
LASSBio 294 com os do grupo controle positivo, tratados com pimobendana;

e Avaliar possiveis alteragdes clinicas provocadas pelo uso do protédtipo a farmaco
LASSBio 294;

e Identificar os metabolitos gerados por coelhos higidos, em experimento piloto, apds a
administracdo do LASSBio 294 por meio de amostras de sangue, submetidas a

cromatografia;
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CAPITULO 2 - DISFUNCAO SISTOLICA INDUZIDA POR DOXORRUBICINA
EM COELHOS: VANTAGENS E DESVANTAGENS

SISTOLIC DISFUNCTION INCUCED BY DOXORRUBICIN IN RABBITS:
ADVANTAGES AND DISADVANTAGES

RESUMO

A cardiomiopatia dilatada (CMD) induzida por doxorrubicina ¢ o modelo mais utilizado na
espécie leporina, existindo distintos protocolos estabelecidos para a espécie, os quais avaliam
a cardiotoxicidade do farmaco, sem, no entanto, avaliar a espécie como modelo de estudo.
Pensando nisso, a CMD foi induzida em vinte coelhos Nova Zelandia, utilizando a dose de
Img/Kg de doxorrubicina, sendo os parametros cardiovasculares avaliados por meio de
exames eletrocardiograficos, ecodopplercardiograficos, mensuragdo da pressdo arterial,
radiografia toracica, dosagem de biomarcadores de lesdo cardiaca, de fungdo renal e hepatica
e avaliagdo hematologica. Conclui-se que o modelo de CMD induzida por doxorrubicina ¢ um
bom modelo para estudo da doencga e suas consequéncias, visto que induz disfun¢ao sistolica
e diastolica do miocardico, com dilatagio do ventriculo esquerdo. Porém, a resposta a
cardiotoxicidade da doxorrubicina ¢ individual entre animais da mesma espécie, o que faz
com que o tempo para a inducdo da CMD seja inexato e a ocorréncia de toxicidade
multissistémica, como as supostas mielossupressao e nefrotoxicidade, contribui para a elevada
taxa de mortalidade no modelo.

Palavras-chave: cardiopatia, leporino, disfun¢ao sistdlica, disfun¢do diastélica
ABSTRACT

Dilated cardiomyopathy (DCM) induced by doxorubicin is the most used model in leporine
species existing different protocols established for the species, which assesses cardiotoxicity
of the drug, without evaluating the species as study template. Thinking about it, the DCM was
induced in 20 New Zealand rabbits, using a dose of 1 mg/kg, and cardiovascular parameters
evaluated by electrocardiography, echodopplercardiography, measurement of blood pressure,
chest radiograph, dosage of cardiac lessions, and kidney and liver functions biomarkers and
hematologic evaluation. At the end of the study it was concluded that the DCM model
induced by doxorubicin is a good model to study the disease and its consequences, as that it
induces systolic and diastolic disfunction with left ventricular dilatation. However, the
response to the cardiotoxicity of doxorubicin is individual between animals of the same
species, which causes the time for induction of DCM to be inaccurate and the occurrence of
multisystemic toxicity, such as myelosuppression and nephrotoxicity contributes to higher
mortality rate in this model.

Keywords: heart disease, leporine, systolic dysfunction, diastolic dysfunction
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1. INTRODUCAO

Insuficiéncia cardiaca (IC) ¢ a via final comum as diversas cardiopatias,
correspondendo a fase em que os mecanismos compensatérios do organismo foram
suplantados. Apesar dos avancos no que diz respeito ao tratamento, a busca por novas
estratégias terapéuticas ainda se faz necessaria. Uma das enfermidades cuja via final ¢ a IC ¢ a
cardiomiopatia dilatada (CMD), que ¢ a miocardiopatia mais comum tanto em medicina
quanto na medicina veterinaria, sendo responsavel por aproximadamente 60% dos casos em
seres humanos. A CMD ¢ a causa mais comum de transplante cardiaco, tanto em adultos
como em criancas, sendo considerada doenca de alta morbidade e mortalidade'.

Para que um protdtipo torne-se farmaco, ¢ preciso que passe por testes, tanto em
animais quanto em humanos. O modelo ideal para a realiza¢do de testes farmacoldgicos deve
apresentar como caracteristicas a disponibilidade de controles saudaveis, auséncia de fatores
como diferenca de idade entre os individuos, ou a presenga de outras enfermidades ou terapias
concomitantes, fatores que ndo sdo possiveis de controlar quanto se trabalha com grupos de
pacientes portadores da doenga de ocorréncia natural. Por esses motivos, a utilizacdo de
modelos animais experimentais em ensaios pré-clinicos ¢ tdo vantajosa quando comparada
aos testes utilizando individuos provenientes da rotina clinica’.

Idealmente, o modelo experimental de CMD deve apresentar dilatagcdo esférica do
ventriculo esquerdo, com ou sem diminuicdo da espessura da parede ventricular, reducao da
relagdo massa/volume ventricular e fungdes sistolica e diastdlica comprometidas. Dentre os
pequenos animais, os roedores se destacam pelo baixo custo e facilidade de manipulagdo, o
que torna possivel a utilizacdo de uma grande amostragem de sujeitos, aumentando a acuracia
estatistica do estudo. Porém, diferencas estruturais e fisiologicas entres roedores e humanos
fazem com que todo novo firmaco deva ser também testado em uma espécie mamifera ndo
roedora®.

Dentre os mamiferos ndo roedores de porte médio utilizados como modelo de
CMD, destacam-se os coelhos (Oryctolagus cuniculus). O modelo leporino ¢ vantajoso
devido a seu peso corporeo permitir a realizacdo de procedimentos ndo invasivos para
avaliagdo hemodinamica. O modelo de CMD ndo isquémica induzida por doxorrubicina ou
outras antraciclinas tem sido o mais utilizado nessa espécie. Esse modelo permite induzir a
doenca por meio de insulto toxico aos cardiomidcitos, produzindo grande dilatacdo cardiaca,

hipertrofia do ventriculo esquerdo e disfungdo sistolica deste, de forma progressiva e
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irreversivel, acompanhada de sinais de insuficiéncia cardiaca como retencdo de fluidos e
ativacdo do sistema nervoso simpatico e do sistema renina-angiotensina-aldosterona®’.
Existem varios protocolos propostos para a indu¢do de CMD por doxorrubicina,
utilizando distintas doses e periodos de induc¢dao, com alta variabilidade na obtencao de
disfuncio sistolica 3. Os modelos propostos avaliaram a cardiotoxicidade da doxorrubicina
para a espécie leporina, porém nao apontaram as vantagens e desvantagens de sua utiliza¢ao
como modelo para indugdo da CMD e posteriores estudos farmacoldgicos, tampouco
acompanharam os animais até a fase em que todos os sujeitos estavam em disfuncao sistolica.
Visto isso, este estudo objetivou avaliar o modelo leporino de cardiomiopatia dilatada

induzida por doxorrubicina, para producgdo de disfungio sistolica, proporcionando a utilizagdo

destes animais para estudos que tenham como alvo o tratamento de doengas miocardicas.

2. MATERIAL E METODOS

Este estudo obedeceu aos preceitos da Sociedade Brasileira de Ciéncias em
Animais de Laboratorio, tendo sido aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da

UFG sob o protocolo nimero 006/14 (Anexo 1).

2.1 Animais e Inducdo da Cardiomiopatia Dilatada

Foram adquiridos, de um produtor local (Coelho Forte — Bela Vista - GO), 20
coelhos machos, adultos, da raga Nova Zelandia (Oryctolagus cuniculus). Os animais foram
submetidos a avali¢do clinica e laboratorial para confirmag¢do de sua higidez e entdo alojados
na Unidade Experimental de Roedores e Lagomorfos da EVZ/UFG em gaiolas individuais,
com temperatura ambiente controlada a 24°C, com livre acesso a agua e racdo, sendo
oferecida cenoura ou folhagem escura, uma vez por semana.

Para a inducdo da cardiomiopatia dilatada foi administrada doxorrubicina na dose
Img/Kg (Cloridrato de Doxorrubicina®, Eurofarma, Sdo Paulo, SP), via endovenosa, na
concentracdo de 2mg/mL, duas vezes por semana, durante trés semanas e, posteriormente,
uma vez por semana até que os coelhos apresentassem fragdo de encurtamento igual ou
inferior a 25% a avaliagdo ecocardiografica, configurando disfungdo sistolica. A
administracdo da doxorrubicina foi feita via endovenosa auricular, utilizando agulha 21G, em
bolus lento, apos tricotomia e desinfec¢do prévia da orelha dos coelhos. A concentracdo de

2mg/mL de Doxorrubicina foi obtida pela dilui¢do de 50mg dessa em solugao salina 0,9%. O



20

protocolo de inducdo da cardiomiopatia dilatada em coelhos seguiu a dose e tempo propostos
por Gava et al.’.

Os coelhos foram submetidos a avaliagdo cardioldgica, antes da indugao da CMD
e a cada 15 dias, até o tempo de 45 dias ou até que houvesse disfuncdo sistolica, a avaliagao
ecodopplercardiografica (TO-T15-T30-T45-CMD). Os seguintes exames compuseram a
avaliagdo cardioldgica dos animais: eletrocardiograma, ecodopplercardiograma, avaliagdo da
pressao arterial, avaliagdo radiografica toracica, dosagem de biomarcadores de lesdao cardiaca,

e de fung¢do renal e hepatica e avaliagdo hematoldgica.

2.2 Avaliagdo eletrocardiografica

Para a obtencdo do eletrocardiograma (ECG), foi utilizado aparelho
computadorizado — mddulo de aquisicdo de ECG para computador/ECG-PC (versao 6.2 —
Revisdo 1 Copyright® 1997-2011 - Tecnologia Eletronica Brasileira ~TEB), na velocidade de
50mm/s e calibrado para 1mV igual a lcm'!, sendo os registros arquivados em
microcomputador.

Com os animais contidos em decubito esternal, em cada membro locomotor foi
acoplado um eletrodo, permitindo a obtencao simultanea dos tragados eletrocardiograficos nas
derivacdes bipolares DI, DII e DIII, e nas unipolares aVR, aVL e aVF, monitorados durante
cinco minutos.

As analises dos registros foram realizadas na derivagdo DII, em 2N, com a
obtenc¢do dos seguintes parametros: ritmo e freqiiéncia cardiaca (bpm), duracao (segundos) e
amplitude (mV) da onda P e do complexo QRS, duragdo dos intervalos P-R e Q-T, amplitude
da onda T e eixo cardiaco elétrico médio, no plano frontal, expresso em graus, considerando

os valores publicados para a espécie'>!.

2.3 Avaliagao ecodopplercardiografica

O estudo ecodopplercardiografico foi realizado utilizando o aparelho de
ecodopplercardiografia (My Lab30Vet — Esaote/Pie Medical).

Para a realizacdo dos ecodopplercardiogramas os animais foram submetidos a
tricotomia do torax e posicionados sequencialmente em decubito lateral direito e esquerdo
para a obtencdo das imagens, seguindo-se a aplicacdo de gel actstico para uma melhor

condugdo das ondas'?. Utilizando transdutor multifrequencial phased array de 7,5/10,0MHz
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posicionando-o nas janelas paraesternal direita e esquerda, as imagens foram obtidas e
analisadas de acordo com o preconizado por Bonagura & Fuentes!# e Boon!’,

Foram utilizados os modos bidimensional, modo-M, Doppler pulsado (PW),
Doppler continuo (CW), fluxo em cores (CF) e Doppler Tecidual (DT). A avaliacao
qualitativa do coracdo foi obtida pelo modo bidimensional, fornecendo informagdes quanto ao
movimento, anatomia cardiaca e relagdo espacial, bem como servindo de orientagdo para as
imagens em modo-M, por meio do qual foi realizada andlise quantitativa, em sistole e
diastole, das dimensdes das camaras cardiacas, espessura da parede livre do ventriculo
esquerdo e do septo interventricular e avaliacdo dos movimentos valvares, permitindo, assim,
calculos de indices funcionais como a fragdo de encurtamento e fracao de ej ecdo’”.

Por meio da ecocardiografia Doppler (pulsado, continuo e de fluxo em cores),
foram identificados os fluxos sanguineos transvalvares, quantificando-os quanto a dire¢ao,
velocidade e turbuléncia, estabelecendo a presenca ou auséncia de insuficiéncia valvar
decorrente de regurgitacdes. O Doppler de fluxo em cores foi empregado para permitir melhor
e adequada identificagdo e avaliacdo qualitativa do fluxo sanguineo, bem como para auxiliar o
posicionamento do cursor para a sua avaliacdo quantitativa.

O Doppler pulsado permitiu mensurar a fung¢do diastdlica dos coelhos por meio da
avaliacdo do fluxo transmitral, obtendo-se os valores de velocidade maxima da onda E
(Vmax. E), velocidade maxima da onda A (Vmdax. A), relagdo E/A (E/A) e tempo de
relaxamento isovolumétrico (TRIV). A avaliacdo ecocardiografica Doppler tecidual do anel
mitral e da parede livre do ventriculo esquerdo, em cortes transversal e apical, permitiram a
avaliagdo quantitativa da velocidade de movimentagdo do miocardio, consequentemente da
funcao diastolica dos coelhos, por meio do calculo da velocidade diastolica precoce (E’),
velocidade diastolica tardia (A’), relagdo E’/A’, e relacdao E/E’.

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'>!®. Os valores obtidos foram analisados

de acordo com os publicados para a espécie '>!1317:18,

2.4 Mensuragdo da pressdo arterial

A pressdo arterial foi mensurada utilizando-se o método Doppler, com aparelho
Parks Medical Ultrasonic Doppler 812% (Parks Medical, Estados Unidos) e

esfigmomandmetro Henik Gamma G5 (Heine, Alemanha). Em um ambiente tranquilo e


http://pt.wikipedia.org/wiki/Esfigmoman%C3%B4metro
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climatizado os coelhos foram contidos em decubito esternal sobre uma mesa, tendo o
manguito do aparelho acoplado na posi¢ado distal do radio e ulna esquerdos e posicionamento
do transdutor sob a regido das artérias palmares comuns, proximo as articulagdes dos carpos
com metacarpos. A circunferéncia do membro locomotor de cada animal foi mensurada para
determinagdo do comprimento e largura ideais do manguito (largura=40% da circunferéncia
do membro e comprimento=1,5 vezes a circunferéncia do membro). O manguito foi colocado
no nivel do atrio direito!*?°. Em cada avaliacdo, foram obtidas cinco tomadas consecutivas da
pressao arterial sistolica (PAS) de cada animal, descartando as duas mais discrepantes. O
valor final de cada um desses parametros foi representado pela média aritmética das trés
mensuragdes restantes’.

Apos a mensuracao da pressao arterial pelo método Doppler, utilizou-se o método
Oscilométrico (PetMap®, Ramsey Medical Inc., Estados Unidos). Apds o aparelho ter sido
ligado, este foi conectado ao mesmo manguito utilizado com método Doppler, entdo,
realizou-se, a mensuracdo da pressdo. Em cada avaliacdo, foram obtidas cinco tomadas
consecutivas das pressdes arteriais sistolica (PAS), diastolica (PAD), média (PAM) e da
frequéncia cardiaca de cada animal, descartando a menor € a maior mensuragdo ¢ sendo o
valor final a média aritmética das trés mensuragdes'®?°. As mensuragdes foram realizadas por

um unico avaliador para minimizar a variacao individual.

2.5 Avaliagdo radiografica do torax

Os exames radiograficos do torax foram realizados utilizando o aparelho de
Raios-X fixo, da marca Philips modelo KL.74/20.40 (Philips Healthcare®, Biassono, Italia),
com capacidade para S00mA. Foram empregados cassetes radiograficos 18x24cm da marca
Fuji IP cassette type CC. Os cassetes foram lidos em reveladora computadorizada da marca
Fujifilm, modelo CR-IR (Fujifilm Corporation, Téquio, Japdao) e apds obtidas as imagens
foram trabalhadas em software OsiriX lite® (Pixmeo® SARL, Genebra, Suica).

Para realizagdo do exame radiografico, os coelhos foram posicionados em
decubito lateral direito para realizagdao de projecdo laterolateral direita e em decubito dorsal,
para projecdo ventrodorsal. A andlise das radiografias foi realizada pelo método de
mensuragio "Vertebral Heart Size", descrito por Buchanan & Biicheler’!. Adjunto foi
avaliada a radiopacidade pulmonar como descrito por Thrall??, descrevendo-se achados
sugestivos de acimulos de liquidos (edema pulmonar), avaliando-se também o espago pleural

quanto ao actimulo de liquidos indicativos de efusdo pleural.
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2.6 Avaliagao hematologica e bioquimica

As amostras de sangue (5,0mL) foram coletadas em dia posterior as demais
avaliagOes cardiologicas, para evitar alteragdes hematologicas provocadas pelo estresse, por
venopungao tarsica, localizada na face lateral do membro pélvico, sendo realizada tricotomia
da regido e aplicagdo de pomada anestésica dez minutos antes da coleta. Dos 5,0mL
coletados, 0,5mL foi acondicionado em frasco com etilenodiaminotetracetato (EDTA) e o
restante em frasco sem anticoagulante. As amostras de sangue foram centrifugadas a 1500
rotagdes por minuto (rpm) durante dez minutos, para separacdo do soro e posteriormente
divididas e acondicionadas em tubos de eppendorf.

Os hemogramas foram realizados em analisador automatico modelo BC-2800
vet® (Mindray, Pequim, China) e as contagens diferenciais dos leucocitos foram realizadas
em esfregagos de sangue fixados em metanol e corados por Giemsa-MMG.

Para as andlises bioquimicas foram utilizados kits comerciais padronizados
Labtest® (Labtest Diagnéstica S. A., Lagoa Santa — MG), sendo a leitura realizada em
espectrofotometro semi-automatico (Analisador Bioquimico Automético CM200®,Winerlab,
Rosario, Argentina). Os kits e as metodologias utilizados encontram-se dispostos no Quadro

1.
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QUADRO 1 - Kits e métodos utilizados para avaliar parametros bioquimicos em coelhos com
cardiomiopatia dilatada induzida por doxorrubicina:

KIT FINALIDADE METODO
. Sistema para determinagdo de albumina em Colorimétrico (Verde de
Albumina

amostras de soro Bromocresol)
Sistema para determinacdo da alanina

ALT/GPT Liquiform | 2™in0 transferase (ALT) ou transaminase Cinética UV-IFCC
glutdmico pirtivica (GGT) em modo
cinético
Sistema para determinacdo quantitativa em

AST/GOT Liquiform | modo cinético continuo da aspartato amino Cinética UV-IFCC

transferase (AST) em soro ou plasma

Calcio Liquiform

Sistema para determinagdo do calcio por
reagdo de ponto final em amostras de
sangue e urina

Colorimétrico
(CPC-Cresolfaleina)

CK-MB Liquiform

Sistema para determinagdo quantitativa da
atividade da  isoenzima MB da
creatinaquinase (CK-MB) em modo
cinético em soro ou plasma

UV-Imunoinibi¢ao-IFCC

Sistema para determinacdo em modo

CK-Nac Liquiform | cinético da creatinaquinase total (CK) em UV-IFCC
soro ou plasma
Sistema para a determinagdo quantitativa da
creatinina em amostras de soro, plasma e Colorimétrico

Creatinina K

urina e liquido amnidtico por reagdo
cinética de dois pontos

(Picrato Alcalino — Jaff¢)

Fosfatase Alcalina | Sistema para determinacdo da fosfatase Colorimétrica
Liquiform alcalina (ALP) em soro (Bowers y MC Comb
modificado)
Sistema para determina¢do do fosforo
Fésforo UV inorganico por fotometria em ultravioleta, | UV (Daly e Erteingshausen
Liquiform com reagdo de ponto final, em soro, plasma modificado)
€ urina
Sistema para a determinacdo em modo UV — Método Piruvato-
LDH Liquiform cinético da desidrogenase lactica (LDH) em Lactato
amostra de soro ou plasma
Sistema para determinacdo quantitativa do
Potassio enzimatico | ion potissio em amostras de soro, por Enzimatica

reacdo enzimatica, em modo cinético

Proteinas totais

Sistema para a determinagdo das proteinas
totais em amostras de soro e liquidos
pleural, sinovial e ascitico por reacdo de
ponto final

Colorimétrica (Biureto)

Uréia UV liquiform

Sistema enzimdtico para determinagdo da
uréia por fotometria em ultravioleta usando
cinética de dois pontos (Tempo fixo)

Enzimatico UV
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2.7 Avaliagao anatomopatoldgica

Os animais que morreram durante a indu¢do da CMD e antes de desenvolver
disfuncdo sistolica foram submetidos & necropsia para avaliagdo anatomopatoldgica. Outros
seis coragdes de coelhos saudéaveis foram empregados para confec¢do de laminas controle.

Os coragoes foram coletados inteiros e armazenados em frascos individuais,
identificados, contendo solugdo de formalina tamponada a 10%. Decorridas 48 horas de
fixagdo, os coragdes foram cortados e os fragmentos processados e incluidos em parafina. Em
seguida, foram confeccionados cortes histoloégicos de Sum, que foram distendidos sobre
laminas de vidro e corados com Hematoxilina Eosina (HE) e Tricromico de Masson.

As alteragdes microscopicas foram avaliadas de acordo com critérios adaptados de
por Gava et al.’, considerando as varidveis vacuolizagdo citoplasmatica, fragmentacio de
miofibrilas, edema intersticial, necrose e fibrose. As alteracdes foram avaliadas de acordo
com sua extensdo nos fragmentos de miocardio, sendo atribuido o escore (0) quando ausentes;
um (1) quando em localizagdo focal; dois (2) quando focal e extensa ou multifocal restrita; e

trés (3) quando lesdes difusas ou multifocais envolvendo todo o fragmento avaliado.

2.8 Analise estatistica

O experimento foi conduzido em esquema de delineamento inteiramente
casualizado onde os tratamentos sd3o os momentos (T0-T15-T30-T45-CMD) e cada animal
uma unidade experimental. Os dados foram submetidos a andlise de variincia e as médias
comparadas empregando-se teste de Tukey para avaliacdo, adotando-se nivel de significancia
de 5%. O teste de normalidade utilizado foi o Shapiro-Wilk, empregando-se sofiware

estatistico R® (The R Foundation for Statistical Computing, Viena, Austria).

3. RESULTADOS

3.1 Mortalidade

Durante o periodo de inducdo, sete (35%) dos vinte coelhos que iniciaram o
estudo morreram, sendo um com dose acumulada de 4mg/Kg de doxorrubicina, um com
S5mg/Kg e cinco com 6mg/Kg. Frente ao grande nimero de obitos observados, nas trés
primeiras semanas de indu¢do, o protocolo foi alterado para aplicacdes semanais de 1mg/Kg
de doxorrubicina e, a partir desse momento nao foram mais observados 6bitos no periodo de

inducao da CMD.
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Sendo assim, treze coelhos sobreviveram ao protocolo de indugcdo da CMD, e
desenvolveram disfun¢do sistolica, sendo que desses, trés animais desenvolveram CMD com
45 dias (9mg/Kg), 60 dias (11mg/Kg) e 67 dias (12mg/Kg) de inducdo, respectivamente,
quatro desenvolveram CMD com 75 dias (13mg/Kg) e quatro com 90 dias (15mg/Kg), outros

dois desenvolveram no 105° dia (17mg/Kg) do protoloco de inducao.

3.2 Avaliacdao anatomopatoldgica

Dois dos sete coelhos que morreram durante o protocolo de inducdo da CMD
apresentavam sinais de autdlise e ndo foram avaliados macroscopicamente. Os cinco coelhos
restantes apresentavam alteracdes multissistémicas a avaliagdo macroscopica. Em comum, os
cinco apresentaram alteracdes gastrointestinais (Figura 1), que incluiam petéquias e sufusoes
em mucosa gastrica, com coagulos intraluminais e, em alguns casos, foram observadas
ulceras géstricas (1/5) e ruptura géstrica (2/5). Dois coelhos (40%) apresentavam liquido
amarelado livre em cavidade abdominal. Alteragdes de morfologia cardiaca foram observadas
em trés coelhos, sendo que dois desses apresentavam aumento de ventriculo direito e
hemopericardio e o terceiro apresentava petéquias no miocardio e hidropericardio. Também

foram observadas alteragdes no trato respiratorio, que incluiram presenca de secregdo

sanguinolenta na traqueia (1/5) e pulmdes congestos (2/5).

: y e -.,;-' R i ‘ N 3 ;

FIGURA 1: Alteragdes macroscopicas observadas em coelhos Nova Zeldndia submetidos a indugdo
CMD por doxorrubicina. Em A: Nota-se petéquias e sufusdes (asterisco) e ruptura
gastrica (seta). Em B: Nota-se sufusao (asterisco) e tlcera (seta) em mucosa gastrica.
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Devido a perdas por autélise, a avaliagdo microcdpica foi realizada no coracdo de
trés dos sete animais mortos durante o periodo de inducdo da CMD. No cora¢ao dos referidos
coelhos, constataram-se edema intersticial, fragmentacdo de miofibrilas e hemorragia.
Vacuolizagdo citoplasmatica, necrose e fibrose foram observadas em dois dos trés coragdes.

Ainda, as extensdes das lesdes variaram entre os fragmentos avaliados, sendo graduadas com

escores de um a trés. A figura 2 ilustra o edema observado a avaliagdo microscopica.

~ , .

-

FIGURA 2:Fotomicrograas de tecido cardiaco de coelho Nova Zelandia saudavel (A) e tratado com
doxorrubicina (B). B: Edema intersticial com perda de orientacdo das miofibrilas.
Hematoxilina e Eosina. Objetiva: 20x.

3.3 Avaliagdo eletrocardiografica

Os animais submetidos a inducdo da CMD por doxorrubicina apresentaram
aumento da duracdo do intervalo Q-T, no momento T15. A amplitude da onda P diminuiu nos
momentos T30 e CMD. A frequéncia cardiaca foi significativamente menor que em TO no
momento T45 (Tabela 1). As ondas T foram positivas durante todo o periodo de indugdo, com
excegdo de dois animais que apresentaram ondas T bifasicas, no momento 90. As demais
varidveis ndo apresentaram alteragdes significativas.

Em relagdo ao ritmo cardiaco, no momento TO dois coelhos apresentaram
taquicardia sinusal e um apresentou essa alteragdo no momento T15, os demais apresentaram
ritmo sinusal em todos os momentos. Nos momentos T30 e T45, um coelho apresentou
complexos ventriculares prematuros (CVP) (Figura 3B). Considerando o momento CMD, aos
60 dias, trés coelhos apresentaram CVPs. Aos 75 dias, 40% dos animais apresentaram CVPs,
sendo que dois animais apresentaram complexos aos pares, isolados e em salvas. Aos 90 dias,
um coelho apresentou CPVs. Aos 105 dias, décima quarta semana de indugdo, os dois coelhos

restantes ndo apresentaram CVPs, apresentando ritmo sinual (Figura 3A).
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TABELA 1 - Médias de amplitude e duracao das ondas P, complexo QRS, duragdo do intervalo P-R ¢
Q-T e frequéncia cardiaca de coelhos Nova Zelandia, machos, adultos, submetidos a
indugdo da cardiomiopatia dilatada (CMD) por doxorrubicina e avaliados quinzenalmente
(TO, T15, T30,T45, CMD). EVZ, UFG, Goiania, GO (2016).

Variavel Momentos
TO T15 T30 T45 CMD
P (ms) 34,582 34,54° 35,39° 33,46° 30,95°
P-R (ms) 61,43? 61,83? 61,99° 62,552 60,04*
QRS (ms) 43,93 42,75° 49,71° 48,69% 47,15%
Q-T (ms) 129,412 143,69° 142,62 142,18 131,44%
P (mV) 0,05? 0,052 0,03° 0,042 0,03°
R (mV) 0,12% 0,14* 0,12% 0,132 0,09°
Eixo 49,45° 51,34° 27,63 30,66* 45,66
FC (bpm) 2332 2072 201 193 215%®

Teste de Tukey, adotando-se nivel de significancia de 5%
Letras iguais significam que ndo houve diferenca estatistica entre os diferentes momentos.
Numeros em vermelho indicam diferenca estatistica com o TO

FIGURA 3 - Tragados eletrocardiograficos computadorizados, derivagdo II, calibragdao 2N, velocidade
50mm/s, obtidos de coelhos da raca Nova Zelandia, antes da indugdo da cardiomiopatia
dilatada (A) e aos 30 dias de tratamento com doxorrubicina na dose cumulativa de
8mg/Kg (B). Na figura B a seta grande identifica um complexo QRS bizarro,
caracterizando um complexo ventricular prematuro.

3.4 Avaliacdo ecodopplercardiografica

A avaliagdo ecocardiografica em modo M e bidimensional mostrou aumento das
dimensdes internas do ventriculo esquerdo em sistole e diastole, com diminuig¢do das paredes
livres do VE e do septo interventricular a partir do trigésimo dia de indugao (Tabela 2). Nesse
mesmo momento também verificou-se diminuicdo dos indices de funcdo sistélica do VE,

observando-se quedas significativas e progressivas (Figura 4).
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TABELA 2: Médias obtidas a partir da avaliagdo das imagens em modo-B e modo-M de coelhos Nova
Zelandia, machos, adultos, submetidos a tratamento com doxorubicina para indugdo de
cardiomiopatia dilatada (CMD) e avaliados quinzenalmente (T0,T15, T30,T45, CMD).

EVZ, UFG, Goiania, GO (2016).

Variavel Momentos

TO T15 T30 T45 CMD

Ao mm 7,80° 7,542 8,112 7,812 7,86°
AE mm 9,96* 9,222 9,75% 9,92° 10,042
AE/Ao 1,29% 1,232 1,212 1,282 1,302
DIVEs mm 8,272 7,57° 10,20° 10,92° 11,69°
DIVEd mm 12,842 12,292 14,95 15,67° 15,52°
PLVEs mm 4,10 4,352 3,21¢ 3,620 2,564
PLVDd mm 3,892 3,912 2,37° 2,57° 1,94°
SIVs mm 3,922 4,302 2,93b 2,85° 2,14¢
SIVd mm 3,342 3,02° 2,33b 2,200 1,99°
FE (%) 69,052 71,66 63,49 61,49¢ 51,73¢
FS (%) 35,78 38,06* 31,94° 30,74 24.30¢

Onde: Ao: diametro da aorta; AE: didmetro do atrio esquerdo; AE/Ao: relacdo atrio esquerdo aorta;
DIVE s/d: diametro interno do ventriculo esquerdo em sistole e diastole; PLVE s/d: parede livre do
ventriculo esquerdo em sistole e diastole; SIV s/d: septo interventricular em sistole e diastole; FE:
fragdo de ejegdo; FS: fracdo de encurtamento

Teste de Tukey, adotando-se nivel de significancia de 5%

Letras iguais significam que ndo houve diferenca estatistica entre os diferentes momentos

Numeros em vermelho indicam diferenca estatistica com o TO

e Lab g Lab
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PRC 4-3 PRC 6-3-H PRS A
PST 4 PST 1

PRC 6-3-H PRS A
PST 1

LV
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; - 7.
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FIGURA 4: Imagens ecocardiograficas bidimensionais na parte superior e imagens em modo-M na
parte inferior das figuras, obtidas pela janela paraesternal direita, de coelho Nova
Zelandia, submetido a indug¢do da cardiomiopatia dilatada com doxorrubicina. Em A:
Décimo quinto dia de indugdo, apresentando FS% de 33. Em B: Sexagésimo dia de

indugdo, apresentando FS% de 23.
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Nao foram visibilizadas insuficiéncias valvares por meio da avaliagdo doppler
colorida dos fluxos mitral, tricispide, adrtico e pulmonar ao longo do periodo de inducdo da
CMD. A avaliagao Doppler pulsado do fluxo adrtico ndo apresentou variacao significativa ao
longo da indugdo da CMD. Em relagdo ao fluxo transmitral foi observado aumento gradativo
da velocidade da onda A, observando-se nesse mesmo momento inversao da relagdo E/A. O
fluxo tricispide apresentou aumento da velocidade da onda E no momento T45, porém a
relagdo E/A nao variou significativamente, tampouco inverteu. O fluxo pulmonar apresentou
aumento significativo de sua velocidade maxima ao trigésimo dia de indu¢ao da CMD. O
tempo de relaxamento isovolumétrico do VE apresentou variagdes significativas durante o

periodo de indugdo da CMD, observando-se aumento progressivo desse (Tabela 3).

TABELA 3: Médias dos valores ecodopplercardiograficos obtidos a partir da avaliagdo dos fluxos
transvalvares de coelhos Nova Zelandia, machos, adultos, submetidos a tratamento com
doxorubicina para indugdo de cardiomiopatia dilatada (CMD) e avaliados quinzenalmente
(TO,T15, T30,T45, CMD). EVZ, UFG, Goiania, GO (2016).

Variavel Momentos
TO T15 T30 T45 CMD
VmaxE,, m/s 0,532 0,552 0,57° 0,582 0,522
VmaxA,, m/s 0,46 0,46* 0,54% 0,48% 0,59°
E/An 1,16% 1,242 1,09% 1,262 0,93°
VmaxE; m/s 0,532 0,59% 0,61% 0,66° 0,53
VmaxA; m/s 0,41% 0,36° 0,482 0,43% 0,48
E/A; 1,342 1,60? 1,362 1,562 1,232
VmaxAo m/s 0,59° 0,66* 0,65° 0,622 0,61°
DC mL/min 0,69* 0,69* 0,692 0,612 0,602
VmaxP m/s 0,702 0,71 0,79° 0,77% 0,76®
TRIV ms 44,812 34,99° 43,86 50,94% 50,172
VS mL 2,942 2,62° 2,96 2,502 2,60?

Onde: VmaxE.: velocidade maxima da onda E do fluxo mitral; VmaxAn: velocidade maxima da onda
A do fluxo mitral; E/An: relacdo entre as ondas E e A mitral; VmaxE,: velocidade maxima da onda E
do fluxo tricispide; VmaxA,: velocidade maxima da onda A do fluxo trictispide; E/An: relacdo entre
as ondas E e A do fluxo tricispide; VmaxAo: velocidade maxima do fluxo aortico; DC: débito
cardiaco, VmaxP: velocidade maxima do fluxo pulmonar; TRIV: tempo de relaxamento
isovolumétrico; VS: volume sistolico

Teste de Tukey, adotando-se nivel de significancia de 5%

Letras iguais significam que ndo houve diferenca estatistica entre os diferentes momentos

Numeros em vermelho indicam diferenca estatistica com o TO
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Por meio da avaliagdo Doppler tecidual foi possivel verificar diminui¢do da
velocidade da onda E’ da parede livre do VE em corte transversal e na altura do anel mitral,
em corte apical a partir do quadragésimo quatro dia de indugdo. Houve inversao da relacao
E’/A’ em corte transversal na segunda, sexta e ultima semanas de avaliagao e em corte apical
na quarta e na sexta semana. A relacdo E/E’ aumentou a partir do 45° dia de indugdo, tanto em

corte transversal quanto na vista apical na altura do anel mitral (Tabela 4).

TABELA 4: Médias dos valores ecodopplercardiograficos obtidos a partir da avaliagdo Doppler
tecidual da parede livre do VE em corte transversal e na altura do anel mitralem corte
apical (L) de coelhos Nova Zelandia, machos, adultos, submetidos a tratamento com
doxorubicina para inducdo de cardiomiopatia dilatada (CMD), durantes 45 dias e
avaliados quinzenalmente (T0,T15, T30,T45, CMD). EVZ, UFG, Goiania, GO (2016).

Variavel Momentos

0 15 30 45 CMD

E’ m/s 0,072 0,072 0,072 0,05" 0,05"
A’ m/s 0,072 0,08® 0,072 0,072 0,07
E’/A’ 1,04° 0,77 1,02 0,78 0,82:
E/E’ 8,328 7,58° 8,87 11,39¢ 10,942
E’L m/s 0,09* 0,10° 0,092 0,06° 0,06
A’L m/s 0,08° 0,08? 0,09° 0,112 0,08°
E’/A’L 1,13 1,07 0,57 0,57 1,00
E/E’L 6,28° 6,02° 7,12 10,02° 9,44°

Onde: E’/E’L: velocidade diastolica precose parede livre do VE em corte transversal e apical na altura
do anel mitral; A’/A’L: velocidade diastolica tardia da parede livre do VE em corte transversal e
apical na altura do anel mitral; E’/A’ e E’L/A’L: relacao das velocidade diastolicas precose e tardia da
parede livre do VE em corte transversal e apical na altura do anel mitral; E/E’ ¢ E/E’L: relacdo entre
velocidade da onda E mitral e a velocidade diastolica precose da parede livre do VE em corte
transversal e apial na altura do anel mitral

Teste de Tukey, adotando-se nivel de significancia de 5%

Cores iguais significam que nao houve diferenca estatistica entre os diferentes momentos

Numeros em vermelho indicam diferenga estatistica com o TO

3.5 Mensuragao da pressao arterial

A mensuragdo da pressdo arterial foi obtida apenas com contencdo fisica em
decubito esternal, com auxilio de uma toalha e sem intercorréncias durante a manipulacdo dos
animais. Os resultados obtidos nas mensuragdes da pressdo arterial, estdo representados na

Tabela 5.
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TABELA 5: Médias dos valores de pressdo arterial mensurados pelos métodos Doppler e
oscilométrico de coelhos Nova Zelandia, machos, adultos e submetidos a tratamento
com doxorubicina para inducdo de cardiomiopatia dilatada (CMD) e e avaliados
quinzenalmente (TO, T15, T30, T45, CMD). EVZ, UFG, Goiania, GO (2016).

Variavel Momentos
mmHg TO T15 T30 T45 CMD
Doppler 107,00* 08,36% 90,14° 89,58° 93,53b
PAS 138,40° 129,61 114,77° 122,15% 123,492
PAD 81,352 73,75% 65,70° 71,44 76,802
PAM 101,932 04,72 83,71° 89,94 93,302

Onde: Doppler: pressao arterial sistolica mesurada por método Doppler; PAS: pressdo sistolica
mesurada por método oscilométrico; PAD: pressdo diastolica mensurada por método oscilométrico;
PAM: pressao arterial média mesurada por método oscilométrico

Teste de Tukey adotando-se nivel de significancia de 5%

Letras iguais significam que ndo houve diferenca estatistica entre os diferentes momentos

Numeros em vermelho indicam diferenca estatistica com o TO

Foram observadas quedas progressivas e significativas das pressdes sistolica,
diastolica e média durante o periodo de indugao, sendo significativa em relagdo ao tempo zero
da inducao a partir dos 30 dias de aplicacao da doxorrubicina (T30), em ambos os métodos de

mensuragao.

3.6 Avaliacdo radiografica do térax

As radiografias toracicas dos coelhos foram obtidas nas proje¢des laterolateral

direita e ventrodorsal. Os resultados estdo apresentados na Tabela 6.

TABELA 6: Médias dos valores de VHS de coelhos Nova Zelandia, machos, adultos e submetidos a
tratamento com doxorubicina para indug@o de cardiomiopatia dilatada (CMD) e avaliados
quinzenalmente (T0,T15, T30,T45, CMD). EVZ, UFG, Goiania, GO (2016).

Variavel Momentos
arlave TO T15 T30 T45 CMD
VHS 8.30° 8.07° 8349 826" 8,18%

Letras iguais correspondem a médias iguais dentro do mesmo tratamento, em momentos distintos:
Teste de Tukey, adotando-se nivel de significancia de 5%

Letras iguais significam que ndo houve diferenca estatistica entre os diferentes momentos
Numeros em vermelho indicam diferenca estatistica com o TO

Durante o periodo de indugdo foi observada diferenca estatistica no valor de VHS
dos coelhos tratados com doxorrubicina, entre os tempos 0 e 15 da avaliagdo. Foi possivel

observar aumento da silhueta cardiaca durante a analise qualitativa e quantitativa individual
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das radiografias toracicas dos animais submetidos ao tratamento com doxorrubicina, por meio
do achado de desvio dorsal da traqueia, aumento do contato do coragdo com o esterno e valor

de VHS (Figura 4). Observou-se presenca de grande quantidade de gordura no mediastino

cranial, obscurecendo a defini¢do do bordo cranial da silhueta cardiaca (Figura 5).

FIGURA 4: Radiografia em projecdo laterolateral direita de coelho Nova Zelandia antes da inducédo da
cardiomiopatia dilata (A) e apds desenvolvimento da CMD (B), ilustrando os tragados
para calculo do VHS. VHS em A de oito vertebras e em B de dez vértebras. Nota-se
aumento da radiopacidade pulmonar em B, caracterizando padrdo intersticial difuso,
sugerindo edema pulmonar e deslocamento dorsal da traqueia em B (seta), devido a
cardiomegalia generalizada.

FIGURA 5: Espécime anatomico e imagem radiografica toracica de coelho Nova Zelandia. Em A:
Espécime anatdmico identificando a gordura no mediastino (tragado) e diafragma (seta);
B: Imagem radiografica identificando o diafragma (seta). Observa-se pouca defini¢do do
limite cranial do coragdo, devido a gordura no mediastino cranial.

Em relagdo aos campos pulmonares, as principais alteragdes observadas nas
projecdes laterolateral direita e ventrodorsal foram a ocorréncia de padrdes pulmonares
vascular e intersticial no decorrer de todo o tratamento (Figura 5). No momento TO da

indugdo, 100% dos coelhos apresentavam campos pulmonares limpos a radiografia. No
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momento T15 o padrio vascular foi apresentado em 5,3% dos animais. No momento T30,
23% dos coelhos apresentavam padrao intersticial, ja no momento T45, 15,38% apresentaram
padrdo intersticial, enquanto que o padrao vascular foi observado em 7,7% dos animais. No
momento CMD, aos 60 dias de indugdo, 25% dos animais apresentavam padrdo intersticial e
25% padrao vascular. Aos 75 dias, 30% dos coelhos apresentavam padrao vascular e 20%
padrdo intersticial. Aos 90 dias, 33,33% apresentavam padrdo intersticial e outros 33,33%
padrao vascular. E aos 105 dias de indu¢do (n=2), 100% dos animais apresentavam padrao

vascular a avali¢ao radiografica.

3.7 Parametros bioquimicos e hematologicos

O procedimento de coleta das amostras de sangue transcorreu sem grandes
dificuldades e em todos os momentos foi possivel a obtengdo de SmL de amostra. Os dados

da avaliacdo hematoldgica e bioquimica estdo dispostos nas Tabelas 7, 8 € 9.

TABELA 7: Médias dos parametros hematologicos (eritrograma) de coelhos Nova Zelandia, machos,
adultos e submetidos a tratamento com doxorubicina para inducdo de cardiomiopatia
dilatada (CMD) e avaliados quinzenalmente (T0,T15,T30,T45 ¢ CMD). EVZ, UFG,
Goiania, GO (2016).

Variavel Momentos

0 15 30 45 CMD

Hematécrito (%) 45,28* 36,020 35,11° 40,09¢ 42.,06°

Hemacias (g/dL) 6,492 5,28 4,87¢ 5,47 5,88
Hemoglobina (g/dL) 14,512 11,49b¢ 10,67°¢ 12,31° 14,512
VCM (tL) 69,79% 68,21° 72,02¢ 73,25°¢ 71,48¢
HCM (g/dL) 22,350 21,77 21,89 22,49% 23,13¢
CHCM (pg) 32,032 31,91° 30,39° 30,69° 32,38°
Plaquetas (giga/L) 596,60? 341,17° 277,58° 292,96° 241,96°

Onde: VCM: volume corpuscular médio; HCM: hemoglobina corpuscular média; CHCM:
concentracdo de hemoglobina corpuscular média

Teste de Tukey, adotando-se nivel de significancia de 5%

Letras iguais significam que ndo houve diferenca estatistica entre os diferentes momentos

Numeros em vermelho indicam diferenga estatistica com o TO

Os animais apresentaram redug¢ao significativa do hematécrito e das hemécias nos
tempos T15 e T30 de avaliagdo, voltando a aumentar a partir do 45° dia de avaliagdo.
Adjunto, foi observado aumento do volume corpuscular médio (VCM), a partir de T15, e
queda da concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) a partir do 30° dia. A
hemoglobina corpuscular média (HCM) variou significativamente ao longo do tempo,
apresentando queda no 15° dia e aumento no ultimo momento de avaliagdo. O numero de

plaquetas também diminuiu significativamente a partir de T15 (Tabela 7).
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O leucograma dos animais também apresentou variagdes significativas ao longo
do periodo de indugdo. Os leucocitos totais reduziram a partir da segunda semana,
acompanhado de queda no niumero de heterdfilos, eosindfilos, linfécitos tipicos € mondcitos.

Esses valores voltaram a subir a partir do 30° dia de avaliagdo (Tabela 8).

TABELA 8: Médias dos pardmetros hematoldgicos (leucograma) de coelhos Nova Zelandia, machos,
adultos e submetidos a tratamento com doxorubicina para inducdo de cardiomiopatia
dilatada (CMD) e avaliados quinzenalmente (TO0, T15, T30, T45, CMD). EVZ, UFG,
Goiania, GO (2016).

Variavel Momentos
0 15 30 45 CMD
Leucécitos Totais (/mm?) 4015,00? 2004,47° 3175,128 4167,428 3652,04%
Heterofilos (/mm?) 1693,952 497,84° 1128,34% 1832,932 1551,322
Eosinéfilos (/mm?) 129,25% 56,82 125,69% 77,928 186,15%
Linfécitos tipicos (/mm?) 1868,40* 1300,82° 1742,112 1849,492 1672,882
Monécitos (/mm?) 323,402 146,08¢ 178,20¢ 386,202 240,8"

Teste de Tukey, adotando-se nivel de significancia de 5%
Letras iguais significam que ndo houve diferenca estatistica entre os diferentes momentos
Numeros em vermelho indicam diferenca estatistica com o TO

TABELA 9: Médias e erros padrdo dos valores bioquimicos de coelhos Nova Zelandia, machos,
adultos e submetidos a tratamento com doxorubicina para indugdo de cardiomiopatia
dilatada (CMD), durantes 45 dias e avaliados quinzenalmente (TO, T15, T30, T45,
CMD). EVZ, UFG, Goiania, GO (2016).

Variavel Momentos
0 15 30 45 CMD
Albumina (g/dL) 4,500 3,08 3.81° 3,62° 2.27°
ALT (U/L) 45,06 40,55b 59,592 51,02% 25,50°¢
ALP (U/L) 97,702 44,18 54,00° 42,35b 30,51¢
Proteinas totais (g/dL) 6,73% 5,92° 6,15° 6,33% 4,30¢
Uréia (mg/dL) 33,992 37,01° 34,332 30,35° 31,78
Creatinina (mg/dL) 1,30 1,63¢ 1,142 1,20° 1,50°
AST (U/L) 48,76% 34,300 32,29° 37,12% 27,95°
LDH (U/L) 577,6* 262,1° 483,2% 4279 348,7%®
CK (U/L) 896,112 2013,88° 1843,51% 1092,60% 2224,68°
CKws (U/L) 75,61 109,91 200,78 414,14° 319,830
Fésforo (mg/dL) 4,240 4.48° 3,05 3,97° 2,69
Potassio (mEq/L) 3,972 4,700 6,68° 4,47 4,30%
Cilcio (mg/dL) 13,35% 12,28¢ 13,57 12,73% 14,040

Onde: ALT: alanina aminotransferase; ALP: fosfatase alcalina; AST: aspartato aminotransferase;
LDH: lactato desidrogenase; CK: creatina quinase; CKump: creatina quinase fracdo do miocardio

Letras iguais significam que ndo houve diferenga estatistica entre os diferentes momentos

Numeros em vermelho indicam diferenca estatistica com o TO
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Em relagdo as avaliagdes bioquimicas foi observada variagdo nas atividades das
enzimas ALT, AST e ALP, com redugdo significativa no ultimo momento de avaliacdo. A
albumina diminuiu significativamente a partir de T15, acompanhada de reducdo na
concentracdo de proteinas totais no momento CMD. Foi observado aumento significativo
creatinina no momento T15 A creatinaquinase aumentou ao longo do tempo, sendo
significativamente maior que os valores basais ao 15° dia de indug¢do e no momento em que
todos os animais apresentavam disfungdo sistolica (CMD). A CKwmp aumentou
significativamente a partir do tempo T45. Os eletrolitos dosados variaram ao longo do tempo,
observando diminuig¢do significativa do fosforo a partir do 30° dia e aumento do potdssio nos
momentos T15 e T30. Observou-se reducdo do calcio no momento T15 ¢ aumento no

momento CMD (Tabela 9).

4. DISCUSSAO

A taxa de mortalidade durante o periodo de inducdo da cardiomiopatia dilatada
por doxorrubicina foi de 35%, proxima a taxa de 30% obtida no estudo de Gava et al.”. No
entanto, no referido estudo, essa taxa foi alcangada no 60° dia de avaliacao, fato que alicergou
a decisao de mudar o protocolo no decorrer do presente estudo, visto que antes do 30° dia foi
alcancada a taxa de 35% de mortalidade. A partir do 30° dia, a dose de Img/Kg foi mantida,
entretanto as aplicagdes passaram a ser semanais € nao duas vezes durante a semana e, a partir
desse ponto, ndo houve mais 6bitos.

Outros pesquisadores tentaram replicar um dos protocolos utilizados no estudo de
Gava et al.’, qual seja, aplicagdes semanais de 2mg/Kg de doxorrubicina durante oito

semanas, enquanto Gava et al.? o fizeram por seis semanas. Utilizando esse protocolo, Gava et

9 110

al.” obtiveram taxa de mortalidade de 70%, enquanto Talavera et al.””, atingiram taxa de
mortalidade de 50%, entre a terceira e sétima semana do protocolo de inducdo. Essa
observacdo de distintas taxas de mortalidade, utilizando um mesmo protocolo, levanta a
questdo de que a sensibilidade a doxorrubicina, produzindo cardiotoxicidade, seja diferente
entre animais de uma mesma espécie.

As alteragdes observadas a avaliagdo macroscopica dos animais que morreram
eram multissistémicas, porém em comum todos apresentavam alteracdes gastrointestinais,
incluindo hemorragia focal e ulceras. Esses efeitos toxicos gastrointestinais sdo apontados
como ponto negativo do modelo de CMD induzida pela doxorrubicina®. Em humanos, foi

relatado que alguns pacientes apresentam alteragdes gastrointestinais, principalmente nas
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fases iniciais do tratamento quimioterapico com doxorrubicina, entre o quinto e décimo dia,
porém a maioria se recupera €, nos casos severos, podem haver ulceragdes e necrose,
causando infec¢des no colon e ceco, que podem ser fatais®>, como ocorrera em alguns dos
coelhos deste estudo.

Embora tenham sido encontradas alteragdes microscopicas no coragdo dos
coelhos que morreram durante a indugdo da CMD e que podem ser imputadas a agdo da
doxorrubicina, considerou-se que a morte dos animais se deu em decorréncia dos efeitos
toxicos multissistémicos do farmaco, especialmente aqueles relacionados aos sistemas
digestorio e circulatdrio, que culminaram em quadros hemorragicos fatais. Como relatado
anteriormente, a doxorrubina apresenta efeitos toxicos gastrointestinais®, que associados a
trombocitopenia obervada, pode ter contribuido para a ocorréncia dos quadros hemorragicos.

Na avaliacao eletrocardiografica, constatou-se aumento da duragcdo dos complexos
QRS a partir do momento T30. Isso sugere sobrecarga nas camaras ventriculares e distirbios
de condugdo, compativeis com a esperada dilatacao ventricular. A amplitude da onda P
diminuiu no momento T30, voltando aos mesmos niveis (momento TO e T15) no momento
T45. Essa diminui¢do de amplitude ndo tem significado clinico, uma vez que se espera um
aumento da amplitude nos casos de CMD e os valores mantiveram-se dentro da normalidade
para a espécie!>?>%6,

A duracdo do intervalo do segmento Q-T, durante a indugdo, apresentou aumento
a partir do momento T15, atingindo seu pico no momento T30, e regredindo discretamente no
momento T45. Tal achado pode ser explicado pela diminui¢do da frequéncia cardiaca nos
respectivos momentos. A diminuicao da frequéncia cardiaca ¢ esperada no decorrer do estudo
e explica-se devido a aclimatacdo dos animais a manipulagdo durante as avaliagdes. A
taquicardia sinusal, observada nos momentos TO e T15 da indu¢do, pode ser explicada pela
facilidade da espécie se estressar durante a manipulacdo, o que pode resultar em
interpretagdes equivocadas. J4 as alteragdes na onda T sdo achados comuns com uso de
doxorrubicina®?’.

Os valores de eixo elétrico cardiaco médio permaneceram dentro da normalidade
preconizada para a espécie, porém observou-se alta variabilidade nos resultados, obtendo-se
elevado erro padrdo na varidvel analisada. A alta variacdo do eixo pode ser explicada pelo
formato peculiar do térax desses animais, e pelo fato de permanecerem em decubito esternal,
que difere dos métodos normais de obtencdo de eixo elétrico médio cardiaco, que ¢ em

dectbito lateral direito'?.
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A semelhanga do que acontece em pacientes portadores de cardiomiopatia
dilatada primaria®®, foi observada a ocorréncia de complexos ventriculares prematuros,
alteracdo ndo apresentada pelos animais que compuseram os estudos de Gava®> e Rosa®, que
também avaliaram os animais por meio de eletrocardiograma ambulatorial, porém no presente
experimento ndo foi observada taquicardia ventricular. Entretanto, um estudo realizado por
Wess et al.’® mostrou que eletrocardiografias de cinco minutos ndo tém boa eficacia para
identificar eventos arritmicos, sendo o método realizado por Holter, em 24 horas, mais
confiavel em caes com CMD. Porém, este estudo foi realizado em coelhos e a monitorizagao
com o Holter poderia representar um fator de estresse para a espécie.

Assim como observado neste estudo, outro grupo de pesquisadores, a0 empregar o
modelo leporino de CMD induzida por doxorrubicina, observou que os indices de reentrada
de impulso elétrico e a arritmia ventricular foram mais altos nos grupos tratados com essa
antraciclina. Com bases nesses achados, levantaram a hipdtese de que o mecanismo
antioxidativo do miocéardio dos animais estava comprometido, frente ao aumento dos radicais
livres, mediado pela administragao desta antraciclina, que possivelmente mediou a saida do
calcio do reticulo sarcoplasmatico, aumentando o calcio citoplasmatico, o que predispoe a
ocorréncia de arritmias ventriculares®'.

A dilatacdo cardiaca esperada no desenvolvimento da CMD foi observada a partir
do 30° dia de indugdo, sendo demonstrada por meio da avaliagdo ecocardiografica em modo
M e bidimensional, observando-se aumento das dimensdes internas do ventriculo esquerdo
em sistole e didstole, e diminui¢do da espessura das paredes livres do VE e do septo
interventricular. Nesse mesmo momento, também verificou-se diminui¢ao dos indices de
funcdo sistolica do VE, porém ainda encontravam-se dentro do valores normais reportados
para a espécie'®. A disfungo sistolica foi alcangada com diferentes doses cumulativas entre
0s animais experimentais e, ao contrario do observado por Gava et al.?, a média da fragio de
encurtamento do grupo ainda estava acima do valor minimo da espécie aos 45 dias da
indugdo'®, mais uma vez indicando que em um grupo de animais da mesma espécie a
sensibilidade a doxorrubicina ¢ individual.

A avaliagdo dos fluxos transvalvares ndo apresentou variagdes significativas em
relagdo ao fluxo aortico. Houve variagdes significativas nas velocidades da onda E do fluxo
tricuspide e da velocidade maxima do fluxo pulmonar, porém os valores mantiveram-se
dentro dos reportados como normais para a espécie. J& por meio da avaliacdo do fluxo da
valvula mitral, observou-se inversdo da relacio E/A no momento em que todos os animais

apresentaram disfuncdo sistolica. Ainda, observou-se aumento do tempo de relaxamento
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isovolumétrico do ventriculo esquerdo, porém sem diferenca, a partir do 45° dia de inducao,
estando o valor obtido acima do reportado em coelhos o que, associado a inversdo da relagdo
E/A, configura disfun¢io diastlica'>!>.

A avaliacdo Doppler tecidual por sua vez, indicou disfuncao diastolica da parede
livre no VE a partir do 45° dia em corte apical e do 15° dia em corte transversal, a semelhanga
do reportado por Gava et al.>2. Nesses momentos foi observada inversio da relacio E’/A’,
aumento da relagdo E/E’ e diminuicdo da velocidade da onda E’, com valores distintos dos
relatados em coelhos saudaveis'®, o que configura a disfuncdo diastolica anterior a sistolica
nesses animais. A disfungdo diastélica também precede a sistolica em caes portadores de
CMD de ocorréncia natural®>.

A pressdo arterial sistdlica dos animais diminuiu ao longo do estudo, porém
manteve-se dentro do valor normal para a espécie, qual seja 70-170mmHg**. A queda das
pressoes sistolica, diastolica e média foi significativa quando comparada ao tempo zero, a
partir do 30° dia de indugdo, mesmo momento em que observou-se reducdo das fragdes de
encurtamento e eje¢do do ventriculo esquerdo, ou seja, reducdo da funcdo sistolica do
miocérdio. Sabe-se que o comprometimento funcional do miocérdio leva a reducdo do débito
cardiaco e consequentemente da pressdo arterial sistémica e que esses mecanismos fazem
parte do desenvolvimento do quadro de insuficiéncia cardiaca®>, que é a via final da
cardiotoxicidade da doxorrubicina.

Os valores de VHS, calculados por meio da avaliagdo das radiografias toracicas
dos animais, no inicio da inducdo e no decorrer do estudo, mostraram-se semelhantes aos
relatados em outros estudos realizados em coelhos saudéaveis e também naqueles submetidos a
indu¢io de CMD por doxorrubicina®>*-*¢. Contudo, a avaliagio radiografica dos animais
revelou uma cavidade toracica pequena em comparagdo com o tamanho do tronco, o que,
juntamente com o fato de que os coelhos apresentam quantidade consideravel de gordura no
mediastino cranial, pode ter comprometido o calculo do valor do VHS na espécie!>!3. Como
resultado, a interpretagao das alteragdes cardiacas e pulmonares foi um desafio.

Em relacdo aos pulmdes, as principais alteragdes observadas nas projecdes
laterolateral direita e ventrodorsal foram a ocorréncia de padrdes pulmonares vasculares e
intersticiais difusos no decorrer de todo o tratamento, iniciando com padrao vascular ao 15°
dia de indu¢do. Ainda ndo ha relatos a respeito dos padrdes pulmonares em animais dessa
espécie quando submetidos a indugdo da cardiomiopatia dilatada por doxorrubicina.
Entretanto, sabe-se que a cardiomiopatia dilatada, independente da etiologia, pode produzir

quadros de insuficiéncia cardiaca congestiva®, que incluem alteragdes pulmonares dessa
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natureza devido ao edema. Vale ressaltar a dificuldade de obten¢ao de imagens em inspiragao
completa'?.

Os valores eritrocitarios dos coelhos estavam dentro da normalidade para a
espécie na avaliacdo realizada no tempo zero, porém o mesmo nao ocorreu em relacdo ao
leucograma, visto que os animais apresentavam leucopenia em T0. Na espécie leporina, a

leucopenia pode ser atribuida a estagios de estresse cronico®’

, 0 qual ¢ esperado que ocorra
em condi¢des experimentais, ja& que aos animais sdo mantidos em cativeiro € manipulados
constantemente. Apesar da leucopenia observada no momento zero, a relagdo
heterofilos:linfocitos foi de 42:46, o que € considerado normal para a faixa etaria dos animais
do presente estudo®®.

Suspeita-se que os animais do presente estudo desenvolveram mielossupressao,
pois os valores de hemaécias, leucocitos totais e plaquetas reduziram abaixo do minimo
reportado para a espécie’’ no 30° dia da inducdo, ao contrario dos resultados obtidos por
Rosa® , que nio observou reducido dos valores hematimétricos. Outros estudos empregando
coelhos também reportaram a ocorréncia de anemia, trombocitopenia e leucopenia®'®. A
depressdo da medula 6ssea induzida pela doxorrubicina é outro ponto negativo desse modelo
experimental de CMD®. Porém, percebeu-se que, apos a alteragio do protocolo de inducio no
30° dia, houve aumento dos valores hematimétricos dos animais, € esses ndao mais
apresentavam anemia quando desenvolveram a CMD, porém ainda estavam com
trombocitopenia e leucopenia®’.

Em relagdo aos parametros bioquimicos, ndo foram observadas alteragdes das
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enzimas ALT, ALP e AST que pudessem sugerir lesdo hepatica™ ™, assim como reportado

em outros estudos empregando o modelo leporino de CMD induzida por doxorrubicina®!%?’,
A creatinina aumentou significativamente no 15° dia e no momento e em que os animais
desenvolveram CMD e também foi observado aumento da ureia, neste momento, mas com
valores dentro da normalidade™.

Os coelhos, ao contrario dos humanos, podem desenvolver lesdes glomerulares

quando expostos a doxorrubicina®!%4!

. Essa particularidade da espécie explica as alteracdes
encontradas na concentracdo de ureia e creatinina dos animais do presente estudo. Outro
achado que corrobora para a conclusdo de que esses animais tiveram lesdo renal ¢ a
diminui¢do da albumina circulante, o que pode ser relacionado a lesdo da lamina basal do
glomérulo, comprometendo a reabsor¢do das proteinas, pelo epitélio danificado dos tiibulos

contorcidos. Essa hipoalbuminemia foi reportada em outro estudo, com doxorrubicina,
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empregando coelhos®. Assim, é possivel sugerir que neste estudo o protocolo de indugdo da
CMD promoveu nefrotoxicidade.

Os eletrolitos calcio e potassio, que poderiam ser outro indicativo de lesdo renal,
mantiveram-se dentro dos valores normais da espécie. O fosforo diminuiu ao longo do tempo,
e a média da concentracdo desse eletrolito estava abaixo no minimo no momento em que 0s
animais desenvolveram CMD. Em lagomorfos a hipofosfatemia pode estar associada a

1. 0 que pode ter ocorrido nesses animais uma vez que

redugdo da absor¢do gastrointestina
apresentaram sinais de toxicidade gastrointestinal a agdo da doxorrubicina.

As enzimas LDH, CK ¢ CK-MB foram utilizadas como biomarcadores de lesao
cardiaca. A enzima LDH estava acima do valor normal da espécie desde o tempo zero,
apresentando oscilagdes ao longo do estudo. A LDH esta presente em varias células do corpo,
incluindo as hemacias e, portanto, a hemolise que pode ocorrer durante a coleta, colabora para
o achado de valores elevados. Outra caracteristica que torna a enzima um biomarcador ruim
para avaliagdo de lesdo cardiaca na espécie leporina ¢ a falta de kits especificos para a
dosagem dessa enzima na veterinaria’.

A creatinaquinase e a cretinaquinase fragao do miocardio também aumentaram ao
longo do estudo. Existem distintos valores de referéncia reportados para a concentragdo da
enzima CK no sangue de coelhos, e os valores reportados variam de 58,6 a 1000 UI/L***.
Considerando o valor maximo proposto por Jenkings*® (175,0 UI/L) a CK dos animais j4 se
encontrava acima do valor de referéncia desde o tempo zero do protocolo de inducdo. O que
pode ter contribuido para esse achado ¢ o fato dessa enzima estar presente em células da
musculatura esquelética e ndo somente no miocardio, o que faz com que essa enzima se eleve
devido a contenciio fisica a que esses animais sdo submetidos para a coleta de sangue***.
Assim, pode-se concluir que a CK e LDH nao sdo bons biomarcadores de lesdo cardiaca nessa
espécie.

A CKwsg por outro lado, apresentou-se dentro da normalidade*’ no tempo zero da
indugdo. A partir do tempo T15, observou-se aumento gradual dessa enzima, obtendo-se valor
maximo no tempo de 45 dias, mesmo momento em que os animais comecaram a desenvolver
disfuncao sistélica. No momento T30, a CKmp apresentou aumento de 37,6% em relagdo ao
valor basal, o que coincidiu com o momento em que houve reducao significativa da FS%
obtida na avaliagdo ecocardiografica. Esse resultado demonstra que, assim como ressaltado
em outro estudo*, a avaliagdo ecocardiografica é uma excelente ferramenta para acesso nio

invasivo da disfuncdo ventricular em protocolos experimentais, utilizando o modelo de CMD

induzida por doxorrubicina, apresentando alteracdes correspondentes ao dano estrutural
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celular. Ajmal et al.*, utilizando modelo de indugio de CMD em coelhos, também
observaram aumento da CKwmg, dez dias apds aplicagdo de dose tnica de 12 mg/Kg de
doxorrubicina, acompanhando o aumento da concentragdo da troponina I, outro biomarcador

de lesdo cardiaca.

5. CONCLUSOES

Conclui-se que o modelo leporino de CMD induzida por doxorrubicina ¢ um bom
modelo para o estudo da doenga e suas consequéncias, induzindo disfungdo sistolica e
diastolica do miocardico e dilatagdo do ventriculo esquerdo. Ainda induz ao quadro de
insuficiéncia cardiaca congestiva, com imagem radiografica compativel com edema
pulmonar.

O modelo apresenta alguns pontos negativos, como a resposta individual a
cardiotoxicidade, o que faz com que o tempo para indu¢do da CMD seja inexato. Outrossim, a
ocorréncia de sinais de toxicidade multissistémica, como a mielossupressao e nefrotoxicidade,
contribuem para a elevada taxa de mortalidade.

Ainda, apresenta, varios pontos positivos: sdo animais pequenos € de facil
acomodacdo e conten¢do; o peso corporeo ¢ ideal para a obtencdo e reprodugdo de imagens
ecodopplercardiograficas, viabilizando a obtencdo de informagdes hemodinamicas de forma
nao invasiva; a coleta de volumes maiores de amostras de sangue ¢ factivel e o acesso venoso

ocorre sem grandes complicagoes.
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CAPITULO 3 - ACAO DO LASSBIO 294 SOBRE O SISTEMA
CARDIOVASCULAR DE COELHOS COM CARDIOMIOPATIA DILATADA
EXPERIMENTALMENTE INDUZIDA POR DOXORUBICINA

LASSBIO 294 ACTION ON THE CARDIOVASCULAR SYSTEM OF RABBITS
WITH DILATED CARDIOMYOPATHY EXPERIMENTALLY INDUCED BY
DOXORUBICIN

RESUMO

A insuficiéncia cardiaca (IC) ¢ a sindrome cardiovascular mais emergente no mundo e uma
das causas dessa manifestagdo ¢ a cardiomiopatia dilatada. Porém, o aumento do numero de
casos de IC nao foi acompanhado da redugdo da taxa de mortalidade da enfermidade o que
torna imperativo a descoberta de novos tratamentos. Frente a essa necessidade um candidato a
farmaco inodilatador foi desenvolvido, sintetizado do Oleo de sassafras, denominado
LASSBio 294, com acdo observada em ensaios in vitro e in vivo. Neste estudo, propos-se
verificar a acdo do composto em coelhos com CMD induzida por doxorrubicina e comparar
com a agdo da pimobendana. Para tanto foram utilizados treze coelhos Nova Zelandia,
alocados aleatoriamente nos dois tratamentos propostos apos o desenvolvimento da CMD,
sendo tratados durante 30 dias ¢ acompanhados semanalmente por meio de exames clinico,
eletrocardiografico, ecodopplercardiografico, mensuracdo da pressdo arterial, radiografia
toracica, dosagem de biomarcadores de lesdo cardiaca, e de funcdo renal e hepatica e
avaliagdo hematologica. Conclui-se que o LASSBio 294 foi eficiente em incrementar a
funcado sistolica e melhorar a funcdo diastdlica dos coelhos, sem alterar a pressdo arterial e
reduz a concentracao sérica de creatinina. Adjunto, ndo apresenta efeitos pro arritmogénicos
ou efeitos toxicos. No entanto, ndo impediu a evolugdo do quadro congestivo.

Palavras-chave: cardiopatia, leporino, inodilatador

ABSTRACT

Heart failure (HF) is the most emerging cardiovascular syndrome in the world and one of the
causes of this condition is dilated cardiomyopathy. However, the increasing number of HF
cases was not accompanied by reduction of mortality of the disease which makes it imperative
to find new treatments. In view of this need an inodilator a drug candidate was developed,
sinthetized from sassafras oil, called LASSBio 294, with proven effects in in vitro and in vivo
assays. In this study, the action of this compound was evaluated in rabbits with DCM induced
by doxorubicin and compared with the action of pimobendan. Therefore, 20 New Zealand
rabbits were used, and randomly allocated in the two proposed treatments after development
of DCM, being treated for 30 days and weekly accompanied by electrocardiography,
echodopplercardiography, measurement of blood pressure, chest radiograph, dosage of
cardiac lessions, and kidney and liver functions biomarkers and hematologic evaluation. It
was concluded that LASSBio 294 increases the systolic function and improves diastolic
function of rabbits, without altering blood pressure and reduces the serum creatinine
concentration. Furthermore, it has no pro-arrhythmogenic or toxic effects. However, it did not
prevent the congestive course.

Keywords: heart disease, leporine, inodilator
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1. INTRODUCAO

Estima-se que a insuficiéncia cardiaca (IC) acometa mais de 37,7 milhdes de
pessoas em todo o mundo. Em um levantamento que analisou as publicagcdes dos ultimos
sessenta anos dos Arquivos Brasileiros de Cardiologia, a sindrome IC foi a condig¢ao
cardiovascular mais prevalente a partir do inicio do século 21, mantendo-se em primeiro lugar
até 2013, data limite do levantamento de dados do estudo. Isso se deve principalmente a
melhora do sistema de satde de paises desenvolvidos e em desenvolvimento, o que colaborou
para a longevidade da populagdo e, consequentemente, para o aumento da prevaléncia das
doencas cronicas'?.

Frente a necessidade de novos farmacos para tratamento da IC, um novo protétipo
a farmaco capaz de promover efeitos vasodilatadores e inotropicos positivos combinados, o
LASSBio 294, foi desenvolvido pelo Laboratério de Avaliacdo de Substincias Bioativas
(LASSBIi0), da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ).

O LASSBio 294, derivado N-acilidrazonico (NAH), embora fruto da modelagem
molecular, foi elaborado a partir do substrato de safrol, um composto extraido do 6leo de
sassafras, encontrado em plantas como a canela-branca (Ocotea pretiosa)’. Os efeitos
vasodilatadores e inotropicos positivos foram comprovados em bioensaios, utilizando anéis
1solados e intactos de aorta, ¢ em coragoes inteiros e fragdes de miocardio de ratos. Estes
resultados sugerem que o mecanismo de agdo, quanto aos seus efeitos vasodilatadores, pode
estar relacionado com a inibigdo de fosfodiasterases (PDEs), assim como o efeito inotropico
esta relacionado ao aumento da captagdo de Ca** pelo reticulo sarcoplasmatico®™.

Em ratos com infarto miocardico experimentalmente induzido, o LASSBio 294
foi capaz de reduzir o remodelamento induzido pelo quadro isquémico, diminuindo o volume
de colageno depositado e os infiltrados, indicando ag@o no sistema imune dos animais
tratados, suspostamente regulando mediadores da inflamacdo. Adicionalmente foi detectado
aumento do lusitropismo cardiaco, com diminui¢do da pressdo de enchimento do ventriculo
esquerdo no grupo tratado, e esse mecanismo foi associado a modulag¢ao da agdo da proteina
SERCA, que aumenta a captacdo do Ca?*, pelo reticulo sarcoplasmatico, induzindo ao
relaxamento miocardico e melhorando a funcdo diastolica®.

Face ao atraente perfil farmacoldgico identificado para esse auténtico protétipo a
farmaco cardioativo (LASSBio 294) identificado em estudos in vitro>>, estudos in vivo pré-

6,7

clinicos™” foram  conduzidos para identificar a acdo deste sobre os parametros

cardiovasculares de cdes da raca Beagle. Foi observada diminui¢do da pressdo arterial, com
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pico minimo ap6s quatro horas da administragdo, e incremento da funcdo sistolica, com pico
maximo apds 24 horas da administragdo do prototipo, quando os animais receberam 2mg/kg,
sem sinais de hipotensdao ou efeitos adversos, demonstrando o potencial terapéutico da
molécula. Diferente dos bioensaios, ndo foi identificado efeito dose dependente em caes,
sendo os melhores resultados obtidos com a dose de 2mg/kg®.

O estudo pré-clinico foi realizado em caes saudaveis, sendo consequentemente de
fundamental importancia a realizagdo de ensaios em animais com doenga cardiaca, em que o
comprometimento do inotropismo do miocardio faga parte de sua etiopatogenia, como
exemplo a cardiomiopatia dilatada, para, dessa forma, comprovar a eficiéncia do LASSBio
294 no incremento a performance miocardica desses animais®. O composto foi testado em
ratos com infarto do miocardio experimentalmente induzido, com bons resultados®. Porém,
diferengas estruturais e fisioldgicas entres os roedores e humanos fazem com que seja
necessario que todo novo farmaco testado, o seja também em uma espécie mamifera nao
roedora, a exemplo os coelhos’.

Diante do exposto, prop0Os-se verificar a acdo do prototipo a farmaco LASSBio
294 sobre os parametros cardiovasculares de coelhos com cardiomiopatia dilatada
experimentalmente induzida por doxorrubicina, utilizando como controle positivo o
tratamento com pimobendana, farmaco inotropico positivo e vasodilatador ja utilizado com
sucesso na terapéutica de cdes com CMD. Esperou-se contribuir potencialmente para a
ascensao do LASSBio 294 a farmaco, podendo este ser utilizado no tratamento de humanos e
animais, enriquecendo o0s protocolos existentes para tratamento da CMD e,
consequentemente, de outras enfermidades cardiacas cuja via final seja a insuficiéncia

cardiaca.

2. MATERIAL E METODOS

Este estudo obedeceu aos preceitos da Sociedade Brasileira de Ciéncias em
Animais de Laboratorio, tendo sido aprovado pela Comissio de Etica no Uso de Animais da
UFG sob o protocolo nimero 006/14.

Previamente ao experimento que avaliaria a acdo do LASSBio 294 em coelhos
com CMD foi realizado um experimento utilizando dois coelhos adultos, higidos, da raca
Nova Zelandia, para identificar os metabodlitos gerados apos a administracdo do LASSBio
294, por meio de amostras de sangue, submetidas a cromatografia. Para tal, foi utilizada a

melhor dose determinada para cdes higidos da raga Beagle, qual seja, 2mg/Kg, via oral®.
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2.1 Farmacocinética do LASSBi0 294 em coelhos

A primeira etapa realizada com dois coelhos higidos que receberam, por via oral,
uma capsula com 2mg/Kg de LASSBio-294. As capsulas com o composto foram
administradas as sete horas da manha. Os animais foram submetidos a coleta de sangue para
estudo farmacocinético nos seguintes tempos: antes da administragdo (TO) e apos
administracdo do LASSBi0-294: T1h; T2h; T4h; T6h; T12h e T24h. Ainda, foram submetidos

a avaliagdes eletrocardiograficas, ecodopplercardiograficas e mensuracdo de pressdo arterial.

2.1.1 Preparacdo das amostras plasmaticas para realizacdo de CLAE

Cada amostra armazenada em tubos de eppendorf (200uL), era deixada
previamente em temperatura ambiente até seu completo descongelamento. Em seguida cada
amostra passou por 2 tipos de extracao.

Na primeira extragcdo eram acrescidos 100puL de metanol a cada amostra, esta era
homogeneizado com auxilio de Vortex e apds homogeneizacdo as mesmas foram
centrifugadas durante cinco minutos a 100.000rpm em micro centrifuga (HT® modelo MCD-
2000).Na segunda extragdo era preparada solucdo com 3mL de acetato de etila, 3mL de
acetonitrila e 4mL de cloroférmio. Assim como na primeira extragdo, desta solucao (100uL)
eram homogeneizados com 200uL de amostra, e posteriormente centrifugadas.

As andlises de CLAE foram realizadas com o sobrenadante resultante da

centrifugacdo, apos cada uma das extragoes.

2.1.2 Cinética de formacgao dos metabdlitos

Apos preparacdo das amostras (2.2) as aliquotas obtidas foram injetadas (20uL)
em cromatografo liquido da marca Gilson, equipado com duas bombas modelo 321 da Gilson,
injetor manual Rheodyne com capacidade de 20uL, detector UV modelo 152 Gilson, coluna
ACE 5C 18 (250 x 4,6mm ).

As fases moveis foram preparadas utilizando metanol agua 65:35, para tanto foi
utilizado agua purificada pelo sistema Milli-Q (Millipore, Sdo Paulo, Brasil) e metanol grau
HPLC (J.T.BAKER). Sendo os solventes filtrados em membranas Millipore de 0,45uL e 47
mm de didmetro, degaseificados em banho de ultrassom Thornton T7 por 15 minutos. O
substrato LASSBi0-294 foi solubilizado em metanol, para obter uma concentracdo final de

6x10*mg/uL e injetado em CLAE.
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Os perfis de concentracdes plasmaticas versus tempo foram adquiridas para cada
animal. A concentragdo plasmatica maxima (Cmax) € 0 tempo para Cmax (Tmax) foram obtidos
diretamente a partir dos dados. Os outros principais parametros farmacocinéticos foram
calculados utilizando o método ndo compartimental. A constante da taxa de eliminagdo (1) foi
estimada a partir do declive da regressao dos quadrados minimos da por¢ao terminal da curva
de concentragdo plasmatica-tempo. A eliminagdo aparente da meia-vida (ti2) foi calculada
como In 2/Ah. A érea sob a curva concentracdo plasmatica-tempo do tempo zero (pré-dose)
para a ultima concentracdo mensuravel (AUCo-24) foi calculada utilizando a regra trapezoidal
linear. A AUC de 0 a infinito (ASCo-) foi calculada como a ASCo.. = ASCos+ Ci /A Ci € a
ultima concentracdo plasmatica avaliada que seja maior do que o limite inferior de
quantificagdo. O tempo médio de retencdo (TRM) foi obtido dividindo a area do primeiro
tempo-momento da curva (AUMCo.») pela drea da curva (AUCo). Vzr foi o volume
aparente de distribuicdo. Cyr foi a taxa de depuracdo. Chnal foi a ultima concentragdo medida
no plasma. A analise dos dados dos parametros farmacocinéticos foi realizada por meio do
software Projeto R de computagdo estatistica (versdo R-2.11.1) usando o pacote "PK" e o add-
in para excel PKSolver (versio 2.0)'>!3. Os parAmetros farmacocinéticos foram calculados

por meio do método ndo compartimental.

2.2 Delineamento experimental

Para o estudo da acdo do LASSBio 294 em coelhos com CMD foram adquiridos
treze coelhos machos adultos, da raga Nova Zelandia (Oryctolagus cuniculus), de um
produtor local (Coelho Forte — Bela Vista-GO). Os animais foram submetidos a avali¢dao
clinica e laboratorial para confirmacdo de sua higidez e entdo alojados na Unidade
Experimental de Roedores e Lagomorfos da EVZ/UFG em gaiolas individuais, com
temperatura ambiente controlada a 24°C, com livre acesso a agua e ragao, sendo oferecida
cenoura ou folhagem escura, uma vez por semana. Para a indugdo da cardiomiopatia dilatada
foi administrada doxorrubicina na dose 1mg/Kg (Cloridrato de Doxorrubicina®, Eurofarma,
Sao Paulo, SP), via endovenosa, na concentracao de 2mg/mL, duas vezes por semana, durante
trés semanas e, posteriormente, uma vez por semana até que os coelhos apresentassem fragao
de encurtamento igual ou inferior a 25%, a avaliacdo ecocardiografica, configurando
disfuncao sistolica.

Apo6s o desenvolvimento da disfungdo sistolica, os coelhos foram aleatoriamente

distribuidos em dois grupos. O primeiro grupo era composto por sete coelhos e recebeu, via
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oral, aproximadamente 2mg/Kg de LASSBio 294 a cada 12 horas, por 30 dias. O segundo
grupo era composto por seis coelhos e recebeu, via oral, aproximadamente 0,3mg/Kg de
pimobendana'®, a cada 12 horas, por 30 dias. Ambos os medicamentos foram administrados
em forma de solu¢do alcodlica, no volume final de 1mL/animal.

As avaliagdes cardiologicas foram compostas dos seguintes exames:
eletrocardiograma, ecodopplercardiograma, avaliacio da pressdo arterial, avaliagdo
radiografica toracica, dosagem de biomarcadores de lesdo cardiaca, renal e hepatica e
avaliacdo hematoldgica. Os animais foram avaliados antes da administragao dos tratamentos,
no momento em que desenvolveram a disfuncdo sistolica (SO) e, posteriormente, foram

realizadas avaliagcdes semanais até o tempo de trinta dias (S0-S1-S2-S3-S4).

2.2.1 Avaliacao eletrocardiografica

Para a obtengdo do eletrocardiograma (ECG), foi utilizado aparelho
computadorizado — mddulo de aquisicdo de ECG para computador/ECG-PC (versdo 6.2 —
Revisdo 1 Copyright ©1997-2011 - Tecnologia Eletronica Brasileira ~TEB), na velocidade de

> sendo os registros arquivados em

50 mm/s e calibrado para ImV igual lcm!
microcomputador.

Com os animais contidos em decubito esternal, em cada membro locomotor foi
acoplado um eletrodo, permitindo a obtencao simultanea dos tracados eletrocardiograficos nas
derivagoes bipolares DI, DII, DIII, e nas unipolares aVR, aVL e aVF, monitorados durante
cinco minutos.

As andlises dos registros foram realizadas na derivagdo DII, em 2N, com a
obtencdo dos seguintes pardmetros: ritmo e freqiiéncia cardiaca (bpm), duragdo (segundos) e
amplitude (mV) da onda P e do complexo QRS, dura¢do dos intervalos P-R e Q-T, amplitude
da onda T e eixo cardiaco elétrico médio, no plano frontal, expresso em graus, considerando

os valores publicados para a espécie!*!6.

2.2.2 Avaliagdo ecodopplercardiografica

O estudo ecodopplercardiografico foi realizado utilizando o aparelho de
ecodopplercardiografia (My Lab30Vet — Esaote/Pie Medical).
Para a realizacdo dos ecodopplercardiogramas os animais foram submetidos a

tricotomia do térax e posicionados sequencialmente em decubito lateral direito e esquerdo
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para a obtencdo das imagens, seguindo-se a aplicagdo de gel aclstico para uma melhor
conducdo das ondas'*. Utilizando transdutor multifrequencial phased array de 7,5/10,0MHz
posicionando-o nas janelas paraesternal direita e esquerda, as imagens foram analisadas de
acordo com o preconizado por Bonagura & Fuentes!” e Boon'®,

Foram utilizados os modos bidimensional, modo-M, Doppler pulsado (PW),
Doppler continuo (CW), fluxo em cores (CF) e Doppler Tecidual (DT). A avaliacao
qualitativa do coragao foi obtida pelo modo bidimensional, fornecendo informagdes quanto ao
movimento, anatomia cardiaca e relagdo espacial, bem como servindo de orientagdo para as
imagens de modo-M, por meio do qual foi realizada analise quantitativa, em sistole e diastole,
das dimensdes das camaras cardiacas, espessura da parede livre do ventriculo esquerdo e do
septo interventricular e avaliacdo dos movimentos valvares, permitindo, assim, calculos de
indices funcionais como a fragdo de encurtamento e fragdo de eje¢do'®.

Por meio da ecocardiografia Doppler (pulsado, continuo ¢ de fluxo em cores),
foram identificados os fluxos sanguineos transvalvares, quantificando-os quanto a dire¢ao,
velocidade e turbuléncia, estabelecendo a presenga ou auséncia de insuficiéncia valvar
decorrente de regurgitacdes. O Doppler de fluxo em cores foi empregado para permitir uma
melhor e mais adequada identificacdo e avaliacdo qualitativa do fluxo sanguineo, bem como
para auxiliar o posicionamento do cursor para a sua avaliacdo quantitativa.

O Doppler pulsado permitiu mensurar a fungdo diastolica dos coelhos por meio da
avalia¢do do fluxo transmitral obtendo-se os valores de velocidade méaxima da onda E (Vmax.
E), velocidade maxima da onda A (Vmax. A), relacdo E/A (E/A) e tempo de relaxamento
1sovolumétrico (TRIV). A avaliacao ecocardiografica Doppler tecidual do anel mitral e da
parede livre do ventriculo esquerdo, em cortes transversal e apical, permitiram a avaliagao
quantitativa da velocidade de movimentagdo do miocéardio, consequentemente da funcao
diastolica dos coelhos, por meio do calculo da velocidade diastdlica precoce (E’), velocidade
diastolica tardia (A’), relagdo E’/A’, e relacao E/E’.

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'®!®. Os valores obtidos foram analisados

de acordo com os publicados para a espécie '+16-20:21,

2.2.3 Mensurag¢ao da pressdo arterial

A pressao arterial foi mensurada utilizando-se o método Doppler, com aparelho
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Parks Medical Ultrasonic Doppler 812% (Parks Medical, Estados Unidos) e
esfigmomandmetro Henik Gamma G5 (Heine, Alemanha). Em um ambiente tranquilo e
climatizado os coelhos foram contidos em decubito esternal sobre uma mesa, tendo o
manguito do aparelho acoplado na posicao distal do radio e ulna esquerdos e posicionamento
do transdutor sob a regido das artérias palmares comuns, proximo as articulagdes dos carpos
com metacarpos. A circunferéncia do membro locomotor de cada animal foi mensurada para
determinag¢do do comprimento e largura ideais do manguito (largura=40% da circunferéncia
do membro e comprimento=1,5 vezes a circunferéncia do membro). O manguito foi colocado
ao nivel do atrio direito’>?}. Em cada avaliagdo, foram obtidas cinco tomadas consecutivas da
pressdo arterial sistdlica (PAS) de cada animal, descartando as duas mais discrepantes. O
valor final de cada um desses parametros foi representado pela média aritmética das trés
mensuragoes restantes?>.

Apobs a mensuragdo da pressao arterial pelo método Doppler, utilizou-se o método
Oscilométrico (PetMap®, Ramsey Medical Inc., Estados Unidos). Apds o aparelho ter sido
ligado, este foi conectado ao mesmo manguito utilizado com método Doppler, entdo,
realizou-se a mensuragao da pressdo. Em cada avaliacdo, foram obtidas cinco tomadas
consecutivas das pressdes arteriais sistolica (PAS), diastolica (PAD), média (PAM) e da
frequéncia cardiaca de cada animal, descartando a menor e a maior mensuracdo e sendo o
valor final a média aritmética das trés mensura¢des>>*>’. As mensuragdes foram realizadas por

um Unico avaliador para minimizar a variag¢@o individual.

2.2.4 Avaliacao radiografica do torax

Os exames radiograficos do torax foram realizados utilizando o aparelho de
Raios-X fixo, da marca Philips modelo KL.74/20.40 (Philips Healthcare®, Biassono, Italia),
com capacidade para 500mA. Foram empregados cassetes radiograficos 18x24cm da marca
Fuji IP cassette type CC. Os cassetes foram lidos em reveladora computadorizada da marca
Fujifilm, modelo CR-IR (Fujifilm Corporation, Toquio, Japao) e apods obtidas as imagens
foram trabalhadas em software OsiriX lite® (Pixmeo® SARL, Genebra, Suica).

Para realizagdo do exame radiografico, os coelhos foram posicionados em
decubito lateral direito para realizacao de proje¢ao latero-lateral direita e em decubito dorsal,
para projecdo ventro-dorsal. A andlise das radiografias foi realizada pelo método de
mensuragdo Vertebral Heart Size, descrito por Buchanan & Biicheler?*. Adjunto, foi avaliada

125

a radiopacidade pulmonar como descrito por Thrall=, descrevendo-se achados sugestivos de


http://pt.wikipedia.org/wiki/Esfigmoman%C3%B4metro
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acumulos de liquidos (edema pulmonar), avaliando-se também o espago pleural quanto ao

acumulo de liquidos indicativos de efusao pleural.
2.2.5 Avaliagao hematoldgica e bioquimica

As amostras de sangue (5,0mL) foram coletadas em dia posterior as demais
avaliagOes cardiologicas, para evitar alteragdes hematologicas provocadas pelo estresse, por
venopungao tarsica, localizada na face lateral do membro pélvico, sendo realizada tricotomia
da regido e aplicagdo de pomada anestésica dez minutos antes da coleta. Dos 5,0mL
coletados, 0,5mL foi acondicionado em frasco com etilenodiaminotetracetato (EDTA) e o
restante em frasco sem anticoagulante. As amostras de sangue foram centrifugadas a 1500
rotagdes por minuto (rpm) durante dez minutos, para separacdo do soro e posteriormente
divididas e acondicionadas em tubos de eppendorf.

Os hemogramas foram realizados em analisador automatico modelo BC-2800
vet® (Mindray, Pequim, China), e as contagens diferencias dos leucdcitos foram realizadas em
esfregacos de sangue fixados em metanol e corados por Giemsa-MMG.

Para as andlises bioquimicas foram utilizados kits comerciais padronizados
Labtest® (Labtest Diagnostica S. A., Lagoa Santa — MG), sendo a leitura realizada em
espectrofotometro semi-automatico (Analisador Bioquimico Automético CM200®,Winerlab,
Rosério, Argentina). Os kits e as metodologias utilizados encontram-se dispostos no Quadro

l.
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QUADRO 1 - Kits e métodos utilizados para avaliar parametros bioquimicos em coelhos com
cardiomiopatia dilatada induzida por doxorrubicina:

KIT FINALIDADE METODO
. Sistema para determinagdo de albumina em Colorimétrico (Verde de
Albumina

amostras de soro Bromocresol)
Sistema para determinacdo da alanina

ALT/GPT Liquiform | 2inotransferase (ALT) ou transaminase Cinética UV-IFCC
glutdmico pirtivica (GGT) em modo
cinético
Sistema para determinacdo quantitativa em

AST/GOT Liquiform | modo cinético continuo da aspartato Cinética UV-IFCC

aminotransferase (AST) em soro ou plasma

Calcio Liquiform

Sistema para determinagdo do calcio por
reagdo de ponto final em amostras de
sangue e urina

Colorimétrico
(CPC-Cresolfaleina)

CK-MB Liquiform

Sistema para determinagdo quantitativa da
atividade da  isoenzima MB da
creatinaquinase (CK-MB) em modo
cinético em soro ou plasma

UV-Imuoinibi¢ao-IFCC

Sistema para determinacdo em modo

CK-Nac Liquiform | cinético da creatinaquinase total (CK) em UV-IFCC
soro ou plasma
Sistema para a determinagdo quantitativa da
creatinina em amostras de soro, plasma e Colorimétrico

Creatinina K

urina e liquido amnidtico por reagdo
cinética de dois pontos

(Picrato Alcalino — Jaff¢)

Fosfatase Alcalina | Sistema para determinacdo da fosfatase Colorimétrica
Liquiform alcalina (ALP) em soro (Bowers y MC Comb
modificado)
Sistema para determina¢do do fosforo
Fésforo UV inorganico por fotometria em ultravioleta, | UV (Daly e Erteingshausen
Liquiform com reacdo de ponto final, em soro, plasma modificado)
€ urina
Sistema para a determinacdo em modo UV — Método Piruvato-
LDH Liquiform cinético da desidrogenase lactica (LDH) em Lactato
amostra de soro ou plasma
Sistema para determinacdo quantitativa do
Potassio enzimatico | ion potissio em amostras de soro, por Enzimatica

reacdo enzimatica, em modo cinético

Proteinas totais

Sistema para a determinagdo das proteinas
totais em amostras de soro e liquidos
pleural, sinovial e ascitico por reacdo de
ponto final

Colorimétrica (Biureto)

Uréia UV liquiform

Sistema enzimdtico para determinagdo da
uréia por fotometria em ultravioleta usando
cinética de dois pontos (Tempo fixo)

Enzimatico UV
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2.2.6 Avaliagao anatomopatoldogica

ApoOs a ultima avaliagdo, ao trigésimo dia de tratamento, os animais foram
submetidos a eutandsia para avaliagdo anatomopatologica. Como método de eutandsia foi
utilizada injecio endovenosa de thiopental sédico (Thiopental®, Cristalia, Sio Paulo, SP),
seguida de solucdo de cloreto de potissio a 10% (Cloreto de Potassio 10%°, Equiplex,
Aparecida de Goiania, GO).

Os animais foram pesados e, em seguida, realizada a avaliagdo macroscopica do
cadéaver. Do coragdo foram mensurados o peso, a relacdo peso do coragdo/peso corpdreo € a
extensdo dos eixos cardiacos vertical e horizontal. Outros seis coracdes de coelhos saudaveis
foram empregados para confeccdo de laminas controle e também foram mesurados e pesados,
esse dados foram comparados com um grupo de animais com CMD.

Os coragdes foram coletados inteiros e armazenados em frascos individuais,
identificados, contendo solugdo de formalina tamponada a 10%. Decorridas 48 horas de
fixagdo, os coragdes foram cortados e os fragmentos processados e incluidos em parafina. Em
seguida, foram confeccionados cortes histolégicos de Sum, que foram distendidos sobre
laminas de vidro e corados com Hematoxilina Eosina (HE) e Tricromico de Masson.

As alteragdes microscopicas foram avaliadas de acordo com critérios adaptados de

por Gava et al.?¢

, considerando as variaveis vacuolizac¢do citoplasmatica, fragmentacdo de
miofibrilas, edema intersticial, necrose e fibrose. As alteragoes fora avaliadas de acordo com
sua extensdo nos fragmentos de miocardio, sendo atribuido o escore (0) quando ausentes; um
(1) quando em localizagdo focal; dois (2) quando focal e extensa ou multifocal restrita; e trés

(3) quando lesodes difusas ou multifocais envolvendo todo o fragmento avaliado.

2.2.7 Analise estatistica

O experimento foi inteiramente casualizado em esquema de parcelas subdivididas
2x5, sendo os tratamentos as parcelas (LASSBio 294 e pimobendana), os periodos de
avaliagdo, as subparcelas (So— S1— S2— S3— S4) e cada animal uma unidade experimental. Os
dados foram submetidos a andlise de variancia e as médias comparadas empregando-se teste
de Tukey para avaliacdo dos tratamentos e seus diferentes momentos e teste de Kruskal-
Wallis para avaliagdo dos escores de lesdes histopatologicas dos diferentes tratamentos,
adotando-se nivel de significancia de 5%. O teste de normalidade utilizado foi o Shapiro-
Wilk. Empregando-se software estatistico R® (The R Foundation for Statistical Computing,

Viena, Austria).
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3. RESULTADOS

3.1 Estudo farmacocinético e dos metabolitos do LASSBio 294 em coelhos

ApoOs a administracdo, via oral, de 2mg/kg de LASSBi0-294, para coelhos sadios
e coletado o sangue nos tempos pré-determinados, obteve-se o perfil da curva de concentragdo
plasmatica e os pardmetros farmacocinéticos do LASSBio-294 em coelhos saudaveis,
representados na Figura 1 e na Tabela 1.

Os animais ndo apresentaram alteracdes clinicas nem mudangas de
comportamento durante o estudo. Observou-se aumento progressivo dos indices sistélicos dos
coelhos, obtendo-se os maiores valores seis horas apds a administragao do composto, sendo a
fracdo de encurtamento 48,27% maior que no tempo zero, com concomitante aumento da
espessura da parede livre do VE, do septo interventricular ¢ do diametro interno do VE em
diastole e diminui¢ao do didmetro interno em sistole. Nesse mesmo momento, foi observado o
menor valor de pressao sistolica, sem hipotensdo. Nao foram observados eventos arritmicos, €
e frequéncia cardiaca manteve-se dentro dos valores normais para a espécie em todos os
momentos.

Foram propostos dois metabdlitos, sendo estes o: 3,4-dihidroxibenzohidrazida e

1,3-benzodioxoico (Figura 2).
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FIGURA 1 - Perfil das concentragdes plasmaticas apos
administracdo via oral de 2mgkg do
LASSBi0-294 em coelhos Nova Zelandia
higidos (média = DP, n = 2).
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Metabolismo no coelho 3,4 dihidroxibenzohidrazida

1,3 benzodioxol-5-carboxamida 1,3 benzodioxoico

FIGURA 2 - Estrutura quimica do LASSBi0-294 ¢ seus metabolitos propostos,
apos administragdo oral de LASSBio-294 em coelhos Nova
Zelandia.

TABELA 1 - Parametros farmacocinéticos apds administracdo via oral de 2mg/kg do LASSBio-294
em coelhos Nova Zelandia higidos (média, n = 2). EVZ, UFG, Goiania, GO (2016).

Parametros 2mg/Kg média (n=2)
AUC (0-24) (ngh/mL) 64,75
AUC (0-) (ngh/mL) 0,93

MRT (h) 6,68

T v (h) 8,82

T max (h) 4,00
Cmax(ng/mL) 13,33
Cyr(mg/Kg)/(ng/mL)/h 0,02
Vr(mg/Kg)/ (ng/mL) 0,36
AUC (0-24) (ngh/mL) 64,75
AUC (0-0) (ngh/mL) 0,93

Onde: AUC: area sob a curva concentra¢do plasmatica-tempo; MRT: monitoramento de multiplas
reagoes; Tin: meia-vida plasmatica; T méax: tempo pata Cmax; Cméx: concentragdo plasmatica
maxima; Cyr: taxa de depuragdo; Vzr: volume aparente de distribuicao

3.2 Acao do LASSBio 294 em coelhos com CMD

3.2.1 Mortalidade

Considerando o protocolo de indugdo proposto, dos sete coelhos que compuseram
o grupo A, tratado com LASSBio 294, trés animais receberam 9mg/Kg (seis semanas de

inducdo), 11mg/Kg (oito semanas de indugdo) e 12mg/Kg (nove semanas de indugdo) de dose
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acumulada de doxorrubicina, respectivamente, dois receberam 13mg/Kg (10 semanas de
indu¢do) e outros dois receberam 15mg/Kg (12 semanas de inducao).

Os outros seis coelhos compuseram o grupo tratado com pimobendana, sendo que
dois receberam dose acumulada de 13mg/kg de doxorrubicina (10 semanas de indugdo), dois
de 15mg/Kg (12 semanas de induc¢do) de doxorrubicina e outros dois receberam 17mg/Kg de
doxorrubicina (14 semanas de indugdo).

Dois dos sete coelhos alocados no grupo A (LASSBio 294) morreram entre a
segunda e terceira semana, o que configura taxa de mortalidade de 28,57% neste grupo. Os

animais pertencentes ao grupo B (pimobendana) sobreviveram a todo o periodo experimental.

3.2.2 Avaliacgao clinica

Trés coelhos do grupo A apresentaram alteragdes clinicas compativeis com
quadro de insuficiéncia cardiaca congestiva (ICC).

Dois animais apresentaram efusdo pleural e abdominal, sendo que um destes ainda
apresentou efusdo pericardica e mucosas hipocoradas e o outro apresentou edema testicular e
na regido ventral do pesco¢o. Ambos apresentaram os sinais apos a primeira semana de
tratamento e morreram entre a segunda e terceira semanas.

O terceiro animal a apresentar alteragdes compativeis com ICC, desenvolveu
pequeno volume de efusdo pleural, detectada na avaliagdo ecocardiografica, a partir da
terceira semana.

Quatro dos seis animais do grupo B desenvolveram edema testicular, porém nao
foram observadas efusdes. Um destes animais ja apresentava a alteragdo no inicio do
tratamento e o outro a desenvolveu apos a primeira semana de tratamento. Ambos os edemas

diminuiram ao longo do tratamento.

3.2.3 Avaliagao eletrocardiografica

Durante o tratamento de quatro semanas com LASSBio 294 e com pimobendana
(grupo controle), foi observada diferenca na duragdo do complexos QRS entre os grupos, nos
momentos trés e quatro, sendo as maiores médias referentes aos animais do grupo B. A
amplitude da onda R também foi maior no grupo B em S1. O intervalo QT aumentou nos dois
grupos, porém seu aumento foi significativo somente no grupo A e na segunda semana de

tratamento. A amplitude da onda P foi diferente entre os grupos na quarta semana de
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tratamento, sendo a maior média pertencente aos animais do grupo A. Nesse mesmo momento
também houve diferenca na frequéncia cardiaca dos animais, a qual foi menor no grupo
tratado com pimobendana. Esta varidvel também foi diferente estatisticamente dentro do
grupo B, ao se comparar as médias de SO e S4, observando-se queda gradual da variavel ao
longo dos diferentes momentos de avaliacdo (Tabela 2).

Foram observadas algumas alteracdes na morfologia das ondas T durante o
tratamento, no grupo A. Em SI, um coelho, apresentou ondas T bifasicas. Na segunda
semana, dois animais apresentaram ondas T bifasicas. Na terceira e quarta semanas, um
coelho apresentou ondas T negativas. Os coelhos do grupo tratado com pimobendana
apresentaram ondas T positivas em todos os momentos.

Quanto ao ritmo, os coelhos tratados com LASSBio 294, apresentaram complexos
ventriculares prematuros (CVPs) na primeira(n=1) e tltima (n=1) semanas de tratamento. Foi
observada taquicardia atrial neste grupo nas semanas S2 (n=2) ¢ S3 (n=1) (Figura 3). O grupo
B, apresentou CVPs na segunda semana de tramento (n=2). Os demais coelhos nos momentos

mencionados apresentaram ritmo sinusal.
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FIGURA 3 - Tragados eletrocardiograficos computadorizados, derivacdo II, calibracdo 2N,
velocidade 50mm/s, obtidos de coelhos da raca Nova Zelandia, apds da indugdo da
cardiomiopatia dilatada e tratados com LASSBio 294. Em A nota-se taquicardia atrial,
caracteriza pela presenga de ondas P assimétricas e frequéncia cardiaca elevada. Na
figura B a seta grande identifica um complexo QRS bizarro, caracterizando um complexo
ventricular prematuro.
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TABELA 2 - Valores das médias de amplitudes e duragdo das ondas P, complexo QRS, ¢ intervalo
dos segmentos P-R e Q-T e frequéncia cardiaca de coelhos Nova Zelandia, machos,
adultos, submetidos a tratamento com LASSBio 294 (A) ou controle positivo
pimobendana (B), ap6s o periodo de indugdo da cardiomiopatia dilatada (CMD) com
doxorrubicina e submetidos a avaliagdes semanais (S0, S1, S2, S3, S4). EVZ, UFG,
Goidnia, GO (2016).

Variavel S Tratamento
A B
0 32,4742 30,3342
1 32,9942 34,0042
P 2 35,5242 38,0042
(ms) 3 34,894 35,784
4 39,2242 34,0042
0 61,474 57,4442
1 60,4742 62,114
P-R 2 58,544 66,2248
(ms) 3 68,0542 66,0042
4 67,1148 63,554
0 47,4248 46,554
1 44,614 48,447
((in:s 2 48,554 48,674
3 43,6542 53,558
4 47,9942 57,0082
0 125,854 132,994a
QT 1 143 28Aab 137,6642
(ms) 2 151,264 146,004
3 137,314 133,240
4 143,044 139,444
0 0,0354a 0,0434Aa
1 0,0354a 0,036
(I:V) 2 0,036 0,04048
3 0,04942 0,040
4 0,05142 0,03382
0 0,107 0,134
R 1 0,114 0,188
mv) 2 0,134 0,174
3 0,164 0,164
4 0,154 0,144
0 1934a 2404
1 1967 1944ab
Efm 2 226 176
3 23042 1824ab
4 226% 1608®
0 30,8544 50,0004
1 23,7104 35,3304a
gErlzlu\fs 2 33,1804 35,3304
3 0,430 4a 38,3304a
4 26,56° A 36,3304

Teste de Tukey, adotando-se nivel de significancia de 5%. Letras maitsculas iguais indicam que néo
houve diferenca entre tratamento, letras minusculas iguais indicam que ndo houve diferenca entre
tempos, dentro do mesmo tratamento.

S: semana de tratamento. Valores em vermelho indicam diferenca entre tratamentos
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3.2.4 Avaliacao Ecodopplercardiografica

Em relacdo a avaliagdo ecocardiografica em modo-B foi observada diferenca no
diametro da aorta dos animais dos diferentes grupos, na ultima semana de tratamento, sendo o
maior didmetro mensurado nos animais do grupo B. Nao houve diferenga entre os grupos na
média calculada para o diametro do AE, mas as médias foram diferentes dentro do grupo A,
obtendo-se o maior valor em S2, porém a relagdo AE/Ao nao foi diferente entre os grupos,
tampouco dentro dos grupos (Tabela 3). O modo-B também permitiu verificar a presenca de
efusdo pleural e abdominal em dois coelhos do grupo A, na segunda semana o tratamento,
sendo ainda detectada efusdo pericardica em um desses animais. Foi detectada efusao pleural
em outro animal do grupo A na terceira semana do tratamento (Figura 3A). Nao foram

detectadas efusdes nos animais do grupo B.

TABELA 3 - Valores dos pardmetros ecodopplercardiograficos, em modo M de coelhos Nova
Zelandia, machos, adultos, submetidos a tratamento com LASSBio 294 (A) ou controle
positivo pimobendana (B), apds o periodo de inducdo da cardiomiopatia dilatada
(CMD) com doxorrubicina ¢ submetidos a avalia¢cdes semanais (S0, S1, S2, S3, S4).
EVZ, UFG, Goiania, GO (2016).

Variavel S Tratamento
A B

0 7,8142 8,154

1 8,104¢ 9,154

Ao 2 8,764 8,934a
(mm) 3 8,894 9,404
4 8,341 9,675

0 9,994a 10,0142

1 12,014 10,494
AE 2 13,6140 12,1142
(mm) 3 12,9544 10,774
4 13,254 12,2642

0 1,334a 1,224a

1 1,4942 1,1648

AE/Ao 2 1,5642 1,3648
3 1,504 1,154

4 1,614 1,264
0 12,8542 10,5242

1 12,0642 9,474a
]?2;?)8 2 12,514 10,80
3 11,3542 9,534a
4 11,5142 11,4442
0 16,8642 14,0142

1 17,1542 13,4988
I()I:l‘:nl?d 2 17,8648 14,918
3 16,0842 13,7742
4 15,6742 15,8942
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TABELA 3 - Valores dos pardmetros ecodopplercardiograficos, em modo M de coelhos Nova
Zelandia, machos, adultos, submetidos a tratamento com LASSBio 294 (A) ou controle
positivo pimobendana (B), apds o periodo de inducdo da cardiomiopatia dilatada
(CMD) com doxorrubicina e submetidos a avaliagdes semanais (S0, S1, S2, S3, S4).
EVZ, UFG, Goiania, GO (2016). (Continuagao)

Variavel S Tratamento
A B

0 2,765 2.25M
| 3,024 2,608
PLVEs 2 3’27Aa 2’69Aa
(mm) 3 2,814 2,93%
4 3,10 2,458
0 2,19% 1,85%
1 2,29% 2,76
PLVEd 2 2,414 2,23
(mm) 3 2,124 2,254
4 2.26M 2,028
0 1,975 2,23
1 2,654 2,644
SIVs 2 2,664 2,374
(mm) 3 2,428 2,394
4 2,165 2,394
0 1,828 2,038
1 1,96 2,108
SIvd 2 1’92Aa 1,92Aa
(mm) 3 1,684 2,178
4 1,814 2,074
0 49,097 53,037
1 60,234 60,2240
FE 2 60,90 57,220
(%) 3 61,094 62,114
4 55,56% 57,774
0 22,66 24.78%
1 30,194 29,444
FS 2 30,614 27,55%
(%) 3 29,8842 31,114
4 26,68Aab 28,44Aa

Onde: Ao: didmetro da aorta; AE: didametro do atrio esquerdo; Ao/Ae: relagdo atrio esquerdo aorta;
DIVE s/d: diametro interno do ventriculo esquerdo em sistole e diastole; PLVE s/d: parede livre do
ventriculo esquerdo em sistole e diastole; SIV s/d: septo interventricular em sistole e diastole; FE:
fragdo de ejecdo; FS: fracdo de encurtamento

Teste de Tukey, adotando-se nivel de significancia de 5%. Letras maitsculas iguais indicam que néo
houve diferenga entre tratamento, letras mindsculas iguais indicam que ndo houve diferenga entre
tempos, dentro do mesmo tratamento.

S: semana de tratamento. Valores em vermelho indicam diferenca entre tratamentos
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A variavel DIVEd, obtida por meio da avaliagdo do VE em modo-M, foi diferente
entre os grupos nos momentos S1 e S2. A variavel SIVd foi maior no grupo B, no momento
S3. Houve diferencas nas médias calculadas da PLVEd dentro do grupo B em S1 e SIVs
dentro do grupo A, também em S1. Nao houve diferengas significativas em relacao ao indice
sistolico FE entre os animais do grupo A e B, tampouco entres as médias obtidas nos
diferentes momentos, dentro do mesmo grupo. A fracdo de encurtamento por outro lado, foi
maior no momento dois, dentro do grupo A, porém nao houve diferenca entre os grupos. Em
ambos os grupos observou-se aumento progressivo das FE% e FS% e queda dessas no 30° dia

de tratamento (Figura 4).
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FIGURA 4: Imagens ecocardiograficas bidimensionais na parte superior ¢ imagens em modo-M na
parte inferior das figuras, obtidas pela janela paraesternal direita, de coelho Nova
Zelandia, submetido a inducdo da cardiomiopatia dilatada e tratado com LASSBio 294 na
dose de 2mg/Kg. Em A: Antes do inicio do tratamento, apresentando FS de 16%. B:
Segunda semana de tratamento com LASSBio 294 na dose de 2mg/Kg, apresentando FS
de 36%.

A avaliacdo com Doppler pulsado do fluxo transmitral revelou velocidade da onda
E maior nos animais do grupo A na primeira semana de tratamento. Foi observada inversao da
relacdo E/A da mitral em todos os momentos de avaliacio no grupo B, ao contrario dos
animais do grupo A que mantiveram relagdo E/A mitral maior que um, durante todo o periodo
experimental (Figura SA e B). O fluxo transtricispide ndo alterou significativamente entre os
grupos A e B, nem nos diferentes momentos, dentro dos grupos. Nao houve diferencas
significativas na avaliacdo do fluxo adrtico, entre os grupos ou dentro dos grupos. A
velocidade maxima e o gradiente maximo do fluxo pulmonar no entanto, foi maior no grupo
B em S2, sendo observada diferenca dentro do grupo também a partir deste momento. O

tempo de relaxamento isovolumétrico foi significativamente maior no grupo B, ao 30° dia de
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tratamento (Figura 5E e F). Nao houve diferengas entre os grupos, ou dentro dos grupos, em

relacdo a varidvel volume sistolico (Tabela 4).

TABELA 4 - Valores das médias dos pardmetros ecodopplercardiograficos, em modo Doppler de
coelhos Nova Zelandia, machos, adultos, submetidos a tratamento com LASSBio 294
(A) ou controle positivo pimobendana (B), apds o periodo de indugao da cardiomiopatia
dilatada (CMD) com doxorrubicina e submetidos a avaliagdes semanais (SO, S1, S2, S3,
S4). EVZ, UFG, Goiania, GO (2016).

Variavel S Tratamento
A B

0 0,537 0,507
1 0,614 0,518
VmaxEm 2 0,56 0,534
(m/s) 3 0,514 0,46
4 0,574 0,544
0 0,535 0,66
1 0,524 0,594
VméxAm 2 0,534 0,624
(m/s) 3 0,484 0,504
4 0,465 0,594
0 1,044 0,76
1 ] 4340 0,924
E/Am 2 1,634 0,904
3 1 3440 0,924
4 1,544 0,96
0 0,56 0,55A®
) 1 0,534 0,614
V;“Hi‘/’gat 2 0,524 0,524
3 0,544 0,584
4 0,474 0,454
0 0,415 0,507
) 1 0,434 0,544
V;‘;‘:‘/’S‘t 2 0,494 0,384
3 0,404 0,394
4 0,434 0,414
0 1,53% 1,167
1 1314 1,194
E/A t 2 1,16 1,504
3 1,544 1,704
4 1,204 ] 274
0 0,55% 0,707
) 1 0,674 0,654
V“Eﬁi‘s‘?" 2 0,564 0,604
3 0,634 0,574
4 0,584 0,66
0 0,557 0,74
1 0,774 0,884
'ﬁf , 2 0,707 0,82
miL/min 3 0,794 0,674
4 0,714 0,874
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TABELA 4 - Valores das médias dos pardmetros ecodopplercardiograficos, em modo Doppler de
coelhos Nova Zelandia, machos, adultos, submetidos a tratamento com LASSBio 294
(A) ou controle positivo pimobendana (B), apos o periodo de indugdo da cardiomiopatia
dilatada (CMD) com doxorrubicina e submetidos a avaliagdes semanais (S0, S1, S2, S3,
S4). EVZ, UFG, Goiania, GO (2016).(Continuagao)

Variavel S Tratamento
A B
0 0,74% 0,76°®
1 0,644 0,958
VmaxP 2 0,674 0,714
(ms) 3 0,634 0,624
4 0,66 0,614
0 55,234 45,77%
| 48,424 46,89
TRIV 2 46,577 49,774
(msec) 3 45,434 51,66
4 41,76 54,898
0 2,665 2.92%
1 3,140 3,894
YHSL 2 2,994 3,914
3 3,404 3430
4 2,984 4,584

Onde: VmaxE: velocidade maxima da onda E do fluxo mitral; VmaxAn: velocidade maxima da onda
A do fluxo mitral; E/An: relagdo entre as ondas E e A mitral; VmaxE:: velocidade maxima da onda E
do fluxo tricispide; VmaxA.: velocidade maxima da onda A do fluxo tricuspide; E/A.: relagéo entre as
ondas E e A do fluxo tricispide; VmaxAo: velocidade maxima do fluxo aortico; DC: débito cardiaco;
VmaxP: velocidade méxima do fluxo pulmonar; TRIV: tempo de relaxamento isovolumétrico; VS:
volume sistolico

Teste de Tukey, adotando-se nivel de significancia de 5%. Letras maitsculas iguais indicam que néo
houve diferenca entre tratamentos, letras mintsculas iguais indicam que ndo houve diferenga entre
tempos, dentro do mesmo tratamento.

S: semana de tratamento. Valores em vermelho indicam diferenca entre tratamentos

A avaliagdo com Doppler colorido detectou insuficiéncia trivial de mitral em dois
animais do grupo A, na segunda semana do tratamento, sendo esses 0s mesmos que
apresentaram efusdes nesse momento. A insuficiéncia trivial de pulmonar foi detectada em
um animal do grupo A e em dois animais do grupo B, nas segunda e terceira semanas de
tratamento. Na quarta semana, dois animais do grupo A e quatro do grupo B, apresentavam

insuficiéncia trivial de pulmonar (Figura 6B e C).



68

& Lab & Lab
COELHO 02 *, EXFT APA*, N:No COELHO 05 *, EXPT ANA*, N:No
F ? 5 HHZ G 73! CFM F 5.0 MHZ G 46% PW . F 7 5 NWZ G hES CFM F 5.0 MHZ G 46% PW

.8kHz R| =3kl c PRE _4.BkHz
PRC G 3 H PRS 2 C 3-L-| PRC S 3 -1 PRS 2 Egc E—L—H PRS 1

P. 1
SV 1- 24mm SV 1 24mm
EST COEL PA023 I EST COEL PA023 '

@ Lab e
COELHO 5 T, ExP‘r ANA®, NINi coELHO 13 =, EXFT ANA®, N:No
F 7 5 MHZ Y 34:&( ) F :m MHZ G :4§
.3k cm
PRC G L PRS A PRC G 3-L PRS A
PST 1
SV 1- 28mm sv 1 26mm

[TECIDUAL PA023 I TECIDUAL PA023 ' =

=

SAAARAANA LARAALMALL
Prrenaeey VYV RYvYY

2 Lab & Lab
coELHO 02-%, Exte APA*, N:No 31 ocT § [OELHO 05 *, EXPT ANAY, N:No
F 7.5 MHZ G "EK CFM F 5.0 MHZ G 46% PW .0 M F 7.5 MHz G 'TSX CFM F

. D 4 XV C .8k PRF 13.3k
PRC 6-3-H PRS 2 PR C 6-1 PRC -3 PR 2 C 3 PRC 6-1
PST 1 WF L PST 1 L PST 2

SV 1- 23mm 100 Hz SV 1- 26mm WF 100 Hz

EST COEL PA023 EST COEL PA023
45 ms Pugl 60 ms

38 ms < 60 ms
41 ms g 60 ms

FIGURA 5: Imagens ecocardiograficas em modo Doppler pulsado e Doppler tecidual, obtidas pela
janela paraesternal esquerda, de coelhos Nova Zelandia, submetidos a indu¢do da
cardiomiopatia dilatada e tratados com LASSBio 294 (2mg/Kg) ou pimobendana
(0,3mg/Kg). A: Doppler pulsado do fluxo transmitral apresentando relagdo E/A > 1. B:
Doppler pulsado do fluxo transmitral apresentando relagdo E/A < 1. C: Doppler tecidual
altura do anel mitral apresentando relagdo E’/A’ > 1. D: Doppler tecidual altura do anel
mitral apresentando relagdo E’/A’ < 1. E: Tempo de relaxamento isovolumétrico normal
(41-46ms). F: Tempo de relaxamento isovolumétrico aumentado (60ms).
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+ Pulmonar

FIGURA 6: Imagens ecocardiograficas em modo bidimensional e Doppler colorido de coelhos Nova
Zelandia, submetidos a indugdo da cardiomiopatia dilatada e tratado com LASSBio 294
na dose de 2mg/Kg. Em A: Nota-se efusdo pericardica (EP) e efusdo pleural (seta),
caracterizado por acimulo de contetido anecdico em saco pericardico e cavidade toracica,
imagem obtida pela janela paraesternal direita eixo longo. B: Nota-se insuficiéncia
pulmonar trivial (seta), imagem obtida pela janela paraesternal direita eixo curto ao nivel
da artéria pulmonar. C: Nota-se insuficiéncia trivial de mitral (seta), imagem obtida pela
janela paraesternal esquerda, vista apical quatro cimaras.

A avaliacdo Doppler tecidual mostrou queda progressiva da velocidade da onda
E’ em corte transversal nos animais do grupo A, sendo a média calculada menor e diferente
dos animais do grupo B na quarta semana de tratamento. A relagdo E’/A’ em corte transversal
foi maior no grupo A na primeira semana de tratamento, observando-se diferenga estatistica
também dentro do grupo, quando comparada a média obtida no tempo zero. A relagdo E/E’
em eixo transversal foi maior nos animais do grupo A, em S4. As velocidades da onda E’L e
A’L apical na altura do anel mitral foram diferentes entre os grupos nos momentos SO e S1
para a variavel E’L e em S2 para a variavel A’L, sendo os menores valores pertencentes aos
animais do grupo A. A relagdo E’L/A’L em corte apical, na altura do anel mitral foi maior
que um no grupo A, nas semanas um, dois e quatro do tratamento, observando-se diferenca
estatistica entre os tratamentos, na semana dois (Figura 5C e D). Essa mesma variavel
apresentou variagdes dentro dos diferentes grupos, observando-se quedas graduais dentro do
grupo B e aumento na semana dois, dentro do grupo A. A relacdo E/E’L corte apical, na altura
do anel mitral, foi maior nos animais do grupo A no tempo zero, observando aumento gradual

da média dos animais dentro do grupo B.
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TABELA 5 - Valores das médias dos parametros ecodopplercardiograficos, em modo Doppler
tecidual de coelhos Nova Zelandia, machos, adultos, submetidos a tratamento com
LASSBio 294 (A) ou controle positivo pimobendana (B), ap6s o periodo de indugdo da
cardiomiopatia dilatada (CMD) com doxorrubicina e submetidos a avaliagdes semanais
(S0, S1, S2, S3, S4). EVZ, UFG, Goiania, GO (2016).

Variavel S Tratamento
A B

0 0,054 0,0648

1 0,06%° 0,06%8

E’ 2 0,064 0,044
(m/s) 3 0,054 0,054
4 0,0443 0,065

0 0,0642 0,084a

A’ 1 0,054 0,074
(m/s) 2 0,074a 0,06%8
3 0,0642 0,084a

4 0,064 0,064

0 0,824 0,7242

1 1,5940 0,822

E’/A° 2 0,934a 0,6548
3 1,124 0,5942

4 0,704 1,384

0 11,1142 9,274

R 1 9,364 8,694
E/E 2 10,5642 12,2542
3 10,0342 90,4242

4 12,8842 8,318

0 0,054 0,088

1 0,061 0,108

E’L 2 0,074a 0,054°
3 0,054 0,064°

4 0,061 0,054°

0 0,0842 0,084a

1 0,0642 0,0748

A’L 2 0,044 0,088
3 0,074 0,0942

4 0,061 0,0942

0 0,774a 1,344a

1 1,454 1,384

E’L/A’L 2 1,794° 0,678
3 0,761 0,661

4 1,054 0,56

0 11,4842 6,498

1 9,584 5,21Bb

E/E’L 2 9,961 7,994a¢
3 10,1742 7,664
4 9,1142 11,824¢

Onde: E’/E’L: velocidade diastolica precose da parede livre do VE em corte transversal e apical na
altura do anel mitral; A’/A’L: velocidade diastolica tardia da parede livre do VE em corte transversal e
apical na altura do anel mitral; E’/A’ e E’L/A’L: relagdo das ondas E’/A’ da parede livre do VE em
corte transversal e apical na altura do anel mitral
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Teste de Tukey, adotando-se nivel de significancia de 5%. Letras maitsculas iguais indicam que ndo
houve diferenca entre tratamentos, letras mintsculas iguais indicam que ndo houve diferenga entre
tempos, dentro do mesmo tratamento.

S: semana de tratamento. Valores em vermelho indicam diferenga entre tratamentos

3.2.5 Mensuracgao da pressao arterial

A pressao arterial sistolica mensurada por meio do método Doppler nao foi
diferente entre os distintos tratamentos, tampouco entre os momentos dentro do mesmo
tratamento. J4 a pressdo arterial sistlica mensurada por meio de método oscilométrico, foi
maior nos animais do grupo B na primeira e quarta semanas do tratamento. As pressoes
arteriais diastolica e média foram maiores nos animais do grupo B, na quarta semana do

tratamento (Tabela 8).

TABELA 6 - Valores das médias de pressdo arterial aferida por método Doppler (PAS Doppler) ¢
oscilométrico (PS, PD e PAM) em coelhos Nova Zelandia, machos, adultos, submetidos
a tratamento com LASSBio 294 (A) ou controle positivo pimobendana (B), apds o
periodo de indugdo da cardiomiopatia dilatada (CMD) com doxorrubicina e submetidos
a avalia¢des semanais (S0, S1, S2, S3, S4). EVZ, UFG, Goiania, GO (2016).

Variavel S Tratamento
A B

0 01,9942 01,3342

PAS 1 02,5742 83,1148
Doppler 2 94,66 86,1942
mmHg 3 01,3842 79,1142
4 02,3142 02,2242

0 125,8142 129,674¢

1 124,1942 174,448a

IIII’I?liIg 2 164,2343 147,1142
3 151,284 131,2242

4 123,084 174,778

0 75,6142 85,1142

1 73,4242 97,0042

IflﬁlII)Jg 2 89,334a 84,3348
3 89,4842 84,114

4 66,0142 104,665

0 92,764 101,8842

1 01,8542 124,3342
Il:llinhlillg 2 113,00%2 108,2242
3 112,994 101,2242

4 85,6548 139,00B2

Onde: PAS Doppler: pressdo arterial sistolica mesurada por método Doppler; PAS: pressdo arterial
sistolica mesurada por método oscilométrico; PAD: pressdo arterial diastolica mensurada por método
oscilométrico; PAM: pressdo arterial média mesurada por método oscilométrico

Teste de Tukey, adotando-se nivel de significancia de 5%. Letras maitsculas iguais indicam que néo
houve diferenca entre tratamentos, letras minusculas iguais indicam que ndo houve diferenga entre
tempos, dentro do mesmo tratamento.

S: semana de tratamento. Valores em vermelho indicam diferenca entre tratamentos



72

3.2.6 Avaliacao radiografica do torax

A avaliacao do tamanho do coragdo do animais por meio do método VHS nao
revelou diferengas significativas entre os grupos, nem entre os distintos momentos, dentro do

mesmo grupo (Tabela 7).

TABELA 7 - Valores das médias do VHS de coelhos Nova Zelandia, machos, adultos, submetidos a
tratamento com LASSBio 294 (A) ou controle positivo pimobendana (B), apds o
periodo de indugdo da cardiomiopatia dilatada (CMD) com doxorrubicina e submetidos
a avalia¢des semanais (S0, S1, S2, S3, S4). EVZ, UFG, Goiania, GO (2016).

Variavel S Tratamento
A B
0 8,0748 8,164
1 8,5048 8,004
Vé?']tI:bSras 2 8,04% 8,00%
3 8,36M 8,001
4 8,464 7,834a

Teste de Tukey, adotando-se nivel de significancia de 5%. Letras maiusculas iguais indicam que ndo
houve diferenca entre tratamentos, letras minusculas iguais indicam que ndo houve diferenga entre
tempos, dentro do mesmo tratamento.

A avaliacdo radiografica pulmonar por outro lado, revelou algumas diferengas
entre os grupos. Antes do inicio do tratamento, trés (3/7) animais do grupo A apresentavam
padrdo intersticial e um (1/7) apresentava padrao vascular, enquanto quatro (4/6) dos animais
do grupo B ndo apresentavam alteragdes pulmonares e dois (2/6) apresentavam padrao
vascular.

Na primeira semana do tratamento, o padrdo vascular foi detectado em dois
animais do grupo A (2/7) e em quatro animais do grupo B (4/6). O padrao intersticial foi
observado em dois animais do grupo A (2/7) e dois animais do grupo B (2/6).

Na segunda semana, foi visualizada efusdo pleural em dois animais do grupo A,
os quais ainda apresentavam padrdo pulmonar intersticial e cardiomegalia, sugestiva de
efusdo pericardica (Figura 7A e B). O padrao pulmonar intersticial isolado foi detectado em
um animal do grupo A e em quatro animais do grupo B. Dois animais do grupo A
apresentavam padrao vascular nesse mesmo momento e, dois do grupo A e dois do grupo B,
ainda mantinham-se sem alteracdes pulmonares.

Na terceira semana do tratamento, um animal do grupo A e dois do grupo B, ndo
apresentavam alteracdoes pulmonares. O padrdo vascular foi detectado em dois animais do
grupo A, ja o intersticial foi visualizado em quatro animais do grupo B e dois do grupo A,

sendo ainda detectada efusdo pleural discreta e cardiomegalia em um desses animais.
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Na quarta semana de tratamento, dois animais do grupo A e dois do grupo B nao
apresentavam alteragdes pulmonares. O padrao vascular foi visualizado em um animal do

grupo A e o intersticial em dois animais do grupo A e quatro animais do grupo B. A efusdo

pleural ndo mais foi visualizada no coelho do grupo A, nesse momento.

FIGURA 7: Radiografia em projecdo laterolateral direita de coelho Nova Zelandia antes da inducédo da
cardiomiopatia dilatada (A) e duas semanas apos desenvolvimento da insuficiéncia
sistolica (B) e tratado com LASSBio-294 (2mg/Kg). Nota-se aumento da radiopacidade
pulmonar em B, caracterizando padrdo intersticial difuso, sugerindo presenca de edema
pulmonar ¢ deslocamento dorsal da traqueia (seta branca), devido a cardiomegalia
generalizada, com aumento do contato do coracdo ao esterno (setas vermelhas), ainda
percebe-se separacdo de lobos pulmonares, assumindo aspecto de folha, caracteristico de
efusdo pleural (seta preta).

3.2.7 Avaliacdao hematoldgica e bioquimica

Os valores hematimétricos, referentes a série vermelha, dos coelhos do grupo A
ndo apresentaram variagdes significativas nos diferentes momentos de avaliagdo, porém o
hematodcrito dos animais desse grupo foi maior que o do grupo B, na primeira semana de
tratamento. Os animais do grupo B apresentaram variagdes significativas nos diferentes
momentos, em relagdo ao nuimero de hemacias e a concentracdo de hemoglobina,
apresentando aumento gradual dos valores e diferenga significativa em relacdo a SO, nos
momentos S3 e S4 respectivamente. As demais varidveis da série vermelha ndo alteraram
significativamente entre os tratamentos, tampouco entre os momentos dos diferentes

tratamentos (Tabela 8).
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TABELA 8 - Valores das médias dos parametros hematologicos (eritrograma) de coelhos Nova
Zelandia, machos, adultos, submetidos a tratamento com LASSBio 294 (A) ou
controle positivo pimobendana (B), apdés o periodo de inducdo da cardiomiopatia
dilatada (CMD) com doxorrubicina e submetidos a avaliagdes semanais (S0, S1, S2,
S3, S4). EVZ, UFG, Goiania, GO (2016).

Variavel S Tratamento
A B

0 43,721 40,36"*

1 49,1742 41,23Ba

Hematocrito 2 43,174 42,7042
(%) 3 46,3448 45,9348

4 49,301 47.30M

0 6,0243 5,784

Hemacias 1 6,0242 5,94Aab
(g/dL) 2 6,034 6,134
3 6,2843 6,494

4 6,7142 6,774

0 13,0842 13,3343

Aa Aab

Hemoglobina ; }g:gg Aa } g:gg Adb
(g/dL) 3 15.16% 15,26A
4 15,7442 15,3040

0 72,6842 69,8942

VCM 1 83,2248 69,3842
(tL) 2 71,7142 69,684

3 73,1342 70,864

4 73,0442 69,9342

0 23,2342 23,0742

HCM 1 23,9948 22,8948
(g/dL) 2 23,26 22,36

3 24,3048 23,5848

4 23,6142 22,6342

0 31,9642 33,0342

CHCM 1 30,8142 32,961
(pg) 2 32,420 32,0940

3 33,3942 33,2742

4 32,4942 32,3242
0 306,854 208,004
Plaquetas 1 300,004 278,004
(giga/L) 2 306,424 292,667
3 390,3443 296,004
4 372,544 330,004

Teste de Tukey, adotando-se nivel de significancia de 5%. Letras maiusculas iguais indicam que ndo
houve diferenga entre tratamento, letras mindsculas iguais indicam que ndo houve diferenga entre
tempos, dentro do mesmo tratamento.

S: semana de tratamento. Valores em vermelho indicam diferenca entre tratamentos
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Em relacdo ao leucograma nao foram verificadas diferencas significativas entre os
tratamentos, nem dentro dos tratamentos, nos diferentes momentos, exceto o niumero de
eosinofilos dos coelhos do grupo B que caiu significativamente em relagdo ao tempo zero, nas
trés primeiras semanas de tratamento e voltou a ser semelhante ao do tempo zero, em S4

(Tabela 9).

TABELA 9 - Valores das médias dos parametros hematologicos (leucograma) de coelhos Nova
Zelandia, machos, adultos, submetidos a tratamento com LASSBio 294 (A) ou
controle positivo pimobendana (B), ap6s o periodo de inducdo da cardiomiopatia
dilatada (CMD) com doxorrubicina e submetidos a avaliagcdes semanais (S0, S1, S2,
S3, S4). EVZ, UFG, Goiania, GO (2016).

Variavel S Tratamento
A B
0 3557,1442 4000,0042
Leucocitos Totais 1 3900,004 3700,004
(/mm’) 2 4342,85% 3966,6642
3 4380,004 3966,6642
4 4220,0042 4533,3342
0 1316,004¢ 1810,664
Heterofilos 1 1612,4242 1527,0042
(/mm’) 2 1980,5742 1619,664
3 1988,2842 1607,004
4 2059,4842 2276,6648
0 154,284 220,662
Aa Ab
ot oo o
3 145,7448 68,664
4 95,1442 115,334
0 1680,004 1770,664
e . L. 1 1840,004¢ 1987,3342
Linfocitos tipicos > 1871 850 1990,66°
3 1887,9942 2054,66%2
4 1734,3942 1765,3342
0 306,854 198,0042
Monéei 1 352,8548 148,662
(/"n‘l‘l‘:;‘)ms 2 394,714 281,004
3 349,6342 236,3342
4 322,6348 376,0048

Teste de Tukey, adotando-se nivel de significancia de 5%. Letras maiusculas iguais indicam que ndo
houve diferenga entre tratamento, letras mindsculas iguais indicam que ndo houve diferenga entre
tempos, dentro do mesmo tratamento.

S: semana de tratamento



76

TABELA 10 — Valores das médias da avaliacdo bioquimica sérica das enzimas ALT, AST, ALP,
LDH, CK e CKwms e das concentracdes de albumina, proteina plasmadtica, uréia,
creatinina, fosforo, potassio e calcio de coelhos Nova Zelandia, machos, adultos,
submetidos a tratamento com LASSBio 294 (A) ou controle positivo pimobendana
(B), ap6s o periodo de indugdo da cardiomiopatia dilatada (CMD) com doxorrubicina
e submetidos a avaliagcdes semanais (SO, S1, S2, S3, S4). EVZ, UFG, Goiania, GO

(2016).
Variavel S Tratamento
A B
0 2,874 1,688
1 2,534a 1,724
Albumina 2 2,604 1,7948
(g/dL) 3 2,534a 2,304
4 2,954 2,364
0 31,6142 16,0942
1 29,2443 26,204
ALT 2 33,714 27,8143
(U/L) 3 38,8142 49,414°
4 43,5943 50,184°
0 37,6442 29,514a
ALP 1 45,3448 35,514
(U/L) 2 46,1548 28,7548
3 44,8943 50,6942
4 51,4042 54,4642
0 4,8843 3,544
Proteinas totais 1 4,46 4,684
(g/dL) 2 4,574 4,70/%
3 4,86%% 5,364
4 5,094a 5,674°
0 29,9048 34,7342
Ureia 1 33,8148 34,661
(mg/dL) 2 33,0042 31,644
3 33,6742 34,9342
4 30,0542 32,0942
0 1,354 1,644%
Creatinina 1 1,264 1,264%
(mg/dL) 2 1,254 1,694
3 0,8942 1,678
4 0,747 0,824°
0 33,214%® 28,9043
1 38,73A%® 30,5744
(1;‘55) 2 27,9548 32,1244
3 32,924 77,0482
4 80,3940 27,5380
0 370,304 441,134
1 419,147 597,964
(II‘J]?II:I) 2 752,68A8 528,104
3 397,394a 601,9642
4 675,8142 449,9342
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TABELA 10 — Valores das médias da avaliacdo bioquimica sérica das enzimas ALT, AST, ALP,
LDH, CK ¢ CKMB e das concentragdes de albumina, proteina plasmatica, uréia,
creatinina, fosforo, potassio e calcio de coelhos Nova Zelandia, machos, adultos,
submetidos a tratamento com LASSBio 294 (A) ou controle positivo pimobendana
(B), ap6s o periodo de indugdo da cardiomiopatia dilatada (CMD) com doxorrubicina
e submetidos a avaliagcdes semanais (SO, S1, S2, S3, S4). EVZ, UFG, Goiania, GO
(2016). (Continuagao)

Variavel S Tratamento
A B
0 1210,4% 344237
1 1562,9%8 3130,342
(S/IE) 2 3698,34 1553,3%
3 1713,8% 2882,04
4 2673,84¢ 1422748
0 344,314 320,2342
CKnn 1 265,75% 532,60
(U/L) 2 383,374 587,70
3 387,3342 482,662
4 701,8442 510,1342
0 3,414¢ 2,088
1 3,914 2,088
Fosforo 2 3,514 2,018
(mg/dL) 3 3,354 1,308
4 3,301 2,434a
0 4,0548 4,824a
Potassio 1 4,20 4,87
(mEq/L) 2 4,36 4,284
3 4,314a 4,6048
4 4,7248 4,754
0 13,3042 14,484
Cilcio 1 14,344 13,414
(mg/dL) 2 14,514 16,414
3 14,3142 16,114
4 14,7042 16,904

Onde: ALT: alanina aminotransferase; ALP: fosfatase alcalina; AST: aspartato aminotransferase;
LDH: lactato desidrogenase; CK: creatina quinase; CKwg: creatina quinase fracdo do miocardio

Teste de Tukey, adotando-se nivel de significancia de 5%. Letras maitsculas iguais indicam que nao
houve diferenca entre tratamento, letras minusculas iguais indicam que ndo houve diferenca entre
tempos, dentro do mesmo tratamento.

S: semana de tratamento. Valores em vermelho indicam diferenca entre tratamentos

As varidveis bioquimicas ALT, ALP, proteinas totais, uréia, LDH, CK, CKwsg,
potassio e calcio ndo foram diferentes entre os tratamentos A e B. A concentragdo de
albumina foi maior nos animais do grupo A no momento S0. A creatinina foi
significativamente menor nos animais do grupo A, na terceira semana de avaliagdo e reduziu

significativa no grupo B, em relag¢do ao valor basal do grupo, na quarta semana de tratamento
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(Figura 8). A AST aumentou gradativamente em ambos os grupos, sendo maior no grupo A
na quarta semana ¢ maior no grupo B, na terceira semana. O fosforo foi significativamente
maior nos animais do grupo A, nos momentos S0, S1, S2 e S3. A atividade sérica da ALT e as
proteinas totais dos animais do grupo B aumentaram significativamente nos momentos S3 e
S4, para a varidvel ALT e S4, para a variavel proteinas plasmaticas. Apesar dos valores de
calcio ndo terem sido diferentes entre os grupos, houve variagdo significativa de sua
concentracdo dentro do grupo B, sendo o maior valor obtido na ultima semana se avaliagdo.
As demais varidveis ndo modificaram significativamente ao longo do tempo, dentro dos

distintos tratamentos.
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FIGURA 8 — Representagdo grafica da concentragdo sérica de creatinia de coelhos submetidos a
inducdo da CMD por doxorrubina e tratados com LASSBio 294 (2mg/Kg) (A) ou
pimobendana (0,3mg/Kg) (B). Nota-se redugdo da concentracdo sérica de creatinina do
grupo A a partir da terceira semana de tratamento, enquanto no grupo B essa redugdo
somento foi observada na quarta semana de tratamento.

3.2.7 Avaliacao anatomopatologica

Os dois coelhos do grupo A que morreram durante o tratamento apresentavam
alteracdes compativeis com ICC a avaliagdo macroscopica, quais sejam: efusdo abdominal,
congestao hepatica, congestao renal, efusdo pleural e efusdo pericardica (Figura 9). Um deles
ainda apresentou sangue em limen traqueal. O outro animal, que desenvolveu efusdo pleural,
apresentava congestdo pulmonar e edema pulmonar, aumento de atrio esquerdo e direito e

fibrose miocardica.



FIGURA 9: Alteragdes macroscopicas observadas em coelhos Nova Zelandia apos indugdo da CMD
por doxorrubicina e tratados com LASSBio 294. Em A: Nota-se congestdo hepatica
(asterisco) e efusdo abdominal (seta). Em B: Nota-se efusdo pleural (seta) e, em C, efusao
pericardica (seta).

Os demais coelhos do grupo A (4/7) apresentaram areas compativeis com fibrose
miocérdica, sendo verificado discreto hidropericardio em dois animais e um destes ainda
apresentava congestdo pulmonar.

Dois animais do grupo B (2/6) apresentavam congestdo hepatica, aumento de
ventriculo direito e 4reas de fibrose miocardica. Os outros quatro coelhos do grupo
apresentaram lesdes compativeis com fibrose no miocardio.

Além da avaliagdo macroscépica, foram mensurados o peso coragdo, o peso dos
animais, a relagdo peso do coracdo/peso corpdreo e a extensao dos eixos cardiacos horizontal
e vertical (Figura 10). Contudo, ndo foram encontradas diferengas para tais varaveis entre os
grupos (Tabela 11), tampouco quando os dados foram comparados com um grupo de animais

saudaveis (Grupo C, n=60).

TABELA 11 - Valores das médias do peso do coracdo, peso corporeo, relagdo peso corpdreo/coragio
e medidas do coragio em eixo longo e curto de coelhos Nova Zelandia, machos,
adultos, submetidos a tratamento com LASSBio 294 (A) e controle positivo
pimobendana (B) ap6s o periodo de indugdo da cardiomiopatia dilatada (CMD) com
doxorrubicina e grupo de animais saudaveis (C). EVZ, UFG, Goiania, GO (2016).

Variavel Tratamento
A B C
Peso coracio (g) 10,74 7,07 7,012
Peso corpéreo (g) 3.210* 2.8607 2.685%
Coracao/Peso 0,0034* 0,0027* 0,0025*
Eixo longo (cm) 3,78 3,58 3,032
Eixo curto (cm) 2,72¢ 2,42¢ 2,222

Teste de Tukey, adotando-se nivel de significancia de 5%. Letras iguais indicam que ndo houve diferenca entre tratamentos
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A avaliagdo histopatologica do miocardio foram encontradas as seguintes
alteragdoes: edema e fibrose intersticial, fragmentagdo das miofibrilas, vacuolizacao
citoplasmatica e necrose de cardiomiocitos (Figuras 11 e 12). Entretanto, ndo houve diferenga

entre os grupos em relagdo as alteragdes microscopicas (Tabela 12).

TABELA 12 - Valores das médias dos escores das varaveis histopatoldgicas de coelhos Nova
Zelandia machos, adultos, submetidos a tratamento com LASSBio 294 (A) ou controle
positivo, pimobendana (B), apdés o periodo de inducdo da cardiomiopatia dilatada
(CMD) com doxorrubicina. EVZ, UFG, Goiania, GO (2016).

Variavel Tratamento
A B
Edema intersticial 1,00? 1,332
Fragmentacao de miofibrilas 2,28? 2,66
Vacuolizacao 1,85° 2,007
Necrose 2,282 2,332
Fibrose 2,002 2,332

Teste de Kruskal-Wallis, adotando-se nivel de significancia de 5%. Letras iguais indicam que ndo houve diferenca entre
tratamento.
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FIGURA 10: Coragdes de coelhos Nova Zelandia saudavel (A e C) e apds indu(;é(-)“de; CMD por
doxorrubicina e tratados com LASSBio 294 (B ¢ D). Em A e B, coragdes medidos em
eixo curto. Em C e D, coracdes medidos em eixo longo. Em B e D, nota-se

cardiomegalia, caracterizando CMD.
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FIGURA 11: Fotomicrografias de tecido cardiaco de coelhos Nova Zelandia saudavel (A) e
submetidos a indu¢do da CMD por doxorrubina e tratados com LASSBio 294 (2mg/Kg)
(D) ou pimobendana (0,3mg/Kg) (B e C). B: Vacuolizagdo de cardiomidcitos (seta) e
necrose (asterisco). C: Figrose intersticial (seta). D: Fragmentacdo de cardiomidcitos
(seta). Hematoxilina e Eosina. Objetiva: 20x (A, B e C) e 40x (D).
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submetidos a inducdo da CMD por doxorrubicina e tratado com pimobendana
(0,3mg/Kg) (B, C ¢ D). Em B, C e D: Nota-se evidenciagdo da fibrose intersticial pela
coloracdo do Tricromico de Masson. Objetiva: 20x (A) e 40x (B,C e D).

4. DISCUSSAO

Previamente ao estudo que avaliaria a agdo do LASSBio 294 em coelhos com
CMD induzida por doxorrubicina, foi realizado um estudo piloto com o intuito de elucidar a
farmacocinética do composto na espécie leporina. O pico maximo de concentragdo plasmatica
do LASSBio 294 ocorreu quatro horas apos a administragdo do composto aos coelhos,
enquanto nos caes o pico maximo foi observado uma hora depois. A meia vida plasmatica do
prototipo foi maior no coelho, porém a concentragdo maxima foi menor. No entanto, assim
como no cao, observou-se que a concentracdo plasmatica do composto decaiu rapidamente
apos o pico maximo de sua concentragio, indicando eliminagio rapida®.

Os metabolitos gerados também foram diferentes entre as espécies, enquanto no
cdo foram identificados um sulfoxido e um hidroxilado®’, no coelho foram identificados os
metabolitos  3,4-dihidroxibenzohidrazida e 1,3-benzodioxoico. Outros pesquisadores

identificaram o 3,4-dihidroxibenzohidrazida com sendo o tunico metabolito derivado do
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LASSBio 294 em bioensaios utilizando figado de ratos. Ainda identificaram que a isoforma
CYP1A2 do citocromo P450 esta envolvida no metabolismo do composto em roedores e
humanos?®. Isso levanta a questdo de que provavelmente outra isoforma do citrocromo P450
esteja envolvida no metabolismo do LASSBio 294 em caes e por isso houve a formagao de

metabolitos diferentes. Porém, em nenhuma das espécies, canina®?’

ou leporina, foram
observados sinais, no decorrer dos estudos farmacocinéticos, que pudessem ser atribuidos a
toxicidade do composto ou de seus metabolitos.

Quando o LASSBio 294 foi administrado aos animais com CMD induzida por
doxorrubicina, foi observada taxa de mortalidade de 28,57% no grupo, ao passo que nao
foram verificados 6bitos no grupo tratado com pimobendana. Vale ressaltar que os animais
morreram devido a complicagdes da CMD, apresentando sinais compativeis com IC e ndo
alteracdes indicativas de toxicidade induzida pelo composto. Em estudos empregando a
pimobendana em caes portadores de cardiomiopatia dilatada, foi demonstrado que este
farmaco aumenta a sobrevida dos animais, desacelerando a progressao da insuficiéncia
cardiaca®.

As alteracdes a avaliagdo clinica e posteriormente os achados necroscopicos,
foram compativeis com IC em ambos os grupos’, porém foram mais graves nos animais
tratados com LASSBio 294, visto que estes apresentaram efusdes abdominal, pleural e
pericardica, além de congestdo hepatica e renal, ao passo que os animais do grupo
pimobendana apresentaram somente edema testicular e congestdo hepatica. Assim € possivel
que a pimobendana apresente melhor desempenho em retardar a progressdao da insuficiéncia
cardiaca em coelhos com CMD induzida por doxorrubicina, porém nao evitou que as lesoes
miocardicas ocorressem, visto que a microscopia as alteragdes observadas foram semelhantes
as do grupo tratado com LASSBio 294. Visto que as lesdes provocadas pela doxorrubicina

sdo progressivas e irreversiveis’>!

, esperava-se que os tramentos desacelerassem a progressao
da IC e ndo que revertessem os danos estruturais no miocardio.

Além de apresentarem lesdes semelhantes a microscopia, o peso do coragdo e a
relacdo peso do coracdo/peso corporeo também foram semelhantes entre os grupos A e B, o
que indica evolug¢do semelhante do remodelamento cardiaco entre os grupos. Apesar de ndo
ter sido verificada diferenca, foi possivel observar que o coracdo dos coelhos dos grupos A e
B tinham dimensdes em eixo horizontal e vertical maiores que as do grupo de coelhos
saudaveis, sugerindo aumento do coragdo desses animais, compativel com CMD. Porém, ao

contrario do observado por Bertinchant et al*’> em ratos com CMD induzida por

doxorrubicina, o peso dos coragdes nao foi menor que aqueles dos animais saudaveis e 1sso
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pode se dever ao fato de que houve dificuldade em proceder a retirada de todos os coagulos
formados nas camaras cardiacas, ap6s a morte dos animais.

A avaliagdo eletrocardiografica da a¢do do farmaco e do composto no sistema
cardiovascular de coelhos com CMD induzida por doxorrubicina indicou aumento da duragao
do complexo QRS nos coelhos do grupo B, na terceira e quarta semanas, ¢ aumento da
amplitude da onda R em S1, quando comparados aos valores obtidos nos animais do grupo A,
porém esses valores permaneceram dentro da normalidade para a espécie. O intervalo QT
aumentou nos dois grupos, mas seu aumento foi significativo somente no grupo A, mas
permaneceu dentro dos valores de normais para a espécie. Ja amplitude da onda P, apesar de
estar dentro doss valores normais para espécie, foi diferente estatisticamente entre os grupos
em S4, sendo a maior média pertencente aos animais do grupo A'416,

Apesar de manter-se dentro da faixa considerada normal para coelhos, houve
reducdo significativa da frequéncia cardiaca (FC) dos animais tratados com pimobendana, o
que difere do relatado por Van Meel & Dierderen®®, que observaram aumento da FC de
coelhos higidos submetidos a a¢do do farmaco, sendo esse efeito dose dependente. Outro
estudo comprovou que a pimobendana ¢ capaz de aumentar a FC em cdes normais, mas nao
de cies com IC induzida por taquicardia®®. Em cies com doen¢a mixomatosa valvular (DMV)
e IC, a pimobendana diminuiu a FC dos animais e os autores atribuiram esse fato a uma
resposta dos barorreceptores ao aumento do volume sistdlico anterégrado®. A frequéncia
cardiaca do animais do grupo A por outro lado, ndo se modificou ao longo do tratamento e foi
significativamente maior que a dos animais do grupo B, na quarta semana de tratamento.

Os complexos ventriculares prematuros estiveram presentes tanto no grupo
tratado com LASSBio 294 como naqueles tratados com pimobendana, porém nao foram
observadas arritmias sustentadas em nenhum grupo, o que indica que nesses animais nenhum
dos farmacos apresentou efeitos pro-arritmogénicos. Esse resultado deve ser interpretado com
cautela, visto que foi comprovado que em cdes com CMD as eletrocardiografias de cinco
minutos sdo pouco sensiveis para identificar eventos arritmicos, sendo o método realizado por
Holter, em 24 horas, mais confiavel®®, porém devido a fragilidade da espécie frente a
manipulagdes que possam provocar estresse, optou-se por ndo utilizar Holter nos coelhos
deste estudo. A taquicardia atrial observada em trés animais do grupo LASSBio 294 deveu-se
a uma alteracdo estrutural do coragdo e nao a um efeito pro-arritmico do composto, uma vez
que estes apresentavam sinais de IC e aumento do atrio esquerdo.

O tamanho do coracdo dos animais ndo foi diferente estatisticamente quando

avaliados pelo método do VHS na radiografia toracica. Porém foi possivel verificar, por meio



86

da ecocardiografia em modo-B, que o atrio esquerdo dos animais aumentou ao longo do
estudo, sendo esse aumento significativo no grupo A, mas ndo apresentou diferenca em
relagdo aos animais do grupo B. Também observou-se aumento da relagdo AE/Ao nos
animais do grupo A, porém sem diferenca estatistica, indicando que o tratamento nao impediu
a progressao da doenca. Porém os animais do grupo B apresentaram aumento do didmetro da
aorta, sendo esse diametro maior e diferente estatisticamente dos animais do grupo A no
momento S4, o qual pode ser atribuido a vasodilatagdo induzida pelo farmaco®?, o que pode
ter contribuido para achados de relagdo AE/Ao menores nesse grupo.

Em relacdo aos parametros ecocardiograficos em modo-M, foi possivel observar
aumento da espessura da parede livre do VE em diéstole e septo interventricular do VE em
sistole, nos grupos B e A respectivamente, ndo sendo verificada diferengas entre os grupos.
Essas diferengas estruturais no miocardio de animais com ou sem cardiomiopatias, também
foram observadas em outro estudo utilizando pimobendana®’>®. Apesar do aumento de
espessura do septo interventricular e parede livre do VE, observado nos dois grupos, ambos

6 caracterizando

apresentavam valores abaixo da média considerada normal para a espécie'
remodelamento ¢ dilatacao ventricular.

Também em modo-M foi possivel observar diferengas entre os grupos em relacao
a variavel DIVEd, em S2, porém ambos os grupos apresentaram aumento dessa variavel ao
longo do tempo, sem no entanto apresentarem diferenca estatistica em relagdo aos valores
obtidos no tempo basal, o que indica a progressdo da doenca em ambos os tratamentos. A
progressdo do remodelamento pode também ser verificada pelo achado de insuficiéncias
valvulares em ambos os grupos, achado comum em pacientes portadores de CMD*°. Vale
ressaltar também que, apesar de ndo apresentarem diferengas estatisticas em relagdo aos
valores do grupo B, os animais do grupo A, antes do inicio do tratamento, apresentavam
valores DIVE em sistole e didstole superiores, o que pode ter contribuido para a diferenga
observada no momento S2, entre os dois grupos e também para progressao da IC nesse grupo.

O indice sistolico fracdo de ejecdo nao foi diferente entre os A e B, tampouco
dentro dos tratamentos, apesar de que em ambos observou-se aumento progressivo desse
indice até a terceira semana de tratamento. A fragdo de encurtamento aumentou em ambos os
grupos, porém nao foi observada diferenca dentro do grupo B, mas dentro do grupo A essa
apresentou aumento significativo na segunda semana de tratamento, sendo aproximadamente
35% maior em relacdo aos valores basais. Passos® ao estudar a acio do LASSBio 294 sobre os
parametros cardiovasculares de cdes Beagles saudéaveis, verificou um incremento 13,1% na

FE e 19,1% na FS, 24 horas apds a administracdo do prototipo. Em ambos os grupos
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observou-se reducao dos indices sistolicos FE e FS na ultima semana de avaliagdao, mais uma
vez comprovando a evolucdo da doencga.

Os dois grupos apresentaram alteragdes sugestivas de disfuncao diastolica porém,
ao contrario dos animais do grupo B, os animais do grupo A mantiveram relagdo E/A mitral
acima de um em todos os momentos, e os valores de E’/A’ e E’L/A’L foram maiores que um
em mais momentos do que o grupo B, sugerindo efeito lusitropico do composto, o que
também foi verificado em ratos submetidos ao infarto do miocardio e tratados com LASSBio
2943,

Outro dado que corrobora para demonstrar o efeito lusitropico do LASSBio 294 ¢
a reducdo do tempo de relaxamento isovolumétrico (TRIV) ao longo dos momentos
experimentais, apresentando menor valor de TRIV no momento S4, quando comparado ao
grupo pimobendana, o qual apresentava valor maior que o considerado normal para a espécie
nesse momento?!. Esse achado ¢ diferente do reportado por alguns autores que relatam que a
pimobendana induz diminui¢io do tempo de relaxamento e consequente efeito lusitropico®**°,
porém outros estudos com cdes, com IC, tratados por tempo prolongado, identificaram
hipertrofia do VE e disfuncio diastélica como um efeito indesejavel do formaco*!.

Os valores hemodinamicos avaliados por meio do Doppler pulsado mantiveram-se
dentro da normalidade'. No entanto, percebeu-se aumento do débito cardiaco e do volume
sistolico em ambos os grupos, porém sem diferenca estatistica, o que, aliado ao achado de
aumento de fracdo de ejecdo e encurtamento, conduz a conclusdo de que, tanto a
pimobendana quanto o LASSBio 294 incrementaram a fungdo sistolica dos animais com
CMD induzida por doxorrubicina.

Nenhum dos tratamentos promoveu hipotensdo, o que demonstra seguranca,
apesar de Torres’ ter comprovado que o LASSBio 294 promoveu diminuigdo da pressdo
arterial sistolica, com valores discretamente abaixo dos normais para espécie, em caes
Beagles saudéveis. Os coelhos destes estudo, no entanto, estavam com CMD e em quadro de
IC, situagdo em que o sistema renina antiotensina aldosterona encontra-se ativado®®, e por
esse motivo ndo era esperada queda significativa de pressdo arterial. A pimobendana também

ndo diminuiu a pressio arterial de gatos saudaveis ou com insuficiéncia cardiaca*>*

, porém
em coelhos saudaveis diminuiu a pressdao diastolica e diminuiu a resisténcia vascular
sistémica®’. Houve aumento da pressdo sistdlica, diastolica e média, aferida pelo método
oscilométrico nos animais tratados com pimobendana neste estudo, na ultima avaliacdo e, a
sistolica isolada, foi maior no grupo B no momento um, porém como o método ndo ¢ o mais

fidedigno para a espécie, ndo pode-se atribuir esses resultados aos efeitos do formaco**.
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A avaliagdo radiografica do térax dos animais revelou que nenhum dos
tratamentos foi efetivo em prevenir o desenvolvimento de padrdo intersticial, que esta
associado a presenga de edema pulmonar. Porém, o quadro congestivo foi pior nos animais do
grupo A, uma vez que esses apresentaram efusdo pleural, também detectada por meio do
ecocardiograma na segunda e terceira semanas de tratamento. Deve-se ressaltar que os
animais do grupo A ja apresentavam quadro congestivo antes do inicio do tratamento, sendo
verificado padrao intersticial em trés e vascular em um animal, ao passo que quatro animais
do grupo B ainda ndo apresentam sinais de acimulo de liquido no parénquima pulmonar e
dois apresentavam apenas congestdo dos vasos. Essa observacdo, aliada ao maior diametro
interno do VE observado no coelhos do grupo A em S0, sugere que os animais do grupo A
apresentavam-se em piores condi¢cdes clinicas que os animais do grupo B, o que pode ter
contribuido para a evolugdo mais rapida da IC e para os resultados observados nesse grupo,
ressaltando um ponto negativo do sorteio aleatério que alocou os animais nos distintos grupos
de tratamento.

A pimobendana mostrou ser eficiente em reduzir a recorréncia do edema
pulmonar em cdes com doenga mixomatosa valvular, porém quando utilizado em conjunto
com tratamento preconizado para IC, qual seja: inibidores da enzima conversora da
angiotensina (iIECA) e diuréticos®. Isso levanta a hipétese de que, se associado ao tratamento
padrao para IC, o LASSBio 294 e a pimobendana poderiam ter apresentado melhor
performance.

Os valores eritrocitarios ndo mudaram significativamente ao longo do estudo, a
excecdo do hematocrito do grupo A que foi maior que o do B em S1, e os valores de
hemoglobina desse grupo que aumentaram gradativamente, sendo o valor obtido em S4,
maior significativamente que antes do inicio do tratamento. A concentracdo de hemoglobina
do grupo A também aumentou ao longo do tempo, porém ndo foi significativo a estatistica.

Sabe-se que a doxorrubicina é mielossupressora*®*’

, portanto a melhora dos valores
eritrocitarios dos animais deve-se a interrupgao do protocolo de indugdo da CMD e ndo a agao
do LASSBio 294 ou da pimobendana.

Os valores leucocitarios também nao se alteraram durante o periodo experimental,
exceto os animais do grupo B que apresentaram reducdo significativa dos eosinoéfilos, nos
momento S1, S2 e S3. Porém, em todos eles, os valores permaneceram entre 0-5% dos

leucocitos totais, estando dentro da normalidade para a espécie*. Os animais de ambos os

grupos iniciaram os tratamentos apresentando leucopenia e ndo apresentaram melhora do
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quadro, apesar da interrup¢ao da administracdo da doxorrubicina, mas deve-se ressaltar que,
nessa espécie, situacdes de estresse cronico provocam leucopenia®.

Em relagdo aos parametros bioquimicos, observou-se aumento gradual das
enzimas hepaticas ALT, AST e ALP em ambos os grupos, o que pode ser atribuido a
congestdo hepética, porém sem ultrapassar os valores de referéncia para espécie*®. Os animais
do grupo B apresentavam hipoproteinemia e hipoalbuminemia antes do inicio do tratamento,
que poderiam indicar insulto hepatico, porém foram apresentando aumento gradual dos
valores. Apesar de raro, a perda de proteinas plasmaticas pode estar associada a doenga renal
em coelhos e, sabendo-se que a doxorrubicina tem potencial nefrotéxico nessa espécie, esse
achado pode ser justificado portanto, pela suposta injuria renal que os animais apresentaram
durante a indu¢ao, com melhora apds a interrup¢do do quimioterapico e a associagao de um
medicamento com a a¢do inodilatadora, a pimobendana*®->°.

A creatinina sérica, apesar de ter se mantido dentro dos valores normais para
coelhos*, reduziu em ambos os tratamentos, porém no grupo A essa redugdo ocorreu
precocemente, apresentando valor menor que o do grupo B em S3. Tanto a pimobendana
quanto o LASSBio 294, promoveram melhora da fungdo sistolica dos animais, o que
consequentemente aumentou o volume sistdlico e o débito cardiaco, melhorando a perfusao
renal, assim como também constatado em um estudo envolvendo caes com DMV e medicados
com pimobendana®!.

O eletrolito potassio ndo apresentou variagdes significativas ao longo do estudo,
permanecendo dentro dos valores reportados para a espécie nos dois grupos de animais
avaliados. Porém observou-se hipofosfatemia no dois grupos, sendo essa mais pronunciada no
grupo B, um achado que ¢ considerado sem significado clinico para a espécie, mas pode estar
associado a deficiéncia dietética ou md absorcdo intestinal*. Em pacientes portadores de
CMD o edema de mucosa intestinal ¢ comum, o que pode comprometer a absor¢do de
nutrientes, o que explicaria a hipofosfatemia observada, porém os outros eletrolitos ndo
apresentaram reducio’’.

Os valores de calcio ndo foram diferentes entre os grupos no entanto, houve
variagdo significativa de sua concentragdo dentro do grupo B, sendo o maior valor obtido na
ultima semana de avaliagdo. Apesar de ter permanecido dentro do valor normal reportado para
a espécie*®, deve-se fazer alusdo a hipostese de que o mecanismo de acdo da pimobendana
envolve o aumento da sensibilidade da tropomiosina ao calcio®?, enquanto o LASSBio 294

aumenta a mobilizacdo do célcio pelo reticulo sarcoplasmatico®, o que pode ter contribuido
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para a menor concentragdo de cdlcio no meio extracelular dos animais tratados com o
prototipo.

Além da mensuracdo da atividade das enzimas para avaliar as fungdes renal e
hepatica dos animais, foram mensuradas também as atividades de enzimas de lesdo cardiaca.
Os valores obtidos de CK e LDH apresentaram grande variagdo ao longo do estudo, em
ambos os grupos, sem significado a luz da estatistica, porém ressalta-se que ambas sdo
encontradas em outros tecidos, que ndo o cardiaco, € que podem se elevar devido a hemolise
da amostra, no caso do LDH, ou devido a contencao fisica utlizada no momento da coleta, no
caso da CK*0:3 Ja CKwmp é mais especifica para o miocardio e aumentou ao longo do
tempo, em ambos 0s grupos, porém sem significado estatistico, indicando que os tratamentos
ndo preveniram a progressdo da CMD induzida por doxorrubicina, relembrando que essa ¢é

progressiva e irreversivel®.

5. CONCLUSOES

Assim, diante dos resultados obtidos, conclui-se que em coelhos saudaveis a
concentracdo maxima do LASSBio 294 ocorre quatro horas apo6s sua administrag¢do oral e que
sdo produzidos dois metabolitos o 3,4-dihidroxibenzohidrazida e 1,3-benzodioxoico.

O LASSBio 294, na dose de 2mg/Kg, incrementa a fun¢do sistdlica, melhora a
funcdo diastdlica (efeito lusitrdpico), ndo apresenta efeito prd arritmogénico € nao altera a
pressdo arterial de coelhos com CMD induzida por doxorrubicina.

O LASSBio 294, por seus efeitos vasculares, reduz a creatinina sérica. Os
tratamentos ndo foram eficientes em retardar o desenvolvimento da insuficiéncia cardiaca

para o modelo de inducdo utilizado.
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CAPITULO 4 - CONSIDERACOES FINAIS

Avaliando os resultados do presente estudo ¢ possivel concluir que o modelo
utilizado para induzir a cardiomiopatia dilatada (CMD) serviu ao seu proposito, induzindo
disfungdo sistolica e diastélica em coelhos. Porém, ¢ um modelo que ainda requer mais
estudos, visto que os trabalhos relatam diferentes doses e tempos de inducdo, bem como
distintas taxas de mortalidade. O pesquisador que escolher trabalhar com esse modelo de
CMD, deve estar ciente de que seus animais podem apresentar respostas distintas em relagado
aos resultados publicados uma vez que, como foi demonstrado neste estudo, a resposta ¢
individual.

Uma alternativa proposta, apds observar os resultados, ¢ testar um protocolo de
inducdo com aumento gradual da dose de doxorrubicina, uma vez que as mortes ocorreram no
inicio do estudo e os animais apresentavam alteragdes compativeis com toxicicidade a medula
Ossea e sistema digestorio, efeitos adversos comumente observados no inicio do protocolo
quimioterapico de humanos, empregando essa antraciclina.

A escolha da espécie leporina como modelo para indu¢do da CMD e para
posterior estudo farmacologico foi acertada, visto vez que ¢ uma espécie de facil
manipulagdo, manuten¢do e, baseando-se nos resultados, conclui-se que sao bons modelos de
estudo, permitindo o acesso a informagdes hemodindmicas de forma nao invasiva e coleta de
grandes volumes sanguineos para avaliacdo hematoldgica e bioquimica.

Além disso, a espécie ndo ofereceu empecilho a administracdo de farmacos via
oral, mesmo em periodo prolongado, evitando a utiliza¢do de vias que poderiam aumentar o
estresse dos animais, como as vias intraperitoneal e endovenosa, frequentemente utilizadas
em estudos empregando coelhos e roedores.

Em rela¢do ao protdtipo a farmaco testado ¢ possivel inferir que esse apresenta
futuro promissor para tratamento da insuficiéncia cardiaca (IC) visto que, assim como a
pimobendana, incrementou a funcdo sistdlica e diastolica dos animais, sem que esses
apresentassem alteragdes adversas comuns a outros agentes inotropicos, como agao pro-
arritmogénica. No entanto, mais estudos devem sem realizados, avaliando sua a¢cdo quando
utilizado em associag@o aos protocolos padrdes para IC, como os iIECA e os diuréticos.

Os resultados do estudo seriam incrementados caso tivessem sido mensurados
outros biomarcadores de lesdo cardiaca, como a troponina-I, e biomarcadores de fungao

miocardica, como o NT-proBNP, como sugerido no projeto de tese original.
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Porém, por falta de recursos, ndo foi possivel apresentar esses dados, mas as
amostras estdo devidamente estocadas, aguardando liberagdo de verba, para que possam ser
analisadas.

Do ponto de vista académico, a execugdo do estudo permitiu o crescimento da
doutoranda como pesquisadora, requerendo paciéncia e muito estudo, para entender que os
caminhos para atingir os objetivos desejados nem sempre ocorrem de acordo com os relatados
na literatura consultada e utilizada como modelo. Para executar um experimento, que durou
aproximadamente oito meses, a pesquisadora também teve que evoluir sua capacidade de
lideranca, aprendendo a designar fungdes as pessoas envolvidas no estudo, respeitando as

capacidades e caracteristicas da personalidade de cada um.
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ANEXO 1

MINISTERIO DA EDUCACAO ¢ e
UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS oy
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO UFG
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS/CEUA

Goiénia, 17 de margo de 2014,

PARECER CONSUBSTANCIADO REFERENTE AO PROJETO DE PESQUISA DO
PROTOCOLO N. 006/14

I - Finalidade do projeto de pesquisa: avaliar os parimetros cardiovasculares de coelhos com
cardiomiopatica dilatada experimentalmente induzida por doxorrubicina e submetidos a ac¢do do LASSBio
24 e comparar com o grupo controle positivo (pimobendan).

II - Identificacido:
Q Titulo do projeto: Agdo do protétipo a farmaco LASSBio 294 sobre os pardmetros cardiovasculares em
modelo experimental de cardiomiopatia dilatada em coelhos.

Q Pesquisador Responsivel/ Unidade: Ana Paula Aratijo Costa / Escola de Veterindria e Zootecnia

O Pesquisadores Participantes: Rosdngela de Oliveira Alves, Valéria de Oliveria, Veridiana Maria B. de
Moura, Prescilla R. Nasciutti, Marcelo Borges dos Santos Jinior, Monique M. L. Teles, Evelyn M de S.
Pinto, Brenda Torchia, Helton F. Oliveira.

O Unidade onde sera realizado: Escola de Veterinaria e Zootecnia da UFG

O Data de apresentacio a CEUA: 07/02/2014

III - Objetivos e justificativa do projeto: avaliar os parfimetros cardiovasculares de coelhos com
cadiomiopatia dilatada (CMD) experimentalmente induzida pela doxorrubicina e submetidos a agdo do
LASSBio 294 e comparar esses com os do grupo controle positivo tratados com pimobendan.

IV - Sumairio do projeto:

U Discussiio sobre a possibilidade de métodos alternativos e necessidade do nimero de animais:
segundo os autores, ja foram realizados as avaliagdes alternativas com eficdcia comprovada in vitro e
um estudo pré-clinico com cachorros da raga Beagle.

O Descri¢io do animal utilizado (ntiimero, espécie, linhagem, sexo, peso, ete): Sdo 20 coelhos machos,
adultos, albinos, da raga Nova Zeldndia, adquiridos em criadouro local.

U Espécie e nlimero total de animais utilizados: coelhos, 20 animais.

O Descri¢do das instalacdes utilizadas e nimero de animais/drea/qualidade do ambiente (ar,
temperatura, umidade), alimentacao/hidratacdo: alojados no Biotério da EVZ-UFG em gaiolas
individuais com livre acesso a ragdo e dgua e temperatura ambiente controlada em 24°C.

QO Utilizagiio de agente infeccioso/gravidade da infecgio a ser observada e anilise dos riscos aos
pesquisadores/alunos: Ndo se aplica

Comissdo de Etica no Uso de Animais/CEUA
Pro-Reitoria de Pesquisa e Pos-Graduacio/PRPPG-UFG, Caixa Postal: 131, Prédio da Reitoria, Piso 1, Campus Samambaia
(Campus II) - CEP:74001-970, Goiénia — Goids, Fone: (55-62) 3521-1215.
Email: ceua.ufg@gmail.com
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O Adequacio da metodologia e consideragdes sobre o sofrimento imposto aos animais: Para aliviar o
estresse dos animais a equipe serd treinada para conter os animais de forma adequada. Serd garantido
ambiente limpo, com dgua e comida a vontade, clima controlado, evitando estresse térmico. Como fonte de
enriquecimento adicional serd oferecido cenoura e ou talos de couve pelo menos trés vezes por semana,
além da manutengdo constante de pedagos de madeira eucalipto aromatizados com erva cidreira, como
proposto por RICCI et al., 2013.

MINISTERIO DA EDUCACAO e ..
_ UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS s
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO UFG
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS/CEUA

O Meétodo de eutanisia: injegdo intravenosa de tiopental sédioco na dose de 65 mg/kg de peso corporal
e, uma vez confirmada a morte dos animais, serdo coletadas amostras da parede livre dos veniriculos para
andalise histoldgica.

O Destino do animal: Os corpos dos animais serdo cremados apds a coleta do fragmento do miocdrdio.

IV — Comentirios do relator frente as orientagdes da CEUA:
O Quanto a documentos: Estdo de acordo com a solicita¢do da CEUA.

O Quanto aos cuidados e manejo dos animais e riscos aos pesquisadores: sdo descritos uso de EPIs
para minimizar os riscos.

V - Parecer da CEUA:
De acordo com a documentagdo apresentada & CEUA, consideramos o projeto APROVADO, conforme
decisdo desta Comisséo.

VI - Data da reuniio: 17/03/2014
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