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investigativa e descritiva nos principais pontos de seu assunto, de forma pontual
e incisiva, no intuito de, profissionalmente, aperfeicoar, aprimorar e capacitar
ainda mais vocé, querido leitor (a).

A obra detalha com maestria assuntos complexos da clinica veterinaria
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sobre diversas teméticas dos estudos clinicos patolégicos e zootécnicos da area
animal.

Nao obstante, o e-book que estas prestes a ler foi desenvolvido através
de um arduo trabalho conjunto de pesquisadores de diferentes areas do
conhecimento, relacionadas aos animais, fato este que enaltece ainda mais a

riqueza informativa do presente trabalho. Desde ja desejamos uma 6tima leitura!

Alécio Matos Pereira
Gilcyvan Costa de Sousa
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CAPITULO 7

PERFIL DIURETICO DA FUROSEMIDA EM RATOS
SUBMETIDOS A INSUFICIENCIA CARDIACA

Data de submissdo: 29/10/2022

Jhonata Costa Moura

Universidade Federal do Maranhao
http://lattes.cnpg.br/4061020988365969

Beatriz da Silva Ferreira de Lima

Universidade Federal do Maranhéao
http://lattes.cnpq.br/4068708473179132

Erik Cristian Nunes Oliveira

Universidade Federal do Maranhao
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Lara Possapp Andrade

Universidade Federal do Maranhéao
http://lattes.cnpq.br/1705007662146805

Emanoel Ribeiro de Brito Junior

Universidade Federal do Maranhao
http://lattes.cnpq.br/3025134669820577

Daniel Vaz Barros

Universidade Federal do Maranhao
http://lattes.cnpq.br/2171687934394194

Mateus Balbino Barbosa de Carvalho

Universidade Federal do Maranhéo
http://lattes.cnpq.br/5566307972220242

Data de aceite: 02/01/2023

Ellen Caroline da Silva Penha

Universidade Federal do Maranhéao
http://lattes.cnpq.br/5386259838779400

Nicolas Melo Cerqueira Salgado

Universidade Federal do Maranhao
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Vinicius Santos Mendes

Universidade Federal do Maranhao
http://lattes.cnpq.br/6999258314515933

Rachel Melo Ribeiro
Universidade Federal do Maranhao
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RESUMO: Os diuréticos de alga, como
a furosemida, compdem medicamentos
de primeira linha no tratamento de
pacientes com insuficiéncia cardiaca (IC)
descompensados, uma sindrome que
pode se manifestar de diversas formas e
ser resultado de diversas outras doencas
cardiovasculares ou sistémicas que
causam comprometimento cardiovascular.
O presente estudo objetivou avaliar a
capacidade diurética da furosemida
em animais sadios e com insuficiéncia
cardiaca induzida por isoproterenol. Os
ratos foram divididos aleatoriamente em
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Grupo furosemida sadio (Furosemida) recebeu furosemida 10mg/kg/dia; Grupo insuficiéncia
cardiaca (IC-Veiculo) recebeu agua 10ml/kg/dia e Grupo furosemida insuficiéncia cardiaca
(IC-Furosemida) recebeu furosemida 10mg/kg/dia. A IC foi induzida por isoproterenol baixa
dose, por sete dias consecutivos. O tratamento oral ocorreu por 7 dias, onde os animais
foram alocados em gaiola metabdlica para avaliagdo do volume urinério, excrecdo e
atividade diurética. Em relacéo a atividade diurética, os grupos IC-veiculo e IC-furosemida,
apresentaram reducdes significativas no volume urinario de 24h. e excrecao urinaria, além de
reducéo da atividade diurética. Os resultados permitem identificar os impactos deletérios da
indugcéo de IC sobre a capacidade renal dos animais, reduzindo volume e excrecgao urinéria,
onde a atividade diurética ficou comprometida, sendo que a administracdo de furosemida
na dose empregada, ndo foi capaz de reverter essas alteragées. Em conjunto, os dados do
presente estudo identificaram padrdes envolvidos no protocolo de diurese em animais com
insuficiéncia cardiaca induzida por isoproterenol. E uma linha de pesquisa nova em nosso
laboratorio e abre possibilidades para novas investigacdes farmacologicas na Universidade.
PALAVRAS-CHAVE: Diurético, Furosemida, Insuficiéncia cardiaca.

DIURETIC PROFILE OF FUROSEMIDE IN RATS SUBMITTED TO HEART
FAILURE

ABSTRACT: Loop diuretics, such as furosemide, are first-line drugs in the treatment of patients
with decompensated heart failure (HF), a syndrome that can manifest in different ways and
be the result of several other cardiovascular or systemic diseases that cause cardiovascular
compromise. The present study aimed to evaluate the diuretic capacity of furosemide in
healthy animals and with isoproterenol-induced heart failure. Rats were randomly divided
into healthy furosemide group (Furosemide) received furosemide 10mg/kg/day; Heart failure
group (Vehicle-HF) received 10ml/kg/day water and heart failure group (Furosemide-HF)
received 10mg/kg/day furosemide. HF was induced by low-dose isoproterenol for seven
consecutive days. Oral treatment took place for 7 days, where the animals were placed in
a metabolic cage for evaluation of urinary volume, excretion and diuretic activity. Regarding
diuretic activity, the HF-vehicle and HF-furosemide groups showed significant reductions in
24-hour urinary volume. and urinary excretion, in addition to reduced diuretic activity. The
results allow us to identify the deleterious impacts of HF induction on the renal capacity of the
animals, reducing urinary volume and excretion, where diuretic activity was compromised,
and the administration of furosemide at the dose used was not able to reverse these changes.
Together, the data from the present study identified patterns involved in the diuresis protocol
in animals with isoproterenol-induced heart failure. It is a new line of research in our laboratory
and opens up possibilities for new pharmacological investigations at the University.
KEYWORDS: Diuretic, Furosemide, Heart failure.

11 INTRODUGAO

A insuficiéncia cardiaca (IC) é uma sindrome que pode se manifestar de diversas
formas e ser resultado de diversas outras doencgas cardiovasculares ou sistémicas que
causam comprometimento cardiovascular. Essa enfermidade pode apresentar-se de
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forma crénica ou aguda, sendo que esta Ultima possui a descompensacgéo e congestéo
como manifesta¢gdes mais comuns e prevalentes. Diante disso, os diuréticos compdem
alguns dos medicamentos de primeira linha no tratamento de pacientes descompensados,
principalmente os diuréticos de alca e os tiazidicos (BARROSO; RODRIGUES;
BORTOLOTTO; MOTA-GOMES et al.,, 2021; CALAZANS; SEPULVIDA; QUADRADO;
MIRANDA, 2021; PIARDI; BUTZKE; BECK-DA-SILVA, 2021).

Os diuréticos sao farmacos considerados seguros, porém estdo relacionados
com variados efeitos adversos, como hipovolemia, que pode causar baixa perfusao
renal e hipotensdo, distarbios eletroliticos, e até mesmo diabetes (CALAZANS;
SEPULVIDA; QUADRADO; MIRANDA, 2021; DE ANDRADE; BINDA; DA SILVA, 2021).
Assim, é imprescindivel a continua investigagcdo e experimentacéo de novas alternativas
terapéuticas, sejam elas de origem sintética ou vegetal, que podem desempenhar efeitos
diuréticos semelhantes e com menos efeitos colaterais.

Nesse contexto, os fitoterapicos representam uma importante classe de
medicamentos com grande potencial para a descoberta de novas moléculas, visto que o
Brasil apresenta enorme diversidade boténica, que podem ser empregadas no tratamento
de doengas de maneira segura, mais natural e acessivel, uma vez que seja comprovada a
sua atividade terapéutica (FARIAS; DA SILVA; DE QUEIROZ; SILVA et al, 2021).

Para compreenséo da fisiopatologia e da efetividade da farmacoterapia disponivel,
modelos animais experimentais sdo criados, testados e avaliados para mimetizar as
condigbes clinicas de varias doencas, incluindo a IC (BACMEISTER; SCHWARZL;
WARNKE; STOFFERS et al, 2019; COPS; HAESEN; DE MOOR; MULLENS et al, 2019).
Em relagdo aos protocolos de diurese, especificamente, as metodologias precisam ser
comparadas de forma a permitir maior grau de fidedignidade (BACMEISTER; SCHWARZL;
WARNKE; STOFFERS et al, 2019), uma vez que muitas variaveis, (e.g. excregao urinaria,
ganho ponderal, etc.) e metodologias de coleta necessitam de padronizagéao (ONISHI; FU;
PATEL; DARSHI et al., 2020; RAO; IVEY-MIRANDA; COX; RIELLO et al., 2021)

Tais modelos permitem ndo sé, junto a pesquisa clinica, a descoberta de novos
medicamentos (TEERLINK; DIAZ; FELKER; MCMURRAY et al, 2021), mas também
contribuem para uma maior compreensao de uma lacuna em relagéo a esse topico: o efeito
que a IC possui sobre as caracteristicas farmacodinamicas e cinéticas (FELKER; ELLISON;
MULLENS; COX et al, 2020). Na literatura, varios avancos foram feitos nesse aspecto
dentro de estudos populacionais (ABDEL JALIL; ABDULLAH; ALSOUS; SALEH et al, 2020;
KASSEM; SANCHE; LI; BONNEFOIS et al, 2021), porém, dentro da pesquisa experimental,
ainda s&o escassos os estudos e modelos que possam detectar tais altera¢des de forma
significativa.

Dessa forma, é imprescindivel a aplicagdo e desenvolvimento de modelos
experimentais que déem suporte a descoberta de novos farmacos e aumentem a
compreensao fisiopatoldégica e farmacocinética ja existente. Em decorréncia disso, o
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presente estudo teve como objetivo avaliar a capacidade diurética da furosemida em
animais sadios e com insuficiéncia cardiaca induzida por isoproterenol.

21 METODOLOGIA

2.1 Animais

Foram utilizados ratos machos (Rattus norvegicus) da linhagem Wistar. Os animais
foram obtidos das col6nias do Biotério Central da Universidade Federal do Maranhéo,
onde os experimentos foram conduzidos. Os animais foram acondicionados em gaiolas
de polipropileno, providas de camas de maravalha e alojadas em estantes climatizadas.
Os animais tiveram acesso a comida e agua ad libitum e temperatura ambiente mantido
ao redor de 22 °C, com ciclo de 12 h, claro e escuro. Nas gaiolas metabolicas os animais
tiveram livre acesso a agua e ragéo.

Os procedimentos estdo de acordo com a lei federal 11.794 de 08 de outubro de
2008, com a regulamentacao do Conselho Nacional de Controle e Experimentagéo Animal,
e foram aprovados pela Comisséo de Etica em Experimentagéo Animal da Universidade
Federal do Maranhao, conforme protocolo n° 23115.010680/2020-78.

2.2 Delineamento experimental

O tratamento dos animais ocorreu por gavagem, via oral, com uso de agulha metalica
de gavagem, respeitando o volume maximo de 5 mL/Kg por sete dias consecutivos, onde
utilizou-se furosemida em animais induzidos ou néo a insuficiéncia cardiaca. Os ratos (n=12)
foram divididos aleatoriamente em trés grupos: Grupo furosemida sadio (Furosemida)
recebeu furosemida 10mg/kg/dia; Grupo insuficiéncia cardiaca (IC-Veiculo) recebeu agua
10ml/kg/dia e Grupo furosemida insuficiéncia cardiaca (IC-Furosemida) recebeu furosemida
10mg/kg/dia.

2.3 Padronizacao da analise experimental diurética

A atividade diurética foi determinada de acordo com o método publicado por Liu et
al, 2019. Desse modo, apds passarem por um periodo de 15 dias de adaptacéo, todos os
animais foram submetidos a uma coleta de urina de 6 h em gaiolas metabdlicas ap6s serem
carregados com agua destilada, em que aqueles que apresentaram uma excreg¢ao urinaria
maior que 40% do conteldo ingerido foram selecionados para o estudo.

ApoOs a selecdo, cada animal foi alojado individualmente em uma gaiola metabdlica
por um periodo de 07 dias com agua e ragédo ad libitum. Para cada animal a urina de 24
h foi coletada diariamente para determinagdo do volume diario, A urina das Gltimas 24h
do experimento foram utilizadas para determinar o Volume Urinario (volume medido de
urina), a excregao urinaria (Volume de Urina 24h / 24h*60min*100) e a ac&o diurética de
cada grupo (excrec¢éo urinaria do grupo / excre¢éo urinaria do grupo controle negativo). A
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andlise fisico-quimica da urina foi realizada através das amostras de urina de 24 h de todos
0s animais.

2.4 Analise fisico-quimicos da urina

Para analise da urina utilizou-se fitas reagentes para a avaliagéo do pH e densidade
especifica (1000-1030).

2.5 Analise Estatistica

Os dados foram analisados no software GraphPad Prism® 6.0. e apresentados
como média + erro padréo das médias e analisados por analise de variancia (ANOVA) para
multiplas comparacdes, seguida do teste de Tukey. Diferencas com P < 0,05 indicaram
significancia estatistica.

31 RESULTADOS

3.1 Avaliacao de parametros urinarios

A respeito dos volumes urinérios, observou-se que 0s grupos submetidos ao
protocolo de falha cardiaca, isto &, IC-veiculo e IC-furosemida, apresentaram reducoes
estatisticamente significativas no volume urinario de 24h (Figura 1). A excre¢ao urinéria
também é uma medida de diurese em 24h, cuja unidade relaciona volume com o tempo
de excrecao. O resultado de excregao urinaria estd expresso na Figura 2, que também
evidenciou impacto negativo decorrente da inducgéo de IC.

80—
60—

40—

Volume urinario (24h)

20—

T T T
Furosemida IC-Veiculo IC-Furosemida

Figura 1: Volume urinario de 24h de 4gua de animais submetidos a insuficiéncia cardiaca tratados com
furosemida. ANOVA, Tukey. *p<0,05; **p<0,01 (n= 3-4).
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60

40—

20—

Excregao urinaria (%)

T T T
Furosemida IC-Veiculo  IC-Furosemida

Figura 2: Excrecao urinaria de animais submetidos a insuficiéncia cardiaca tratados com furosemida.
ANOVA, Tukey. *p<0,05; **p<0,01 (n= 3-4).

A atividade diurética relaciona a excregcdo urinaria do grupo avaliado com o
grupo controle negativo. E possivel observar entdo o dano & fungéo renal associada ao
desenvolvimento de falha cardiaca, pois na figura 3, todos os grupos de falha (IC-veiculo e
IC-Furosemida) apresentaram acgéo diurética inferior a 1, indicando assim que a excreg¢ao
renal foi reduzida para niveis inferiores ao controle negativo.

1.0

Acao diurética

0.0-

T T T
Furosemida IC-Veiculo IC-Furosemida

Figura 3: Atividade diurética de animais submetidos a insuficiéncia cardiaca tratados com furosemida.
ANOVA, Tukey. *p<0,05 (n= 3-4).

3.2 Analise fisico-quimica da urina

A analise fisico-quimica da urina demonstrou que os valores de pH apresentaram-se
dentro dos valores esperados para os respectivos grupos Furosemida (7 = 0,5); IC-Veiculo
(7) e IC-Furosemida (7 = 0,5). O mesmo foi observado para a densidade especifica da
urina, Furosemida (1,008 + 0,002); IC-Veiculo (1,005) e IC-Furosemida (1,005)
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41 DISCUSSAO

Este estudo avaliou a capacidade diurética da furosemida, um diurético de alga,
muito empregado para o tratamento da IC, em animais sadios e com a patologia induzida
experimentalmente por baixas doses de isoproterenol (LOBO FILHO, 2011). Nossos
resultados mostram alteracao significativa para a agao diurética da furosemida quando ha
hipertrofia cardiaca fisiopatolégica nos animais.

Com relagdo aos resultados de atividade diurética, o grupo furosemida sadio
destacou-se apresentando valores superiores nos trés parametros analisados: volume
urinario, excregdo urinaria em percentual e acdo diurética. Corroborando com esses
achados, Liu et al., 2019, em seu estudo sobre o efeito diurético do extrato etandlico de
Logopsis supina em ratos normotensos, observaram que o volume de diurese no grupo
furosemida foi significativamente aumentado. Essa propriedade pode ser justificada pelo
mecanismo de acédo dos diuréticos de alga, baseado na redugdo da concentragédo de
solutos no intersticio medular e, como consequéncia, ocorre a reducdo da reabsorcéao
da agua nos ductos coletores, promovendo a diurese (FIORINI; DE SOUZA SIRAGUSI;
JUNIOR; FRANCO, 2017).

No presente estudo, utilizamos o modelo de animais induzidos a IC por isoproterenol.
O isoproterenol € uma substéncia sintética B-agonista nao-seletiva, utilizada para o
tratamento de bradiarritmias (SZYMANSKI; SINGH, 2018). O uso dessa substancia causa
aumento de radicais livres nos mioécitos, estresse oxidativo, apoptose e consequente
necrose do tecido cardiaco, o que justifica sua capacidade de induzir IC (ALLAWADHI;
KHURANA; SAYED; KUMARI et al, 2018).

Uma das consequéncias fisiolégicas esperadas da IC é a redugdo do volume
urinario, significativo marcador de disfuncdo renal, contexto fisiopatolégico envolvido na
sindrome cardiorrenal (COSTANZO, 2020; RONCO; BELLASI; DI LULLO, 2018). Diante
disso, nossos resultados expressam que os grupos induzidos a IC apresentaram uma
acentuada reducéo dos pardmetros urinérios analisados (Figura 1, 2 e 3) sendo esses
resultados ja exposto e discutido em estudos anteriores (PENG; TANG; HU; CHEN et al.,
2013; ZHENG; CAIl; CHEN; CHEN et al, 2017). Assim, os resultados observados estdo em
concordancia com a literatura.

Em continuidade, os resultados obtidos para a urinalise em relacéo a densidade
especifica e pH urinario, mostraram que o tratamento com diurético ndo foi capaz de
alterar tais paradmetros. Resultados semelhantes foram observados por YANG et al, 2021,
onde observaram que tratamento com frag@o soluvel aquosa de Lagopsis supina (40-320
mg/kg) ou furosemida (10 mg/kg) ndo foi capaz de alterar o pH da urina dos animais.
Semelhantemente a esses resultados, DE ALMEIDA et al, 2018 apontam em seu estudo
nao terem encontrado alteracdes nos valores de pH e densidade urinaria.
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51 CONCLUSAO

O presente estudo identificou padrées envolvidos no protocolo de diurese em
animais com insuficiéncia cardiaca induzida por isoproterenol. E uma linha de pesquisa
nova em nosso laboratério e abre possibilidades para novas investigagdes farmacologicas
na Universidade. Foi possivel identificar os impactos deletérios da inducdo de IC sobre
a funcdo renal dos animais, reduzindo volume e excrecdo urindria. Mais estudos sédo
necessarios para melhor compreensao das alteracées farmacolégicas ocorridas para a
furosemida nesse modelo experimental.
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