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RESUMO

A epilepsiaé a doenga neurologica cronica mais frequente em caes e humanos e,
em ambas as espécies, a refratariedade aos farmacos antiepilépticos € um problema que
afeta gravemente a qualidade de vida. Diante desse quadro, a medicina translacional tem
trabalhado com novas pesquisas, incluindo o cdo como modelo de epilepsia para seres
humanos. O peptideo denominado de “Neurovespina” (NV) foi desenhado a partir de um
peptideo natural extraido da peconha de vespas sociais endémicas do cerrado brasileiro
contendo neuroativos que vem sendo testados para o tratamento de doengas neurologicas
ou neurodegenerativas e seu uso obteve adequado controle das crises epilépticas
em camundongos. As vantagens de seu uso terapéutico incluem alta poténcia, excelente
seletividade, baixa toxicidade, apresentando poucos efeitos adversos. O presente estudo
selecionou oito caes sadios e seis caes classificados com epilepsia idiopatica de causa
desconhecida no critério Tier II associado ao painel para diagndéstico de doencas
infecciosas. Mantendo a medicagdo antiepiléptica convencional, a NV foi administrada
na dose de 150 a 200 pg/cao, a cada 8 horas, por via subcutanea. A frequéncia e gravidade
das crises foram acompanhadas quinzenalmente de 6 a 54 meses. Resultados revelaram
auséncia de efeitos adversos (p>0,9999), de alteracdes no eletrocardiograma (p>0,9999)
e de PAS (p = 0.2585) nos cdes tratados em comparacao com os oito caes do grupo sadio.
A frequéncia média semestral (FMS) das crises sofreu redugao ap6s ouso da NV no grupo
tratado com valores de p = 0,0312 e 0,044. As principais desvantagens do peptideo
estiveram relacionadas a via de administracdo subcutanea (SC) e a frequéncia de
administracdo. Diante dos resultados obtidos, conclui-se que a NV representa uma
alternativa promissora para o manejo da epilepsia farmacorresistente em caes. A possivel
influénciana FMS e a auséncia de efeitos adversos sugerem que a NV pode ser uma opcao
como terapia adjuvante para caes e, futuramente, humanos. Além disso, foi relatado que
os caes tiveram melhora na qualidade de vida, atribuidos a reducao de crises agrupadas,
status epilepticus, redugdo do periodo pos ictus e/ou melhora cognitiva. Esses achados
sublinham a necessidade de estudos futuros que aprofundem a investigacao sobre o uso
clinico da NV em populagdes mais amplas, via de administracdo transdérmica e a

quantificagdo sérica na NV com objetivo de melhorar a defini¢do das doses.

Palavras chaves: epilepsia, peptideos, farmacos antiepiléptico, efeitos adversos, caes



ABSTRACT

Epilepsy is a chronic neurological disease that is most common in dogs and
humans. In both species, resistance to antiepileptic medications is a problem that seriously
affects quality of life. Translational medicine has been conducting new research, using
dogs as a model for studying epilepsy in humans. They have developed a peptide called
"Neurovespina" (NV) from a natural peptide found in the venom of social wasps native
to “cerrado” of Brazil. This peptide contains neuroactives that have been tested for
treating neurological and neurodegenerative diseases, and it has proven to be effective in
controlling seizures. The advantages of its therapeutic use include high potency, excellent
selectivity, low toxicity, and few adverse effects. In the current study, six dogs diagnosed
with idiopathic epilepsy, which is of unknown cause, were selected based on Tier II
criteria associated with the panel for diagnosing infectious diseases. While continuing
with their regular anti-epileptic medication, the dogs were given NV at a dosage of 150 a
200 pg/dog (three times a day, subcutaneously). The frequency and severity of seizures
were monitored every week for a period ranging from 6 to 54 months. Results showed no
adverse effects (p > 0.9999) or changes in the electrocardiogram (p> 0.9999) and SBP (p
= (0.2585) in the treated dogs and 8 dogs in the healthy group. The mean semiannual
frequency (FMS) of seizures decreased after the use of NV in the treated group (p =
0.0312 and 0.044). The main downsides of the peptide were associated with its
subcutaneous (SC) administration route and frequency of use. We have determined that
NV shows promise as an alternative for managing drug-resistant epilepsy. It may also
serve as an option for adjuvant therapies for dogs and potentially for humans in the future.
All dogs experienced an improvement in their quality of life, including a reduction in
clustered seizures, status epilepticus, the post-ictus period, and/or cognitive enhancement.
However, these findings emphasize the necessity for future studies to further investigate
the clinical use of NV in broader populations, the transdermal administration route, and

serum quantification in NV to improve dose definition.

Keywords: epileptic, seizures, peptides, antiepileptic drugs, adverse effects, dogs.
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1 INTRODUCAO

A epilepsia ¢ uma condic¢do neuroldgica cronica caracterizada por crises recorrentes, que
afeta uma parcela significativa tanto da populagdo canina quanto humana. Nos cdes, sua
prevaléncia variaentre 0,6% e 0,75% da populagdo, sendo a condi¢do neuroldgica mais comum
nessa espécie (Berendt et al., 2015). Em humanos, a epilepsiatambém ¢ prevalente, atingindo
cerca de 50 milhdes de pessoas, com uma incidéncia anual estimada entre 50,4 ¢ 81,7 casos por

100.000 habitantes (Falco-Walter, 2020).

Devido a alta prevaléncia em caes, a epilepsia compromete profundamente a qualidade
de vida dos individuos afetados, especialmente quando associada a crises agrupadas e status
epilepticus, o que frequentemente leva a decisdo de eutandsia por parte dos tutores,
evidenciando o impacto severo da falta de controle adequado das crises sobre o bem-estar dos

caes (Monteiro et al., 2012; Hamers et al., 2023).

Atualmente, o manejo das epilepsias, incluindo a epilepsia idiopatica (EI) em caes ¢
limitado a um numero restrito de farmacos antiepilépticos licenciados (Podell et al., 2016;
Potschka et al., 2023). Contudo, esses medicamentos sdo ineficazes para um nimero
significativo de cdes epilépticos, além de frequentemente estarem associados a eventos
adversos (Mufiana, 2013; Charalambous et al., 2016). A dificuldade de manejo e a ineficécia
dos medicamentos atuais reforcam a necessidade de explorar novas abordagens terapéuticas e
compreender melhor os mecanismos de resisténcia farmacoldgica em cdes com epilepsia

(Potschka et al., 2023)

Apesar dos esforgos continuos na pesquisa e desenvolvimento de novas medicacoes e
terapias todos os anos, a epilepsia refrataria permanece um desafio ndo resolvido, tanto na
medicina veterinaria (Potschka et al., 2023), quanto na medicina humana (Mesraoua et al.,

2023).

Estudos recentes sobre o uso de peptideos t€ém demonstrado resultados promissores para
uma variedade de condi¢des em humanos, como cancer, diabetes mellitus, Doenca de
Alzheimer e outras doencas neurodegenerativas (Wang, 2024). H4 um interesse crescente no
uso de peptideos para o tratamento de epilepsia, especialmente na modulagdo de receptores e
canais i6nicos no encéfalo (Mortari, 2007; Campos, 2020), no entanto, a aplicagdo desses

peptideos na epilepsia refrataria ainda € escassa e requer maior investigacao (Wang, 2024).
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Nesse contexto, a Neurovespina (NV), um peptideo sintético derivado da pegonha da
vespa Polybia occidentalis, surge como uma abordagem promissora para o manejo de
condigdes neurologicas, incluindo a epilepsia refrataria. Estudos em camundongos sugerem que

a NV foi eficaz no manejo da epilepsia (Carneiro, 2017; Campos, 2020).

Com base nessas premissas foi investigada a agdo antiepilépticada NV em caes com
epilepsia idiopatica resistente a medicamentos, com a hipdtese de que sua administragio

reduziria a frequéncia das crises em caes refratarios as terapias antiepilépticas convencionais.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Epilepsia em Caes:

2.1.1 Classificacao: Definicoes, Etiologias e tipos de crises epilépticas.

A epilepsia ¢ um dos disturbios neuroldgicos mais comuns em caes, caracterizada por
crises epilépticas recorrentes e espontaneas, que resultam de atividade neuronal excessiva,
sincronizada e autolimitante de neuronios no cérebro (Berendt et al., 2015; De Risio et al.,
2015). As crises epilépticas, por sua vez, sdo eventos subitos e breves, geralmente com duragado
inferior a 2-3 minutos, podendo se manifestar de forma generalizada, afetando ambos os
hemisférios cerebrais, ou de maneira focal, comprometendo apenas uma regido especifica do

cérebro (Berendt et al., 2015).

As crises focais representam a principal forma de apresentagdo das crises epiléptica em
caes (Hiilsmeyer et al., 2010; Berendt et al., 2015; Ldscher, 2022). No entanto, um contraste
significativo emerge ao comparar os resultados de Hamers et al. (2023), que relataram crises
epilépticas tonico-clonica generalizada como sendo mais prevalentes, ocorrendo em 305 dos
402 caes avaliados. Essa divergéncia pode estar associada a dificuldade dos tutores em
identificar crises focais, ja que essas crises apresentam uma variedade de caracteristicas
fenotipicas, frequentemente confundidas com comportamentos normais ou mudangas de
comportamento, tais como ansiedade e inquietagdo (Berendt et al., 2015; Loscher, 2022).
Assim, embora as crises focais possam ser mais comuns, as crises generalizadas tendem a ser
relatadas com maior frequéncia pelos tutores, devido a sua apresentagao mais evidente e

marcante (Potschka et. al, 2023).

As apresentagdes focais estdo associadas a um pior progndstico (Potschka et. al, 2023),
além disso, a subnotificagao dessas crises pode comprometer a eficacia do tratamento (Loscher
et al., 2022). Portanto, ¢ essencial que os veterinarios treinem os tutores para identificacao das
crises, além de solicitar registros em “diarios”, visando um monitoramento mais eficaz
(Potschka et. al, 2023). Sabe-se que o controle rigoroso dessas crises pode melhorar
significativamente o progndstico a longo prazo (Ldscher et al., 2022). Tecnologias de
monitoramento continuo sao necessarias para detecc¢ao de crises epilépticas, incluindo as focais

e poderiam contornar a necessidade de registro pelos tutores (Ldscher et al., 2022).
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Anteriormente, acreditava-se que as crises focais estavam predominantemente
associadas a lesdes estruturais no cérebro (Risioet. al., 2015; Loscher et al., 2022). No entanto,
estudos sugerem que as crises focais podem estar frequentemente associadas a epilepsia
idiopatica (EI), assim como ¢ descrito em humanos para algumas sindromes (Hiilsmeyer et al.,
2010). Um estudo com 49 Border Collies observou que 78% dos caes apresentaram inicio das
crises de forma focal (Hiilsmeyer et al., 2010), em contraste, outros estudos nao encontraram

nenhuma associacao significativa entre o tipo de crise e a raca (Hamers et al., 2023).

Quando as crises epilépticas ocorrem em resposta a uma perturbagao temporaria, como
em distarbios metabodlicos ou toxicos, sdo classificadas como crises reativas, sendo estas

reversiveis com a resolugdo da causa subjacente (Berendt et al., 2015).

A epilepsia, por sua vez, ¢ definida como uma doencga do cérebro caracterizada por uma
predisposicdo duradoura para gerar crises epilépticas e ¢ geralmente diagnosticada apds a
ocorréncia de pelo menos duas crises epilépticas ndo provocadas, separadas por mais de 24
horas (Berendt et al., 2015). Essa condigdao ndo ¢ apenas uma série de eventos isolados, mas
uma predisposi¢ao cronica que pode resultar em consequéncias neurobiologicas, cognitivas,

psicoldgicas e sociais para os animais afetados (Berendt et al., 2015; Sanders, 2015).

A epilepsia pode ser subdividida em duas categorias: epilepsia estrutural e epilepsia
idiopatica. A epilepsia estrutural ¢ aquela na qual ha evidéncias de lesdes cerebrais
identificaveis ou anomalias estruturais que alteram a fun¢do cerebral normal, como tumores,
traumas, ou malformacdes congénitas. Essas alteracdes sdo detectaveis por meio de exames de
imagem avangados ou outros métodos diagnosticos, evidenciando a correlagdo entre a estrutura
danificada e a atividade epiléptica (Berendt et al., 2015).

Por outro lado, a epilepsiaidiopatica ¢ uma forma de epilepsia na qual ndo hé evidéncia
de anomalias estruturais ou lesdes cerebrais detectaveis que expliquem a predisposi¢do para
crises. Essa categoria ¢ subdividida em trés subtipos principais: epilepsia genética confirmada,
epilepsia com suspeita de origem genética e epilepsia de causa desconhecida (Berendt et al.,
2015).

A epilepsia genética confirmada ¢ diagnosticada quando um gene especifico causador
de epilepsia ¢ identificado. A epilepsia com possivel origem genética ¢ identificada pela alta
prevaléncia da condicdo em certas racas, através de analises de pedigrees ou pela ocorrénciade

casos familiares, mesmo sem a identificagdo de um gene especifico. Por fim, a epilepsia de
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causa desconhecida ¢ diagnosticada quando nao hd uma base estrutural evidente para as crises
e a causa subjacente permanece incerta (Berendt et al., 2015).

Em caes, devido as dificuldades encontradas na identificagdo das etiologias das crises
epilépticas, a epilepsia é, na maioria das vezes, classificada como idiopatica. Desde a década
de 1990, o termo idiopatico tem sido considerado obsoleto na medicina humana (Loscher,
2022), mas ainda ¢ amplamente utilizado na medicina veterinaria, refletindo as limitacoes
diagnoésticas vigentes (Berendt et al., 2015; De Risio et al., 2015; Loscher, 2022).

E um fato que se sabe pouco sobre as causas genéticas da epilepsia em cdes. Em
humanos, inovacdes impulsionadas por novas tecnologias e andlises avangadas levaram a
avangos notdveis na descoberta de genes relacionados a epilepsia. Atualmente, mais de 80 genes
sdao considerados diretamente ligados a epilepsia, e cerca de 800 outros genes podem estar
envolvidos na doenga (Ldscher, 2022). Loscher (2022) destaca que “a nova era gendmica agora
impacta diretamente o atendimento clinico, avangando em direcdo a medicina de precisdo.”

Além disso, a ILAE (Liga Internacional Contra a Epilepsia) diferencia crises epilépticas
em sindromes epilépticas com base em padrdes clinicos distintos e categorizados por EEG
(Scheffer et al., 2017), somando a ao conhecimento genético ja conhecido (Ldscher, 2022), no
entanto, esse nivel de diagnostico ainda ndo € viavel na epilepsia canina (Loscher, 2022;
Potschka et al., 2023).

Ademais, a medicina humana tem aumentado consideravel sua capacidade de
diagnoéstico etioldgico com estudos de neuroimagem e estudos genéticos (Loscher 2022),
enquanto a medicina veterinaria ainda se baseia em uma classifica¢do de quase uma década
(Berendt el. al., 2015). Assim, podemos refletir sobre a complexidade da epilepsia ¢ a
necessidade continua de pesquisa para elucidar seus mecanismos e etiologias, com o objetivo
de fundamentar diagnosticos e desenvolver estratégias terapéuticas individualizadas ( Berendt

et al., 2015).

2.1.2 Fisiopatologia da Epilepsia em Caes

Em um cérebro normal, a atividade neuronal ¢ regulada por processos bioquimicos e
eletrofisiologicos que mantém o equilibrio entre excitagao e inibig¢ao, essencial para a fungao
cerebral adequada. Este equilibrio é essencial para controlar a predisposi¢do intrinseca dos
neuronios a dispararem evitando a hiperexcitabilidade e assegurando que a ativagao neuronal

ocorra de maneira ordenada. Para compreender como esse equilibrio ¢ mantido, ¢ importante
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considerar alguns conceitos basicos e fundamentais, como o potencial de membrana, o potencial
de acdo, os canais 10nicos, receptores, neurotransmissores € circuitos neurologicos (Sanders,

2015; Patterson, 2013).

O potencial de membrana representa a diferenca de carga elétrica entre o interior e o
exterior da célula neuronal, sustentado pela distribuicdo desigual de ions como sodio (Na™),
potassio (K*), calcio (Ca*") e cloro (Cl°) através da membrana celular. Em repouso, o potencial
de membrana de um neurdnio ¢ tipicamente cerca de —65 mV, o que indica um estado em que
o interior da célula ¢ mais negativo em relacdo ao exterior. Esta polaridade ¢ mantida,
principalmente, pela agdo da bomba de sdédio-potassio e pela maior permeabilidade dos canais
de potassio em repouso. Quando ocorre movimento de ions temporariamente ha mudanca na

diferenca de carga elétrica entre o interior e o exterior da célula, levando a despolarizacdo da

membrana (Sanders, 2015; Wehrwein et. al., 2016).

O potencial de agdo ocorre em resposta a despolarizacdo, uma mudanca rapida e breve
no potencial de membrana. Durante este processo, a abertura rapida dos canais de sodio
voltagem-dependentes permite a entrada maci¢a de Na* na célula, causando uma inversao
temporaria do potencial de membrana. Logo apds, os canais de potassio voltagem-dependentes
abrem, resultando na saida de K* e na repolariza¢do da membrana. Este ciclo de despolarizagdo
e repolarizagdo propaga o sinal elétrico ao longo do axonio, permitindo a comunicagao eficiente

entre os neuronios (Sanders, 2015).

Os canais i6nicos sdo proteinas transmembrana que facilitam o transporte seletivo de
ions através da bicamada lipidica, desempenham papel importante na manutencao do potencial
de membrana e na geracao dos potenciais de ag¢ao. Esses canais sdo categorizados em dois
principais tipos: canais voltagem-dependentes e canais ativados por ligantes (Sanders, 2015;

Wehrwein et. al., 2016).

Os canais 16nicos voltagem-dependentes abrem ou fecham em resposta a variagdes no
potencial de membrana, ¢ os tipos mais relevantes incluem os canais de sodio (Na*), potassio
(K™, célcio (Ca*") e cloro (CI). Quando um estimulo atinge a membrana de um neurdnio,
ocorre uma despolarizagdo inicial que modifica o potencial de membrana, sinalizando para que
os canais de sodio se abram rapidamente. Este processo resulta em um influxo de Na*, que
inverte temporariamente o potencial de membrana, tornando-o positivo em relacdo ao exterior

da célula e gerando o potencial de agdo. Subsequentemente, os canais de potassio voltagem-
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dependentes promovem a repolarizagio, permitindo a saida de K* da célula e restaurando o

potencial de repouso (Sanders, 2015; Wehrwein et. al., 2016).

Os canais de cloreto sdo fundamentais para a estabilizacao do potencial de membrana;
a entrada de CI" através desses canais hiperpolariza a célula, reduzindo sua excitabilidade e
prevenindo uma atividade neuronal excessiva (Sanders, 2015; Wehrwein et. al., 2016). Os
canais de célcio voltagem-dependentes sdo responsaveis pela liberagao de neurotransmissores
nas sinapses. Quando ativados por um potencial de a¢do, permitem a entrada de Ca?* na célula,
0 que promove a fusao das vesiculas sinapticas com a membrana e consequente liberacao de

neurotransmissores (Sanders, 2015; Wehrwein et. al., 2016).

Os principais tipos de canais de calciosao L, T, N, P/Q e R. Esses canais desempenham
diversas funcOes celulares, desde ativacdo da contracdo muscular a liberacdo de
neurotransmissores e regulagdo da transcri¢do génica (Pallone et al., 2018) (Tabela 1). No
coragdo, predominam os canais de calcio dos tipos L e T, com os canais do tipo L exercendo
um papel fundamental na contragdo do musculo cardiaco e na fase de platdo do potencial de
acdo, enquanto os canais do tipo T, presentes nas células marca-passo, contribuem para a
regulagdo do ritmo cardiaco (Pallone et al., 2018; Shah et al., 2022). No sistema nervoso, os
canais dos tipos N e P/Q sdo cruciais para a liberacdo de neurotransmissores nas sinapses,
enquanto os canais do tipo L participam tanto da liberagdo de neurotransmissores quanto da
plasticidade sinaptica. Ja os canais do tipo T regulam a excitabilidade neuronal, especialmente
nas cé¢lulas marca-passo neuronais e em certos ritmos cerebrais, € os canais do tipo R, embora
menos frequentes, também desempenham um papel na liberagdo de neurotransmissores
(Pallone et al., 2018). A compreensdo da funcionalidade dos canais de célcio tornou-se
essencial para o avango dos estudos sobre epilepsia, uma vez que pesquisas demonstram uma

relagdo direta entre esses canais e a fisiopatologia da doenca (Lerche et al., 2013).

Tabela 1 - Classificagdo dos canais de calcio voltagem-dependentes de acordo com o subtipo, tipo,

localizacdo e fungdo

Subtipo | Tipo | Localizagio | Funcéo
Liberacédo de célcio para contragdo muscular
Cavl.l L Musculo esquelético
Coracao, cérebro, Contragdo muscular cardiaca, liso, secrecdo enddcrina e
Cavl.2 L musculo liso sinalizacéo neural
Cavl.3 L Cérebro, coracdo, retina  Marca-passo cardiaco e audi¢édo

Cavl.4 L Retina Envolvido na neurotransmissao visual
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Cav2.1 P/Q Sistema nervoso central  Liberagdo de neurotransmissores
Liberacdo de neurotransmissores, modulacdo da resposta a

Cav2.2 N Sistema nervoso central  dor

Cérebro, células Liberacdo de neurotransmissores e horménios, envolvido na
Cav2.3 R endocrinas plasticidade sinéptica

Neurdnio, muasculo
Cav3.l T cardiaco Ritmo cardiaco

Neurénio, masculo
Cav3.2 T cardiaco Ritmo cardiaco
Cav3.3 T Cérebro, medulaespinhal Papel na sinalizacao neural e disparos ritmicos

Fonte: Elaborada pela autora com base em Pallone et al. (2018) e Shah et al. (2022).

Os canais i6nicos dependentes de ligantes sdo receptores do tipo ionotropico que
funcionam simultaneamente como receptores e canais i6nicos. Eles incluem os subtipos AMPA,
NMDA, cainato, GABAA e receptores de glicina. Estes canais sdo ativados quando um ligante,
como o neurotransmissor glutamato, se une ao receptor, desencadeando a abertura do canal e
permitindo o fluxo rapido de ions através da membrana celular em resposta ao estimulo

(Sanders, 2015; Wehrwein et. al., 2016).

Em contraste, os receptores metabotropicos, como os receptores GABAB e os receptores
de glutamato metabotrdpicos, sdo acoplados a proteinas G e ndo possuem um canal i6nico
integrado; em vez disso, ativam uma cascata de sinalizagdo intracelular que pode resultar na
abertura ou fechamento de canais i6nicos situados em outras regides da membrana. A ativacao
dos receptores metabotropicos ¢ mais lenta, pois depende de multiplos eventos de sinalizacdo
antes de modificar a atividade i0nica. Assim, os receptores ionotropicos € metabotrdpicos
modulam o fluxo idnico de maneiras diferentes: diretamente pelos ionotropicos, que atuam
como canais i16nicos, e indiretamente pelos metabotropicos, que utilizam vias de sinalizagdo

intracelular (Sanders, 2015; Wehrwein et. al., 2016).

Os neurotransmissores sdo classicamente definidos como substancias quimicas
liberadas na membrana pré-sinaptica, geralmente no final de um terminal axdnico, que ativam
receptores na membrana pds-sinaptica. Entre os principais neurotransmissores estdo o GABA,
o glutamato, a acetilcolina (ACh), a serotonina, a epinefrina, a dopamina, a histamina e a

glicina, todos desempenhando papéis essenciais na regulacdo da excitabilidade neuronal

(Patterson, 2013; Sanders, 2015).

No cérebro, o glutamato € o principal neurotransmissor excitatorio, ativando receptores

inotropicos como NMDA e AMPA, que permitem a entrada de ions positivos € promovem a
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excitacao neuronal (Patterson, 2013; Sanders, 2015). Em contraste, o GABA e a glicina sao
neurotransmissores inibitorios; o GABA, em especial, age ativando receptores que facilitam a
entrada de ions cloro, resultando em hiperpolarizacdo e inibi¢do da atividade neuronal,
enquanto a glicina atua principalmente como um neurotransmissor inibitério na medula

espinhal (Patterson, 2013; Sanders, 2015; Wehrwein et. al., 2016).

O equilibrio entre neurotransmissores, canais i0nicos, receptores € vias neurais ¢é
essencial para o funcionamento cerebral adequado. Quando uma lesdo ou insulto atinge os
neurdnios de um cérebro saudavel, podem ocorrer alteragdes que desencadeiam o processo de
epileptogénese (Patterson, 2013; Sanders, 2015), que, por sua vez, € o processo pelo qual um
cérebro normal se torna predisposto a desenvolver crises epilépticas espontaneas e recorrentes

(Patterson, 2013).

Embora o conhecimento direto sobre a epileptogénese em caes seja limitado, pesquisas
em modelos de roedores e humanos fornecem informacdes valiosas aplicaveis a todos os
mamiferos, incluindo caes (Patterson, 2013; Lodscher, 2022), demonstrando que a
epileptogénese pode ser dividida em trés fases principais: periodo latente, crises recorrentes e

desenvolvimento de epilepsia refrataria (Patterson, 2013).

O periodo latente ou fase latente refere-se ao tempo desde o inicio do insulto (trauma,
status epilepticus,isquemia, infecgdes, dentre outras causas, incluindo predisposi¢ao genética)
e o surgimento das crises epilépticas espontaneas, recorrentes e clinicamente dbvias ( Patterson,
2013; Loscher, 2022). Secundariamente ao insulto inicial ou ao processo de recuperacio pos
insulto, pode ocorrer neurodegeneracao, neurogénese andmala, neuroinflamagao, brotamento
axonal e dendritico, gliose, alteragdes na expressao e funcdo de canais i0nicos e receptores,
hiperexcitabilidade de circuitos neuronais, dentre outros processos (Patterson, 2013; Loscher,
2022). Nesse periodo, que pode durar de dias, meses ou até anos, crises epilépticas subclinicas
(atividades epileptiformes em pequena escala) podem ocorrer sem evoluir para crises aparentes,
mas ainda assim contribuem para o refor¢o de circuitos excitatorios, aumentando a
hiperexcitabilidade (Ldscher, 2022). Até o momento, ndo ha tratamentos capazes de
interromper ou modificar essa fase da epileptogénese e prevenir a ocorréncia da epilepsia
(Loscher, 2022; Jiang e Yu, 2023). No entanto, um estudo realizado com camundongos como
modelos cronicos de epilepsia induzidos com agentes quimicos demostrou possivel efeito do

peptideo NV na fase latente da epilepsia (Dos Anjos el. al. 2017).
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Apds o periodo latente, o cérebro entra na fase conhecida como ictogénese,
caracterizada pela ocorréncia de crises epilépticas espontaneas e recorrentes (Patterson, 2013;
Loscher, 2022). Durante essa fase, nos focos epilépticos, pode ser observado um fendmeno
eletrofisiologico chamado deslocamento paroxistico de despolarizagdo (PDS). Em condigdes
normais, os potenciais pos-sinapticos excitatorios produzem potenciais de agao muito breves,
que duram apenas alguns milissegundos (Patterson, 2013; Sanders, 2015). Entretanto, durante
esse fendmeno, ha a geracdo de uma série rapida de potenciais de agao nos axonios, resultante
da entrada maciga de ions positivos, o que desencadeia disparos rapidos e sucessivos de
potenciais de acdo, seguidos por uma fase de hiperpolarizagdo prolongada, mediada por
correntes de potéassio dependentes de calcio (Patterson, 2013; Sanders, 2015; Meyer et al.,

2021), resultando assim na geracao de PDS sustentados (Sanders, 2015).

A presenca de PDS pode ser detectada em eletroencefalogramas (EEG) como descargas
epileptiformes, que indicam as regides cerebrais responsaveis pela geracao de crises (Meyer et
al., 2021). Assim o PDS ¢ parte de um conjunto de mecanismos que contribuem para a
propagac¢ao das crises epilépticas, e esta potencialmente envolvido na epileptogénese (Meyer
etal., 2021). O PDS tem sido extensivamente estudada em modelos animais e pesquisas sobre
epilepsia humana para entender seu papel na geragdo e propagacdo de crises epilépticas.
Estudos tém investigado os canais de cdlcio tipo L (Cavl.x), uma vez que esses canais, em
neurdnios hipocampais de ratos, desempenham um papel crucial no desencadeamento de
mudangas associadas a despolarizagao paroxistica (PDS) e estao potencialmente envolvidos na

epileptogénese (Meyer et al., 2021).

Além da influéncia dos PDS, durante o periodo de crises recorrentes, o cérebro passa
por modificagdes adicionais nos circuitos neurais, como a perda de neuronios gabaérgicos
inibitorios e o aumento da sensibilidade dos receptores de glutamato (Patterson, 2013; Meyer
et al., 2021), além de outros mecanismos, como a interrup¢ao da homeostase intracelular de
Ca?*, a formagao de espécies reativas de oxigénio e a elevagdo do cloreto intracelular (Meyer
et al., 2021). Essas mudangas contribuem para a persisténcia das crises € para a formagao de
redes neurais hiperexcitaveis que facilitam a propaga¢do da atividade epiléptica (Patterson,
2013). A combinag¢do de PDS, perda de influéncias inibitorias normais e mecanismos de
retroalimentagdo cria um ambiente em que neurdnios vizinhos sao recrutados para um padrao

de disparo sincronico, promovendo a generalizacao das crises epilépticas (Patterson, 2013).



23

A terceira fase ¢ marcada pelo desenvolvimento de crises refratarias em cerca de 30%
dos pacientes (Patterson, 2013). Nessa fase, ocorre uma liberagdo exagerada de glutamato,
desencadeando uma cascata de eventos intracelulares que aumentam a neurodegeneragao, a
atividade de células inflamatdrias e alteragdes nos canais idnicos e sensibilidade dos receptores
(Patterson, 2013). Assim compreender o processo de epileptogénese €, portanto, essencial para
o desenvolvimento de novas intervengoes terapéuticas (Patterson, 2013). Vale ressaltar que nem
todos os pacientes que sofrem insultos cerebrais desenvolverdo epilepsia de imediato; em
alguns casos, a condi¢ao pode se manifestar anos ap6s a lesdo inicial. Portanto, ¢ fundamental
monitorar continuamente esses individuos, pois eles podem estar em risco de desenvolver
epilepsia no futuro. A identificacdo de biomarcadores especificos ajudaria a rastrear esses
pacientes de alto risco, permitindo intervencdes precoces para prevenir o surgimento da

epilepsia (Loscher, 2022).

2.1.3 Farmacorresisténcia: Contexto atual e Definicao

Atualmente, o manejo da epilepsia idiopatica (EI) em caes ¢é restrito a um numero
limitado de farmacos antiepilépticos licenciados, cujos mecanismos de acdo se concentram
principalmente no aumento da sinalizacio GABAérgica e na indugdo de hiperpolarizagdo, além
disso ¢ comum o desenvolvimento de tolerancia ou resisténciaaos FAC (Potschka et. al, 2023;
Loscher, 2022). Dessa forma, os farmacos falham em controlar as crises em uma proporg¢ao
significativa de caes e frequentemente provocam efeitos adversos consideraveis (Mufiana,
2013; Charalambous et al., 2016; Loscher, 2022; Potschka et. al, 2023). Assim estima-se que a
resisténcia aos farmacos antiepilépticos (FAC) em caes seja mais elevada do que em humanos,

podendo afetar mais de 50% dos cdes epilépticos (Ldscher, 2022).

Na medicina humana, a resisténcia aos farmacos antiepilépticos é definida como a
incapacidade de uma pessoa permanecer livre de crises epilépticas apds o uso adequado de dois
medicamentos antiepilépticos (Ldscher, 2022). Embora a defini¢do de farmacorresisténcia seja
bem estabelecida na medicina humana, na medicina veterinaria essa defini¢do ainda carece de
padronizacao e consenso (Hiilsmeyer et al., 2010; Loscher, 2022), além da classificagdo quanto
as sindromes epilépticas (Potschka et. al, 2023). Berendt e colaboradores (2015) descrevem a
farmacorresisténcia como a incapacidade de controlar adequadamente as crises epilépticas,
mesmo com o uso apropriado de doses terapéuticas de dois ou mais farmacos antiepilépticos.

Outros autores descrevem a farmacorresisténcia como a falha de um regime medicamentoso,
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criteriosamente selecionado e administrado em doses terapéuticas ou maximas toleraveis, em

controlar a atividade epiléptica (Potschka et. al, 2023).

Assim, definir e manejar caes com epilepsiaidiopatica farmacorresistente ¢ um desafio,
visto que aresposta ao tratamento abrange multiplos fatores, incluindo caracteristicas genéticas,
ambientais e individuais. Dentre os principais fatores de risco estdo a idade de inicio das crises,
com manifestacdes precoces associadas a um pior prognéstico, € o sexo masculino, que
frequentemente demonstra menor responsividade aos FAC (Potschka et al., 2023). Outro fator
importante estd relacionado a predisposicdo genética, estudos sugerem que Pastores
Australianos, Border Collies e Cane Corso apresentam um risco aumentado de desenvolver

crises agrupadas e resisténcia a medicamentos (Potschka et al., 2023).

Embora a resisténcia aos FAC seja uma das causas mais provaveis para o controle
inadequado das crises epilépticas, ¢ fundamental considerar também o conceito de
pseudorresisténcia (Charalambous et al., 2023; Potschka et al., 2023) que abrange desde
escolhas inadequadas de medicacdes e dosagens a diagndsticos incorretos (Potschka et al.,
2023; Loscher, 2022). Antes de definir uma epilepsia como resistente a medicamentos, a
pseudo-resisténcia deve ser excluida (Ldscher, 2022). A principal causa da pseudorresisténcia
em caes epilépticos ¢ a baixa adesdo dos tutores ao tratamento prescrito (Ldscher, 2022). Um
estudo do Reino Unido destacou que apenas 20% dos proprietarios seguem completamente as

recomendagdes terapéuticas indicadas pelos médicos veterinarios (Booth et al., 2021).

2.1.4 Mecanismo de farmacorresisténcia

Os mecanismos envolvidos na resisténcia aos farmacos antiepilépticos convencionais
(FAC) na epilepsia canina podem incluir alteragdes farmacocinéticas e farmacodindmicas,
severidade intrinseca da doenca, mudancas estruturais nas redes neuronais, ¢ variagoes
genéticas e epigenéticas, além de fatores adicionais como inflamagdo, desequilibrios no
microbioma intestinal e alteracdes metabodlicas que também influenciam a resposta ao
tratamento (Potschka et al., 2023), entretanto, os dados disponiveis na literatura veterinaria
ainda sdo insuficientes para apoiar hipoteses bem estabelecidas de resisténcia a medicamentos

na epilepsia humana, como as hipoteses do transportador, do alvo e da rede (Loscher, 2022).

As alteragdes farmacocinéticas referem-se a modifica¢des nos processos de absorgao,

distribui¢do, metabolismo e excrecdo dos medicamentos pelo organismo (Sanders, 2015;
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Loscher, 2022). Na epilepsia canina, um dos mecanismos mais criticos de resisténcia
farmacocinética envolve a superexpressao de transportadores de efluxo, como a glicoproteina-
P (P-gp), presente na barreira hematoencefalica. A P-gp atua como um mecanismo de defesa
cerebral, expulsando ativamente os FAC do sistema nervoso central, impedindo-os de alcangar
concentracdes terapéuticas adequadas nas regioes-alvo do cérebro, o que compromete sua

eficacia no controle das crises epilépticas (Loscher, 2022; Potschka et al., 2023).

O metabolismo de novos farmacos em caes ja tratados com outros FAC, como o
fenobarbital, pode ser acelerado devido a inducao da atividade enzimatica, especialmente das
enzimas do sistema citocromo P450 no figado (Tang et al., 2017; Potschka et al., 2023). Essa
indugdo enzimatica, junto com diferencas individuais no metabolismo hepatico, influencia a
taxa de metabolizacdo e eliminacdo dos medicamentos, levando a niveis séricos
subterapéuticos, 0 que contribui significativamente para a resisténcia farmacol 6gica (Potschka
etal.,2023). Além disso, os niveis de FAC no cérebro sdo influenciados tanto pelo metabolismo
hepatico quanto pela excregao renal (Sanders, 2015; Loscher, 2022; Potschka et al., 2023). As
alteracdes nas propriedades farmacodindmicas também desempenham um papel fundamental
na resisténcia, influenciando diretamente os alvos moleculares no cérebro envolvidos na acao

dos FAC (Sanders, 2015).

A farmacodinamica refere-se a interacdo dos farmacos com seus alvos bioldgicos
(Sanders, 2015). No contexto dos FAC, esses alvos incluem canais idnicos dependentes de
voltagem, receptores GABAA e de glutamato, proteinas de vesiculas pré-sinapticas e
transportadores que regulam as concentragdes sinapticas de neurotransmissores. Alteragdes nas
propriedades desses alvos, como mutagdes genéticas, podem reduzir a eficacia dos
medicamentos, caracterizando a chamada resisténcia ao substrato, na qual a capacidade de

ligacdo das drogas ¢ prejudicada (Potschka et al., 2023).

Outro fendmeno relevante ¢ a severidade intrinseca da epilepsia, definida como a
gravidade inerente a condi¢ao, que ndo ¢ modulada por fatores externos, mas sim determinada
por caracteristicas biologicas proprias, como predisposi¢des genéticas ou anomalias
neurobioldgicas (Potschka et al., 2023). Pacientes com maior severidade intrinseca apresentam
uma propensao elevada a crises mais frequentes e intensas, o que frequentemente resulta em
uma resposta insuficiente aos medicamentos antiepilépticos, mesmo quando administrados de

maneira adequada (Potschka et al., 2023).
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Variagdes genéticas, como os polimorfismos, representam diferencas naturais no DNA
entre individuos. Paralelamente, as modificacdes epigenéticas, embora ndo alterem a sequéncia
de DNA, podem regular a expressdo génica de forma significativa (Potschka et al., 2023). Na
epilepsia canina, essas modifica¢des podem influenciar a expressdo de genes que codificam
alvos terapéuticos ou transportadores de efluxo, comprometendo a eficacia dos FAC (Loscher,
2022; Potschka et al., 2023). Tais mudancas epigenéticas sdo especialmente relevantes por
serem reversiveis, abrindo possibilidades para novas abordagens terapéuticas (Potschka et al.,

2023).

A ocorréncia de crises epilépticas sequenciais nesses pacientes pode resultar em
alteragdes estruturais, como perda de neurdnios, reorganizacdo das conexodes sindpticas,
neurogénese andmala, neuroinflamacdo e modificagdes na plasticidade sindptica, que, a longo
prazo, levam a formagao de circuitos neuronais com maior propensdo a atividade epiléptica,
conhecidos como redes hiperexcitaveis. Como consequéncia, essas redes promovem a
transmissao exacerbada de sinais elétricos, aumentando tanto a frequéncia quanto a intensidade
das crises, o que dificulta ainda mais o controle com terapias medicamentosas tradicionais

(Loscher, 2022; Potschka et al., 2023).

A inflamacgdo cronica e exacerbada no encéfalo epiléptico pode intensificar a gravidade
da epilepsia e contribuir para aresisténcia aos FAC, ao comprometer alvos terapéuticos e alterar
a permeabilidade da barreira hematoenceféalica (Potschka, 2010; Potschka et al., 2023).
Pesquisas tém explorado o papel da ciclooxigenase-2 (COX-2) na hiperexcitabilidade neuronal,
na ictogénese e na indu¢ao da glicoproteina-P (Fischer et al., 2022; Potschka et al., 2023). Um
estudo ndo controlado investigou o efeito do firocoxibe na inibi¢do da COX-2, com a hipdtese
de que sua acdo anti-inflamatoria poderia reduzir a excitabilidade neuronal e aumentar a
eficaciados FAC em caes com epilepsia idiopatica resistente ao fenobarbital. Apenas dois caes
(18%), ambos com alta densidade de crises, responderam positivamente ao tratamento, levando
os autores a sugerirem que o firocoxibe pode ser eficaz em casos graves de epilepsia, onde a

inflamacgao ¢ mais pronunciada (Fischer et al., 2022).

Em conclusdo, apesar da ampla discussdo sobre os potenciais mecanismos de
farmacorresisténcia, Potschka e colaboradores (2023) destacam a existéncia de lacunas
significativas no entendimento da epilepsia canina resistente a medicamentos. Autores
enfatizam a necessidade urgente de aprofundar a pesquisa clinica e experimental para esclarecer

0s mecanismos subjacentes a resisténcia, suas associagdes com diferentes etiologias, tipos de
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epilepsia e progressdes clinicas, visando a implementacdo de abordagens terapéuticas mais

abrangentes (Potschka et al., 2023; Charalambous et al., 2023).

2.2 Caes como Modelos Translacionais na Epilepsia

2.2.1 Contextualizacio ao Modelo Translacional na Epilepsia

O conceito de modelo translacional aplicado a epilepsia refere-se a um sistema
experimental, geralmente animal, que simula de maneira precisa as caracteristicas biologicas e
clinicas da epilepsia humana. Esses modelos sao utilizados para estudar os mecanismos da
doenga, testar intervengdes terap€uticas e diagnosticas que possam ser aplicaveis a tratamentos
clinicos em humanos (Loscher, 2022). O objetivo ¢ trazer as descobertas cientificas feitas em
laboratorio para a pratica clinica, possibilitando o desenvolvimento de terapias mais eficazes e

seguras (Charalambous et al., 2023).

Atualmente, os roedores representam a espécie mais utilizada nas pesquisas sobre
epilepsia humana (Patterson, 2014; Loscher, 2022; Charalambous et al., 2023). Entretanto,
esses sujeitos apresentam limitagdes, tais como a anatomia lissencéfalica do cérebro, o tamanho
reduzido do cranio e a ocorréncia ndo natural da epilepsia. Essas caracteristicas restringe o
modelo de simular com precisdo as formas mais complexas e farmacorresistentes da epilepsia
humana (L&scher, 2022; Charalambous et. al., 2023). Por outro lado, os caes desenvolvem a
doenca de forma natural, possuem cérebro girencéfalico e um cranio de maior tamanho, o que
facilita o uso de técnicas avancadas de neuroimagem e monitoramento (Ldscher, 2022;
Charalambous et. al., 2023). Mufiana e colaboradores (2017) referem que a ocorréncia natural
da epilepsia proporciona uma base valiosa para o desenvolvimento de novas terapias com

potencial aplicacdo tanto na medicina veterinaria quanto na humana.

Dessa forma, no contexto da neurociéncia translacional, os caes tém sido amplamente
reconhecidos como um modelo relevante para o estudo da epilepsia humana, principalmente
devido as semelhancas clinicas, eletrograficas e farmacologicas que compartilham com os
humanos (Patterson, 2014; Loscher, 2022; Charalambous et al., 2023). Entre essas, destacam-
se a ocorréncia espontanea da doenga, a diversidade fenotipica, a anatomia cerebral complexa
e a presenca de epilepsia farmacorresistente, caracteristicas que os tornam ideais para investigar

a fisiopatologia e testar novas terapias (Loscher, 2022; Charalambous et al., 2023).
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Além dessas caracteristicas, os caes compartilham outras semelhangas importantes com
os humanos no que diz respeito a manifestagdo da epilepsia. Em ambas as espécies, a epilepsia
¢ uma condic¢do neuroldgica multifacetada, caracterizada pela ocorréncia recorrente de crises
epilépticas (Ldscher, 2022) e por uma base etiologica complexa (Charalambous et al., 2023).
Nao se trata de uma doenga unica, mas de um grupo de distarbios que se apresentam com uma

ampla variedade de sinais clinicos.

Estudos em caes, utilizando dispositivos de neuroestimulacdo e EEG intracraniano
revelaram padrdes eletrofisioldgicos de eventos ictais e interictais semelhantes aos observados
em humanos (Patterson, 2014; Loscher, 2022). Registros de EEG mostram que caes com
epilepsia de ocorréncia natural podem ter crises epilépticas de inicio focal com generalizagio
secundaria que sdo indistinguiveis dos EEGs de pacientes humanos (Patterson, 2014),

reforgando o valor do modelo canino para pesquisas translacionais (Loscher, 2022).

A predisposi¢do genética para o desenvolvimento da epilepsia também pode ser um
aspecto compartilhado entre caes e humanos, pois certas ragas, como o Pastor Belga, Border
Collie e Labrador Retriever, apresentam uma maior prevaléncia da doenga (Loscher, 2022). A
analise de pedigree de algumas ragas de cdes indica fortemente uma influéncia genética na
epilepsiaidiopatica, embora a identifica¢do dos genes envolvidos tenha se mostrado desafiador.
Estudos mostram que ha semelhancas genéticas marcantes entre humanos e caes,
particularmente no que diz respeito a certas formas hereditarias de epilepsia (Charalambous et
al., 2023). Em relacao as epilepsias progressivas caninas, a maioria das mutagoes identificadas
em caes esta presente nos mesmos genes que causam disturbios equivalentes em humanos
(Patterson, 2014). Ademais estudo das variagdes genéticas em cdes tem contribuido para a
compreensao das bases genéticas da epilepsia em humanos, destacando o valor do modelo
canino para a exploracdo de novas abordagens terapéuticas (Loscher, 2022; Charalambous et

al., 2023).

Outra caracteristica comum entre as espécies ¢ a alta incidéncia de problemas
comportamentais associados a epilepsia. Em humanos a prevaléncia de transtornos
psiquiatricos ¢ maior na epilepsia do que em outras doengas cronicas, em caes alteragdes
comportamentais, como ansiedade, déficits cognitivos e sintomas semelhantes ao transtorno de
déficit de atengdo / hiperatividade (TDAH) sdo relatados. Estudos referem que alguns
mecanismos comuns, como alteragdes estruturais e funcionais no sistema limbico, podem estar

relacionados a epilepsia e as comorbidades em caes e humanos (Ldscher, 2022).
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Um estudo que envolveu 81 cdes com suspeita de epilepsia idiopatica (EI) realizou
avaliacdes por meio de ressonancia magnética (RM), identificando como regides cerebrais mais
afetadas o hipocampo, o giro cingulado e os lobos piriformes. Esses achados sugerem que o
sistema limbico, particularmente o lobo temporal mesial, pode estar envolvido na EI canina,
uma semelhanca notavel com a epilepsia do lobo temporal mesial em humanos. Entretanto,
apesar de dados de RM e tecido cerebral indicarem a forte relagdo do hipocampo e regides do
lobo temporal ainda ndo estd provada a existéncia de ELT em caes. Outros trabalhos também
tém sugerido essa relacdo, no entanto ha falta de anormalidades ictais ou interictais

convincentes no EEG para confirmar tal afirmag¢do (Ldscher, 2022).

Além das semelhancas no desenvolvimento da doenga, humanos e cdes enfrentam
desafios similares no tratamento, particularmente com relagdo a resisténcia aos medicamentos.
Em ambos os casos, a resisténcia a farmacos antiepilépticos representa um grande obstaculo no
controle das crises, sendo os caes usados como modelos para o estudo desses mecanismos e o
desenvolvimento de novas terapias (Loscher, 2022; Charalambous et al., 2023). Patterson
(2014) sugeriu que o modelo translacional canino de epilepsia pode muito bem ser um excelente
passo intermediario para confirmar dados pré-clinicos em modelos de roedores pouco antes de

iniciar estudos em humanos.

2.2.2 Aplicacao Translacional

Os caes tém sido utilizados extensivamente em ensaios clinicos para testar a eficacia e
a seguranca de novas terapias antiepilépticas, contribuindo significativamente para o
desenvolvimento de terapias medicamentosas € nao medicamentos que, eventualmente, sao

aplicados em humanos (Loscher, 2022; Charalambous et al., 2023)

O modelo canino apresenta vantagens como sobre outros modelos, inclusive humanos,
visto que: (1) o cuidado com a satide dos caes so6 ¢ superado pelo cuidado com a saude dos
humanos; (2) a endogamia em racas puras facilita estudos para identificacdo de fatores
genéticos; (3) os estudos de medicamentos novos podem ser realizados com custos menores €
sem as exigéncias regulatorias aplicadas aos humanos; (4) dispositivos de monitoramento de
epilepsia em tamanho real podem ser testados diretamente em caes (Patterson, 2014 ; Loscher,

2022; Charalambous et al., 2023) e (5) quando a eutandsia é considerada, os proprietarios de



30

caes podem demonstrar maior disposigao em aprovar tratamentos que envolvam riscos elevados

ou cuja eficacia e seguranca ainda nao foram confirmadas (Patterson, 2014 ; Loscher, 2022;).

Estudos com cdes epilépticos foram essenciais no desenvolvimento de intervencdes nao
farmacologicas, como a estimulagdao do nervo vago e dispositivos de neuroestimulagdo
responsiva, que foram validados em modelos caninos antes de serem aplicados clinicamente

em humanos (Loscher, 2022; Charalambous et al., 2023).

Ensaios farmacologicos realizados em caes incluiram o levetiracetam (LEV),
inicialmente testado em modelos caninos para compreender sua farmacocinéticano tratamento
de status epilepticus em humanos. Os estudos demonstraram que a administragao intravenosa
de LEV era segura e potencialmente eficaz para o SE, com resultados obtidos em cdes com
epilepsia espontanea semelhantes aos encontrados em estudos clinicos abertos em humanos

(Patterson, 2014).

De forma geral os ensaios clinicos com caes tém sido realizados para avaliar novos
medicamentos antiepilépticos, terapia dietética, dispositivos terapéuticos, dispositivos
implantaveis de EEG e modelos de epilepsia resistentes a medicamentos, entre outros (Loscher,
2022). Ensaios pré-clinicos com biomarcadores eletrofisioldogicos em caes identificaram
padroes de EEG capazes de prever a eficacia terapéutica de medicamentos, auxiliando no

avango de terapias personalizadas (Charalambous et al., 2023).

E importante destacar que os resultados das pesquisas comparativas sobre epilepsia em
caes nao apenas oferecem oportunidades para aplicagao em tratamentos humanos, mas também
podem melhorar o prognoéstico e a qualidade de vida dos caes afetados pela doenga (Patterson,

2014; Loscher, 2022).

2.2.3 Desafios e Limita¢oes do Modelos Translacionais Cao

Embora os cdes sejam excelentes modelos para estudos de epilepsia, os estudos
enfrentam alguns desafios metodoldgicos e tecnoldgicos, como o uso limitado de EEG e outras
técnicas de neuroimagem em ambientes veterindrios, o que restringe o monitoramento
detalhado da atividade cerebral e a validacao dos resultados (Loscher, 2022; Charalambous et
al., 2023). Além disso, outras dificuldades incluem a dependéncia dos relatos dos tutores nos

ensaios clinicos, a controvérsia quanto a terminologia utilizada, e as diferengas na
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metabolizagdo de farmacos, ja& que os cdes metabolizam muitos medicamentos mais
rapidamente que os humanos, gerando divergéncias farmacocinéticas entre as espécies

(Loscher, 2022; Charalambous et al., 2023).

Apesar das limitagdes encontradas ainda sim os caes representam um excelente e
emergente modelo para estudo da epilepsia translacional, as perspectivas futuras para o uso de
cdes como modelos translacionais na epilepsia sdo promissoras, especialmente no que diz
respeito ao desenvolvimento de terapias de precisdo e o uso de tecnologias emergentes
(Loscher, 2022). A aplicacdo de terapias génicas em caes, combinada com o desenvolvimento
de biomarcadores eficazes em prever a resposta terapéuticaem caes oferece a possibilidade de
tratamentos mais eficazes e personalizados, tanto para humanos quanto para animais. Nesse
contexto o cdo pode representar a ponte entre o conhecimento adquirido em roedores € humanos
(Charalambous et al., 2023). Assim esfor¢os combinados de conhecimento entre neurologistas
meédicos e veterinarios humanos sdo importantes para melhorar os resultados do tratamento ou

até mesmo curar a epilepsia (Loscher, 2022).

2.3 Diagnostico da Epilepsia idiopatica (EI)

A estratégia diagnostica para cdes com historico de crises epilépticas, conforme
recomendacgdes da Forga-Tarefa Internacional de Epilepsia Veterinaria (De Risio et al., 2015)
baseia-se em uma abordagem que integra dois passos fundamentais: exclusdo dos principais
diagnosticos diferenciais que gerem fendmenos semelhantes a crise epiléptica; e identificagdo

da possivel causa das crises (De Risio et al., 2015).

A distingdo entre crises epilépticas e outros eventos episodicos nao epilépticos €
complexa, exigindo uma andlise cuidadosa. Um histérico detalhado do animal, idealmente
acompanhado de registros em video dos eventos, € essencial para auxiliar na diferenciag¢do entre
crises epilépticas e disturbios paroxisticos ndo epilépticos, como disturbios do movimento ou
sincope. Outro critério a ser considerado inclui o nivel de consciéncia durante os episodios.
Caes com disturbios do movimento paroxistico geralmente mantém a tentativa de realizar a
atividade prévia (como brincar), e a intervengdo do dono pode modificar o episodio, o que
contrasta com o periodo ictal, especialmente em crises generalizadas. Além disso, exames
fisicos e neuroldgicos detalhados podem auxiliar a exclusdo de outras alteragdes, tais como

anormalidades do sistema cardiovascular, sincopes, doengas neuromusculares, doenga
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vestibular e prosencefalica (De Risio et al., 2015). Cabe ainda ressaltar que a confirmagao entre
crises e diagnosticos diferenciais requer a observacao simultanea das alteragdes no EEG e das
crises epilépticas fisicas, mas isso ¢ pouco pratico na medicina veterinaria (De Risio et al.,
2015), e ainda ndo ha um protocolo padrao confidvel para registros de EEG em caes (De Risio

et al., 2015; Loscher, 2022).

Apds a confirmagdo de que os eventos observados sdo, de fato, crises epilépticas, o
passo subsequente e a identificacdo da etiologia e classificacao das crises em crises reativas,

epilepsia estrutural e idiopatica (De Risio et al., 2015).

As crises reativas estdo associadas a distirbios metabolicos sistémicos, como
hipoglicemia, desequilibrios eletroliticos e exposigdo a toxinas. O historico clinico e a
apresentacao do paciente podem sugerir uma etiologia especifica, e ainda que o diagnostico de
algumas intoxicagdes possa ser desafiador estudos sugerem que a intoxicagao foi responsavel
por 39% dos casos de crises reativas, além disso, as intoxicagdes estdo altamente relacionadas
ao desenvolvimento de status epilepticus. As alteragdes metabodlicas podem apresentar-se de
forma aguda, subaguda ou crdonica, com um curso clinico que pode ser progressivo ou
caracterizado por episddios de recorréncia e remissdo. Em muitos casos, anormalidades
sistémicas podem ser identificadas durante o exame fisico geral, enquanto o exame neuroldgico
pode ser compativel com comprometimento difuso, bilateral e simétrico do prosencéfalo (De

Risio et al., 2015).

A epilepsia estrutural estd associada a lesdes no prosencéfalo, incluindo condigdes
vasculares, inflamatorias, infecciosas, traumaticas, neoplasicas ou degenerativas. O exame
neurolégico dos caes frequentemente revela déficits, que sdo mais comumente assim étricos,
embora alteragdes simétricas também possam ocorrer em casos de lesdes cerebrais estruturais
simétricas. Além disso, um exame neuroldgico normal ndo exclui a possibilidade de epilepsia
estrutural, ja que lesdes focais em regides do prosencéfalo, como o lobo piriforme, o lobo frontal

ou o bulbo olfatério, podem estar presentes (De Risio et al., 2015).

Quando ndo sdo encontradas alteracdes que justifiquem as crises epilépticas, estas
podem ser atribuidas a epilepsia idiopatica (EI), cujo diagndstico ¢ realizado por exclusao,
considerando a idade de inicio das crises, exames fisicos, laboratoriais ¢ de imagem. Dessa
forma para o diagnostico da EI a Forca-Tarefa Internacional de Epilepsia Veterinaria
estabeleceu hierarquia de confianga dividida em trés niveis de confianga (tiers) (De Risio et al.,

2015).
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O Tier I representa o nivel inicial de confianga diagnoéstica e inclui critérios minimos
que fundamentam o diagnostico de epilepsiaidiopdtica. Esses critérios incluem um historico de
pelo menos duas crises epilépticas ndo provocadas, ocorrendo com intervalo minimo de 24
horas entre elas, a idade de inicio das crises entre 6 meses ¢ 6 anos, um exame fisico e
neuroldgico interictal sem alteragdes significativas (exceto déficits neuroldgicos induzidos por
FAC ou déficits pds-ictais), historico familiar de EI, e auséncia de anormalidades relevantes em
testes laboratoriais, como hemograma completo, sddio, potéssio, cloreto, calcio, fosforo,
alanina aminotransferase (ALT), fosfatase alcalina (FA), bilirrubina total, uréia, creatinina,
proteinatotal e fracdes, glicose, colesterol, triglicerideos, 4cidos biliares em jejum e/ou amodnia
e urinalise (De Risio et al., 2015). Outros testes laboratoriais opcionais sdo indicados pelo
consenso tais como sorologias, reacdo em cadeia da polimerase (PCR), teste de antigeno para

doencas infecciosas regionais e PAS (De Risio et al., 2015).

O Tier II, ou nivel de confianca intermediario, além dos critérios do Tier I inclui as
avaliacdes de acidos biliares em jejum e pos-prandial, ressonancia magnética (RM) do cérebro
e analise do liquido cefalorraquidiano (LCR). Caso haja alteragdes no LCR ¢ indicado a
pesquisa de doengas infecciosas locais a partir do licor. (De Risio et al., 2015). Por fim, o Tier
III, o nivel mais elevado de confianca diagnostica, abrange os critérios dos niveis I e II, além
da identificacdo de anormalidades ictais ou interictais no eletroencefalograma (EEG) (De Risio

et al., 2015).

2.4 Tratamento da EI

2.4.1 Farmacos antiepilépticos convencionais (FAC)

O manejo da epilepsia idiopatica em caes se baseia no uso de farmacos antiepilépticos
convencionais (FAC), e visa reduzir a frequéncia, a gravidade e a duragdo das crises, tendo
como objetivo central a qualidade de vida dos pacientes e suas familias (Bhatti et al., 2015;

Podell et al., 2016; Loscher, 2022).

Determinar o momento ideal para iniciar o tratamento com farmacos antiepilépticos
(FAC) em caes com epilepsiaidiopatica (EI) ¢ um desafio, devido a falta de dados conclusivos
baseados em evidéncias (Bhatti et al., 2015). Nao hé diretrizes rigidas para o inicio da terapia,

que deve ser adaptada as necessidades individuais do co e ao estilo de vida da familia (Bhatti
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etal.,2015). Estudos recomendam o inicio do tratamento a longo prazo nas seguintes situacoes:
quando o intervalo entre crises for igual ou inferior a seis meses; na ocorréncia de crises
agrupadas ou status epilepticus; quando os sinais pos-ictais forem severos, como agressividade
ou cegueira, ou durarem mais de 24 horas; quando houver aumento na frequéncia, duragdao ou

gravidade das crises ao longo de trés periodos interictais (Bhatti etal., 2015; Podell et al., 2016).

Quanto a escolha do FAC a ser utilizado também nao ha diretrizes baseadas em
evidéncias, o consenso recomenda que a escolha seja feita caso a caso (Bhatti et al., 2015;
Podell et. al., 2016), e fortemente deve levar em consideracao a tolerabilidade dos caes (Podell
el. al., 2016). Tradicional o fenobarbital e brometo de potassio sdo considerados FAC de
primeira linha (Bhatti et al., 2015), entretanto isso pode variar a depender da legislagdao de cada
pais (Ldscher, 2022), no Reino Unido, por exemplo, o brometo de potassio s6 € aprovado como
tratamento complementar em caes resistentes ao fenobarbital e aimepitoina (Bhatti etal., 2015
Loscher, 2022). Nos EUA, apenas a primidona € aprovado (Loscher, 2022). Nesse cenario, o
fenobarbital continua sendo amplamente recomendado como primeira linha de tratamento na

maioria das regides, devido a sua eficacia no controle das crises e ao seu custo acessivel

(Loscher, 2022).

O fenobarbital é considerado seguro, sendo utilizado de maneira eficaz em até 93% dos
casos, desde que suas concentracdes plasmaticas sejam mantidas dentro da faixa terapéutica de
25 a 35 mg/L (Bhatti et al., 2015). Estudos comparativos demonstram sua superioridade em
relacdo ao brometo de potassio como monoterapia, resultando em melhor controle das crises e
menos efeitos adversos. Apresenta uma meia-vida longa, permitindo a administragao em duas
doses diarias, com dose inicial de 2,5 (Bhatti et al., 2015; Podell el. al., 2016) a 3 mg/kg (Podell
el. al., 2016). Os efeitos adversos, dose-dependentes, manifestam-se principalmente no inicio
da terapia ou apds ajustes de dosagem e incluem, sedacdo, ataxia, polifagia, polidipsia e

politiria, que tendem a diminuir conforme o desenvolvimento de tolerancia (Bhattietal.,2015).

O brometo de potassio (KBr) ¢ principalmente utilizado como terapia adjuvante ao
fenobarbital (Bhatti et al., 2015; Podell el. al., 2016). Embora seja menos eficaz ¢ menos
toleravel que o fenobarbital em monoterapia, pode ser uma alternativa eficaz para caes com
contraindicagdes ao fenobarbital. A dose inicial de brometo de potassio (KBr) ¢ de 15 mg/kg
duas vezes ao dia quando usado como adjuvante, enquanto em monoterapia recomenda-se 20
mg/kg duas vezes ao dia (Bhatti et al., 2015; Podell el. al.,2016) ou 40 mg / kg / dia Podell el.

al., 2016). Os efeitos adversos incluem sedacdo, ataxia, paraparesia, polifagia, politria e
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polidipsia, ganho de peso, as reagdes mais graves que podem ocorrer inclui pancreatite e

distirbios gastrointestinais (Bhatti et al., 2015).

O levetiracetam ¢ outro farmaco que pode ser utilizado como tratamento adjuvante
(Bhatti et al., 2015), embora seja frequentemente empregado como terapia de primeira linha
nos EUA (Ldéscher, 2022). Com metabolismo hepatico minimo, torna-se uma op¢ao adequada
para caes com disfungdo hepatica, além de ser bem tolerado e apresentar poucos efeitos
adversos, como sedagdo leve, ataxia, perda de apetite e vomitos, que sdo raramente observados
(Bhatti et al., 2015). Contudo, sua curta meia-vida de eliminagdo, de 3 a 6 horas, exige uma

administragdo frequente, com a dose de manutencdo oral recomendada de 20 mg/kg,

administrada de trés a quatro vezes ao dia (TID-QID) (Bhatti et al., 2015; Podell el. al., 2016).

Além do fenobarbital, brometo de potassio, levetiracetam e imepitoina, outros farmacos,
como zonisamida, felbamato, gabapentina e pregabalina, podem ser utilizados. No entanto, os
estudos disponiveis ndo apresentam um nivel de evidéncia suficiente para garantir sua

recomendacdo como farmacos adjuvantes em caes (Bhatti et al., 2015).

2.4.2 Monitoramento dos caes sob uso dos FAC

O sucesso no manejo de cdes epilépticos esta diretamente ligado ao monitoramento
adequado das concentracdes séricas dos FAC, combinado com ajustes individualizados nas
doses (Bhatti et al., 2015), com o objetivo de identificar falhas terapéuticas e prevenir
toxicidade (Podell et al., 2016). De modo geral, recomenda-se realizar exames laboratoriais a

cada seis meses, e anualmente para caes que estejam livres de crises (Bhatti et al., 2015).

Especificamente os cdes que fazem o uso do fenobarbital devem ser monitorados quanto
as concentragdes séricas 14 dias apos o inicio da terapia e, se estiverem dentro da faixa
terapéutica, normalmente entre 25-30 mg/L, uma nova dosagem deve ser realizada apds 6
semanas. Além disso, ¢ recomendado realizar hemograma, perfil bioquimico, colesterol,
triglicerideos e acidos biliares aos 3 e 6 meses de tratamento, e, posteriormente, a cada 12 meses

para caes que apresentarem remissao das crises (Bhatti et al., 2015).

Quanto ao uso do brometo de potassio os cdes devem ser monitorados quanto as
concentragdes séricas 90 dias apds o inicio da terapia e, se estiverem dentro da faixa terapéutica,

uma nova dosagem deve ser realizada a cada 6 meses durante o tratamento. Além disso ¢
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recomendado realizar hemograma, perfil bioquimico, colesterol, triglicerideos, € dosagem a
cada 6 meses de tratamento, e a cada 12 meses para caes que sem crises epilépticas (Bhatti et

al., 2015).

Avaliagoes frequentes dos efeitos adversos também devem ser consideradas, utilizando
questionarios padronizados e avaliagdes laboratoriais que possibilitem a comparagdo ao longo
do tratamento com os FAC (Potschka et al., 2015). Estudos em humanos indicam que, mesmo
com a introdu¢ao de FAC de terceira geracao, os efeitos adversos continuam a impactar
negativamente a qualidade de vida de cerca de 40% dos individuos com epilepsia. De forma
semelhante, Hamers e colaboradores (2023) relataram que os FAC também acarretam efeitos

adverso significativos, prejudicando a qualidade de vida dos caes e de seus tutores.

A avaliacdo da fungdo tireoidiana também deve ser considerada, pois tanto a epilepsia
quanto os farmacos antiepilépticos (FAC) podem causar alteragdes na glandula, o que, por sua
vez, pode afetar a condicdo geral dos cdes, impactando seu comportamento € massa corporal

(Potschka et al., 2015).

Sabe-se também que pacientes epilépticos podem desenvolver anormalidades
cardiovasculares secundarias a epilepsia (Liu et al., 2023; Trevisan, 2024) e aos FAC,
particularmente os indutores de enzimas e moduladores de canais de sodio (Liu et al., 2023).
Em humanos a epilepsia estd associada a um risco aumentado de problemas cardiovasculares,
incluindo hipertensdo, alteragdes cardiacas estruturais e funcionais, que contribuem para a
mortalidade precoce (Liu et al., 2023). Crises epilépticas recorrentes, especialmente as tonico-
clonica causam estresse cardiovascular e isquemia, o que pode resultar em danos miocardicos
agudos ou cronicos, especialmente decorrente da liberagdo excessiva de catecolaminas e da
hipoxemia durante as crises, levando a disfung¢des elétricas e mecanicas no coragdo (Liu et al.,

2023; Trevisan, 2024).

Esta bem estabelecido que pacientes humanos com epilepsia apresentam um risco
elevado de alteracdes no ritmo cardiaco (Elnawasany, 2023; Liu et al., 2023 ; Asadollahi, 2019),
no entanto, ha poucas informacgdes disponiveis sobre a relacdo entre a epilepsia idiopatica em
cdes e a ocorréncia de hipertensdo ou distirbios no ritmo cardiaco (Trevisan, 2024). Musteata
e colaboradores (2017) observaram aumentos significativos na dispersao da onda P e no
intervalo QT corrigido em caes com epilepsia idiopatica. Um estudo recente com 21 caes, dos
quais 10 foram diagnosticados com epilepsia idiopatica (EI) e 11 eram saudaveis, revelou

diferengas significativas nos valores do complexo QRS e do intervalo S-T entre o grupo
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epiléptico e o ndo epiléptico. Além disso, os valores de pressdo arterial diastdlica, pressao
arterial sistolica (PAS) e pressao arterial média foram maiores no grupo epiléptico, emboranao
tenham alcangado significancia estatistica. Com base nesses resultados, o estudo sugere a
necessidade de monitoramento cardiaco continuo em caes epilépticos (Trevisan et al., 2024).
Apesar de haver muitos estudos em humanos quanto ao assunto, ainda permanece uma lacuna
na caracterizagdo das alteragdes especificas que ocorrem na estrutura e fungdo cardiaca em

individuos com epilepsia (Liu et al., 2023).

2.4.3 Limitac¢oes dos FAC

As opgoes de FAC disponiveis namedicina veterindria sdo limitadas (Podell etal., 2016;
Chen et al., 2018), em contraste com a ampla quantidade de medicamentos na medicina humana
(Podell et al., 2016; Chen et al., 2018; Loscher, 2022). Nesse contexto, alguns autores sugerem
que, diante da refratariedade aos poucos FAC disponiveis, o uso de farmacos destinados a
humanos pode ser uma alternativa viavel. No entanto, algumas consideracdes precisam ser
tomadas, visto que essa pratica ainda carece de evidéncias para ser amplamente adotada (Bhatti
etal., 2015; Potschka et al., 2015; Ldscher, 2022). Muitos FAC utilizados na medicina humana
apresentam uma meia-vida muito curta quando administrados em caes (Ldscher, 2022;
Potschka et al., 2015), além disso, nem todos sdo seguros, e alguns podem ser toxicos para essa

espécie (Loscher, 2022).

A terapia combinada em caes apresenta desafios, uma vez que os farmacos atualmente
licenciados, como fenobarbital, brometo de potassio e imepitoina, agem predominantemente
sobre a modulacdo da neurotransmissao via acido y-aminobutirico (GABA). Em humanos, no
entanto, o manejo da epilepsia frequentemente emprega uma associacao de medicamentos com

mecanismos de acao distintos, ampliando as abordagens terapéuticas (Ldscher, 2022).

Embora existam diretrizes baseadas em evidéncias que abordam o inicio, a modificacdo
ou a combinacdo de medicamentos antiepilépticos em cdes com epilepsia idiopatica (Bhatti et
al., 2015; Podell et al., 2016), essas orientagdes ndo sdo voltadas especificamente para o manejo

de epilepsias farmacorresistentes e de dificil controle (Potschka et al., 2023).

Dada a restri¢do no numero de farmacos licenciados para o manejo da epilepsia em caes,

¢ imperativo que esforcos sejam sustentados e intensificados no sentido de identificar e validar
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novas abordagens terapéuticas, tanto farmacoldgicas quanto ndo farmacoldgicas, visando

expandir o leque de op¢des terap€uticas disponiveis para esses pacientes (Potschkaetal., 2023).

2.5 Peptideos

2.5.1 Contexto da terapia com peptideos

Os peptideos sdo cadeias de 2 a 50 aminodcidos unidos por ligacdes peptidicas, que
desempenham fung¢des bioldgicas fundamentais para praticamente todos os processos
bioquimicos e bioldgicos, atuando como hormonios, neurotransmissores, fatores de
crescimento, ligantes de canais 10nicos, dentre outras funcdes (Collina et al., 2023; Forbes e
Krishnamurthy, 2023). Conforme os aminoacidos ou a sequéncia dos aminoacidos sdo
manipulados em laboratério, peptideos bioativos ou bionspirados especificos podem ser
desenvolvidos, com potencial significativo para a industria farmacéutica e para o
desenvolvimento de produtos bioldgicos com finalidades terapéuticas (Forbes e Krishnamurthy,

2023).

A natureza das ligagdes peptidicas, referida por alguns autores como “blocos de
construgdo”, fornecem aos peptideos versatilidade para imitacdo sintética (Forbes e
Krishnamurthy, 2023) e manipulacao dos aminoacidos com a finalidade de que possam exercem

funcdes celulares especificas (Wang et al., 2022).

Historicamente a pesquisa sobre peptideos terapéuticos teve inicio com estudos em
hormonios humanos naturais, como insulina, ocitocina, vasopressina ¢ hormonio liberador de
gonadotrofinas (GnRH) (Wang et al., 2022). A insulina, desenvolvidaem 1921, foi o primeiro
peptideo terapéutico (Wang et al., 2022; Collinaet al., 2023), e ja em 1923 se tornou disponivel
comercialmente, proporcionando beneficios duradouros para inimeros pacientes diabéticos até

os dias de hoje (Wang et al., 2022).

No século 20, importantes descobertas de peptideos bioativos ocorreram, e no século 21
o desenvolvimento de medicamentos a partir de peptideos foi impulsionado pelos avancos na
biologia estrutural, bioldgicos recombinantes e inovacdes tecnoldgicas nos campos da sintese
e da andlise, o que acelerou substancialmente o processo de desenvolvimento de farmacos

baseados em peptideos (Wang et al., 2022).

Desde 2000, 33 medicamentos peptidicos ndo insulinicos foram aprovados

mundialmente, e atualmente (Wang et al., 2022), mais de 80 medicamentos a base de peptideos
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ja receberam aprovacao global (Wang et al., 2022; Collina et al., 2023), com mais de 170 em
desenvolvimento. Comercialmente, os peptideos terapéuticos exercem um impacto
significativo no mercado farmacéutico, com vendas que ultrapassaram US$ 70 bilhdes em 2019
(Wang et al., 2022). Em 2022, eles corresponderam a 5% do mercado farmacéutico mundial,

com um valor estimado de US$ 42,05 bilhdes (Collina et al., 2023).

Os estudos sobre peptideos terapéuticos tiveram inicio com o desenvolvimento de

" 1 n Al . ;. .
imitadores" de hormdnios e outros compostos de aminoacidos naturais. No entanto, com o
avanco das pesquisas, especialmente no campo do design racional de peptideos, tornou-se
possivel otimizar suas estruturas para desempenharem atividades bioquimicas e fisioldgicas

especificas e desejaveis (Wang et al., 2022; Collina et al., 2023).

2.5.2 Aplicabilidade

Pesquisas indicam que os peptideos bioativos ou bioinspirados desempenham multiplos
papéis, demonstrando eficacia devido a sua alta especificidade e afinidade pelos seus alvos
biologicos, podendo desencadear efeitos terapéuticos potentes e especificos, desde a redugao
da pressdo arterial a propriedades antimicrobianas e anti-inflamatorias (Wang et al., 2022;
Collina et al., 2023). Os peptideos podem atuar como hormonios, fatores de crescimento,
neurotransmissores, ligantes de canais i6nicos ou agentes anti-infecciosos, sendo aplicados no
tratamento de diversas doencas, como diabetes mellitus, doengas cardiovasculares,
gastrointestinais, cancer, infec¢des, além de serem utilizados no desenvolvimento de vacinas e

no tratamento da dor (Wang et al., 2022; Forbes e Krishnamurthy, 2023).

2.5.3 Vantagens e desvantagens

Entre as principais vantagens dos peptideos terapéuticos estd a capacidade de se ligarem
a receptores na superficie celular, desencadeando efeitos intracelulares com elevada afinidade
e especificidade, de maneira similar aos bioldgicos (Wang et al., 2022). Devido a esta elevada
especificidade aos seus alvos, os peptideos em geral apresentam poucos efeitos adversos, além
disso seus metabdlitos em geral ndo sdo toxicos e as interagdes metabdlicas, como a inibigdo

do citocromo P450, ocorrem com menor frequéncia (Collina et al., 2023). Assim apresentam
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menor imunogenicidade em relagdo aos bioldgicos e possuem custos de producao

significativamente mais baixos (Wang et al., 2022).

Os peptideos enfrentam duas grandes desvantagens: baixa permeabilidade a membrana
celular e limitada estabilidade in vivo. De maneira geral, ndo conseguem transpor a membrana
plasmatica para atingir alvos intracelulares, o que restringe seu espectro de aplicacdo
teraputica. Como consequéncia, mais de 90% dos peptideos em desenvolvimento sdo
direcionados exclusivamente a alvos extracelulares (Wanget al., 2022). A baixa estabilidade in
vivo € consequéncia da auséncia de estruturas secundarias ou tercidrias, ja que sdo formados
por cadeias de aminoacidos unidas por ligacdes amida, facilmente hidrolisadas por enzimas.
Isso os torna instaveis, com curta meia-vida e rapida eliminagdo (Wang et al., 2022; Collina et
al., 2023). Ryan e colaboradores (2013) referiram que a meia vida do peptideo exanatide em
humanos ¢ de 2,4 horas, necessitando da administragdo por via SC, duas vezes ao dia. Outro
estudo referiu a meia vida do exanatide de até 4 h em camundongos, apos a administracdo
subcutanea (Parkes et. al., 2001). Ademais, devido a rapida eliminagao, o uso oral dos peptideos
¢ um desafio, o que leva a sua administracdo predominantemente por via parenteral; no entanto,
inovagdes nas formas de administragdo estao sendo desenvolvidas, incluindo as vias nasais e
transdérmicas (Collinaetal., 2023). Além disso esfor¢os em pesquisa tém focado na otimizacao
desses compostos, com avangos na biologia molecular, quimica e em tecnologias de entrega,

visando superar essas limitacoes.

2.5.4 Uso de peptideos em caes

Em caes, informagdes sobre o uso, metabolismo, doses e intervalos de administracao de
peptideos, bem como outras informagdes sdo escassos (Parkes el. al., 2001; Ionut et. al., 2008;
Ryan et. al., 2013; Ionut et. al., 2016).

Dentre os peptideos descritos estd o exenatide, um agonista do receptor do peptideo-1
semelhante ao glucagon (GLP-1) usado principalmente no tratamento do diabetes mellitus tipo
(Wang et. al., 2022; Tonut et. al., 2016). lonut e colaboradores (2016) avaliou os efeitos do
peptideo exenatide no metabolismo da glicose e na sensibilidade a insulina em modelos caninos,
utilizando adose de 10 pg/cao, por via subcutanea, duas vezes ao dia durante os dias da semana,
e a dose de 10 pg/cdo, por via subcutanea, uma vez ao dia durante os fins de semana por
12 Semanas, e nao foram descritos efeitos adversos para a dose utilizada. Em outro com oito

caes, tratados com o peptideo exenatide, na dose de 20 pg/dose (dose méxima para humanos),
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por via subcutanea, os autores referiram que o peptideo foi bem tolerado pelos caes, sem
apresentar efeitos adversos (lonut et. al., 2008).

Outro estudo avaliou os efeitos do peptideo natriurético cerebral recombinante em seis
cdes da raga Foxhound, com o objetivo de examinar sua acdo na oxigenagdo seletiva da
microvasculatura gastrica. Os resultados indicaram um aumento significativo na oxigenagao da
hemoglobina microvascular da mucosa gastrica de forma seletiva, ou seja, sem provocar

alteracdes hemodinamicas sistémicas concomitantes (Schwarte el. al., 2012).

2.6 Derivados de Peconha e Neurovespina

2.6.1 Contexto dos peptideos derivados de peconhas

Toxinas derivadas da peconha tem sido explorada desde os tempos antigos como fonte
terapéutica em diversas culturas ao redor do mundo (Yang et al., 2019). Essas moléculas
possuem uma diversidade de aplicagdes, desde o uso como agentes terapéuticos até sua
aplicacdo na agricultura (Smallwood e Clark, 2022). As peconhas ou venenos de animais,
através da evolucdo e da sclecdo natural, desenvolveram uma variedade de atividades
farmacoldgicas (Yang et al., 2019; Smallwood e Clark, 2022), fornecendo alta especificidade
(eficacia em subtipos de receptores e canais i0nicos localizados nas membranas celulares) e
consideravel diversidade molecular (Yang et al., 2019). Além disso, a poténcia e alta
especificidade dessas toxinas as tornaram uma fonte importante de produtos naturais para o uso

terapéutico em varias doencas (Yang et al., 2019).

Conceitualmente, a peconha ¢ um composto de substancias, que inclui sais inorganicos,
pequenas moléculas, proteinas e em sua maior fracao peptideos (Smallwood e Clark, 2022).
Entre as peconhas mais estudadas estdo os de caracdis, escorpides, aranhas e serpentes
(Smallwood e Clark, 2022). Em 1981, o farmaco captopril foi desenvolvido a partir de um
peptideo isolado da pegonha da serpente brasileira Bothrops jararaca (Yang et al., 2019;
Smallwood e Clark, 2022) e aprovado nos EUA para uso humano, marcando uma descoberta
importante para o avango das pesquisas em medicamentos derivados de toxinas (Yang et al.,
2019). Atualmente, hd muitos peptideos derivados de peconha em desenvolvimento clinico e
pré-clinico, abrangendo desde anti-hipertensivos até analgésicos potentes (Yang et al., 2019;

Smallwood e Clark, 2022), alguns dos quais possuem a capacidade de atravessar a barreira
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hematoencefalica e atingir tecidos profundos, como tumores, a exemplo da clorotoxina

(Smallwood e Clark, 2022).

2.6.2 Neurovespina

Em 2005, iniciou-se uma investiga¢do em Ribeirdo Preto, SP, com o objetivo de explorar
novas opg¢des farmacolodgicas utilizando a pegonha bruta e desnaturado da vespa social Polybia
occidentalis (Figura 1 e 2). O estudo visou identificar e caracterizar compostos com potencial
atividade antiepiléptica e antinociceptiva. Paraisso, crises epilépticas foram induzidas em ratos
por meio de agentes quimicos, € observou-se protecdo significativa contra essas crises apos a

administragdo intracerebroventricular (i.c.v.) da peconha desnaturada (Mortari et al., 2005).

Figura 1 - Imagem ilustrativa da vespa social Polybia occidentalis. Disponivel em:

https://www.inaturalist.org/observations/102093920.

Figura 2 - Colonia de vespa social Polybia occidentalis: Fonte:

https://www.inaturalist.org/observations/102093920.
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Com base nos resultados de Mortari e colaboradores (2005), outro estudo subsequente
caracterizou estruturalmente um novo peptideo neuroativo derivado da peconha, denominado
occidentalina-1202 (OcTx-1202) (Mortari et al., 2007). O estudo que identificoua OcTx-1202
inclui o isolamento e purificagdo do peptideo e avaliagdo em modelos agudos e cronicos de
epilepsia, juntamento com analise histopatologica, investigagao de efeitos adversos e estudos
sobre o mecanismo de acdo em receptores cainatos. Os resultados demonstraram um potencial
promissor da OcTx-1202 no tratamento da epilepsia, evidenciando sua capacidade de atravessar
a barreira hematoencefalica (BHE), além de exibir efeitos antiepilépticos potentes em modelos
agudos e cronicos, efeito neuroprotetor significativo e uma interacdo com receptores

glutamatérgicos tipo cainato (Mortari et al., 2023).
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Figura 3 - Representagdo da formula estrutural do peptideo Occidentalina-1202, destacando a
organizagdo dos grupos funcionais e a sequéncia especifica de aminoacidos. Fonte: Dos Anjos

(2017).

Visando aprimorar a eficiéncia, a biodisponibilidade e a estabilidade do peptideo
Occidentalina-1202, bem como potencializar seu efeito antiepiléptico, foi desenvolvido um
novo peptideo denominado Neurovespina (Dos Anjos, 2013). Enquanto a Occidentalina-1202
possui a sequéncia Glu-Gln-Tyr-Met-Val-Ala-Phe-Trp-Met-NH2 (Figura 3), o peptideo
Neurovespina foi estruturado com a seguinte sequéncia: PyrGlu-Gln-Met-Trp-Ala-Val-Phe-
Trp-Met-NH2 (Figura4) (Dos Anjos, 2013). Em 2014, o composto foi patenteado sob o titulo:
“Peptideo modificado da peconha de vespa social e seu uso como antiepiléptico e

neuroprotetor”, registrado com o nimero BR1020140047280.
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Figura 4 - Formula estrutural do peptideo Neurovespina: com massamolecularde 1208,53,

NH

composta por nove residuos de aminoacidos: E-Q-M-W-A-V-F-W-M (Campos, 2016).

A NV foi inicialmente avaliada em um modelo agudo de crises epilépticas induzidas
pelo acido cainico, um agente epiléptico padrdo. No estudo, a NV demonstrou efeito protetor
significativo quando administrada por via intraperitoneal (i.p.), alcancando cerca de 100% de
protecao contra crises maximas na dose de 4 mg/kg, ¢ a administragao intracerebroventricular
(i.c.v) exibiu um efeito neuroprotetor aproximadamente seis vezes mais potente do que o efeito
observado por Mortari (2007) ao utilizara o composto original. Além disso, o tratamento com
Neurovespina promoveu uma reducdo acentuada na expressao da proteina c-Fos no hipocampo,
um marcador relacionado a excitabilidade mediada pelo glutamato, sugerindo um possivel

efeito neuroprotetor do peptideo (Dos Anjos, 2013).

Com o objetivo de ampliar o conhecimento sobre a Neurovespina, utilizou-se um
modelo cronico de epilepsiado lobo temporal por indugao de status epilepticus apds insulto por
pilocarpina com o objetivo de avaliar seu potencial antiepiléptico, neuroprotetor e a toxicidade
aguda em camundongos Swiss. No estudo, a NV reduziua frequéncia, duragdo e gravidade das
crises espontaneas e recorrentes em todas as doses testadas. A acdo do peptideo foi avaliada
tanto durante o periodo latente quanto na fase de crises recorrentes, evidenciando um efeito
protetor em ambas as etapas do modelo experimental. Além disso para quantificar a presenca
de neurdnios na formacao hipocampal apo6s o tratamento, foi realizada analise de densidade
neuronal, a qual revelou diferencas significativas em todas as regides analisadas na dose de 8
mg/kg, em comparagdo com os animais epilépticos tratados com solugao salina (grupo sadio).

Esses resultados indicam que a NV pode ter atenuado a neurodegeneracdo nas regides
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hipocampais avaliadas, que ocorrem predominantemente da fase latente da epileptogénese (Dos

Anjos, 2017).

O efeito neuroprotetor da NV também foi investigado em um modelo murino de
parkinsonismo, onde camundongos receberam uma infusao unilateral da neurotoxina 6-OHDA
no estriado, regido dos nucleos da base associada ao controle motor, induzindo a degeneragao
dos neurdnios dopaminérgicos da substancia negra; os animais foram tratados com trés doses
de NV nas 24, 48 ¢ 72 horas subsequentes ao insulto, mostrando melhora significativa no
desempenho motor em todas as doses, com destaque para a dose de 4 mg/kg, que se mostrou

eficaz na protecao dos neurdnios dopaminérgicos da substancia negra (Campos, 2016).

Com base nos efeitos observados em ambos os modelos de degeneragao, Campos (2016)
destacou a necessidade de aprofundar a investigacao sobre o mecanismo de a¢ao e os alvos
moleculares da NV. Assim em 2020, Campos (2020) explorou o mecanismo de acdo da NV e
demostrou que a NV atua nos canais de célcio tipo 1.2, reduzindo o influxo de calcio e,
consequentemente, a excitabilidade neuronal. Além disso, outras possibilidades incluem a
afinidade da NV por receptores glutamatérgicos do tipo cainato e a diminui¢do dos potenciais

excitatorios pds-sinapticos, especialmente pela modulagdo do glutamato (Campos, 2020).

Os efeitos adversos e a seguranca farmacoldgica da NV foram avaliados em ensaios
com doses agudas e cronicas, seguindo as diretrizes da ANVISA, em camundongos Swiss (Dos
Anjos, 2017) e primatas ndo-humanos (dados ndo publicados). Em camundongos, uma dose
unicade até 12 mg/kg, equivalente a trés vezes a dose efetiva, ndo demonstrou danos a linhagem
eritrocitaria, nem alteragdes cromossomicas nos eritrocitos, € todos os parametros
hematoldgicos avaliados permaneceram sem alteragdes estatisticamente significativas,
confirmando a auséncia de toxicidade e a seguranca do peptideo. Para avaliar possiveis
alteragdes comportamentais, as doses de 4 mg/kg, 8 mg/kg e 12 mg/kg foram administradas por
via intraperitoneal, e os resultados, obtidos por meio do teste de campo aberto, ndo indicaram
diferencas significativas em relagdo ao grupo sadio que recebeu apenas o veiculo (Dos Anjos,

2017).

Até o momento, a NV foi testada em modelos agudos e cronicos de epilepsia (Dos
Anjos, 2013; Dos Anjos, 2017) e parkinsonismo (Campos, 2016). Estudos estdo sendo
conduzidas para investigar a atividade anti-inflamatoria e antiapoptotica da NV em modelos de
epilepsia do lobo temporal (dados ndo publicados). Além disso, sabe-se que muitos FAC

interagem com canais i06nicos fundamentais para a excitabilidade neuronal e cardiaca, o que
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pode resultar em efeitos adversos no sistema cardiovascular, incluindo arritmias e alteragdes no
ECG (Shah, 2010; Liu et al., 2023; Trevisan, 2024). Por essa razdo, algumas pesquisas estao
sendo conduzidas para avaliar o potencial da NV em modular o sistema cardiovascular,
incluindo cardiotoxicidade (dados ndo publicados),uma vez que Campos (2020) sugere que o
peptideo atue nos canais de calcio voltagem-dependentes, o que em teoria poderia influenciar a

fisiologia cardiaca.

As principais limitagdes da NV, comuns a maioria dos peptideos, incluem a curta meia-
vida e a necessidade de administra¢do parenteral. Com o intuito de aprimorar a entrega e a
disponibilidade do farmaco, sabe-se que a nanotecnologia pode ser uma ferramenta essencial
para adaptar as vias de administragdo e otimizar sua eficicia, aumentando, assim, a
biodisponibilidade do composto (Saatkamp, 2019; Porto, 2020; Marques, 2024). Diferentes
tipos de nanocarreadores tém mostrado a capacidade de melhorar o perfil de liberacao dos
medicamentos, possibilitando seu direcionamento ao local especifico para garantir a maxima
seguranga ¢ eficacia terapéutica (Marques, 2024). Nesse contexto, com o objetivo de otimizar
a biodisponibilidade e o perfil farmacocinético da NV, um estudo investigou a atividade
antiepiléptica e o mecanismo de acdo do peptideo associado a nanotecnologia, em um modelo
cronico de epilepsia do lobo temporal, sugerindo um possivel aumento da eficécia terapéutica
do peptideo, preservando a seguranca farmacologica e conclui que a NV associada a
nanotecnologia pode tornar o tratamento mais eficaz e confortavel para a epilepsia
farmacorresistente (Marques, 2024). Além disso, sabe-se que a técnica de glicosilagdo pode
melhorar a biodisponibilidade e o perfil farmacocinético de peptideos. Assim, estudos tém
investigado o efeito antiepiléptico da NV glicosilada em modelos agudos de crises epilépticas

(dados nao publicados).
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OBJETIVO

Objetivo Geral:

Avaliar o efeito antiepiléptico da NV associada a farmacos antiepilépticos
convencionais (FAC) em caes com epilepsia idiopatica farmacorresistente, em um

periodo minimo de seis meses.

3.2 Objetivo Especificos:

Avaliar o efeito antiepiléptico do peptideo administrado por via subcutanea, por meio
de relatorios quinzenais sobre a frequéncia e caracteristicas das crises epilépticas
apresentadas pelos caes do estudo.

Avaliar a adesdo dos tutores ao regime de administracao subcutanea, realizado a cada 8
horas.

Verificar possiveis efeitos adversos do peptideo e interacdes medicamentosas por meio
de avaliagdes clinicas e neurologicas, complementadas por relatérios quinzenais

fornecidos pelos tutores.
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4  MATERIAIS E METODOS

4.1 Ciritérios éticos e desenho do estudo

O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA UnB,
protocolo n°. 010/2020, Anexo I), e todas as condutas clinicas foram realizadas com a
autoriza¢do prévia dos responsaveis legais e obtida através da assinatura do termo de
consentimento livre e esclarecido (Anexo II). A pesquisa foi delineada como estudo
epidemioldgico de ensaio clinico controlado, e ocorreu em Brasilia, Brasil, durante o periodo

de janeiro de 2020 a novembro de 2024.

4.2 Sintese e avaliacido do grau de pureza do peptideo Neurovespina

O peptideo denominado neurovespina (NV) utilizado no estudo foi sintetizado pela
empresa Biointech Biotecnologia LTDA®, utilizando a técnica de sintese em fase s6lida — Fmoc.
A confirmacdo do grau de pureza, a inspe¢ao da massa monoisotopica e a confirmagdo da
sequéncia do peptideo foram realizadas antes do inicio dos experimentos, pela empresa
responsavel (dados ndo publicados). Além disso, aliquotas do peptideo foram submetidas as
analises citadas a cada seis meses a fim de monitorar e garantir a estabilidade do composto em

estudo.

As andlises de estabilidade foram realizadas por espectrometria de massa MALDI
TOF/TOF UltraFlex II (Bruker Daltonics®, Alemanha) apés uma aliquota do peptideo ser
ressuspendida em dgua deionizada e misturada a uma matriz pronta de acido a-cyano-4-hidroxi-
cinamico em acetonitrila e 4gua deionizada com 3% de 4cido trifluoracético, 5/4/1,v/v/v. Essa
mistura foi aplicada em triplicata em uma placa Bruker MTP Massive 384, seca a temperatura
ambiente e analisada. O espectrometro de massa estava equipado com laser SmartBeam e foram
empregados dois modos de operagado: o refletido positivo, para a obtengdo de espectros de MS,
e o LIFT, para a obtencao de espectros de MS/MS (Figura 5). A faixa de deteccao da razdo
massa/carga (m/z) foi de 600 a 3000 e a calibragdo foi realizada com a mistura Peptide
Calibration Standard I (Bruker Daltonics®, Alemanha). Para andlise, utilizamos o software
FlexControl 3.0 (Bruker Daltonics, Leipzig, Germany). O frasco contendo o peptideo NV,

devidamente preparado para administragcdo nos caes, esté ilustrado na Figura 6.
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Figura 5 - Espectro de massas da neurovespina demonstrando a presenga do peptideo (M+H =
1231.58).

Figura 6 - Frasco contendo o peptideo NV, devidamente preparado para administragdo nos

caes.
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4.3 Padronizacao de dose e frequéncia de administracio

Para estabelecer a dose e frequéncia terapéutica da NV em caes, foi realizada uma
analise de dados pré-existentes sobre seguranga farmacologica, efeitos adversos, doses e
metabolismo da NV e outros peptideos em diversas espécies. Ensaios em primatas ndo-
humanos (Callithrix penicillata) e camundongos Swiss foram conduzidos de acordo com as
normas da ANVISA, utilizando doses de 120 e 240 pg/animal paraprimatase de 1 a 12 mg/kg

(30 a 360 pg/animal) para camundongos, administradas por via intraperitoneal.

Baseado na meia-vida do peptideo observada em camundongos, € em extrapolagdes
alométricas de dados de estudos com outros peptideos, como o exenatide (Parkes el al., 2001 ;
Ionut et. al., 2008; Ryan et. al., 2013; Tonut et. al., 2016), uma dose inicial para caes foi sugerida
em 150 a 200 pg/cdo, administrada por via subcutanea a cada 8 horas. Esta dose foi testada
inicialmente em um cao piloto durante 71 semanas sem efeitos adversos, e posteriormente

aplicada a outros caes no estudo.

4.4 Selecao dos animais — Grupos amostrais

Durante o periodo de janeiro de 2020 a agosto de 2024, foram selecionados 24 caes
procedentes de clinicas veterinarias particulares (Hospital veterinario Vet Help e Centro
integrado de medicina veterinaria CVET) e do Hospital Veterinario da Universidade de Brasilia.
Dos 24 caes, oito foram incluidos no grupo sadio destinado a avaliacao de efeitos adversos
agudos (GS), enquanto 18 foram alocados no grupo de caes epilépticos tratados com
Neurovespina (GN). Entretanto, apenas seis desses 18 cdes atenderam aos critérios minimos

exigidos para inclusdo na pesquisa (Figura 7).

8 GS

24 caes 6 inclusos
18 GN <

12 exclusos

Figura7 - Representaa selecdo dos 24 caes avaliados, sendo 8 alocados ao grupo sadio
(GS) e 18 ao grupo tratado (GN). Apds a aplicagdo dos critérios de inclusdo, apenas 6 cdes do

grupo GN foram utilizados para as coletas de dados.
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4.4.1 Grupo sadio (GS)

O grupo sadio foi composto por oito caes clinicamente saudaveis, sem historico de crises
epilépticas ou outras comorbidades, exame neurologico sem alteracdes, com idade variando
entre seis meses a oito anos, sem critérios para escolha de ragas e massa corporal. O grupo foi
definido com o objetivo de avaliar possiveis reagdes antigénicas e efeitos adversos agudos pos
uso da NV. Para tanto, o termo de consentimento foi assinado pelos tutores, e os cdes foram
submetidos ao exame fisico geral, mensuracao da pressao arterial sistolica (PAS) e realizagao
de eletrocardiograma antes e 30 minutos apos a aplicacao da NV (Figura 8).

A afericao da pressado arterial sistolica (PAS) foi conduzida utilizando o método Doppler
(Acierno et al., 2018). Os animais foram colocados em decubito lateral ou esternal, utilizando-
se um manguito de largura equivalente a 40-50% da circunferéncia do membro ou cauda,
posicionado ao nivel do coragdo. Foram realizadas cinco medi¢des em cada cdo, utilizando o
dispositivo Medmega® Doppler Vascular Veterinario Portatil Dv 610v, descartando a primeira
leitura e calculando-se a média das subsequentes. O teste ndo paramétrico Kruskal-Walliscom
o nivel de significAnciap < 0,05 foi utilizado para avaliar os valores de PAS antes e ap0s a
aplicacdo da NV.

Para a realizagdo dos eletrocardiogramas (ECG), seguiram-se as recomendacdes de
Santilli e colaboradores (2018), posicionando os caes em dectbito lateral direito, com o eletrodo
vermelho no membro toréacico direito, o amarelo no membro toracico esquerdo, o verde no
membro pélvico esquerdo e o preto no membro pélvico direito. O eletrocardiografo veterindrio
Incardio® foi calibrado pararegistrar 1 mV = 1 cm. As gravagdes foram feitas em um ambiente
tranquilo para minimizar interferéncias e garantir precisdo e reprodutibilidade dos resultados.
Para avaliar as alteracdes eletrocardiograficas (ECG) foi utilizado o teste exato de Fisher. Os
dados foram organizados em uma tabela 2x2, categorizando os resultados em alteracdo e sem
alteragdes. A analise foi bicaudal, com um nivel de significincia de p < 0,05, para determinar
se havia uma associagdo significativa entre o uso agudo de NC e as alteragdes no ECG.

Nesses caes aNV foi aplicadaem dose unica, de 150 pg/cdo (0,3ml), por via subcutanea.
O tempo total de observagao intra-hospitalar foi de duas horas, e todos os tutores foram
contactados via aplicativos de mensagens por um periodo de 12, 24 e 48 horas ap6s a aplicagao
(Figura 8). Nesse periodo os tutores foram questionados quanto a presenca de alteragdes
adversas, fisiologicas (polidipsia, polifagia e politria), comportamentais (atengdo dos caes,

interacdo com o meio ambiente, letargia) e motoras (alteracdo de marcha, paresias,
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“fraquezas”). Para os efeitos adversos foi utilizada andlise de contingéncia, por meio do teste
exato de Fisher em analise bicaudal, com um nivel de significancia de p < 0,05, no qual foi
atribuido um sim para cada cao que tivesse apresentado alguma alteragdo ou efeito adverso, e

um nado se nenhuma alteragao fosse observada ou relatada.

Exame fisico, Aplicacdo NV x )
8 GS —> PAS, ECG —> (dose tnica) —>| 150 pg/cédo, SC;
|
\/
Mantidos em .

Apbs 30° N Exame fisico, N ambiente N C;)'}Ei%tt?sgsa\:a

repetiu-se PAS, ECG hospitalar por 2 %ensagem

horas

Figura 8 - Fluxograma representando as etapas do protocolo experimental realizado nos 8 caes
do grupo sadio (GS). O protocolo incluiu exame fisico, aferi¢do da pressdo arterial sistolica
(PAS) e eletrocardiograma (ECG), seguido da aplicacdo de uma dose tinica de NV (150 pg/cao,
SC). Apos 30 minutos, os procedimentos foram repetidos, € 0s cdes permaneceram em
observagao por duas horas em ambiente controlado, com posterior contato via aplicativo de

mensagens para monitoramento.

4.4.2 Grupo Neurovespina (GN)

Seis cdes com crises epilépticas, classificadas como idiopatica de origem
desconhecida ou provavel genética, foram selecionados conforme os critérios de confianca
nivel I, IT ou Ill estabelecidos pelo Consenso Veterinario sobre Epilepsia (Berendt et al., 2015).

Os critérios de inclusao foram caes com duas ou mais crises ndo provocadas com pelo
menos 24 horas de intervalo; idade entre 6 meses a 6 anos para a primeira crise epiléptica,
exame fisico e neurologico interictais normais, exames hematologicos (hemograma completo,
sodio, potassio, cloreto, calcio, fosfato, ALT, FA, bilirrubina total, ureia, creatinina, proteina
total e fragdes, albumina, glicose, colesterol, triglicerideos, 4cidos biliares em jejum); urinalise;
sorologia negativa para doencas infecciosas (toxoplasmose, neosporose, erliquiose, babesia,
leishmaniose ¢ cinomose) e sem alteracdes cerebrais detectaveis na ressonancia magnética
(Hitachi - AIRIS II (Image Data Handling) version 5.0 sofware de 0,3 tesla), tomografia
computadorizada (aparelho multi-slice Canon Aquilion Start com reconstru¢do multiplanar em
cortes de 1,0 mm e intervalo de mesa de 0,8 mm de espessura, com a utilizagdo de contraste

iodado ndo-idnico por via intravenosa.) e avaliacao do liquido cérebro espinhal normal.
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Para inclusdo no critério Tier III, alguns dos caes foram submetidos ao
eletroencefalograma, porém nao foi considerado um critério para exclusao dos demais caes,
visto ser um exame de dificil acesso e alta complexidade para interpretacao.

Atendidos os critérios de inclusdo, os caes foram submetidos a mensuragdo da pressdo
arterial sistolica (PAS) e realizacdo de eletrocardiograma, nos mesmos padroes aplicados ao
grupo sadio, antes ¢ 30 minutos ap6s a aplicacao de 150 pg/cao de NV, por via subcutanea, em
ambiente intra-hospitalar. O tempo total de observagao intra-hospitalar foi de duas horas, e
todos os tutores foram contactados via aplicativos de mensagens por um periodode 12,24 ¢ 48
horas ap6s a aplicacdo (Figura 9). Nesses pacientes, aadministracdo da NV foi continuada pelos
tutores em suas residéncias, com doses entre 150 a 200 pg/cao (0,3 a 0,4 ml) por via subcutanea
a cada 8 horas, por pelo menos seis meses. A massa corporal dos pacientes foi avaliada antes
do inicio da NV e pelo menos seis meses apos. Para analisar os valores de PAS antes e apés a
aplicacdo da NV utilizou-se o teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis, considerou-se o nivel de
significanciap < 0,05; para avaliar as alteracdes eletrocardiograficas (ECG) e efeitos adversos
da NV em uso agudo foi utilizado o teste exato de Fisher, em analise bicaudal, com um nivel
de significanciade p < 0,05, no qual foi atribuido um sim para cada cao que tivesse apresentado
alguma alteragdo de ECG ou efeito adverso, e um nao se nenhuma alteracao fosse observada
ou relatada; para avaliar a massa corporal dos individuos antes e apos o uso cronico da NV, foi
realizado o teste t pareado em formato bicaudal, incluindo seis pares de observagdes.
Considerou-se o nivel de significanciap < 0,05 e a eficacia do pareamento foi avaliada através

do coeficiente de correlacao.
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Figura 9 - Fluxograma do protocolo experimental conduzido para os 6 caes do grupo tratado
(GN). As etapasparaavaliaciodos efeitosadversos agudos foramas mesmas para o Gruposadio.
Para a avaliacdo de efeitos adversos cronicos e caracteristicas das crises, 0s animais receberam
NV em regime de uso continuo (150-200 pg/cao, TID, SC) em ambiente domiciliar, com

acompanhamento remoto e presencial para monitorar efeitos adversos e crises epilépticas.

4.4.3 Acompanhamento dos pacientes: Grupo Neurovespina (GN)

Os dados retrospectivos foram coletados durante o semestre que antecedeu o inicio da
administragdo da NV. Esses dados incluiram informag¢des sobre a dose e a frequéncia dos
farmacos antiepilépticos convencionais, bem como detalhes das crises epilépticas, como
frequéncia, tipos (focal, generalizada ou focal com generalizagdo), média de duracdo, data de
inicio de ocorréncia, horario das crises e duracdo do periodo pos-ictal. Em seguida, esses dados
foram comparados as informagdes prospectivas durante o estudo.

Durante os atendimentos iniciais os tutores foram instruidos a diferenciar alteragdes
comportamentais € motoras, assim como a identificar possiveis tipos de crises e padroes
compativeis com o periodo pds-ictal. Durante todo o estudo, para os dados prospectivos, os
proprietarios foram orientados a manter um registro diario de crises, o qual incluiu data, horario,

numero, tipo ¢ a duragao das crises epilépticas e duragao os periodos pds ictais, para seus caes.
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Devido a dificuldade de identificagcdo pelos tutores, as crises focais ndo foram
incluidas na andlise do estudo, enquanto as crises agrupadas e o status epilepticus foram
contabilizados de forma conjunta.

No registro dos resultados, as crises agrupadas e os status epilepticus foram
contabilizados em uma tinica categoria. Quando uma crise agrupada (ou seja, mais de uma crise
dentro de um periodo de 24 horas com recuperagao completa entre elas) ou status epilepticus
(uma crise epiléptica continua por mais de cinco minutos ou multiplas crises sem recuperacao
completa da consciéncia entre elas) foi observada, cada um desses episodios foi contabilizado
como uma crise generalizadae também um episodio de crises agrupadas ou status epilepticus.
Por exemplo, se um cdo teve duas crises agrupadas e um status epilepticus, isso foi
contabilizado como trés crises generalizadas e trés crises agrupadas ou status epilepticus.

De forma continuada, os tutores foram questionados quinzenalmente e orientados a
entrar em contato imediato quanto a presenca de alteragdes adversas, fisioldgicas (polidipsia,
polifagia e politria), comportamentais (atencdo dos caes, interagdo com o meio ambiente,
letargia) ou motoras (alteracao de marcha, paresias, “fraquezas”). Os dados sobre a ocorréncia
de efeitos adversos com o uso cronico da NV foram analisados usando o risco relativo, com
intervalos de confianga de 95% calculados pelo escore assintotico de Koopman. A analise
incluiu tanto o valor do risco relativo quanto o reciproco do risco relativo. A categorizagdo dos
resultados foi feita com efeitos adversos e sem efeitos adversos para comparar os grupos.

Em todos os cdes cujos tutores concordaram em associar o peptideo experimental ao
tratamento ja estabelecido, dose e frequéncia dos antiepilépticos convencionais foram
revisados, bem como a dosagem sérica de fenobarbital. Doses abaixo do nivel terapéutico foram
reajustadas, mantendo-se inicialmente todas as medicagdes incluidas no tratamento.

Considerou-se em nivel terap€utico as concentragdes séricas de fenobarbital a partir de
25 mg/mL. As concentragdes séricas de brometo de potassio e levetiracetam ndo foram
mensuradas. No entanto, considerou-se adequada uma dose minima de brometo de potéssio de
30 mg/kg SID e de levetiracetam uma dosagem minima de 20 mg/kg a cada 8 horas.

Ap0s os ajustes dos farmacos tradicionais, e inicio da NV foi considerada uma terapia
eficaz quando houve redu¢do de mais de 50% das crises, e esta foi sustentada por um periodo
minimo de dois meses. Quando os caes apresentaram esses critérios e mantiveram o uso regular
da NV, foi iniciada a redugdo dos farmacos antiepilépticos tradicionais, com o objetivo de
avaliar se a NV como adjuvante seria capaz de manter as crises sustentadas.

Devido a dificuldade de alguns dos tutores em administrar a NV a cada oito horas e a

inclusdo de um cao cujo inicio do uso da NV ndo respeitou o periodo minimo de trés meses
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ap6s o ajuste dos farmacos antiepilépticos convencionais (FAC), o grupo tratado com
neurovespina foi dividido em dois subgrupos para as analises estatistica: GN1 e GN2. O GNI,
denominado grupo neurovespina geral, incluiu todos os cdes da pesquisa. O GN2, denominado
grupo neurovespina modelo refinado, incluiu apenas caes que receberam a NV apds trés meses
do ajuste dos FAC e mantiveram o regime TID por pelo menos seis meses. Enquanto a
administragdo da NV foi mantida a cada oito horas, esses caes permaneceram no GN2 (figura

10).

Grupo Neurovespina (GN)

Geral (6)

NVTIDeBID >6 m
Inicio NV >3m e < 3 m para 1 céo

Refinado (3)
NV TID = 6 m
Inicio NV > 3 m do ajuste dos FAC

Figura 10 - Divis@o do grupo tratado com NV em dois subgrupos de analise: GN1
(grupo neurovespina geral), composto por todos os cdes do estudo, e GN2 (grupo neurovespina
modelo refinado), formado apenas pelos animais que receberam a NV apds trés meses de ajuste
dos farmacos antiepilépticos convencionais (FAC) e mantiveram a administrag@o a cada oito

horas (TID) por, no minimo, seis meses.

Os caes foram acompanhados por um periodo minimo de seis meses. Todos os dados
retrospectivos e prospectivos coletados foram registrados individualmente. Os dados
retrospectivos foram comparados com aqueles obtidos apds a administragdo da NV, para
investigar os efeitos do tratamento, por meio das analises estatisticas para as variaveis periodo
livre de crises e frequéncia média semestral.

Para avaliar o periodo livre de crises (PLC) apresentado pelos caes, considerou-se, para
os dados retrospectivos, a média de dias sem crises durante o semestre anterior ao inicio da
administragdo da NV. Para os dados prospectivos, foi considerado o maior periodo em dias

consecutivos sem crises. Os dados do PLC nos grupos GN1 e GN2 apresentaram distribui¢ao
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normal, justificando o uso do teste t bicaudal para amostras dependentes na comparagao das
meédias dos periodos retrospectivo (antes da NV) e prospectivo (durante a NV) (figura 11). A
diferenca entre as médias foi acompanhada pelo erro padrao da média (SEM) e pelo intervalo
de confianga de 95%. O nivel de significancia estabelecido para essas comparagdes foi de p <

0,05.

(Dados Retrospectivos:\

Média de dias sem

crises no semestre
PLC L anterior

(periodo livre de
crises)

Dados Prospectivos:

Maior periodo entre as
crises: dias corridos
|\ J

Figura 11 - Representacdo do "Periodo Livre de Crises" (PLC), relacionando dados
retrospectivos (média de dias sem crises no semestre anterior) e dados prospectivos (maior

periodo entre as crises, em dias corridos).

A frequéncia média semestral (FMS) foi definida com base na quantidade total de crises
generalizadas, crises agrupadas ou status epilepticus registradas por semestre. Para avaliar o
efeito do tratamento com NV, foram analisados os nuimeros totais de crises nos seis meses
anteriores ao tratamento (dados retrospectivos) e em semestres consecutivos apds seu inicio
(dados prospectivos) (figura 12). Dessa forma as andlises estatisticas foram feitas comparando
os semestres. A FMS do semestre anterior ao tratamento foi comparada a FMS do semestre
com menor frequénciade crises (melhor semestre) e a FMS de todos os semestres prospectivos

analisados, com o objetivo de identificar o efeito da NV ao longo dos semestres avaliados.
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Dados Retrospectivos:

Soma (crises generalizadas +
_crises agrupadas + status
epilepticus) do semestre anterior

FMS ao inicio da NV
\_ J
(frequéncia média
e )
semestral) Dados Prospectivos:

Soma (crises generalizadas +
crises agrupadas + status
epilepticus) e analise semestral
apds inicio da NV
N\ J

Figura 12 - Representacdo da Frequéncia Média Semestral (FMS) considerando dados
retrospectivos (somatorio de crises generalizadas, crises agrupadas ¢ status epilepticus do
semestre anterior ao inicio da NV) e dados prospectivos (mesma somatoria e analise semestral

apos o inicio da NV).

Para o grupo GN1, a FMS de crises no periodo anterior ao inicio da NV e no melhor
semestre foi avaliado por meio do teste ndo paramétrico, postos sinalizados de Wilcoxon para
pares correspondentes com nivel de significanciabicaudal de 0,05. O teste calculou o valor de
p de forma exata e considerou a soma dos postos positivos e negativos, bem como a soma dos
postos sinalizados (W). A mediana das diferencas foi determinada para avaliar a tendéncia
central das mudangas. Adicionalmente, a eficacia do pareamento foi examinada pelo coeficiente
de correlagdo de Spearman, para verificar arelacdo entre os grupos antes e depois do tratamento.

A FMS para GN1 também foi comparada em trés momentos distintos: antes do
tratamento com a NV e apos 6 meses, antes do tratamento com NV e apds 12 meses, e entre 6
meses ¢ 12 meses apds o inicio do tratamento. Para avaliar as diferengas nas medianas do
numero total de crises epilépticas nesses trés momentos, utilizou-se o teste ndo paramétrico de
Kruskal-Wallis com nivel de significanciap < 0,05. Apds o Kruskal-Wallis foram realizadas
comparagdes multiplas usando o teste de Dunn para identificar quais momentos apresentavam
diferencas significativas entre si. O nivel de significancia estabelecido para essas comparagdes
foi de o =0,05.

Para o grupo GN2 a FMS de crises no periodo anterior ao inicio da NV foi comparada
aos semestres de uso da NV por meio do teste t ndo pareado. Os dados seguiram distribuicao
normal e foram agrupados em duas colunas, sendo a primeira representando o semestre sem a
utilizacdo da NV e a segunda coluna com todos os dados apos seis meses de uso, independente
do semestre. O teste foi realizado de forma bicaudal, e o nivel de significancia adotado para o

teste foi de p < 0,05. Adicionalmente, um teste F para comparagdo de variancias foi aplicado
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para verificar a homogeneidade das variancias entre os dois grupos, com significancia definida
também em p < 0,05.

Além dessas analises foi desenvolvido um escore quantitativo para avaliar a correlagdo
entre a adesdo dos tutores ao tratamento com a NV e dois desfechos: a reducao percentual da
frequéncia das crises € o aumento percentual do maior periodo livre de crises. Este escore
considerou trés critérios: regularidade nas aplicacdes, adaptagdo positiva dos caes a via de
administragdo e satisfacdo do tutor com o tratamento. Para cada um desses critérios, foi
atribuido um ponto, totalizando a pontuagao final. Com base nessa pontuagdo, a adesao foi
classificada como baixa (0 a 1 pontos), média (2 pontos) ou alta (3 pontos). Para a andlise de
correlacgdo, as comparacdes foram realizadas com base no melhor semestre de resposta para
cada desfecho avaliado. A relacdo entre a adesao ao tratamento e a reducao percentual das crises
epilépticas foi avaliada utilizando o coeficiente de correlagdo de Pearson (-1 a 1), onde a
reducdo das crises foi a variavel dependente e a adesdo ao tratamento, a variavel independente.
A correlagdo entre a adesdo ao tratamento e o aumento do PLC foi analisada utilizando o
coeficiente de correlagdo de Spearman (-1 a 1). As comparagdes foram realizadas com 6 pares
de dados para cada desfecho, utilizando um teste bicaudal com nivel de significancia de 0,05,

e as estimativas de correlagdo foram acompanhadas de intervalos de confianga de 95%.

4.4.4 Analise Estatistica

As analises dos respectivos dados estao descritas ao longo da sessao metodologia, e,
para todas elas, exceto para as analises de contingéncia, a normalidade dos dados foi avaliada
utilizando os testes de Shapiro-Wilk e Kolmogorov-Smirnov. Os resultados estao apresentados
em média e desvio padrao e/ou erro padrao da média para dados normais e mediana e intervalo
interquartil para os dados que ndo seguiram uma distribui¢do normal. Os testes estatisticos
utilizados para avaliagdo dos dados, e o nivel de significancia adotado estdo citados ao longo
do texto. O programa estatistico utilizado para todas as analises foi o software estatistico

software GraphPad Prism 10.3.0 (507).
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5 RESULTADOS

5.1 Grupos de estudo: Grupo sadio

O grupo sadio (GS) foi composto por quatro caes machos e trés fémeas, com idade
variando entre 2 ¢ 8 (média de 4,43 anos), e massa corporal variando entre 6 a 25,2kg (média
de 18,31 kg). Asragas dos caes eram trés sem raca definida, dois Huskys Siberianos, um pastor
alemao, um pug.

O eletrocardiograma ndo mostrou alteragcdes no padrdao das ondas e a pressao arterial
sistolica (PAS) apresentou uma média de 140 mmHg (variando de 130 e 140 mmHg) antes da
administracdo da NV, e uma média de 130 mmHg (variando de 120 e 140 mmHg) apds a
administragdo da NV. Segundo o teste exato de Fisher ndo houve diferencas estatistica
significativa nas alteragdes do ECG (p > 0,9999), os resultados indicam que, na amostra
estudada, o uso agudo da NV ndo afetou os parametros de ECG no momento ap6s a aplicagao
da NV. Quanto a PAS os resultados do teste de Kruskal-Wallis (4.027) indicaram que ndo houve
diferenca significativa entre as medianas da PAS entre os grupos (valor de p = 0.2585).

Nenhum dos caes avaliados apresentou efeitos adversos observados clinicamente, o
teste exato de Fisher indicou que ndo houve diferengas estatistica significativa (p>0,9999) para

os efeitos adversos com o uso agudo da NV.

5.2  Grupos de estudo: Grupo Neurovespina

5.2.1 Descricao dos caes

Dos 18 caes que atenderam aos critérios de inclusdo e iniciaram o tratamento com o
peptideo neurovespina, apenas seis seguiram o uso continuo da medicacdo na dose e frequéncia
recomendadas por pelo menos seis meses, periodo minimo estabelecido para a avalia¢do dos
dados.

Dessa forma, o grupo tratado (GN) final foi composto por seis cdes: cinco machos
(quatro castrados e um ndo castrado) e uma fémea nao castrada, e massas corporais variando de
5,3 a 26,0 kg (média de 17,5 kg). As ragas dos caes incluiram dois cdes sem raga definida de
grande porte, um Husky Siberiano, um Pastor de Shetland, um Spitz Alemao ¢ um Buldogue

Francés (Figura 13).
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Figura 13 - Caes participantes do projeto. No entanto a imagem do c@o no canto superior

esquerdo ¢ ilustrativa (fonte: Google).

A primeira crise epiléptica foi observada, em média, por volta de um ano e um més de
idade (variando de seis meses a um ano e seis meses), enquanto a idade média dos cdes no
momento da inclusdo no estudo foi cinco anos ¢ oito meses (variando de trés a 10 anos).

Com relagdo a investigacdo diagnostica, de acordo com os critérios estabelecidos pelo
Consenso sobre Epilepsia Veterinaria (2015), o nivel de confianca Tier III foi aplicado em
quatro caes, enquanto o nivel de confianga Tier II foi utilizado em um cao. No sexto cdo, a
tomografia contrastada de cranio foi realizada em substitui¢do a ressonancia magnética de

cranio devido a indisponibilidade deste exame em Brasilia no periodo em questao.

5.2.2 Caracteristicas das crises

As crises epilépticas recorrentes foram classificadas em epilepsia idiopatica com
provavel origem genética em dois cdes (cdo n.2, n.5) e epilepsia idiopatica de causa
desconhecida em quatro caes (cao n. 1, n.3, n.4, n.6).

Quanto aos tipos de crises, em trés caes (cdo n.1, n.3, n.5) os tutores referiam crises
focais com generalizag¢ao secundaria (50%), e os outros trés caes apresentavam primariamente
crises generalizadas (50%). Todos os cdes, na maioria das crises, evoluiam para episodios de

crises agrupadas ou status epilepticus.
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Em trés dos seis cdes (50%) os tutores relataram gatilhos ambientais para
desencadeamento de algumas das crises tais como estresse, mudancga de rotina, trovdes, fogos
de artificio, excitacdo intensa, privacdo de sono, enquanto nos demais cdes os tutores
descreveram as crises como eventos totalmente aleatdrias.

Além disso, em trés dos seis cdes (50%) os proprietarios relataram que as crises
epilépticas ocorriam durante o periodo noturno (sono). As crises epilépticas que aconteceram
durante o dia ocorreram mais frequentemente quando os cdes estavam em posic¢ao de repouso,

e no inicio da manha.

5.2.3 Medicacoes antiepilépticas prévias

Antes da introducdo da NV no tratamento dos cdes com crises epilépticas, FAC ja
haviam sido prescritos por outros médicos veterindrios, em monoterapia ou terapia combinada.
Em todos os cdes os FAC necessitaram de reajustes nas doses de um ou mais dos medicamentos,
pois em cinco cdes, um ou mais farmacos estavam abaixo do nivel recomendado ou
apresentavam controle inadequado das crises, € em um cao a dose sérica foi considerada em
niveis toxicos.

Em cinco cdes, a NV foi iniciada de trés a seis meses apos os ajustes das doses dos FAC,
enquanto no cdo n. 4 a NV foi iniciada durante os ajustes das doses. No momento da introdugao
da NV, um cdo (n.4) era tratado com fenobarbital em monoterapia e cinco eram tratados com
fenobarbital em combinagdo com outros farmacos antiepilépticos (Tabela 2).

O cao tratado em monoterapia com o fenobarbital j& havia anteriormente utilizado
brometo de potassio em doses altas, sem sucesso € com importantes efeitos adversos. Nsse cao
a dose oral do fenobarbital era de 6,9 mg/kg administradas duas vezes ao dia (BID).

Quanto aos caes tratados em terapia combinada, as doses orais do fenobarbital variaram
de 4,5mg/kg a 7,6 mg/kg, administradas duas vezes ao dia (BID). As concentragdes séricas do
fenobarbital variaram de 30 a 54 mcg/mL.

Um cao (n.1) era medicado com Fenobarbital (4,5mg/kg, bid, com dosagem sérica de
37 mcg/ml) e brometo de potassio (30mg/kg, SID). Um cdo (n.3) era medicado com
Fenobarbital (dose oral de 7,6 mg/kg, bid e dosagem sérica de 54 mcg/ml) e levetiracetam
(20mg/kg, TID). Dois cdes (n.5 e n.6) eram tratados com fenobarbital (doses de 5,8 mg/kg e
7,14 mg/kg, BID, com dosagens séricas de 30 mcg/mL e 38,4 mcg/mL, respectivamente),
brometo de potassio (30 mg/kg, SID e 22 mg/kg, SID) e levetiracetam (20 mg/kg, TID e 15
mg/kg, BID).
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Tabela 2 - Dados dos FAC e tempo de tratamento (em meses) antes da introdugdo da NV.

Cao/n. ,FI.3 > Elr SV -It-l?gt]apn?e%??
serico (dose oral)  (doseoral) (doseoral) . . cncional

1 37 4,5 30 NA 23

2 36 7,5 30 NA 23

3 54 7,6 NA 20 108

4 23 6,9 NA NA 62

5 38,4 7,14 22 15* 44

6 30 5,8 33 20 71

Legenda: FB = dosagem sérica FB (mcg/mL); FB = fenobarbital (mg/kg, BID); BP =
brometo de potassio (mg/k, SID), LT = levetiracetam (mg/k, TID); TMC = tempo
médio com tratamento convencional antes da neurovespina (meses); NA = ndo se

aplica; * esse paciente utilizava o LT BID. Fonte: elaborada pela autora.

Trés (n.1, n.3, n.5) dos seis cdes (50%) tiveram historico de uso do 6leo de canabidiol,
em concentragdes ndo conhecidas, de forma regular e continua por pelo menos 6 meses, antes
do inicio da NV, mas os tutores ndo observaram resultados quanto a melhora da frequéncia e
gravidade das crises, 0 que os levou a utilizacdo esporadicanos cdes. No momento do estudo,
os cdes estavam recebendo o canabidiol de maneira irregular, sendo administrada de forma
esporadica ou apenas durante as crises.

A andlise do tempo de tratamento com medicamentos convencionais antes do inicio do
uso da NV foi a seguinte: Caes n.1 e n.2 por 23 meses, Cao n.3 por 108 meses, Cao n.4 por 62
meses, Cao n.5 por 44 meses, Cao n.6 por 71 meses (Tabela 2). A média dos tempos de
tratamento foi de 55,17 meses, ou aproximadamente 4 anos € 7 meses, antes de iniciar a
associacdo com a NV.

Ao menos um efeito colateral foi identificado em todos os caes tratados com FAC. Os

efeitos adversos mais frequentemente relatados com o uso das medicagdes convencionais foram
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letargia, fraqueza, alteragdo de marcha, polidipsia, polifagia e politria. Dois caes necessitaram
de celiotomia em cinco ocasides distintas para a remog¢ao de corpos estranhos gastricos e
intestinais, e 0s mesmos caes apresentaram bromismo. O brometo de potassio foi o firmaco que
apresentou o maior nimero de efeitos adversos, sendo os principais letargia, alteragdo da
marcha e locomocgdo (ataxia e paresia), o que resultou na descontinuagao da medicacao por
parte do tutor do cao n. 4.

Todos os cdes foram considerados farmacorresistentes, em cinco dos seis caes apos 0s
ajustes das medicagdes receberam a "dose de resgate" ou “rescue dose” com levetiracetam (dose
de 20 a 30mg/kg, TID) por cinco dias, nos episddios de crises agrupadas ou episodios de status
epilepticus. Apenas o cdo de n.3 ja fazia o uso da “dose de resgate”, na dose de 60 a 90 mg/kg,

TID, antes dos ajustes dos farmacos.

5.2.4 Avaliacao de possiveis efeitos adversos do peptideo Neurovespina

Para as doses utilizadas do peptideo NV (150 a 200 pg/cao, 0,1 a 0,4 ml/kg, via
subcutanea), nenhum dos caes apresentou efeitos adversos na primeira e unica aplicacao (GC)
assim como os cdes em tratamento/uso cronico (GN). Todos os tutores negaram alteragdes
fisiologicas (polidipsia, polifagia e politiria), comportamentais (atengao dos caes, interagao com
0 meio ambiente, letargia) ou motoras (alteragdo de marcha, paresias, “fraquezas™) com a
utilizag¢do do peptideo NV. O risco relativo de ocorréncia de efeitos adversos nos caes sem e
durante o uso de NV foi calculado como 0,000, com um intervalo de confianga de 95% variando
de 0,000 a 1,000, indicando que nao ha diferenca significativa entre os momentos avaliados.

Nos caes avaliados, o eletrocardiograma nao mostrou alteracdes no padrao das ondas
em nenhum dos caes, e a pressao arterial sistolica (PAS) apresentou uma média de 138 mmHg
(variando de 120 a 150 mmHg) antes da administracdo da NV, e uma média de 137 mmHg
(variandode 130 a 145 mmHg) apds a administracdo da NV, valores considerados normais para
a espécie. Segundo o teste exato de Fisher ndo houve diferenca estatistica significativa nas
alteragcoes do ECG (p > 0,9999), o uso agudo da NV nao afetou os parametros de ECG no
momento ap6s a aplicacdo da NV. Quanto a PAS os resultados do teste de Kruskal-Wallis
(4.027) indicaram que ndo houve diferenca significativa entre as medianas da PAS entre os
grupos (valor de p = 0.2585).

Apds no minimo 6 meses de tratamento com a NV, as massas corporais dos caes foram
registradas da seguinte maneira: considerando o primeiro valor como antes do tratamento e o

segundo valor como apds: Cao 1 (22 kg e 21 kg), Cao 2 (22,6 kg e 22,1 kg), Cao 3 (26,1 kg e
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24,8 kg), Cao 4 (5,3 kg em ambos os momentos), Cao 5 (16,7 kg e 17,4 kg), e Cao 6 (13 kg em
ambos 0s momentos). Os resultados do teste t pareado indicaram que a diferenga entre a massa
corporal antes e durante o uso da NV nao foi estatisticamente significativa (p=0.2956), média
das diferencas foi de -0.3500 kg, com um intervalo de confianca de 95% variando de -1.120 a

0.4205 kg (Figura 14).

304

204

Massa corporal (kg)

0 T T
Antes NV Durante NV

Figura 14 - Grafico de barras apresentando dados da massa corporal (Kg) antes e durante
o tratamento com NV. Os pontos individuais representam os valores de massa corporal de cada

cdo, enquanto as barras de erro vertical indicam o erro padrao da média.

Durante as consultas de acompanhamento e ap6s a introdugdo da Neurovespina como
adjuvante ao tratamento convencional, 83,3% dos tutores relataram, espontaneamente,
melhorias no comportamento e/ou no desempenho motor dos caes, mencionando que eles

pareciam mais "alertas, enérgicos e ativos".

5.2.5 Adesao ao uso da Neurovespina

Quatro dos seis caes (66,6%) foram incluidos no grupo de alta adesdo terapéuticaa NV,
enquanto dois (33,3%) foram incluidos no grupo de média adesdo para o melhor semestre
avaliado. No entanto, apenas dois cdes (n.3 e n.6) mantiveram-se no grupo de alta adesao
durante toda a pesquisa.

A andlise de correlagdo de Pearson entre a adesdo ao tratamento e a reducao percentual
das crises epilépticas (CE) resultou no coeficiente de correlacdo de Pearson (r) de 0,7278,
indicando uma correlagdo positiva moderada entre as varidveis; contudo, o intervalo de
confianca de 95% para este coeficiente variou de -0,2045 a 0,9678, abrangendo o zero, o que

sugere que a correlagdo observada pode nao ser estatisticamente significativa, uma vez que o
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valor de P para o teste bicaudal foi de 0,1010, excedendo o nivel de significancia adotado de
0,05; adicionalmente, o coeficiente de determinag¢dao (R?) foi de 0,5297, indicando que
aproximadamente 52,97% da variag¢do na reducdo das crises epilépticas poderia ser explicada
pela adesdo ao tratamento, embora este resultado ndo seja considerado estatisticamente
significativo, com a analise sendo conduzida com 6 pares de dados (n=6).

Para avaliar a correlagdo entre adesao ao tratamento o aumento percentual do periodo
livre de crises a analise de correlagdo de Spearman foi utilizada, e mostrou uma correlagdo
positiva moderada entre a adesdo ao tratamento e o aumento no periodo livre de crises (r =
0,4140). No entanto, a falta de significancia (p=0,5333) indica que essa correlagdo ndo pode
ser considerada estatisticamente significativa.

Do ponto de vista clinico, foram observadas algumas constatagdes importantes que
devem ser consideradas. Especificamente, pacientes que apresentaram diminui¢ao no escore de
adesdo ao longo do tratamento, ndo mantiveram a reducdo nas crises epilépticas de forma
sustentada. Em contraste, os pacientes n. 3 e n. 6, que mantiveram um escore de adesdo
consistentemente alto durante toda a pesquisa, mostraram uma diminui¢ado sustentada das crises

epilépticas ao longo de todos os semestres avaliados.

5.2.6 Avaliacao do periodo livre de crise, frequéncia média mensal

Para avaliar o maior periodo livre de crises (PLC) e a frequéncia média semestral (FMS)
apos a introducao da NV, o grupo tratado com Neurovespina foi analisado em dois subgrupos:
o grupo GNI1 (grupo Neurovespina geral) incluiu todos os caes da pesquisa, € 0 GN2 (grupo

Neurovespina modelo refinado) foram inclusos os caes de n. 1, n.3, n.6.

Periodo livre de crises apds a introdugdo da Neurovespina

Nos primeiros 90 dias apds o inicio da NV, em conjunto com o tratamento antiepiléptico
convencional, clinicamente foi observada redugdo no numero de crises (média mensal)
epilépticas em quatro caes (n. 1, n. 2, n.3, n.4).

O cdon. 1, apresentava uma crise agrupada seguida por status epilepticus ao més e, apds
a instituicdo do tratamento com neurovespina obteve um periodo livre de crises de 60 dias
consecutivos. Este cao foi monitorado por 24 meses, alcangando um periodo livre de crises de

45 dias no segundo semestre, 43 dias no terceiro semestre € 56 no quarto semestre.
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O cao n. 2 apresentava uma crise generalizada mensalmente seguida de status
epilepticus. Apos o uso da neurovespina, apresentou um periodo livre de crises de 78 dias
consecutivos. No entanto, subsequente a esse periodo, o proximo periodo livre de crises foi de
14 dias. Foi necessario, entdo, ajustar a dose de fenobarbital de 27 mcg/ml para 35 mcg/mle
introduzir o brometo de potéassio na dose de 31,3 mg/kg para melhor controle das crises. Apos
o ajuste dos farmacos o paciente apresentou de forma consecutiva os seguintes PLC 42, 19, 16,
15 e 120 dias. Este cdo foi acompanhado por um periodo de 18 meses.

O cdon. 3, acompanhado no estudo durante 12 meses, apresentava média de trés crises
ao més, e apos a introducdo da neurovespina, obteve um periodo livre de crises de 59 dias.
Posteriormente, retornou ao mesmo PLC observado antes do tratamento, porém cerca de cinco
meses depois, apresentou um periodo livre de crises de 93 dias consecutivos, € outro de 82 dias.
Nesse cao foi possivel reduzir o fenobarbital de 7,6 mg/kg, BID para fenobarbital 4 mg/kg,
TID.

O c3o n. 4, acompanhado por um periodo de 8 meses, apresentava uma crise
generalizada seguida de crises agrupadas ou status epilepticus mensalmente, € apds o inicio da
NV apresentou um periodo livre de crises de 104 dias consecutivos.

Os caes n. 5 ¢ 6 foram acompanhados por periodos de 6 meses ¢ 54 meses,
respectivamente. Durante os primeiros 90 dias de tratamento com neurovespina, esses caes nao
apresentaram variagdo no periodo livre de crises, diferentemente dos demais.

Para o cdo n.6, os primeiros seis meses de acompanhamento houve reducao gradual das
crises, de uma crise a cada dois dias para uma a cada 30 dias. Posteriormente, observou-se um
periodo livre de crises de cerca de 180 dias. Nesse cdo foi possivel retirar o levetiracetam e
reduzir os demais farmacos antiepilépticos convencionais: fenobarbital 5,8 mg/kg, BID (sérico
30 mcg/mL), brometo de potassio 3,8 mg/kg, SID, e levetiracetam 20 mg/kg, TID, para
fenobarbital 3,8 mg/kg, BID, brometo de potassio 23 mg/kg, SID.

O teste t pareado foi utilizado para avaliar o PLC antes da NV e o melhor PLC ap6s o
inicio da NV para o grupo GN1, com um valor de p de 0,0196, indicando uma diferenca
estatisticamente significativa. A média das diferencas entre os periodos foi de 53,50 + 15,80,
com desvio padrao de 38,71 e intervalo de confianca de 95% entre 12,87 ¢ 94,13. O teste foi
bicaudal, com t = 3,385 e 5 graus de liberdade, mostrando um aumento significativo no PLC

durante o uso da NV (Figura 15).
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Figura 15 - Gréfico de barras apresentando o PLC do grupo GN1 antes e durante o uso
da NV. Os pontos sobre as barras representam os valores individuais de PLC para cada cdo,
enquanto as barras indicam a média e o erro padrdo da média (SEM). A barra roxa corresponde
ao periodo antes do uso da NV (Antes NV) e a barra azul ao periodo durante o uso da NV

(Durante NV). O teste t pareado indicou diferenga significativa entre os grupos, comp =0.0196.

O teste t pareado foi utilizado para avaliar o PLC antes da NV e o melhor PLC apoés o
inicio da NV para o grupo GN2, com um valor de p de 0,0030, indicando uma diferenca
estatisticamente significativa. A média das diferencas entre os periodos foi de 79,67 = 4,410,
com desvio padrao de 7,638 e intervalo de confianga de 95% entre 60,69 e 98,64. O teste foi
bicaudal, com t = 18,07 e 2 graus de liberdade, evidenciando um aumento expressivo no PLC

durante o uso da NV (Figura 16).
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Figura 16 - Grafico de barras apresentando o PLC do grupo GN2 antes e durante o uso
da NV. Os pontos sobre as barras representam os valores individuais de PLC para cada cdo,
enquanto as barras indicam a média e o erro padrao da média (SEM). A barra roxa corresponde
ao periodo antes do uso da NV (Antes NV) e a barra azul ao periodo durante o uso da NV

(Durante NV). O teste t pareado indicou diferenga significativa entre os grupos, comp =0.003.

Frequéncia média semestral (FMS)

Clinicamente foi observada estabilizacao oureducao da frequéncia média semestral das
crises epilépticas para os caes testados.

O cdo n° 1 apresentava, em média, seis crises generalizadas seguidas por crises
agrupadas ou status epilepticus por semestre antes do tratamento com NV, e em todas essas
crises o paciente foi internado. No primeiro semestre de tratamento com NV, o numero de crises
foi reduzido para trés crises agrupadas, com auséncia de status epilepticus; no segundo
semestre, 0 paciente apresentou seis crises generalizadas, duas crises agrupadas e auséncia de
status epilepticus; e no terceiro semestre, o paciente teve cinco crises generalizadas, quatro
crises agrupadas, sem status epilepticus.

O cdon’2 apresentava, em média, sete crises generalizadas seguidas de crises agrupadas
ou status epilepticus por semestre, mas esse numero foi reduzido para seis crises generalizadas,
uma crise agrupada e auséncia de status epilepticus no primeiro semestre de tratamento com
NV. No segundo semestre, o paciente apresentou trés crises generalizadas, duas crises
agrupadas e auséncia de status epilepticus.

O cdo n.3, antes do tratamento com NV, tinha uma média semestral de 2 crises focais,
12 crises generalizadas e trés crises agrupadas. No primeiro semestre de tratamento, passou a
apresentar seis crises generalizadas e trés crises agrupadas. No segundo semestre de tratamento
apresentou trés crises generalizadas, e uma crise agrupada que evoluiu para status.

O cdo n° 4 apresentava, em média, trés crises generalizadas, trés crises agrupadas e um
status epilepticus por semestre, mas esse numero foi reduzido para uma crise generalizada, uma
crise agrupada e auséncia de status epilepticus no primeiro semestre de tratamento com NV.

O cdo n° 5 apresentava, em média, seis focais, oito crises generalizadas, duas crises
agrupadas por semestre, mas esse numero foi reduzido para seis focais, sete crises

generalizadas, e auséncia de crises agrupadas ou status epilepticus no primeiro semestre de
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tratamento com NV. Além da reduc¢do das crises, os tutores referiram redug¢ao do tempo de crise
e do periodo pos ictal.

O cdo n° 6 apresentava crises a cada dois dias (cerca de 15 crises mensais) seguidas de
crises agrupadas que evoluiam para status epilepticus. Nos primeiros seis meses de
acompanhamento houve redugdo gradual das crises, passando de crises a cada dois dias para
crises a cada 30 dias, tendo entdo seis crises generalizadas, com auséncia de crises agrupadas e
status epilepticus durante o primeiro semestre de tratamento com NV. No segundo semestre, o
paciente apresentou uma crise generalizada; no terceiro semestre, teve duas crises
generalizadas; e do quarto ao oitavo semestre, manteve uma frequéncia de uma a duas crises
generalizadas a cada seis meses. Nesse cdo foi possivel eliminar gradual e definitivamente o
uso de levetiracetam 23mg/kg, TID, e reduzir a dose do brometo de potéssio de 33mg/kg SID
para 23mg/kg SID e do fenobarbital e 5,8 mg/kg, BID (35 mcg/ml) para 3,8mg/kg, BID.

O teste de postos com sinais de Wilcoxon, para o grupo GN1, resultou em uma diferencga
significativa entre os dois semestres avaliados (antes da NV e o melhor semestre durante o uso
da NV), comum valor de p de 0,0312, parao grupo GN1. A soma dos postos positivos foi 0,000
e a soma dos postos negativos foi -21,00, resultando em uma soma total de postos assinados
(W) de -21,00. Foram avaliados 6 pares de dados, a mediana das diferencas entre os dois

periodos foi de -10,50 (Figura 17).
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Figura 17 - Graficode caixa e bigode comparando a frequéncia média semanal (FMS)

de crises epilépticas antes (Antes) e apos o melhor semestre de resposta a NV (Melhor) para
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GNI1. O eixo Y esta representado em base 2 (log2). Os valores sdo expressos em mediana e

intervalo interquartil, com p = 0,0312.

Os resultados do teste de Kruskal-Wallis, para o grupo GN1, mostraram uma diferenca
nas medianas do nimero de crises epilépticas ao longo de trés momentos distintos, com um
valor de p de 0,0032 e uma estatistica de Kruskal-Wallisde 9,141, envolvendo trés momentos
e um total de 16 valores. O teste de comparagdes multiplas de Dunn mostrou uma diferenca
significativa apenas nos momentos antes € 12 meses do uso da NV, e para esse periodo o rank
médio foide 8,500, com um valor de p ajustado de 0,0165. As comparagdes entre os momentos
antes e seis meses de uso apresentouum valor de p ajustado de 0,0622, e entre seis meses e 12

meses do uso o valor de p ajustado foi superior a 0,9999 (Figura 18).
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Figura 18: Histograma apresentando a comparagdo da FMS do grupo GN1 em trés
momentos distintos: antes, 6 meses ¢ 12 meses apds o uso da NV. Os dados sdo representados
em mediana e intervalo interquartil, o asterisco (*) indicaum outlier no semestre “Antes”. Os
valores de P sobre as barras demonstram as comparagdes entre os momentos, evidenciando a

significdncia no momento “Antes” e 12 meses.

A diferenga no niumero total de crises entre o momento antes € o melhor periodo ap6s o
inicio da NV para o grupo GN2 foi realizado um teste t pareado. Os resultados indicaram que

ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os periodos analisados (p = 0,2881). A
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meédia das diferencas entre os periodos foi de -39,67, com um desvio padrao de 47,92 e erro
padrao da média de 27,67. O intervalo de confianca de 95% para a diferenca foi de -158,7 a
79,37. A correlagdo entre os pares foi de -0,7831, mas também ndo foi estatisticamente
significativa (p =0,2137).

O teste t ndo pareado indicou diferenca significativa no numero de crises entre os
momentos “Antes” (sem NV) e “Apods” para o grupo GN2, valor de p = 0,0444 (p <0,05), A
média do grupo S/NV foi de 43,00, enquanto a média do grupo C/NV foi de 5,000, resultando
em uma diferenga média de -38,00+ 15,95. O intervalo de confianca de 95% para essa diferencga
variou de -74,78 a -1,219. O teste F para comparacdo de varidncias também revelou uma
diferenca significativa nas variancias entre os grupos (p < 0,0001). O coeficiente de
determinag¢do (R?) foi de 0,4150, indicando que aproximadamente 41,5% da variagdo total pode

ser explicada pela diferenca entre os grupos (Figura 19).
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Figura 19: Grafico de barras representa a comparagfo entre 0 numero de crises
epilépticasno grupo GN2 “Antes” e “Apos” o uso da NV. Considerou-se a média do numero de
crises com o erro padrao da média (SEM). Observa-se uma redugio significativa no nimero de
crisesaposousodaNV,comum valorde Pde 0,0444 (<0,05). Oasterisco (*) incida a diferenga

entre os momentos avaliados.

Portanto, para os testes avaliados houve diferencas significativas no PLC e FMS antes

e apos a introducdo da Neurovespina para os grupos avaliados, dessa forma podemos dizer que

o peptideo diminuiu o PLC e a FMS no GN1 e GN2.
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6 DISCUSSAO

A epilepsia refrataria representa um problema grave em humanos e caes (Patterson,
2013; Potschka, 2023), afetando 30% de ambas as espécies (Bialer e White, 2010; Jiang e Yu,
2023; Potschka, 2023;), embora se estime que a prevaléncia possa ser maior em caes (Loscher,
2022). Em um estudo com 402 caes, foi observado que a epilepsia resultou na morte de 71%
dos caes, principalmente devido ao mau controle das crises e consequente eutanasia (Hamers
etal., 2023). Além disso, até o presente momento, nenhum dos fairmacos antiepilépticos (FAC)
disponiveis ou outra terapia ndo medicamentosa € capaz de prevenir a epileptogénese (Ldscher,
2022; Jiang e Yu, 2023) e reduzir significativamente a refratariedade ao tratamento associada a

poucos ou nenhun efeitos adversos (Ldscher, 2022).

Estudos revelam a necessidade de novas opgdes farmacologicas na medicina veterinaria
(Berendt et al., 2015; De Risio et al., 2015; Loscher, 2022; Potschka et. al, 2023) ¢ humana
(Bialer e White, 2010; Loscher, 2022), especialmente farmacos que fornecam controle das
crises epilépticas, com poucos efeitos adversos, baixo custo e que atuem na fase latente da

epilepsia (Jiang e Yu, 2023).

Nesse contexto, um peptideo denominado de “Neurovespina” (NV) foi bioinspirado e
desenhado a partir de um peptideo natural extraido da peconha de vespas sociais endémicas do
cerrado brasileiro, ¢ vem sendo testado para o tratamento de epilepsia e doencgas
neurodegenerativas em modelos animais primatas e camundongos Swiss (Dos Anjos, 2013;

Dos Anjos, 2017; Campos, 2020; Marques, 2024).

Sendo o cdo considerado um modelo de epilepsiaidiopaticade ocorréncia natural para
a medicina translacional, este estudo teve como objetivo avaliar a acao antiepiléptica do
peptideo NV em caes, e até o presente momento, representa a primeira descricdo do uso do
peptideo nessa espécie. Para tanto, os caes foram tratados diariamente com o peptideo por um
periodo minimo de 6 meses, a fim de elucidar a possivel agdo antiepilética e secundariamente

os efeitos adversos.

Nesse estudo, o grupo experimental de caes apresentou uma média de idade de um ano
e um més, com predominancia do género masculino (83%, n=5). Esses resultados estdo em
concordancia com a literatura, que demonstra que machos sdo frequentemente super-

representados nos casos de epilepsia idiopatica (Hamers et al., 2023). Além disso, o inicio
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precoce das crises, especialmente em caes machos, tem sido associado a um pior progndstico
terap€utico, com menor taxa de sucesso no controle das crises (Potschka et al., 2023).

As crises epilépticas de inicio focal representam a principal forma de apresentacdo em
caes e estdo associadas a um pior prognostico (Berendt et al., 2015; Loscher, 2022). Entretanto,
mesmo sabendo da relevancia dessa apresentagdo clinica, em nosso estudo, essas crises nao
foram inclusas nas analises estatisticas devido a dificuldade da maioria dos tutores em
identifica-las, umalimitagdo também relatada em outros estudos, que mostram que essas crises
podem se manifestar por sinais discretos e serem confundidas com comportamentos normais,
como ansiedade e inquietagcdo (Berendt et al., 2015; Loscher, 2022).

Outra limitagdo observada durante as entrevistas, incluiu a dificuldade dos tutores em
diferenciar as crises agrupadas e status epilepticus apresentados por seus caes, o que esta de
acordo com estudos que demonstram a complexidade dessa distingdo, at¢ mesmo para
profissionais (Potschka et al., 2023). Por isso, neste estudo, consideramos as crises agrupadas
e status epilepticus conjuntamente para as analises estatisticas.

Em estudos experimentais em camundongos epilépticos utilizando somente a NV como
tratamento, foi possivel identificar que a gravidade das crises melhorou apos a introdugao do
peptideo, além disso, houve reducdo da duracao das crises e do periodo pos ictal (Dos Anjos,
2017). Em nosso estudo, por meio de entrevista com os tutores, quatro deles relataram melhora
na duracdo das crises, além de mais rdpida recuperacdo nos periodos pos ictal apds a introdugao
da NV associada aos FAC. Ademais a maioria dos caes antes do tratamento com a NV evoluiam
para episodios de crises agrupadas e status epilepticus, € apds a introdugdo da NV o numero de
internacoes foi diminuido nesses caes.

Sabemos que o uso terapéutico de novas opg¢des farmacoldgicos incluem ndo apenas o
conhecimento do mecanismo de agdo, mas também defini¢do das doses a serem utilizadas
(Bialer, 2010). Dessa forma, a padronizacdo de dose da NV representou um dos desafios para
a realizacdo desse estudo, visto que o entendimento quanto ao uso, metabolismo, doses e
intervalos de administragdo para caes nao ¢ descrito na literatura.

A escolha da dose terapé€utica ajustada e frequéncias da administragdo da NV foram
baseadas em dados publicados sobre toxicidade, farmacocinética, e farmacodindmica da NV
em camundongos (Dos Anjos et al., 2017; Campos et. al, 2020) e primatas (dados nao
publicados), bem como de outros peptideos testados em caes (Parkes el al., 2001 ; Ionut et. al.,
2008; Ryan et. al., 2013; Ionut et. al., 2016).

Embora os mecanismos de acdo da NV ainda ndo sejam completamente elucidados, e

uma dose terapéutica pré-estabelecida ndo tenha sido definida, consideramos que houve boa
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resposta na dose de 150pg/cao (0,3ml), a cada oito horas, para o grupo tratado (GN). A analise
estatistica da frequéncia média semestral (FMS) de crises e do periodo livre de crises (PLC)
para o grupo tratado foi significativo. Esses resultados demonstraram que a NV aumentou o
PLC dos caes, no entanto, ¢ possivel que os resultados possam ser aprimorados com o ajuste e
definicdo das doses com base na concentragdo sérica, conforme ¢ padronizado no uso do
fenobarbital por exemplo (Berendt et al., 2015).

Ademais, Dos Santos (2017) seguiu a padronizacao de dose para camundongos Swiss a
partir da administragdo em trés doses diferentes juntamente com a avaliagdo
eletroencefalografica e outros testes para avaliacao dos efeitos adversos para as doses testadas.
Assim foi definida uma dose efetiva 90% de 3,2mg/kg para os camundongos. Essa pode ser
uma medida a ser adotada juntamente com a tentativa de mensurar a Neurovespina sérica
utilizando a técnica de HPLC-DAD (High-Performance Liquid Chromatography — diode array
detector, em portugués, cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de arranjo de
diodos) em cdes com melhores respostas.

Embora o grupo de pesquisa tenha tentado usar a HPLC-DAD para a quantificagao
sérica, nao foi possivel observar os picos principais em tempos de retencdo com o método
utilizado, ou seja, a fracao referente ao peptideo nas amostras obtidas. Provavelmente, fatores
relacionados ao preparo da amostra e at¢ mesmo a flutuacdo natural da concentracao do
peptideo ao longo do dia podem estar dificultando a deteccao da NV. Outra possibilidade seria
a alta afinidade do peptideo com a proteina albumina, fazendo com que ocorra uma diminuigao
da porgao livre do peptideo a ser detectado, o que sugere a utilizagdo de técnicas mais sensiveis
para a quantificagdo de peptideos em plasma. Sauter (2020) descreveu o uso do ensaio
ultrassensivel para determinar a quantificacdo das concentragdes plasmaticas de exenatide em
caes Beagle.

Os efeitos adversos dos farmacos antiepilépticos convencionais (FAC) sdo
frequentemente observados na maioria dos caes em tratamento (Potschka et al., 2015; Potschka
etal.,2023; Trevisan, 2024). Estudos referem que o controle dos efeitos adversos causados pelo
uso dos FAC ¢ tdo importante quanto o controle das crises, pois apresentam impacto
significativo na qualidade de vida dos animais e na adesdo ao tratamento pelos tutores (Hamers
et. al., 2023; Potschka et al., 2023). Diante disso, nesse estudo os efeitos adversos das
medicagdes convencionais ¢ da NV foram analisados. Antes da introducao da NV, todos os
efeitos adversos associados ao uso dos FAC foram investigados, e assim como observados em
outros estudos (Bhatti et al., 2015; Podell ¢l. al., 2016; Loscher, 2022), os efeitos adversos dos

FAC mais observados foram a letargia, a fraqueza, alteracao de marcha, polidipsia, polifagia,
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politria. Em nosso estudo o brometo de potassio foi o farmaco que apresentou 0 maior nimero
de efeitos adversos, assim como descrito por outros autores (Charalambous el. al., 2016;
Hamers et. al., 2023).

Quanto aos efeitos adversos relacionados a NV, nenhum dos cdes apresentaram
quaisquer alteragdes nas fungdes fisiologicas, alteragdes neurologicas ou comportamentais apds
0 uso unico (GC) e uso cronico (GV) para as doses utilizadas do peptideo (150 a 200 pg/cao,
via subcutanea). O risco relativo calculado como 0,000, foi utilizado para comparar a
probabilidade da ocorréncia do evento "efeitos adversos", e demostrou que ndo houve diferenca
estatisticamente significativa entre os periodos antes e durante o uso de NV. No entanto, a
amplitude do intervalo de confianga, que se estendeu até o valor de 1,000, reflete a incerteza
em torno desta estimativa, e sugere que o modelo utilizado pode nao ter sido suficientemente,
possivelmente uma amostra maior traria mais consisténcia para esse resultado.

Embora haja poucas informagdes sobre a relagdo entre epilepsia idiopaticaem caes e a
ocorréncia de hipertensdo ou distirbios no ritmo cardiaco (Trevisan, 2024), essa conexao ja esta
bem estabelecida em pacientes humanos (Liuetal., 2023 ; Elnawasany, 2023; Asadollahi, 2024).
Isso se deve, em parte, as semelhangas entre os canais i6nicos do musculo cardiaco e do sistema
nervoso (Shah, 2010), especialmente os canais de calcio (Simms et al., 2014; Pallone et al.,
2018). Um estudo observou que a NV diminuiu a condutancia de calcio ao bloquear os canais
de calcio Cavl.2, um canal tipo L amplamente presente no tecido nervoso e cardiaco (Campos,
2020). Com base nessas informagdes, consideramos relevante investigar o efeito agudo da NV
sobre o ritmo cardiaco e a pressao arterial sistolica (PAS).

Nos caes avaliados, os resultados do teste exato de Fisher indicaram que nao houve
diferencas significativas no ECG antes e apds o uso agudo da NV. A auséncia de alteragdes no
ECG sugere que, a curto prazo, esse farmaco ndo exerce influéncia deletéria sobre a
eletrofisiologia cardiaca. No entanto, a falta de impacto agudo no ECG ndo elimina a
necessidade de monitoramento a longo prazo, considerando que efeitos adversos cardiacos
podem surgir com o uso cronico de alguns antiepilépticos (Liu et al., 2023). Embora os
principais responsaveis por alteragdes cardiacas sejam os FAC indutores de enzimas e
moduladores de canais de sodio (Liu et al., 2023), o que ndo parece ser o caso da NV com base
nos dados disponiveis (Campos, 2022), estudos longitudinais futuros sdo recomendados para
confirmar a seguranga cardiaca do uso continuo de NV.

Outro ponto relevante diz respeito a escolha do teste exato de Fisher, utilizado por
termos classificado os dados como categdricos binarios (presenga ou auséncia de alteragdes no

ECG). Essa avaliacao de contingéncia pode ter interferido nos nossos resultados, visto que
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estudos sugerem que caes epilépticos com ritmo sinusal e frequéncia cardiaca normais podem
apresentar anormalidades elétricas associadas a atrasos na condu¢do, evidenciadas pelo
aumento da duracdo da onda P e o atraso no inicio do complexo QRS (Musteata et al., 2017).
Da mesma forma outros autores avaliaram diretamente os valores numéricos quanto as
amplitudes das ondas do ECG, por meio de testes 0 Mann-Whitney e Kruskal-Wallis (Musteata
et. al., 2017; Trevisan, 2024). Em um estudo transversal recente, Trevisan et al. (2024)
observaram que as principais alteragdes no ECG incluiram maior dura¢do do complexo QRS e
do intervalo S-T. Nesse contexto, o uso de dados numéricos seria preferivel, pois oferece maior
precisdo e riqueza de informagdes em comparagdo aos dados categdricos binarios. No entanto,
¢ importante ressaltar que os dados numeéricos relacionados as alteragdes eletrocardiograficas
secundarias a epilepsia e ao uso de farmacos antiepilépticos (FAC) ainda sdo escassos na
literatura veterinaria. Estudos adicionais sdo necessarios para padronizar dados
eletrocardiograficos em pacientes epilépticos tratados com FAC, visando gerar dados mais
robustos e mensuraveis para andlises estatisticas.

Em humanos, a relagdo entre variagdes pressoricas sist€émicas e crises epilépticas esta
bem estabelecida (Nass et al., 2019; Zining Liu et al., 2023), assim como o impacto do uso dos
FAC sobre a pressao arterial (Liu et al., 2023). Em caes, porém, poucos estudos abordam essa
relacao (Trevisan et al., 2024). Entre os poucos estudos disponiveis, destaca-se a investigacao
de Trevisan e colaboradores (2024), que avaliou a influéncia do fenobarbital nas variagdes
pressoricas em 21 cdes divididos em dois grupos: sem crises e com crises epilépticas. Apos 60
dias de uso do fenobarbital, foi observado que os caes epilépticos apresentaram valores mais
elevados de pressdo arterial média e diastolica. Assim diante dos achados relatados na literatura
em humanos e caes, buscamos avaliar arelagdo do uso agudo da NV com alteragdes pressoricas.
Contudo, nossos resultados ndo identificaram diferencas significativas nas medianas da pressao
arterial sistolica (PAS) antes e apos o tratamento com NV. Esses achados sugerem que a NV
ndo exerceu impacto mensuravel sobre a PAS. Contudo, ¢ essencial dar continuidade as
avaliacdes longitudinais, além de realizar estudos adicionais que diferenciem os efeitos do
tratamento com FAC e NV sobre a PAS, bem como os efeitos diretos da propria epilepsia nesse
parametro.

Outra relagdo amplamente reconhecida na medicina humana, mas ainda pouco
explorada na medicina veterinaria, ¢ a associagdo entre o uso de farmacos antiepilépticos
convencionais (FAC) e altera¢des ponderais, com destaque para o ganho de massa corporal, que
tem sido vinculado a baixa adesdo ao tratamento (Hamed et al., 2015). Em caes, essa relagao

ndo ¢ bem estabelecida, embora polifagia e alteragdes enddcrinas sejam frequentemente
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relatadas como efeitos adversos (Bhatti et al., 2015; Potschkaet al., 2015; Hamers et al., 2023).
Nossos resultados diferem da literatura, ja que o uso de NV nao resultou em variagdes na massa
corporal apds seis meses (p = 0,2956), e a polifagia ndo foi relatada como um efeito adverso.
Esses achados podem indicar que a NV possa ter pouca influéncia sobre o perfil endocrino dos
caes, sugerindo seu potencial futuro como opgao terapéutica para pacientes com alteracoes
metabdlicas. Contudo, mais estudos sao necessarios para validar esses achados.

Por fim, sabe-se que a associagdo de firmacos em pacientes refratarios esta diretamente
associada ao aumento dos efeitos adversos (Potschka et al., 2015). Um estudo recente avaliou
a coadministracdo de canabidiol com FAC e observou a potencializac¢do dos efeitos adversos
(Rozental et al., 2023). No entanto, nossos resultados divergiram, ja que a NV ndo demonstrou
alteracdes observacionais, mesmo com o uso concomitante de trés FAC. Dessa forma, com base
nas analises realizadas e nos pontos discutidos sobre os efeitos adversos, concluimos que a NV,
na dose utilizada, apresenta um perfil de seguranca adequado para o uso em caes. No entanto,
reconhecemos limitagdes em nossa afirmacao, especialmente devido ao numero reduzido de
individuos na amostra e a auséncia de testes complementares, como a avaliagao de toxicidade
celular. Novos estudos podem auxiliar para o melhor entendimento dos efeitos adversos a partir
de estudos longitudinais, com um maior nimero amostral, além de outros testes de toxicidade,
avaliando o potencial genotdxico, citotoxico, hematotoxico e imunotoxico, como realizado por
Dos Anjos (2017).

Em nosso estudo, durante as consultas de acompanhamento ap6s a introdugdo da NV
como adjuvante ao tratamento convencional, 83,3% dos tutores relataram espontaneamente
melhorias no comportamento e no desempenho motor dos caes, mencionando que os animais
estavam mais "alertas, enérgicos e ativos". Embora a discussao desse dado observacional ndo
estivesse originalmente prevista, decidimos inclui-lo, uma vez que a NV demonstrou agao
neuroprotetora de neurdnios hipocampais em modelos de epilepsia (Mortari et. al, 2005; Dos
Anjos, 2013; Dos Anjos et al., 2017; Campos et al., 2020) e neurdnios dopaminérgicos da
substancia negra em modelo murino de parkinsonismo (Campos et al., 2016). Indagamos se
essas melhorias de comportamento possam estar associadas ao efeito neuroprotetor
previamente demonstrado pela NV em outras espécies, e entendemos que essa informagao seja
relevante, uma vez que o desenvolvimento de farmacos com efeito modificador da doenga,
atuando na fase latente da epilepsia e promovendo neuroprotecao, permanece um desafio
(Loscher, 2022). No entanto, ndo podemos confirmar esses dados em caes, sendo necessarias
investigacdes adicionais que incluam monitoramento por eletroencefalograma e avaliagdes

histopatologicas das estruturas cerebrais.
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Sabemos que em todo tipo de tratamento a adesdo a terapéutica ¢ fundamental para
obtenc¢ao dos resultados esperados. Em um estudo no Reino Unido referiu que apenas 20% dos
tutores cumprem todas as recomendacdes apresentadas pelo veterinario para o controle das
crises (Booth et al., 2021). Dessa forma, no presente estudo criamos um escore de adesdao ao
tratamento com a NV pois observamos que a via de administragdo subcutanea e a frequéncia
de administracao de trés vezes ao dia representou um desafio para permanéncia dos tutores na
pesquisa. Dos 26 cdes que iniciaram na pesquisa, somente seis completaram a maioria dos
critérios definidos. Para o grupo tratado (GN), embora a analise de correlacao de Pearson entre
a adesdo ao tratamento e a redugdo percentual das crises epilépticas tenha resultado em um
coeficiente de correlacdo forte (r = 0,7278), ndo foi observada significincia estatistica (p =
0,1010). O mesmo foi observado na correlacao de Sperman, entre a adesao ao tratamento e o
aumento percentual do periodo livre de crises, que apresentou uma correlagdo positiva
moderada (r = 0,4140). No entanto, a falta de significancia estatistica (p = 0,5333) indica que
essa correlacdo ndo pode ser considerada estatisticamente relevante. A significancia
possivelmente nao foi observada devido ao n = 4 para o grupo alta adesdo e n=2 para o grupo
meédia adesdo. Consideramos que o aumento no nimero de caes tratados possa fazer diferencga
para as analises estatisticas futuras. Mas ainda que o nimero amostral fosse maior, outro fator
limitante se refere ao tempo, pois a adesdo ao tratamento foi reduzida ao longo dos semestres
avaliados, onde quatro cdes iniciaram no grupo alta adesdo terapéutica e apenas dois
permaneceram ao fim de primeiro semestre de uso da NV.

Dos Anjos (2017) avaliou a atividade antiepiléptica da NV por meio da analise da
duragdo, frequéncia e severidade das crises recorrentes, juntamente com avaliagdes por EEG,
durante o periodo cronico do modelo estudado, comparando os resultados com os demais
grupos do estudo. No entanto, a reproducdo exata dessas analises no contexto clinico veterinario
¢ impraticavel, pois os tutores enfrentam dificuldades para quantificar com precisdo o numero,
a duragdo e o tipo de crises. Além disso, o uso rotineiro de EEG ainda ndo ¢ aplicado de forma
rotineira e padronizada na medicina veterinaria (Charalambous et al., 2023; Loscher, 2022; De
Risio et al., 2015).

Estudos clinicos em cdes que avaliam o efeito de medicagdes antiepilépticas emergentes
tém focado principalmente na frequéncia das crises antes e apds a terapia, bem como nos efeitos
adversos associados (McGrath et al., 2019; Rozental et al., 2022). Rozental e colaboradores
(2022) utilizaram variaveis como a quantidade de crises e o periodo livre de crises para medir
a eficacia do canabidiol, enquanto McGrath e colaboradores (2019) avaliaram a eficicia com

base na frequéncia das crises em cdes. Em nosso estudo, utilizamos as variaveis periodo livre
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de crises (PLC) e frequéncia média semestral (FMS) para comparar os eventos antes € apos
pelo menos seis meses de uso da NV.

Observamos resultados estatisticamente significativos em ambas as varidveis, para
ambos os grupos avaliados (GN1 e GN2). Especificamente em relacdo a FMS do grupo GNI,
as analises mostraram significancia entre os periodos antes da NV e apo6s 12 meses de uso,
sugerindo que o tratamento com NV pode ter um efeito mais pronunciado a longo prazo. Esses
achados estdo alinhados com estudos anteriores que indicam que o controle de crises em
pacientes tratados com FAC como o brometo de potassio, tende a se tornar mais evidente ao
longo do tempo (Potschka et al., 2023). Entretanto, esperdvamos resultados diferentes, visto
que em nossas observagdes o passar do tempo esteve diretamente relacionado a diminui¢ao da
adesdo ao tratamento, a partir do sexto més observamos que apenas dois tutores mantiveram a
frequéncia de administragado e todas as recomendagdes indicadas.

Com base nesses resultados, podemos supor que a diferenca significativa observada
entre os momentos "antes" e "12 meses de tratamento” pode ter sido influenciado também pela
presenga de outlier secundarios aos dados do paciente n. 6 que apresentou reducao de 96 crises
semestrais para uma crise ao fim de 12 meses, ¢ do cdao de n. 3 que reduziu a frequéncia de
crises de 15 semestrais para trés crises durante o segundo semestre avaliado.

Por fim, as analises do PLC e da FMS revelaram que o tratamento com NV promoveu
uma melhora significativa no controle das crises epilépticas, em ambos os grupos tratados (GN1
e GN2). Juntos, esses parametros refletem um impacto relevante do tratamento no controle das
crises epilépticas em caes com epilepsia refrataria, sugerindo que a NV tem o potencial de
prolongar significativamente o tempo sem crises e reduzir a frequéncia das crises.

Acreditamos que o aumento do PLC e a reducdo da FMS observados estejam
relacionados a acdo da NV nos canais de calcio tipo 1.2, diminuindo o influxo de célcio e,
consequentemente, a excitabilidade neuronal, como descrito por Campos (2020). Além disso,
estudos sugerem que os canais de cdlcio tipo L (Cavl.x) desempenham um papel crucial no
desencadeamento de despolarizac¢des paroxisticas (PDS) (Meyeret al., 2021), e, portanto, uma
possivel acdo da NV nesses canais, com a consequente reducao do PDS, pode estar associada
ao controle eficaz das crises epilépticas. Outras possibilidades podem estar associadas a efeitos
semelhantes aos do peptideo precursor da NV, a Occidentalina-1202, cujos estudos indicam
afinidade por receptores glutamatérgicos do tipo cainato e a capacidade de reduzir potenciais
pos-sindpticos excitatdrios, especialmente pelamodulagdo do glutamato (Mortari et al., 2023).
Embora essas hipdteses ainda precisem ser testadas especificamente para a NV, a combinagao

desses mecanismos pode ajudar a explicar a eficacia observada da NV na melhora dos
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parametros de PLC e FMS, evidenciando seu potencial como terapia adjuvante no manejo da
epilepsia refrataria. Esse ponto ¢ altamente relevante, pois a NV, pode expandir as opcoes
terapéuticas, dado que seu mecanismo de agdo difere dos farmacos antiepilépticos
convencionais (FAC), que atuam predominantemente na neurotransmissio GABAérgica
(Potschka et al., 2023). O possivel mecanismo de agdo também pode explicar a significancia
dos dados mesmo para um grupo amostral composto por caes com alta tendéncia a
refratariedade (83% do sexo masculino, 100% dos cdes com inicio precoce de inicio de
apresentacdo das crises) (Potschka et al., 2023).

Dentre as limita¢des do nosso estudo, destaca-se o tamanho amostral, o que pode ter
reduzido o poder estatistico das andlises, apesar do uso de testes adaptados para pequenas
amostras. Além disso, faltam dados concretos sobre o mecanismo de agao da NV em caes, o
que limita a compreensao de seus efeitos. Futuros estudos sdo essenciais para aprofundar o
entendimento do mecanismo de acdo NV, visto que os dados atuais foram obtidos em modelos
celulares compostos por um tnico tipo de célula indiferenciada. Essas células tém a capacidade
de alterar seu padrdo de expressao em resposta a diferentes insultos e tratamentos, o que pode

afetar os resultados experimentais dos dados apresentados por Campos (2020).

Além disso, a atividade antiepiléptica da NV, até o momento, foi comprovada em
modelos agudos e em crises induzidas por agentes quimicos, como pilocarpina e 4cido cainico
(Dos Anjos et al., 2017). Contudo, modelos agudos e cronicos refletem condigdes biold gicas
distintas, visto que crises espontaneas e recorrentes em um encéfalo naturalmente epiléptico
diferem significativamente de crises induzidas em encéfalo normais (White e Loscher, 2014).

Devido as limitagdes metodoldgicas na padronizagao da dose de NV, € possivel que as
quantidades administradas nos caes tenham sido subterapéuticas. Enquanto em camundongos
com massa corporal entre 38 e45 g foram tratados com uma dose média de 4 mg/kg, equivalente
a uma média de 120 pg por animal (Dos Santos, 2017), os cdes, com média de massa corporal
de 18 kg, receberam entre 150 e 200 ug por cdo. Essa diferenca na propor¢do de doses pode
indicar que os cdes podem ter recebido quantidades proporcionalmente menores em relagdo a
massa corporal, limitando a eficicia do tratamento. Dessa forma, futuros estudos devem
investigar se as alteragdes no PLC e da FMS sao mantidas ou melhoradas com doses maiores,
associadas a auséncia ou minima ocorréncia de efeitos adversos, assim com a tentativa de
estabelecimento de uma dose maxima, visto que o aumento da dose pode ser uma estratégia

eficaz para superar falhas terapéuticas em caes refratarios (Potschka et al., 2023).
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Ademais, uma avaliacdo interessante seria investigar o uso da NV em pacientes com
epilepsia idiopatica que ainda ndo foram classificados como resistentes, uma vez que estudos
em humanos sugerem que, apos a falha do primeiro e segundo antiepilépticos (AEC), as chances
de resposta a outros tratamentos medicamentosos diminuem consideravelmente (Rozental et
al., 2023), ainda investigagdes clinicas demonstram que, em humanos, os niveis séricos de FAC
em pacientes com epilepsia resistente a medicamentos sdo significativamente inferiores aos
observados em pacientes com epilepsia controlada por medicagdo (Potschka et al., 2023).

Estudos longitudinais sdo de extrema importancia para pesquisas clinicas, visto que a
resposta aos medicamentos pode seguir diferentes padrdoes ao longo do curso da doenca
(Potschka et al., 2023). Por isso, essas pesquisas, juntamente com estudos cegos e
multicéntricos, devem ser priorizadas. Além disso, € essencial avaliar outras possibilidades
relacionadas a via de administragdo e a frequéncia de uso do peptideo.

Estudos realizados em camundongos avaliaram o efeito antiepiléptico e neuroprotetor
da NV em associa¢do a nanotecnologia, e os resultados indicaram uma reducao na frequéncia
de administragdo, além de um possivel aumento na eficacia terapéutica do peptideo. Esses
resultados também sugeriram a manutencdo da seguranca farmacoldgica, oferecendo um
tratamento mais confortdvel para os individuos (dados ndo publicados). Dessa maneira, a
terapia com nanotecnologia associada ao uso transdérmico em caes pode representar uma
solucdo promissora para aumentar a adesao dos tutores ao tratamento. Isso, por sua vez, poderia
facilitar o aumento do nimero de cdes avaliados em estudos longitudinais, ampliando a for¢a

dos dados e a compreensao dos efeitos a longo prazo.
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7 CONCLUSAO

Os resultados deste estudo indicam que o peptideo NV foi efetivo em reduzir a
frequéncia das crises epilépticas em caes diagnosticados com epilepsia idiopatica, e que a dose
de 150 a 200 pg/cdo a cada 8 horas, foi eficaz e segura. Esses achados sugerem que a NV tem
potencial como uma futura opgao terapéutica adjuvante no tratamento da epilepsia refrataria em
caes, abordando um dos maiores desafios no manejo clinico: a resisténcia aos farmacos

antiepilépticos convencionais (FAC).

No entanto, ¢ necessario ampliar as investigagdes sobre a toxicidade da NV, incluindo
exames de hematotoxicidade e genotoxicidade, essenciais para assegurar sua seguranga em
longo prazo. Além disso, € crucial aprofundar o conhecimento acerca de seu mecanismo de
acdo, que, em estudos com camundongos, demonstrou ser distinto dos FAC licenciados para
cdes, os quais atuam predominantemente sobre os receptores GABAérgicos. Essa distingdo abre
novas fronteiras no campo terapéutico e ampliar de forma significativa as opgdes terapéuticas

disponiveis.

Esses resultados contribuem para o avanco das terapias inovadoras, mas refor¢gam a
necessidade de um maior grupo amostral, e estudos longitudinais e multicéntricos que validem
o uso da NV em maior escala. Além disso, recomenda-se que futuros estudos explorem
diferentes vias de administra¢do, como a transdérmica, associadas a nanotecnologia, com o

objetivo de otimizar a adesdo e, consequentemente, a eficacia do tratamento.

Por fim, esses achados sdo promissores tanto para a medicina veterindria quanto para a
medicina humana, considerando a relevancia dos caes como modelos translacionais no estudo
da epilepsia. A NV, portanto, destaca-se como um farmaco promissor, com poucos efeitos
adversos, e com grande potencial para melhorar substancialmente a qualidade de vida de

pacientes epilépticos e suas familias.
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ANEXO I — PARECER DE APROVACAO DA COMISSAO DE ETICA NO USO

ANIMAL (CEUA)
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de Ciéncias
Comissao de Ltica no Uso Animal

Brasilia, 03 de setembro de 2020,

DECLARACAO

Declaramos que o projeto intitulado “AVAUACAO DA ATIVIDADE ANTIEPILEPTICA DA “NEUROVESPINA” EM EPILEPSIAS REFRATARIAS EM
CAES", Protocolo n.2 010/2020, sob responsabilidade da Professora Dra. Ana Carolina Mortari, foi avaliado e aprovado pela Comissio de Etica
no Uso Animal (CEUA) da Universidade de Brasilia. Este projeto foi aprovado para utilizagdo de Canis familiaris (20 animais). A presente
declaragdo é vilida pelo periodo de: 03/09/2020 a 25/09/2024.
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ANEXO II - TERMO DE CONSENTIMENTO PARA PARTICIPACAO NA PESQUISA

Dot

Universidade de Brasilia

Faculdade de Agronomia e Veterinaria

Hospital Veterinario

Termo de consentimento

Eu, portadordo RG , autorizo a aplicacdo

experimental subcutanea de “NEUROVESPINA”, como forma de tratamento para crises epiléticas do animal sob

minha responsabilidade cujo nome ¢ com idade de anos, da raca
e com peso de Kg. Numero de identificac@o da ficha do Hospital
Veterinario da UnB: . O estudo ¢ vinculado ao projeto de pesquisa cientifica intitulado

“Avaliagdo da atividade antiepiléptica da “Neurovespina” em epilepsias refratarias em caes”, coordenado pelas

pesquisadoras Profa. Marcia Mortari e Profa. Ana Carolina Mortari, sob a qual recebi informacdes.

Declaro que os dados farao partede umestudo cientificona Universidade de Brasilia —UnB e que os dados obtidos
serdo passiveis de publicacio sem associagdo direta com o meu animal. Fui também informado que posso retirar

meu animal do estudo a qualquer momento, sem qualquer 6nus.

Brasilia, de de

Tutor Responsavel



