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RESUMO

A Distrofia Muscular de Duchenne (DMD) € uma doenga genética recessiva e
hereditaria, ligada ao cromossomo X, caracterizada pela auséncia ou
insuficiéncia da proteina distrofina no sarcolema das fibras musculares. E uma
doenga muscular progressiva, que afeta um em cada 3.500 meninos.
Atualmente, os caes da raga Golden Retriever, portadores da distrofia muscular
do Golden Retriever (GRMD), que exibem mudangas musculares, patogenia,
bem como o fenétipo, comparaveis aos vistos nos casos de DMD, vém sendo
considerados o melhor modelo animal para o estudo da DMD. Nos GRMDs a
fraqueza muscular inicia-se a partir do segundo més de vida e é progressiva,
portanto, a expectativa de vida destes caes € muito reduzida. Histologicamente,
0os musculos mostram necrose, fibrose e regeneragdo. As manifestagdes
patologicas da GRMD ja se iniciam na vida intra-uterina com o
desenvolvimento de lesdes nos musculos da lingua. A hipertrofia da lingua esta
associada com disfuncéo da faringe e do eséfago, o que resulta em disfagia,
regurgitacéo e sialorréia. A pesquisa com células-tronco tem um potencial para
avancos significativos no nosso conhecimento da diferenciagéo celular com a
promessa de excitantes e inovadoras aplicagbes terapéuticas para desordens
genéticas e degenerativas incuraveis. Nessa pesquisa, os cées foram
submetidos a imunossupressdo, com ciclosporina A, para transplante de
células tronco. Para que isso fosse viavel, foram necessarios maiores exames
e cuidados médicos com os animais. Dentre os principais exames realizados
estavam, o clearance de creatinina e a excrecdo fracionada de sédio e
potassio. Este estudo concluiu que: (1) a funcdo renal, avaliada pelos testes de
funcdo, encontra-se dentro dos valores de referéncia para a espécie; (2) a
magnitude da proteinuria é suficiente para sugerir a existéncia de uma
patologia nos cdes GRMD; (3) que esta patologia seja relacionada a disturbios
de ultrafiltracdo glomeular; (4) que o tratamento com ciclosporina A pode levar
a proteindria nos animais normais; (5) os disturbios de potassio detectados

devem ser desencadeados pela distrofia muscular.

Palavras-chaves: Fungao renal, Golden Retriever, Distrofias Musculares.
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ABSTRACT

Duchenne’s Muscular Dystrophy (DMD) is a lethal childhood disease, a X-linked
recessive disorder, caused by mutations of the dystrophyn gene, a protein that
has a vital role in maintaining muscle structure and function. DMD is a
progressive muscular disease, that affects 1:3500 born boys. At this moment,
the dogs with Golden Retriever Muscular Dystrophy (GRMD), is the best animal
model to study DMD. GRMD dog exhibits muscle changes, pathogenesis and
phenotype comparable with the DMD boys. In GRMDs the muscular weakness
beginning with 60 days of life and this is progressive. Histologically, the muscles
show necrosis, fibrosis, degeneration and regeneration. The pathogenesis
manifests in utero with the development of lingual muscle lesions. The tongue
hypertrophy is associated with pharyngeal and esophageal dysfunction, and
results in dysphagia, regurgitation and drooling. The research with steam-cells
has a great potential to significative advances in owner knowledge about
cellular differentiation, with the promise of therapeutic applications in genetic
disorders and in degenerative or incurable diseases. In this research the dogs
are submitted to imunossupression, with ciclosporine A to received steam-cell
transplant. So their needed more careful and attention with their medical care.
In this point, we employed the renal function tests: creatinine clearance and
fractional excretion of sodium and potassium. This research conclude that: (1)
the renal function is similar that the normal to the specie; (2) proteinuria is great
to show a possible disorder in the kidney of GRMD dogs; (3) and, this lesion is
in glomeruli; (4) the ciclosporine could be in the normal dogs to a proteinua; (5)

potassium disorders are caused for the muscular dystrophy.

Key-words: Renal function, Golden Retriever, muscular dystrophy.



FUNCAO RENAL E HOMEOSTASE DE AGUA E SODIO EM CAES DA RACA
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DISTROFIA MUSCULAR



CAPITULO 1

CONSIDERACOES GERAIS



1 - INTRODUCAO

Os seres humanos sao acometidos por cerca de ftrinta formas de
distrofias musculares (DM) ja bem descritas na literatura, assim como, outras
tantas, ainda, ndo bem caracterizadas. Para muitas DMs existem diversos
modelos animais em uso, que podem ser Uteis para pesquisas esclarecedoras,
tanto sobre o mecanismo do desenvolvimento da doenca em si, como para a
descoberta de terapias inovadoras, que possibilitem a recuperacao, ou apenas
a esperancga de novos caminhos no futuro para os portadores de tais afeccdes.

Dentre as DMs, mais estudas e caracterizadas, destaca-se a Distrofia
Muscular de Duchenne (DMD), que foi inicialmente descrita por Duchenne em
1872. A DMD é uma doenca de carater hereditario e recessivo, ligada ao
cromossomo X, com caracteristicas progressivas e devastadoras. A DMD, que
acomete um em cada 3500 meninos, esta relacionada a deficiéncia ou
insuficiéncia de uma proteina no sarcolema das fibras musculares, a distrofina.

Tal deficiéncia ou insuficiéncia na distrofina leva os pacientes da DMD a
apresentarem os primeiros sinais da doenga ao redor dos dois a cinco anos de
idade, quando comegcam a se mostrar incapazes na transicdo do engatinhar
para o caminhar. Na doenca, a histologia € complexa e envolve degeneragéo,
regeneracao, necrose, hipertrofia e fibrose das fibras musculares afetadas. Os
meninos tém concentragdes séricas de creatina quinase (CK) altas,
provavelmente, pela degeneragdo e necrose muscular continua, desde o
nascimento. Como caracteristicas externas marcantes ha hipertrofia da

musculatura da panturrilha e arqueamento da musculatura das costas, que



pode envolver em cada individuo uma forma diferente de lesdo, variando entre
escoliose, lordose e cifose. Os musculos dos membros inferiores sdo os mais
acometidos, o que leva os pacientes a cadeira de rodas, ainda, na primeira
década de vida. A morte sobrevém ao redor dos vinte anos por faléncia dos
musculos respiratérios, em especial do diafragma, ou entdo por faléncia
cardiaca.

Existem inimeros modelos para se estudar a DMD; desde a simples
cultura de células, passando pelos nematdides, peixes e aves, até os
camundongos, ratos, gatos e cdes. Alguns destes foram modificados
geneticamente para se tornarem modelos experimentais adequados e s&o mais
eficientes, exatamente por esta caracteristica, como é o caso dos nematéides e
peixes. Estes podem se reproduzir rapidamente, formam colbnias de baixo
custo de manutencéo e, bioquimica e geneticamente sdo homoélogos a DMD.
No entanto, s&o fenotipicamente diversos a DMD o que os tornam modelos
experimentais precarios para o estudo de terapias nao farmacologicas.

O modelo animal mais empregado para o estudo das terapias modernas
para o tratamento da DMD é o camundongo mdx, que é geneticamente
homologo a DMD. Trata-se de um modelo interessante por esta caracteristica,
bem como por ser o camundongo um animal tradicional de laboratério, com
colénias de facil manutencéo e baixo custo. Entretanto, algumas caracteristicas
relacionadas ao fenétipo da doenga no camundongo, assim como sua
expectativa de vida curta, por vezes o tornam um modelo animal inadequado
para certas terapias.

O modelo canino para a DMD é encontrado em animais da raca Golden
Retriever que podem apresentar uma distrofia muscular denominada “Golden
Retriever Muscular Dystrophy” (GRMD - sigla de uso internacional). A GRMD é
bioquimica, genética e fenotipicamente homologa a DMD. Os animais
expressam as mesmas lesdes e caracteristicas que os meninos acometidos
pela DMD. Tém uma expectativa de vida mais longa e, até hoje, sdo o melhor
modelo animal para o estudo da fisiopatologia e das terapias possiveis para a
DMD. Portanto, tém sido escolhidos como modelo para avaliacdo de terapias
inovadoras, tais como a génica viral e nao viral, os transplantes de mioblastos
e, de células-tronco. Entretanto, os cdes de um modo geral apresentam

algumas restricbes como modelos experimentais. A manutenc¢ao das colbnias &



cara e sempre ha risco de envolvimento emocional dos pesquisadores com os
animais. Os filhotes GRMD freqlientemente sao natimortos, outros morrem
horas ou dias apds o nascimento e, 0s poucos que sobrevivem, requerem
cuidados constantes em virtude de suas dificuldades motoras. Além dos
transtornos de locomogao, os GRMD apresentam dispnéia e disfagia severa.
Esta decorre da atrofia da musculatura facial e cervical envolvida na degluti¢cdo
e da hipertrofia da musculatura da lingua que ja é percebida desde a vida intra-
uterina nos animais afetados. Assim, os GRMD tém uma dificuldade dramatica
para alimentar-se. E marcante a dificuldade para degluticdo de liquidos; os
animais ingerem pouquissima agua e apresentam sialorréia continuamente. Em
conseqiiéncia disso, os GRMD tendem a fazer balango negativo de agua e a
desidratacéo é inevitavel.

Apesar das dificuldades descritas, algumas col6nias de cdes GRMD vém
sendo mantidas por grupos de pesquisadores na Europa, nos Estados Unidos
da América do Norte e no Brasil. A colénia brasileira, denominada “GRMD-
Brasil”, esta instalada no Departamento de Cirurgia Veterinaria (VCI), da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ), da Universidade de
Sao Paulo (USP), sob a responsabilidade da Dr?. Maria Angélica Miglino que
partilha a manutencéo e a coordenagéo das pesquisas com a Dr?. Mayana Zatz
coordenadora do Centro de Estudos do Genoma, do Instituto Biociéncias (IB),
da USP. Com o decorrer dos estudos coordenados pelas citadas
pesquisadoras, as equipes depararam-se com inumeros transtornos clinicos
dos cades GRMD, que traziam complicagdes para os experimentos voltados a
terapia com células tronco. Destas necessidades surgiu a parceria com o
Grupo de Pesquisas em Nefrologia e Urologia Veterinaria (GPNUV), do
Departamento de Clinica e Cirurgia Veterinaria (DCCV), da Faculdade de
Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV), de Jaboticabal, da Universidade

Estadual Paulista (UNESP), coordenado pela Dr?. Marileda Bonafim Carvalho.



2 — Hipotese

Assim, detectados os problemas relacionados a desidratagdo e suas
consequéncias, foi levantada a hipotese de que os rins dos GRMD poderiam

nao estar aptos a manter a homeostase de agua e sodio.



3 - REVISAO DE LITERATURA

3.1. — A Respeito da Distrofia Muscular de Duchenne

A Distrofia Muscular de Duchenne (DMD) é uma patologia genética
recessiva e hereditaria, ligada ao cromossomo X, caracterizada pela auséncia
ou insuficiéncia da proteina distrofina no sarcolema das fibras musculares. E
uma doenca muscular progressiva, que afeta um em cada 3.500 meninos. E
considerada a mais comum dentre as distrofias musculares vinculadas ao
cromossomo X (BERGMAN et al., 2002; BOGDANOVICH et al., 2004).

SHELTON e ENGVALL (2005) descreveram a existéncia de trinta formas
de distrofias musculares (DM) ja bem caracterizadas em humanos, além de
algumas, ainda, sem classificagdo. Portanto, a DMD é uma entre muitas das
DMs a acometer os seres humanos e esta sob constante estudo ha décadas. A
DMD foi descrita inicialmente, em 1872, por Duchenne, tendo recebido este
nome em sua homenagem. Embora a doenga, na maioria dos meninos, limite-
se apenas aos musculos, em alguns poucos casos pode afetar o sistema
nervoso central, levando ao retardamento mental. A descoberta de que o
codigo que controla o gene que produz a mutag&o na proteina desencadeadora

da DMD, também sintetiza produtos no cérebro, tecido muito diverso dos



musculos, ofereceu uma explicagdo, em potencial, para as manifestacbes
cognitivas em alguns fenoétipos da DMD (HINTON et al., 2004).

A degeneracdo € mais severa nos musculos respiratérios e proximais
dos membros inferiores (ITO et al., 1997). Os pacientes afetados normalmente
ja se encontram em cadeiras de rodas aos doze anos de idade e morrem, por
volta dos vinte anos, de insuficiéncia respiratdéria ou em conseqiiéncia das
complicagdes cardiovasculares. Uma forma mais branda da enfermidade é a
distrofia muscular de Becker (BMD), na qual os pacientes apresentam os sinais
mais tardiamente e podem chegar a idades avangadas (BERGMAN et al.,
2002).

O paciente com DMD nasce clinicamente normal, embora sua
concentragao sérica de creatina quinase (CK) seja elevada. Os primeiros sinais
da DMD observados em meninos, normalmente, entre dois e cinco anos de
idade, incluem dificuldade na transicdo do engatinhar para o andar e para subir
escadas. Ha, freqlientemente, atraso no desenvolvimento motor, que inclui
dificuldade para ficar em pé, andar e correr. Na seqiiéncia, ha o inicio de uma
pseudo-hipertrofia na musculatura da panturrilha, com fraqueza dos musculos
proximais das pernas e o aparecimento do sinal de Gower — que implica o uso
dos bragos para icar o corpo ao tentar ficar em pé. A seguir, ha o acometimento
da musculatura das costas e dos bracos, o que culmina com o paciente em
uma cadeira de rodas. A morte sobrevém ao redor dos vinte anos, por faléncia
respiratéria ou em conseqiéncia de complicagbes cardiovasculares. Os
pacientes com BMD podem ou n&o apresentar esta seqiiéncia de ocorréncias,
mas, de um modo geral, cerca de 90% deles sobrevivem aos vinte anos e,
muitos, atingem idades avangadas (BOGDANOVICH et al., 2004).

Os musculos esqueléticos normais sdo compostos por fibras
musculares, de tamanhos similares, distribuidas de forma equitativa. Os
musculos de um feto com DMD s&o normais exceto por uma ocasional
hiperconcentracdo eosinofilica nas fibras musculares. Apos o nascimento, as
caracteristicas histoldgicas das lesbées da DMD incluem necrose, degeneracgao,
fibrose e regeneragdo de fibra muscular, que perde suas caracteristicas de
distribuigéo, tamanho e linearidade (BERGMAN et al., 2002).



3.2. — Sobre os Modelos Animais para o Estudo da Distrofia Muscular de

Duchenne

Nem todas as formas de DM tém modelos animais para seu estudo.
Entretanto, camundongos e ratos vém sendo utilizados com muito sucesso
para o estudo da maioria das DMs, em especial no que diz respeito a patogenia
molecular, & manipulacdo génica e ao transplante com células, tais como
mioblastos e células-tronco (SHELTON; ENGVALL, 2005). Por outro lado, caes
e gatos podem se revelar modelos mais interessantes clinicamente para o
estudo de varias DMs, assim como podem ser importantes para avaliar novas
terapias (SHELTON; ENGVALL, 2005).

COLLINS e MORGAN (2003) realizaram uma revisdo sobre os modelos
animais para o estudo da DMD e encontraram, entre os possiveis, alguns
vertebrados como camundongos, gatos, cdes, peixes e frangos, bem como,
invertebrados, tais como, Drosophila melanogaster e Caenorthabditis elegans.

De acordo com, COLLINS e MORGAN (2003), formas de distrofinas
podem ser identificadas em muitas espécies de invertebrados, incluindo
Caenorthabditis elegans, Drosophila melanogaster e o ourico do mar. O
Caenorthabditis elegans locomove-se por contragdes dos musculos
longitudinais estriados, que expressam uma forma homéloga da distrofina,
chamada dys-1. Mutacbes da dys-7 resultam em hiperatividade com
hipercontragdo e aumento da sensibilidade ao neurotransmissor acetilcolina e
ao seu inibidor. As vantagens do uso de nematbéides como modelos animais
sdo claras, eles sio facilmente modificados geneticamente, seus clones podem
ser produzidos por partenogénese e, podem crescer em massa em microtubos,
tubos ou placas, mantendo assim, grandes populagdes e, logo, sao ideais para
estudos farmacoldgicos (GRISONI; GIESELER; SEGALAT, 2002).

Dentre os modelos animais nao mamiferos destaca-se, uma espécie de
peixe tropical, o zebrafish. Este peixe foi modificado por técnicas de engenharia
genética para desenvolver deficiéncia de distrofina, a qual apresenta uma
interessante similaridade com a distrofina mamifera. As alteracdes sdo muito
similares as observadas na DMD, em especial nas fases embrionarias e larvais

do peixe, nas quais, por sua transparéncia, as observagbes do sistema



10

locomotor sdo estratégicas e facilitadas (COLLINS; MORGAN, 2003; BASSET;
CURRIE, 2004).

A distrofia muscular do frango com atrofia muscular (AM) foi inicialmente
relatada em 1956 (ASMUNDSON; JULIAN, 1956). A desordem é transmitida
por codominancia através de um gene simples, AM, mas o fenétipo é
modificado por outros genes (KIKUCHI et al, 1981). Os estudos de
YOSHIZAWA et al. (2004) indicam que o gene AM estd mapeado no
cromossomo 2q do frango, e que esta regido, que inclui o gene AM, é similar
ao lécus cromossémico 8911-24.3 nos seres humanos.

O modelo animal da DMD, mais comumente utilizado, € o camundongo
C57BI1/10ScSn mdx ou, simplesmente, mdx (NGUYEN et al., 2002; COLLINS;
MORGAN, 2003). Embora o mdx seja um homélogo da DMD, tanto genética
quanto bioquimicamente, ele distingue-se com relacdo ao fenétipo da doenca,
que €& muito mais benigno que a deficiéncia apresentada pelos pacientes com
DMD. No mdx ha menos degeneragéo de fibra muscular, mais regeneragao e
menos fibrose em comparagéo ao que ocorre com 0s pacientes humanos com
DMD (SHELTON; ENGVALL, 2005). Os camundongos mdxs vém sendo
empregados com muito sucesso na terapia génica viral e nao viral e mesmo na
pesquisa de técnicas, que fazem uso de oligonucleotideos. No entanto, tais
estudos ainda encontram-se distantes da repetibilidade no ser humano, mas,
futuramente, poderdo mudar aspectos da vida dos afetados pela DMD
(COLLINS; MORGAN, 2003).

A deficiéncia de distrofina nos felinos, que resulta na distrofia hipertréfica
muscular felina (HFMD — sigla de uso internacional), é semelhante a doenca
dos mdxs. O musculo esquelético do HFMD passa por ciclos de degeneragao e
regeneracdo, mas ndo ha o desenvolvimento de fibrose debilitante que é
caracteristica da DMD. Até mesmo o nome €& sugestivo, uma das
caracteristicas mais marcantes do musculo do HFMD ¢é a hipertrofia, que pode
vir a ser letal se houver obstrugcdo do esbdfago, insuficiéncia renal ou
miocardiopatia. Estes animais n&do sdo de interesse como modelos animais
para o estudo da DMD, pois sua doenca assemelha-se de forma limitada a
DMD e, além disso, deve-se considerar toda a problematica de se manter
colénias de felinos e de se trabalhar com animais assim estressados
(COLLINS; MORGAN, 2003).
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A HFMD é relatada muito esporadicamente, com maior incidéncia em
gatos machos, entre trés e seis meses de idade, o que sugere que seja outra
deficiéncia de distrofina cuja hereditariedade esteja ligada ao cromossomo X.
Os felinos com esta deficiéncia tém uma apresentacdo clinica Unica; a
musculatura dos ombros e pescoco fica hipertrofiada e ha aumento dramatico
da lingua. Como sinais clinicos adicionais, podem ser citados sialorréia,
intolerancia ao exercicio, rigidez, andar de coelho, vomito e regurgitacéo.
Ocorrem, ainda, calcificagdo multifocal na lingua, miocardiopatia dilatada,
megaesodfago e hepatoesplenomegalia. Os achados patolégicos sdo similares
aqueles verificados e descritos para os pacientes humanos com DMD
(SHELTON; ENGVALL, 2005).

No que diz respeito, ao cdo como modelo animal para o estudo das
DMs, vale a pena destacar os aspectos da miopatia do Labrador Retriever
(LRM). N&o que este seja um modelo animal para o estudo da DMD. Mas, pode
vir a ser confundido com um animal com DMs por deficiéncia de distrofina. Na
verdade, a LRM é modelo animal para o estudo da miopatia autossémica
centro-nuclear humana (SHELTON; ENGVALL, 2005). Os sinais clinicos sao
variaveis, mas geralmente se caracterizam por fraqueza generalizada e ataxia.
Sao afetados cées entre seis semanas e sete meses de idade, que algumas
vezes apresentam andar de coelho e, em casos raros, ventroflexao do pescogo
acompanhada por postura anormal. Ocorre atrofiada generalizada da
musculatura, mas nido ha sensibilidade dolorosa a palpacdo. Soma-se a isto,
aumento moderado nas atividades séricas da CK. Os LRM gravemente
afetados  apresentam  megaeséfago, que pode ser confirmado
radiograficamente. Até o momento, as investigagbes dos aspectos genéticos da
LRM incluiram apenas um pequeno grupo de caes esporadicamente afetados.
Mas, pode-se postular que a doenca é transmitida por um modelo autossémico
recessivo simples de hereditariedade e, que afeta ambos os sexos, ocorrendo
na mesma proporc¢éo tanto em fémeas quanto em machos (BLEY et al., 2002).

Segundo GREEN et al (2005), uma miopatia hereditaria afeta machos e
fémeas, amarelos e pretos, da raca Labrados Retriever, com menos de seis
meses de idade, tendo sido descrito inicialmente KRAMER et al (1976).
Analises de pedidree indicam que ha um padrao de hereditabilidade recessiva

(KRAMER et al, 1981), mas o entendimento dos genes envolvidos, ainda, ndo
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foi esclarecido. E evidente, que a desordem vem se tornando incrivelmente
comum (BLEY et al, 2002), uma vez que entre 1999 e 2002, 22 de 602,
bi6psias foram de Labradores Retrievers.

Os cées afetados sdo homozigotos, e apresentam atrofia e fraqueza dos
musculos do pescogo, ombros e costas. Os sinais clinicos ja foram descritos
anteriormente. O reflexo patelar se encontra enfraquecido ou mesmo ausente.
Nos cées a fraqueza é exacerbada pelo exercicio, por baixas temperaturas ou
pela excitacdo. A concentracao sérica de creatina quinase pode ser normal ou
estar ligeiramente acima dos padrdes de normalidade para a espécie. A
condigéo tende a se estabilizar apés um ano de idade. No entanto, muitos
filhotes jovens podem ser eutanasiados por confusdes com outros
diagnoésticos, tais como, displasia do quadril, miotonia ou polineuropatia
(GRENN et al, 2005).

De acordo com OGINO; WILSON (2002), a deficiéncia de distrofina tem
sido identifica em alguns filhotes de labrador retriever, bem jovens, associada a
concentragdes elevadas de creatina quinase, mas, ainda assim, a doencga
guarda muitas similaridades com a dos brittany spaniels, um modelo
estabelecido para a doenga do neurénio motor humano.

As distrofias musculares sdo um grupo de desordens heterogéneas
hereditarias, degenerativas, a maioria n&o inflamatéria, caracterizadas por
fraqueza muscular progressiva (SHELTON; ENGVALL, 2002). Nos animais de
companhia as distrofias associadas com a auséncia ou insuficiéncia de
distrofina, ou proteinas associadas a distrofina como a Iaminina a-2 vém sendo
reconhecidas (SHELTON, G. D., et al.,, 2001). A distrofia muscular por
deficiéncia de distrofina, resulta de mutagées no gene da distrofina, é mais
comum e melhor estudada em cades, e €& sabido que esta ligada ao
cromossomo “X” (SHELTON; ENGVALL, 2002).

Essa forma de DM é bem relatada em muitas ragas de cées, a principal
delas é o Golden Retriever (KORNEGAY, et al., 1988), além dessa raga, ha
outras, tais como, rottweiler, pointer alemao de pélo curto, terrier irlandés,
samoieda, schnauzer miniatura, labrador retriever, spitz japonés e pembroke
welsh corgi (SHELTON; ENGVALL, 2002).

WIECZOREK; GAROSI; SHELTON (2006) relataram o primeiro caso de

distrofia muscular por deficiéncia de distrofina em um cao da raga old english
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sheepdog. Tratou-se de um macho com trés meses de idade, com um histérico
de evolucdo ao longo de trés semanas, que envolvia dificuldade para comer,
salivacao excessiva, intolerancia ao exercicio moderado e um ndo crescimento
como esperado para a ragca e idade. Os irmdos da ninhada e os pais,
aparentemente, ndo sdo afetados. O animal pesava 8,2kg, o exame fisico
confirmou sua condicdo fisica depauperada, com atrofia dos musculos
temporais, paraespinhais, e dos membros distais. Verificou-se marcante
expessamento da lingua e da regido faringeal, acompanhada por intensa
sialorréia. Nos exames séricos verificou-se elevagdo da concentragédo de
creatina quinase. Nas bidpsias musculares verificou-se ciclos de degeneracéo,
regeneracéao e fibrose, com a presenca de fibras necréticas. Mas, sem sinal de
miopatia inflamat6ria. Com testes histolégicos e de imunohistoquimica foi
comprovada a falta da distrofina no sarcolena das fibras musculares deste

paciente.
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3.3. — O cdo como modelo da DMD — A Distrofia Muscular do Golden

Retriever (GRMD)

Mutagbes espontédneas do gene da distrofina ligado ao cromossomo X
tém sido identificadas em algumas ragcas de cées, como Golden Retriever,
Rottiweiler e Pointer Aleméo de Pélo Curto. No Japado esta sendo criada,
através da fecundacdo de fémeas da raga Beagle com sémen congelado de
machos da raga Golden Retriever afetados, uma linhagem de Beagles com
DM. Este trabalho visa a obter animais de menor porte e de manejo mais facil,
com reducgdo dos custos para manutencao das colénias. Contudo, os Golden
Retriever com distrofia muscular (GRMD) tém sido os mais extensivamente
estudados e sdo, claramente, os mais bem caracterizados (COLLINS;
MORGAN, 2003).

MEIER (1958) documentou o primeiro caso de DM em um filhote de cao
da raca Golden Retriever. Subsequentemente, a mesma DM foi identificada em
inumeros filhotes de Golden Retriever machos, ao longo dos anos, mostrando
uma caracteristica de hereditariedade da deficiéncia de distrofina ligada ao
cromossomo X. Desde entdo, os cées desta ragca vém sendo empregados
como modelos animais para o estudo das DMs (SHELTON; ENGVALL, 2005).

Em comparacdo com os diversos modelos experimentais para estudo
das DMs, os cdes nado parecem bons em funcdo dos custos e outros
empecilhos. Suas colbnias sdo caras para serem mantidas, os espécimes séo
geneticamente manipulados e, o risco de envolvimento emotivo por parte da
equipe é muito grande (COLLINS; MORGAN, 2003). Além disso, muitos filhotes
GRMD séo natimortos e outros morrem nos primeiros dias apés o0 nascimento,
fatos que restringem a obtencdo de exemplares afetados. No caso dos
sobreviventes, suas dificuldades motoras exigem cuidados especiais continuos.
Portanto, quaisquer estudos que envolvam estes animais sdo demorados,
requerem gastos consideraveis e exigem equipe numerosa e bem capacitada
(NGUYEN et al., 2002).

No entanto, apenas o modelo GRMD exibe mudangcas musculares
comparaveis as vistas nos casos de DMD e a patogenia, bem como o fenétipo

dos caes, é semelhante a observada na espécie humana. Os cdes adultos tém
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massa corporal comparavel a de pacientes com DMD. Por estas razdes o
GRMD vem sendo considerado, ha alguns anos, o melhor modelo animal para
o estudo da DMD (NGUYEN et al., 2002; COLLINS; MORGAN, 2003). Em
funcdo da similaridade com pacientes da DMD, os GRMD tém sido usados na
busca de tratamentos definitivos para os humanos (BARTLETT et al., 2000).

Nos GRMDs, a fraqueza muscular inicia-se a partir do segundo més de
vida e é progressiva, portanto, a expectativa de vida destes cdes &€ muito
reduzida. Histologicamente, os musculos mostram necrose, fibrose e
regeneracédo (COOPER et al., 1988; KORNEGAY et al, 1999). As
manifesta¢des patoldégicas da GRMD ja se iniciam na vida intra-uterina com o
desenvolvimento de lesbes nos musculos da lingua (COLLINS; MORGAN,
2003). A hipertrofia da lingua estd associada com disfungédo da faringe e do
es6fago, o que resulta em disfagia, regurgitacdo e sialorréia. As funcdes
respiratérias estdo alteradas e caracterizam-se por aumento na taxa
respiratéria de repouso e excesso do componente abdominal (NGUYEN et al.,
2002; SHELTON; ENGVALL, 2005). Lesbdes extensas de musculatura
esquelética dos membros, tronco e pesco¢co podem ser verificadas logo ao
nascimento. Isso é mais aparente entre o 2° e o 30° dias depois do nascimento,
ap6s o qué o numero de fibras musculares necréticas comeca a decair
(NGUYEN et al., 2002). Ao redor dos seis meses de idade, comegam a ocorrer
fibroses musculares severas, com predominio da fungdo de contragcdo, em
especial no tarso (COLLINS; MORGAN, 2003).

HOWELL et al. (1997) observaram que os cdes GRMD podem morrer
dentro de dias, meses ou mesmo anos. Nos animais adultos, normalmente, a
causa da morte é a degeneragao do musculo cardiaco. Entretanto, alguns caes
afetados podem viver por seis anos ou mais. Alguns animais morrem da forma
fulminante neonatal da doenca dentro de poucos dias de nascimento. Nestes
casos, faixas palidas podem ser vistas nos musculos. Isto é causado pelas
lesGes de calcificacdo e necrose e é, particularmente, evidente no diafragma.

Em estudos feitos em caes, VALENTINE et al. (1990) verificaram
alteracbes bioquimicas além dos aumentos freqlientes nas concentracdes
séricas de creatina quinase. Foram encontradas elevacdes nas concentracdes
séricas da alaninaminotransferase (ALT) e da aspartatotranferase,

particularmente, nos animais com idades superiores a quatro semanas.
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Entretanto, as analises estruturais do tecido hepatico ndo revelaram alteragées
degenerativas hepaticas. Estes achados levaram os autores a concluir os
aumentos da atividade plasmatica de ALT foram devidas as degeneracdes de
musculatura esquelética.

As fémeas portadoras do gene da deficiéncia da distrofina, que
caracteriza a GRMD, normalmente, ndo apresentam sinais clinicos da doenca,
embora suas concentrag¢des séricas de CK, frequentemente, estejam elevadas.
Ocasionalmente, a fémea portadora manifesta miopatia clinica com lesbes
histolégicas comparaveis. As variagbes do fenodtipo, dentre as portadoras,
refletem o processo de inativacdo dos cromossomos X mutantes ou normais
(SHELTON; ENGVALL, 2005).

Embora muitos dos fatores que levam a desordem caracteristica da
DMD permanegcam obscuros, tem sido especulado um possivel papel da
distrofina na manutencao da estabilidade de membrana da miofibra durante a
contragdo. Assim, a deficiéncia de distrofina nos musculos poderia torna-los
mais susceptiveis as lesbes induzidas pelas contracdes. Esta hipotese é
sustentada pela observagdo de que nas miopatias humanas os musculos
proximais estdo envolvidos nas contragbes para extensdo (contragbes
excéntricas) em propor¢do muito maior do que os musculos distais. Contragdes
para extensdo ocorrem quando os musculos ativos estao estendidos, como
quando € dado um passo. As pesquisas com modelos animais tém mostrado
que os musculos normais sdo mais lesados apos contragdes para extensédo do
que apds contracdes para flexdo. Um ciclo vicioso de fraqueza, estiramento,
lesdo, e depois fraqueza, podem explicar as observagdes do envolvimento
seletivo dos musculos distréficos na contragdo excéntrica (CHILDERS et al.,
2002). Essas caracteristicas da DMD sao bem observadas nos GRMD e nos
mdx (COLLINS; MORGAN, 2003). Assim como os pacientes DMD, os jovens
GRMD, freqlentemente, morrem por insuficiéncia cardiaca ou respiratoria,
embora muitos sobrevivam por alguns anos (NGUYEN et al., 2002; COLLINS e
MORGAN, 2003).
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3.4. — Consideracbes sobre a Terapia Celular

A questdo da plasticidade das células-tronco tem sido amplamente
discutida. WATT (2003) considera que os estudos desenvolvidos ao longo das
Ultimas décadas tém-nos provido maior entendimento das células ancestrais,
isto €, como a classe principal de células do corpo é gerada. Até recentemente
assumia-se que nos mamiferos, as células-tronco adultas progrediam, ao longo
da via de diferenciagdo, em uma unica direcdo. As células-tronco totipotentes,
pluripotentes ou multipotentes, passariam por diferenciacdo e, uma vez
comprometidas com uma linhagem somatica, ndo mais diferenciariam-se em
células de outra linhagem somatica embrionéaria. Apesar de que a maioria das
células é diferenciada na vida adulta, células-tronco “auto-renovantes” também
sdo mantidas em muitos, se ndo todos, tecidos. Tais células-tronco adultas se
prestam a muitas fungbes. Quando & necesséria a reposicdo constante de
células maduras (ex. sangue e pele), ou entdo, quando é necessaria a
reposicao de células diferenciadas em tecidos lesados, as células-tronco terao
papel ativo. Considerando a plasticidade celular para a renovagdo ou mesmo
repopulacao tecidual, os estudos sobre transplantes de células, tém sido focos
de interesse.

De acordo com o observado na DMD, a falta de distrofina causa
desestabilizacdo do complexo protéico associado ao sarcolema. Estratégias
terapéuticas génicas e celulares almejam restaurar a associagédo distrofina-
complexo protéico. RADOJEVIC et al. (2002), a partir de fusdo de culturas de
mioblastos normais e de mioblastos distrofina-deficientes, obtiveram miotubos
hibridos capazes de expressar e responder funcionalmente a distrofina. Os
autores concluiram que, mioblastos com gene normal da distrofina podem
restaurar a expressdo da distrofina em mioblastos distrofina-deficientes, tanto
em células de felinos como de humanos.

Segundo NOWAK e DAVIES (2004), considerando os estudos com
terapia celular para os casos de DMD, os transplantes de células-tronco
parecem ser mais promissores do que o de mioblastos. Isto, provavelmente,

decorre do fato de que as células-tronco sdo muito mais proliferas quando
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transplantadas. Segundo PENG e HUARD (2004), a migracdo das células-
tronco através do sistema circulatério apés uma aplicacao intra-arterial € muito
mais efetiva que a dos mioblastos com relagdo a regeneragédo muscular e a
expressdo de distrofina apés a implantacdo. TORRENTE et al. (2001)
relataram que apds aplicacdo de células-tronco derivadas de musculos em
membros de mdx, estas migraram para a circulacdo e houve subsequente co-
expressao de distrofina em todos os musculos.

Como relatado por GUSSONI et al. (1999), aplicagbes intravenosas de
quaisquer tipos de células-tronco da linhagem hematopoiética normal ou de
populagcées de células-tronco derivadas da musculatura em mdx, resultaram
em reconstrucdo do compartimento hematopoiético nos transplantados e a
restauragdo parcial da expressdo da distrofia nos musculos afetados. Tais
eventos sugerem que transplantes de diferentes populac¢des de células-tronco
podem resultar em tratamentos novos para a DMD e outras afecgées.

Estudos de DESAWA et. al. (2005) com células provenientes do estroma
da medula 6ssea, mostraram que estas tém potencial grande como agentes na
terapia celular. Estas séo indutoras do crescimento de linhagens de células
musculares em ratos e seres humanos, com eficiéncia de até 89% na

diferenciacao celular para fibras musculares quando transplantadas.
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3.5. — A Respeito do Imunossupressor Empregado no Estudo

A ciclosporina, uma gordura soluvel derivada dos fungos
Tolypocladium inflatum gams e, Beauveria nivea, apresenta-se sob a forma de
polipeptidio ciclico composto por 11 aminoacidos com ag&o imunossupressora
importante. Devido as diferengas estruturais dos peptideos que formam as
suas moléculas, a ciclosporina é classificada em tipos A, C, D e G (LIN-WANG;
MANRIQUE, 2002). Trata-se de um macrolideo imunossupressor com
capacidade de ligar-se a uma proteina intracelular, a ciclofilina. Sua acao
imunossupressora €& dada primariamente pela habilidade do complexo
ciclosporina/ciclofilina em inibir o sinal da via de transducdo da fosfatase
calcineurina e, desse modo, suprimindo a expressao de varias citoquininas
incluindo a interleucina-2. O resultado € uma inibicdo especifica da funcdo das
células-T (ARMSTRONG, 2002; HAMEL et al., 2004). A ciclosporina A (CsA) foi
introduzida, em 1978, para o tratamento em casos de transplantes alogénicos.
A Csa possui como vantagem nefrotoxicidade baixa e, ao contrario dos
corticosterbides e das azatioprinas, ndo causa mielossupressdo quando
empregada em doses terapéuticas (LIN-WANG; MANRIQUE, 2002; HAMEL et
al., 2004).

Segundo HAMEL et al. (2004) a CsA ¢é predominantemente
absorvida no intestino delgado apds ingestdo. E, mesmo com 0s progressos
recentes das formulagbes novas, a tolerancia aos protocolos de CsA ¢é, ainda,
caracterizada por sérias reagbes adversas, especialmente, relacionadas a
nefrotoxicidade, neurotoxicidade e hipertensio, se forem usadas doses altas.
No entanto, otimizacdes nas dosagens da CsA s&do necessarias para que
sejam alcangcadas e mantidas concentragcbes séricas efetivas, as quais podem
estar muito préximas dos valores toxicos.

O metabolismo da CsA ocorre de forma extensiva no figado e, sua
meia vida no plasma é de quinze horas. A excreg¢ao é, predominantemente,
biliar e em menor extensdo urinaria. Apdés administracio oral do farmaco, cerca
de 35%, da dose total, sdo absorvidos. O pico plasmatico de concentracao

ocorre apds quatro horas. No sangue, 50% da Csa s&o encontrados nos
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eritrocitos, de 10 a 20% nos leucdcitos e, o restante, permanece livre no
plasma (LATIMER et. al., 1986).

KYLES et al. (2003) relataram que os sinais adversos mais observados
em caes que passaram por transplante renal e foram imunossuprimidos pela
CsA, foram anorexia e diarréia que podem ser amenizadas pela redugéo da
dose do farmaco. Os problemas adversos, também, podem ser controlados
com emprego de farmacos como o misoprostol e metoclopramida, ambos tém
acao pro-cinética (KYLES et al., 2003).

Varios estudos foram desenvolvidos para elucidagdo dos mecanismos
pelos quais a CsA causa lesao renal. Em humanos, muitos achados
especificos — fibrose intersticial, tubulopatia téxica, congestdo dos capilares
peritubulares e doencas arteriolares — estdo associados ao uso da CsA
(REMUZZI; BERTANI, 1989; BOWERS, 1991). Para os casos de
nefrotoxicidade, foram descritas as sindromes de (1) reducdo aguda e
reversivel da taxa de filtragdo glomerular, (2) doenga aguda microvascular, com
padrdo de microangiopatia tromboética e (3) dano renal crbnico irreversivel
(REMUZZI; BERTANI, 1989).
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3.6. — Monitoragdo de Paciente com Doenga Crbnica

De acordo com GLASZIOU, IRWING e MANT (2005) o monitoramento
de pacientes que apresentam uma doencga crbnica deve ser delineado com
cuidado e atengdo, abordando os principais aspectos da doenc¢a, mas sem
ignorar os demais. Assim, para estes autores, o monitoramento dos doentes
cronicos teria dois aspectos fundamentais: analise e agdo. Ha requerimentos
6bvios para que a monitorizacdo seja realizada corretamente. E necessario ser
claro quanto as observacdes que se quer realizar; estas devem refletir
caracteristicas importantes dos sistemas de variagéo relativos aos objetivos da
monitorizagao, e devem ser feitas com freqiéncia e acuracia suficientes para
capturarem mudancas importantes. A anadlise das observagdes define as
mudancgas necessarias, num sistema de retorno, que cria um estado desejavel,
ou aumenta as mudancgas para uma situagao favoravel ao paciente. As acdes
possibilitam que estas mudancas ocorram (COLEMAN; FERNER; EVANS,
2006).

Considerando caes GRMD, além dos disturbios inerentes a propria
distrofia muscular, a dificuldade para ingestdo de alimentos, agua e saliva
constitui um agravante. Os animais desidratam-se rapidamente se houver
qualquer falha nos cuidados ou se as condigbes ambientais forem
desfavoraveis. Estas alteragdes podem resultar em diminuicdo da volemia e
prejuizo da perfusdo dos érgdos incluindo os rins. Nos casos em que o0s
animais sdo submetidos a terapias imunossupressoras, os efeitos colaterais
envolvem, dentre outros, disturbios gastroentéricos que culminam com perda
de agua e eletrélitos. Nestas circunstancias, o monitoramento das funcdes
renais € imperativo devendo ser incluido no protocolo de cuidados médicos.

Como descrito por FINCO (1995), a analise da urina € necessaria para
diagnosticar alteragdes no trato urinario. A avaliagdo mais precisa da funcao
renal é feita pela combinagdo exames bioquimicos do soro, urinalise e outras
provas de funcéo renal.

A filtragdo glomerular € o evento inicial no processo de formagéo de
urina. A creatinina é formada a partir da degradacéo lenta e constante da

fosfocreatina, resultando em uma producgéo diaria relativamente constante que
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devera ser excretada pelos rins. Uma vez que, a principal via de excrecéo da
creatinina em individuos saudaveis é renal. A creatinina produzida é filtrada
livremente pelos glomérulos ndo sendo reabsorvida nem significativamente
secretada pelos tubulos renais. Isto faz com que a quantidade de creatinina na
urina seja proporcional a sua concentragéo sérica (FINCO, 1995).

Em caes, as mensuracdes do clearance de creatinina enddégena tém
sido realizadas com os mesmos periodos de coletas testados para humanos
(FINCO, 1971). A coleta de 24 horas é forma tradicionalmente usada, visando
reduzir os erros em conseqiéncia da urina residual e da variabilidade biolégica
observada em periodos curtos. Porém, ela apresenta a desvantagem de
requerer o0 uso de gaiola metabdlica, por longo periodo de execucao, além da
utilizacdo de uma Uunica amostra de soro, desconsiderando as possiveis
variagdes na creatinina sérica (DIBARTOLA et al., 1980). O método executado
em coletas de 20 minutos (em duplica) € empregado por muitos pesquisadores
por ser uma ferramenta Gtil para uso clinico. Este procedimento permite avaliar
a funcao glomerular e, simultaneamente, podem ser coletados dados e

materiais para analise de fun¢des tubulares (FINCO, 1995).
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CAPITULO 2

FUNCAO RENAL E HOMEOSTASE DE AGUA, SODIO E
POTASSIO DE CAES DA RACA GOLDEN RETRIEVER
NORMAIS, PORTADORES E AFETADOS POR DISTROFIA

MUSCULAR
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1 - INTRODUGAO E REVISAO DE LITERATURA

Dentre os cées da ragca Golden Retriever houve mutagcéo espontanea do
gene da distrofina ligado ao cromossomo x que resultou no aparecimento de
um tipo de distrofia muscular hereditaria. O primeiro caso foi documentado por
MEIER em 1958. A doenga passou a ser conhecida como Distrofia Muscular do
Golden Retriever (BARTLETT et al., 2000; NGUYEN et al., 2002; SHELTON;
ENGVALL, 2005).

As manifestagbes patologicas da GRMD ja se iniciam na vida intra-
uterina (COLLINS; MORGAN, 2003) e lesbdes extensas da musculatura
esquelética dos membros, tronco e pescogco podem ser verificadas logo ao
nascimento (NGUYEN et al.,, 2002). A partir do segundo més de vida ha
manifestagéo clinica de fraqueza muscular progressiva (SHELTON; ENGVALL,
2005). E, por volta dos seis meses de idade, comegam a ocorrer fibroses
musculares severas e predominio do estado de contracdo (COLLINS;
MORGAN, 2003). Histologicamente, os musculos mostram necrose, fibrose e
regeneracdo (COOPER et al., 1988; KORNEGAY et al.,, 1999). Dentre as
alteragdes musculares destacam-se a hipertrofia da lingua e disfungédo da
faringe e do es6fago, que resultam em disfagia, regurgitagdo e sialorréia
(NGUYEN et al., 2002; SHELTON; ENGVALL, 2005).

Em funcdo da semelhanca entre a Distrofia Muscular do Golden
Retriever (GRMD) e a Distrofia Muscular de Duchenne (DMD) que acomete

seres humanos, os cades GRMD tém sido considerados um excelente modelo
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experimental (COLLINS; MORGAN, 2003). Uma das linhas de pesquisa esta
relacionada aos ensaios terapéuticos. Neste quesito, os tratamentos com
imunossupressores sdo empregados por seu efeito direto ou como parte de
protocolos para dar suporte aos transplantes celulares. A ciclosporina A (CsA)
€ um imunossupressor indicado e, segundo HAMEL et al. (2004), embora
existam formulagbes novas, as reacdes adversas podem ser muito severas.
Estas incluem, dentre outros problemas, a nefrotoxicidade se forem usadas
doses altas. Em estudo feito por MORINI (2005), foi observado que caes
Golden Retriever normais ou afetados pela GRMD, respondem de maneira
muito variada quando tratados com CsA. Para obtencdo de concentragbes
plasmaticas satisfatorias, as doses necessarias de CsA ndo correspondem,
obrigatoriamente, ao recomendado na literatura. Doses baixas podem resultar
em concentragdes plasmaticas excessivas e doses altas, algumas vezes, nao

estdo associadas com concentragdes plasmaticas suficientes.
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2 — Hipotese e objetivo

A literatura consultada nao faz referéncia especifica aos aspectos da
funcédo renal de caes da raga Golden Retriever sadios e nem mesmo dos
GRMD. Dentre os dados existentes, ha informagdes suficientes para suportar a
hipdtese de que estes animais, em fungdo do quadro clinico da distrofia
muscular per si, podem experimentar altera¢cdes da funcédo renal. Assim, o
escopo do presente estudo foi avaliar alguns paradmetros da funcado renal de
cdes Golden Retriever, incluindo exemplares sadios, fémeas portadoras, e
machos afetados pelo gene da GRMD, por meio de exames de interesse
clinico (hemograma, urindlise, creatinina sérica e urinaria, uréia sérica,
proteinas totais do soro, proteinas urinarias, sodio sérico e urinario, potassio
sérico e urinario, clearance de creatinina, excregbes fracionadas de sbdio e
potassio, razéo proteina:creatinina urinaria e outra gama de exames simples e,
claramente executaveis), e exequiveis em centros de pesquisa destinados ao
estudo da distrofia muscular.

Deste modo, este estudo teve por objetivo avaliar a funcao renal de caes
da raga Golden Retriever normais para estabelecimento de valores de
referéncia e analisar os mesmos parametros em caes da colénia GRMD-Brasil,

especificamente as fémeas portadoras e os machos afetados.
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3 - MATERIAL E METODO

COMISSAO DE BIOETICA

Todo este projeto de estudo foi submetido a avaliacdo criteriosa de

uma comissao de bioética’.

ANIMAIS

Foram empregados neste estudo 35 cées da raga Golden Retriever,
normais (n=17), portadores (n=10) ou afetados pela distrofia muscular (n=8),
machos e fémeas. A média da idade do grupo de animais normais foi de
19,5+4,8 meses, sendo a média de seu peso corporal de 21,3+2,5kg. No grupo
de fémeas portadoras encontrou-se uma média de idades de 29,0+7,5 meses
€, uma média de peso corporal em quilogramas de 25,1+1,4. Para os machos
afetados a média de idade foi de 9,41+3,1 meses e, o peso corporal foi em
meédia de 14,512,4kg.

Os animais foram distribuidos nos grupos de normais, portadoras e
afetados pela DM, apds a realizagdo de um exame de genotipagem, através da

extracdo de DNA genbmico do sangue do corddao umbilical, realizado pelo

! Comisséo de bioética da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sdo Paulo
(FMVZ-USP).
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Centro de Estudos do Genoma Humano, da Universidade de S&o Paulo, em
protocolo experimental préprio.

A seguir foram avaliados clinica e laboratorialmente, vacinados e
vermifugados. A avaliagdo clinica constituiu-se de anamnse e exame fisico
completo, seguidos de exames laboratoriais que envolveram a avaliacao do
hemograma, urindlise, exames enzimaticos das fung¢des hepéticas e renais,
bem como dosagens das concentragbes de creatina quinase e exame
coproparasitolégico.

Parte dos animais permaneceu alojada em boxes do canil especifico
para estudo da Distrofia Muscular do Golden Retriever, localizado no
Departamento de Cirurgia da FMVZ-USP. O canil e os animais foram mantidos
pela parceria entre o Centro de Estudos do Genoma Humano da Universidade
de S&o Paulo (IB-USP) e a FMVZ-USP.

Com excecdo, de sete animais (seis fémeas e um macho)
pertencentes ao grupo normal, que foram selecionados de um canil de
referéncia na criagdo de Golden Retrievers, na regido do Municipio de Atibaia,
Estado de Sao Paulo. Porém, antes de entrarem para o grupo experimental
todos estes animais foram previamente avaliados em relagédo a seu estado de
saude, vacinagao e vermifugacdo. Da mesma forma, as instalagbes em que se
encontravam alojados, dieta e condi¢gdes sanitarias de manejo foram,
cuidadosamente, analisadas, para que atendessem as exigéncias do estudo.

Os animais foram distribuidos em trés grupos experimentais. O
primeiro envolveu os cdes normais (n=17), machos (n=7) e fémeas (n=10), e
submetidos a avaliagbes da funcdo renal e homeostase de agua e sédio,
efetuadas uma unica vez. O segundo grupo foi constituido apenas por fémeas
portadoras do gene (n=10), que foram avaliadas uma Unica vez, em relagéo a
funcéo renal e homeostase de agua e sodio. O terceiro grupo foi formado por
machos afetados (n=8), que também tiveram avaliadas suas fun¢des renais e a
homeostase de agua e sodio, em uma unica oportunidade.

Os trés grupos foram avaliados e acompanhados pela parceria entre
o Grupo de Pesquisas em Nefrologia e Urologia Veterinarias (GPNUV) do
Departamento de Clinica e Cirurgia da Faculdade de Ciéncias Agrarias e

Veterinarias de Jaboticabal da Universidade Estadual Paulista Julio de



33

Mesquita Filho (FCAVJ-UNESP) e a equipe do Canil GRMD-Brasil da FMVZ-
USP.

No Quadro 1 temos a discriminagdo da composi¢cao dos trés grupos
experimentais, animais afetados (GA), animais normais (GN), e fémeas
portadoras do gene (GP), de acordo com o sexo, peso e idade dos animais que

0S compuseram.
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QUADRO 1 — Discriminagdo da composi¢do dos trés grupos experimentais de acordo com o

sexo € a idade dos caes que 0os compuseram.

ANIMAIS IDADE
Peso
Nome corporal Sexo GA GP GN
(kg)
Atchim 21 IS 30 meses
Ringo 23,5 g 12 meses
Peter 19,7 a8 10 meses
Baco 16,15 a 7 meses
Frank 13,90 3 5 meses
Jonnhy 7,50 g 5 meses
Zeus 7,20 I3 3 meses
Hércules 6,80 IS 3 meses
Brenda 34,10 Q 72 meses
Hope 29,60 Q 48 meses
Cher 20,00 Q 48 meses
Lady 23,00 Q 48 meses
Vicky 26,50 Q 30 meses
Bianca 24,00 Q 12 meses
Clara 24,20 Q 11 meses
Gaya - Q 7 meses
Kyra 21,45 Q 7 meses
Nikita 23,50 Q 7 meses
Panda 30,10 a8 48 meses
Califa 38,30 3 48 meses
Grécia 29,40 Q 48 meses
Doroth 30,90 Q 48 meses
Athena 30,00 Q 48 meses
Assiria 26,00 Q 30 meses
Patthy 29,00 Q 18 meses
Silver 28,00 3 12 meses
Malta 23,00 Q 11 meses
Saba 24,90 Q 11 meses
Mel 29,95 Q 8 meses
Moe 9,05 3 3 meses
Gold 8,20 a 3 meses
Pequeno 8,70 3 3 meses
Ice 12,50 a 3 meses
Nina 6.80 Q 3 meses
Lisa 10,00 Q 3 meses
3 8 - 7
TOTAL Q - 10 10
Geral 8 10 17

GA = grupo de machos afetados pela distrofia muscular do Golden Retriever

GN = grupo de animais normais

GP = grupo de fémeas portadoras do gene da distrofia muscular do Golden Retriever
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INSTALAGCOES

Os animais estiveram alojados nos canis GRMD do Departamento de
Cirurgia da FMVZ-USP. O canil era composto por boxes, 2/3 da area de todos
0os boxes eram compostos por um solariun e 1/3 por uma area coberta e
fechada. Os animais adultos estiveram alojados individualmente, cada box
continha um comedouro, bebedouro e tablado. Os animais entre trés e oito
meses ficavam alojados, por idade, em no maximo trés animais em cada box,
nos quais existiam trés comedores e bebedores. As instalagbes acomodam,
ainda, um pétio completamente calgado, para exercicio dos animais e, uma

piscina, na qual os cées podiam se exercitar.

ALIMENTAGCAO

Os caes adultos e filhotes n&o afetados e/ou portadores eram
alimentados com ragao comercial secaz, nos casos de inapeténcia ou doenga,
adicionalmente, os animais receberam ragdo comercial umida®. Os animais
afetados pela distrofia muscular eram alimentados com ragdo comercial seca’
adicionada de agua e triturada. Eventualmente, ragdo comercial imida® era
acrescentada a mistura.

Além disso, os animais afetados recebiam agua na boca através de
seringas, ou mesmo, com o uso de uma mangueira, eventualmente, conseguia-
se, que se alimentassem de uma mistura de agua, caldo de carne, frango ou
legumes e gelatina incolor, ingerindo, deste modo uma maior quantidade de
agua. Pois, desde o inicio, verificou-se que este era um dos problemas com
relagdo aos animais afetados, o consumo de agua, uma vez que a hipertrofia
do musculo da lingua, leva a dificuldades na degluticao e disfagia , assim como
a atrofia dos musculos mastigatérios e da degluticdo, praticamente
impossibilitavam a ingestdo de agua em quantidades suficientes para manter a

hidratacao dos animais.

? Pedigree carne & vegetais e Pedigree Junior — Walthan — Inglaterra.

3 Pedigree adulto e Junior — Walthan — Inglaterra.

* Hill’s Prescription Diet — A/D — Colgate — Palmolive S/A — Sdo Paulo — SP.
> Hill’s Prescription Diet — A/D - Colgate — Palmolive S/A — Sio Paulo — SP.
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DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Num primeiro instante, os animais foram distribuidos em normais,
portadores e afetados, de acordo com sua classificagdo genética. A seguir, os
animais foram distribuidos para a formagdo dos grupos experimentais em:
normais (GN), fémeas portadoras (GP) e machos afetados (GA). Apds o que a
funcdo renal e a homeostase de agua e sédio destes caes, de acordo com o
grupo ao qual pertencerem, foram avaliadas por meio de exames séricos e
urinarios basais (QUADRO 2).

Os quadros 3 e 4 fornecem os valores de referéncia para os escores
empregados na avaliacdo das urinas, com relacdo aos parametros quimicos e

fisicos.

QUADRO 2: Sumario dos parametros analisados, nos caes, Golden Retriever normais (GN), portadores
(GP), afetados (GA) pelo gene da GRMD, imunossuprimidos (GIl) e imunossuprimidos e
transplantados (GIT), Jaboticabal — Dezembro de 2006.

Funcao relacionada Parametro

Clearance de creatinina endégena (mL/min/kg)
Concentragao sérica de creatinina (mg/dL)
Concentragao sérica de uréia (mg/dL)
Excrecéo urinaria de proteina (mg/dL)

Raz&o proteina creatinina da urina

Urindlise

A. Funcéo renal (glomerular e tubular)

Excrecéo fracionada de sodio (%)

SNa (mEqg/L)

U Na (mE/L)

SK (mE/L)

B. Homeostase de Agua e Sédio e fungao tubular renal UK (mE/L)

Proteina total sérica (g/dL)

Albumina sérica (g/dL)

Osmolalidade sérica efetiva (mOsmol/L)
Osmolalidade urinaria efetiva (mOsmol/L)
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Quadro 3 - Parametros analisados no exame quimico da urina, por avaliagdo
semiquantitativa (fita reagente) e os escores a eles atribuidos. Em caes
sem raca definida (machos e fémeas).

Parametros Escores

Analisados 0 1 2 3 4
Leucécitos Negativo 10-25/uL 75/ uL 500/uL -
Nitrito Negativo Positivo - - -
Proteinas Negativo 30mg/dL 100mg/dL 500mg/dL -
Glicose Negativo 50mg/dL 100mg/dL 300mg/dL 1000mg/dL
Corpos .

ceténicos Negativo 5mg/dL 50mg/dL 150mg/dL -
Bilirrubina Negativo 0,5mg/dL 0,5> 6 mg/dL 6mg/dL -
Sangue oculto Negativo 5-10/uL 25/uL 50/uL 250/uL

Quadro 4 — Pardmetros analisados no exame do sedimento urinario e os escores a

eles atribuidos. Em caes sem raca definida (machos e fémeas).

Parametros Escores

Analisados 0 1 2 3 4 5 6
Hemacias Negativo | <5/cmp | 6-30/cmp | 31-60/cmp 80?(1:r-np 20(?/1c-mp >200/cmp
C.Fost.Triplo Negativo | <5/cmp | 6-30/cmp | 31-50/cmp 80?(1:r-np 203/1c-mp >200/cmp
C.Amorfos Negativo | <5/cmp | 6-30/cmp | 31-50/cmp 80?;;11p 208/1(:-mp >200/cmp
C.Oxa.Calcio Negativo | <5/cmp | 6-30/cmp | 31-50/cmp 80?(1:r-np 203/1(:-mp >200/cmp
Cel. Epiteliais Negativo | <5/cmp | 6-30/cmp | 31-50/cmp SO?clr-np 20(2)3/1:-mp >200/cmp
Leucécitos Negativo | <5/cmp | 6-30/cmp | 31-50/cmp 805/,(1r-np 203 /1c-mp >200/cmp
Cilindros Negativo | <5/cmp | 6-30/cmp | 31-50/cmp SOf-;gr-np 203/10-mp >200/cmp
Bactérias Negativo | <5/cmp | 6-30/cmp | 31-50/cmp 80?(1:r-np 20(? /1c-mp >200/cmp
Espermatozoides | Negativo | <5/cmp | 6-30/cmp | 31-50/cmp 80?(1:|;1p 208 /1c-mp >200/cmp

*Cmp = campo
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COLETA DAS AMOSTRAS E EXAMES LABORATORIAIS
Urinalise

As amostras de urina foram coletadas por meio de micgéo
espontanea, sempre que possivel, quando isso n&do ocorria, 0 método
empregado era a cateterizagdo transuretral vesical, e os exames foram
realizados imediatamente apds a coleta. A densidade urinaria foi determinada
por meio de refratometria®. O pH urinario foi determinado com o emprego de
um pHmetro’. Os demais parametros bioquimicos da urinalise de rotina foram
mensurados por meio de tiras reagentess. A sedimentoscopia foi realizada em

microscopio? com aumento de 25 a 40x, apos centrifugagao’ da urina.

Bioquimicas sérica e urinaria

As analises bioquimico-séricas foram realizadas em amostras do
soro obtidas apés sinérese de sangue coletado por punc¢ao da veia jugular. As
amostras de urina obtidas por miccdo espontdnea foram avaliadas apés
centrifugacéo, e utilizadas para as analises bioquimicas.

Utilizando o sistema Labtest™ para diagnéstico, aliquotas das
amostras de soro foram processadas para determinagcéo de creatinina (método
de Jaffé'' modificado); uréia (UV-cinética — pelo método do diacetil modificado);
proteina total (Biureto); albumina (Verde de Bromocresol); fosfatase alcalina
(Roy modificado); calcio (Labtest); fosforo (Daly e Ertingshausen);
alaminaminotransferase (método cinético Labtest); bilirrubinas (Sins-hons) e
colesterol (Labtest).

Nas amostras de urina foram determinadas as concentragdes de
creatinina (método cinético — Jaffé modificado); proteina (método vermelho de

pirogalol - sensiprot); e uréia (método da uréase).

¢ Refratdmetro UGI (1000-1050) ATAGO

Phmetro de bolso Q-400 BD QUIMIS

COMBUR' TEST - Boehringer Mannheim Argentina S.A., Buenos Aires.
? Centrifuga — Celm LS3 plus

10 L ABTEST - Labtest Diagnostica S.A., Lagoa Santa - MG.

"""Método do picrato alcalino

®©
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As leituras foram realizadas em dosador semi-automatico para
provas bioquimicas12’ considerando-se a faixa visivel para as respectivas

provas.

Concentragbes séricas e urinarias de sodio e potassio

As andlises foram realizadas em sistema de eletrodo de ion-
seletivo™ As amostras de soro foram submetidas diretamente a leitura; quanto

as aliquotas de urina, foi necessaria centrifugagéo e dilui¢ao.

TESTES DE FUNCAO RENAL

Clearance de creatinina endégena e Excregéao fracionada

O clearance de creatinina endégena, empregado para estimar a taxa
de filtragdo glomerular, foi feito por meio da técnica de dois periodos,
subsequentes, de 20 minutos de acordo com o método descrito por FINCO
(1995) e modificado por CARVALHO et al (1998). Para avaliagdo da fungao
tubular renal, foi estudada a excrecdo fracionada de sédio e potassio

empregando-se a técnica “spot” ou pontual descrita por FINCO (1995).

ESTATISTICA DOS RESULTADOS

A analise estatistica descritiva dos dados obtidos, assim como, a analise
de variancia foram feitas no Sigma Stat Analysis System, quando os dados
apresentaram um comportamento, que se acomodava a uma curva de
normalidade os mesmos foram avaliados pela analise de variancia simples,
sendo a comparagdo das médias entre os trés grupos estudados analisada
pelo método de Holm-Sidak. Ja& no caso, dos dados que ndo apresentaram
curva de normalidade, a avaliagdo escolhida foi a analise de varidncia por
postos ou método de Kruskal-Wallis, a comparacdo das médias entre os trés

diferentes grupos foi feita empregando-se o método de Dunn.

2 LABQUEST-LABTEST - Labtest Diagndstica S.A., Lagoa Santa - MG.
'3 ISELAB - Labtest Diagnostica S.A., Lagoa Santa - MG.
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4 - RESULTADOS

Na tabela 1 vé-se o resultado da analise estatistica descritiva do grupo
de animais normais (machos e fémeas), na tabela 2 tem-se o resultado da
analise estatistica descritiva do grupo de fémeas portadoras, e na tabela 3
verificam-se os dados da analise estatistica descritiva do grupo de machos
afetados. A comparacgéo entre as trés analises descritivas demonstra algumas
tendéncias do GA com relagdo aos demais grupos. Ele apresenta uma
concentragéo sérica de creatinina menor que a de GP e GN, mas um clearance
de creatinina maior que o de ambos, assim como um volume urinario superior
ao de GN e GP, sua excregédo urinaria de proteinas indicada pela razéo
proteina:creatinina urinaria € maior que a dos dois outros grupos, indicando
uma provavel proteinuria e ha, ainda, um outro dado interessante, embora sua
concentragdo sérica do ion potassio esteja proxima dos limites inferiores do
que é considerado normal para a espécie e, seja menor que a dos demais
grupos, sua excrecgao fracionada deste ion supera em muito a de GN e GP, o
que pode estar indicando algum transtorno no trabalho tubular.

Na figura 1 observa-se a representacao grafica dos valores individuais e
das médiasterros padrdes; da concentragao sérica de creatinina, do clearance
de creatinina e de volume urinario. Fica evidenciado no grafico que a creatinina
sérica de GA foi tanto na média quanto individualmente inferior aos valores
encontrados para os demais grupos. Ao passo que a depuragdo de creatinina
verificada pelo clerarnce foi superior na média e em alguns individuos de GA

com relagédo ao GN e ao GP, o mesmo se deu com o volume de urina e com a
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excregdo urinaria de proteinas avaliada pela razdo proteina:creatinina urinaria,
0 que indica que os animais de GA passaram por periodos de proteinuria.

A figura 2 apresenta-se a representacao grafica dos dados individuais e
médias * erros padrdes; da concentracao sérica de sodio, da carga filtrada de
sodio, da excregao fracionada de sodio e do sodio excretado. Com relagéo ao
sodio a unica alteragcdo que se pode destacar em relagéo a figura é que o GA
teve um aumento na carga filtrada de s6dio o que pode estar relacionado ao
aumento do volume de urina e ao aumento da taxa de filtracdo glomerular,
indicado pelo clearance de creatinina, revelando um aumento na velocidade do
fluxo tubular.

Ja na figura 3, pode-se observar a representacado grafica dos valores
individuais e médias % erros padrbes; da concentragdo sérica de potassio, da
carga filtrada de potassio, da excrecdo fracionada de potassio e do potassio
excretado. Nas trés figuras os trés grupos experimentais estédo representados.
Observando os graficos pode-se verificar que embora a média da concentragéo
sérica do ion potassio de GA esteja proxima dos limites inferiores, ha
individuos que se encontram longe disso, mas com relacdo a excrecao
fracionada do ion todo o conjunto de individuos, assim como a média de GA foi
muito superior as encontradas para GN e GP, o mesmo se deu com o potassio
excretado, o que indica um alteracdo no trabalho tubular com relagdo a este
ion, ou uma mudanga mais profunda no metabolismo do ion, possivelmente

relacionada as alteracdes musculares da DM.
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TABELA 1 — Resultados da analise estatistica descritiva de par&metros relativos a fungao renal
de cées (7 machos e 10 fémeas) normais da raca Golden Retriever. FCAV-
UNESP/FMVZ-USP, Jaboticabal, 2007.

Desvio Erro

Parametros Média - ~ Mediana Minimo Maximo
padrdo padrdo

Peso 22,05 10,32 2,50 26 6,8 38,3
Scr 1,07 0,31 0,08 1,15 0,62 1,76
VU 21,74 15,78 4,07 15,94 8,77 58,59
Sur 29,90 10,94 2,58 30,50 12,65 54,00
Cer 2,33 0,62 0,16 2,33 1,20 3,33
U-P/C 0,18 0,11 0,03 0,36 0,15 1,35
SNa 141,82 6,67 1,62 142,00 132,00 157,00
EfNa 0,72 0,24 0,06 0,77 0,28 1,03
SK 4,65 0,90 0,23 510 3,30 5,50
EfK 8,57 11,65 3,01 4,61 1,03 48,74
CfNa 328,3x10° 87,3x10° 22,5x10°  335x10° 173 x10° 480 x10°
NaEx 2,4 x10°° 1x10° 0,3 x10% 2,3 x10° 0,7 x10°® 3,7 x10°
CfK 10,9 x10°  3,9x10° 1x10° 9,9 x10°® 5,5 x10° 18,3 x10°
KEx 0,8 x10° 1x107° 0,3 x10° 0,7 x10° 0,1x10°  42x10°

Scr = concentragdo sérica de creatinina (mg/dL), VU = volume urinario (uL/min/kg); Ccr = clearance de creatinina
(mL/min/kg); concentragdo sérica de sédio (mEq/L); EfNa = excrecdo fracionada de sédio (%); SK = concentragéo
sérica de potassio (mEq/L); EfK = excrecéo fracionada de potassio (%); CfNa = carga filtrada de soédio (mEg/min/kg);
NaEx = sodio excretado (mEg/min/kg); CfK = carga filtrada de potéassio (mEg/min/kg); KEx = potassio excretado
(mEg/min/kg); U-P:C =razéo proteina:creatinina urinaria; Sur = uréia sérica; peso = quilogramas.

TABELA 2 — Resultados da analise estatistica descritiva de par@metros relativos a fungéo renal
de 8 cadelas portadoras do gene da Distrofia Muscular do Golden Retriever.
FCAV-UNESP/FMVZ-USP, Jaboticabal, 2007.

Parametros Média Desv_lo Errg Mediana Minimo Maximo
padréo padrdo

Peso 25,31 4,62 1,63 23,90 20,00 34,10
Scr 1,19 0,20 0,07 1,20 0,88 1,46
Sur 39,37 13,23 418 38,50 22,70 68,00
VU 29,11 19,39 6,86 20,11 16,27 69,74
Cer 2,61 0,37 0,13 2,54 2,13 3,29
U-P/C 0,17 0,15 0,05 0,09 0,05 0,48
SNa 138,63 5,07 1,79 141 132 143
EfNa 0,64 0,48 0,17 0,40 0,21 1,30
SK 3,94 0,56 0,20 4,00 3,30 5,00
EfK 7,53 6,11 2,16 5,98 1,61 18,54
CfNa 362,3x10° 55,7 x10° 19,7 x10°  344,5x10° 302x10° 470 x10°
NaEx 2,35x10° 1,86 x10° 0,66 x10° 1,3 x10° 0,64 x10° 5,1 x10°
CfK 10,2 x10° 1,7 x10° 0,7 x107 10,3 x10°® 7 x10° 12 x10°®
KEx 0,7 x10°® 0,5 x10° 0,2 x10® 0,6 x10° 0,2 x10® 1,3 x10°°

Scr = concentragdo sérica de creatinina (mg/dL), VU = volume urinario (uL/min/kg); Ccr = clearance de creatinina
(mL/min/kg); concentragdo sérica de sédio (mEq/L); EfNa = excrecédo fracionada de sodio (%); SK = concentragdo
sérica de potassio (mEqg/L); EfK = excrecéo fracionada de potassio (%); CfNa = carga filtrada de so6dio (mEg/min/kg);
NaEx = sodio excretado (mEg/min/kg); CfK = carga filtrada de potassio (mEg/min/kg); KEx = potassio excretado
(mEg/min/kg); U-P:C =razao proteina:creatinina urinaria; Sur = uréia sérica; peso = quilogramas.
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TABELA 3 — Resultados da analise estatistica descritiva de paré@metros relativos a fungéo renal
de 8 cdes machos afetados pela Distrofia Muscular do Golden Retriever. FCAV-
UNESP/FMVZ-USP, Jaboticabal, 2007.

Parametros Média Desv~|o Errc3 Mediana Minimo Maximo
padréo padréo

Peso 15,42 6,24 1,73 16,15 6,80 24,00
Scr 0,72 0,15 0,04 0,75 0,5 1
Sur 34,88 7,59 2,10 33,17 23,00 50,00
VU 38,13 27,58 7,65 39,81 6,69 77,86
Cer 3,50 0,80 0,22 3,51 1,99 4,53
U-P/C 0,53 0,44 0,14 0,36 0,15 1,35
SNa 142 4,58 1,3 143 132 150
EfNa 0,74 0,80 0,22 0,49 0,05 2,93
SK 3,89 0,79 0,22 3,40 3,30 5,40
EfK 15,46 9,68 2,69 14,64 2,17 36,84
CfNa 4957 x10° 107 x10° 29,6 x10° 504 x10° 298 x10° 645 x10°
NaEx 3,7x10° 4.8 x10° 1,3x10° 2x10° 0,3 x10® 18,2 x10°°
CfK 13,7 x10° 4,6 x10° 1,3x10° 12 x1073 9x10° 24 x10°
KEx 2,1x10° 1,4 x10° 0,4 x10° 1,6 x10° 0,4 x10°  4,4x10°

Scr = concentragdo sérica de creatinina (mg/dL), VU = volume urinario (uL/min/kg); Ccr = clearance de creatinina
(mL/min/kg); concentragdo sérica de sédio (mEq/L); EfNa = excrecdo fracionada de sédio (%); SK = concentragéo
sérica de potassio (mEqg/L); EfK = excrecéo fracionada de potassio (%); CfNa = carga filtrada de so6dio (mEg/min/kg);
NaEx = sodio excretado (mEg/min/kg); CfK = carga filtrada de potéassio (mEg/min/kg); KEx = potassio excretado
(mEg/min/kg); U-P:C =raz&o proteina:creatinina urinaria; Sur = uréia sérica; peso = quilogramas.

Na tabela 4 pode-se observar que o clearance de creatinina dos machos
afetados pela Distrofia Muscular do Golden Retriever diferiu significativamente
dos valores obtidos para os grupos de animais normais (machos e fémeas) e
de fémeas portadoras, tendo sido maior que os demais.

Ja na tabela 5 verifica-se que o valor da creatinina sérica dos machos
afetados pela GRMD ¢ significativamente menor que o dos demais grupos. Por
outro lado, a excrecdo fracionada de potassio destes machos foi
significativamente maior que a dos animais normais, mas n&o diferiu
estatisticamente dos valores encontrados para as fémeas portadoras do gene

da Distrofia Muscular do Golden Retriever.
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TABELA 4 — Resultados de analise de varidncia e comparagdo das médias (Holm Sidak) de
valores relativos a funcdo renal de cdes da raca Golden Retriever. FCAV-
UNESP/FMVZ-USP, Jaboticabal, 2007.

Parametro Grupos Média + desvio padrao Valor de P
7 & e 10 Q normais 29,90 + 10,94
Uréia sérica (mg/dL) 8 Q portadoras 39,37 £ 13,23 0,084
8 & afetados 34,88 + 7,59
. 7 4 e 10 Q normais 2,32 +0,62°
Clear "’z’rff}n‘i?n/ckre?““'”a 8 © portadoras 2,61 +0,37° 0,001
g 13 3 afetados 3,50 £ 0,79
Excrecdo fracionada 7 & e 10 Q normais 0,72 + 0,24
degsédio (%) 8 @ portadoras 0,64 + 0,48 0,914
8 ¢ afetados 0,74 + 0,80
7 4 e 10 Q normais 4,65 + 0,90°
Potassio sérico (mEq/L) 8 @ portadoras 3,94 + 0,56 0,032
8 4 afetados 3,89+ 0,79"
. L 7 & e 10 Q normais 328,26 + 87,26°
Carg?ﬂ:‘g‘"?g?n?f )SOdlo 8 Q portadoras 362,26 + 55,65° 0,001
a/min/kg 13 3 afetados 495,70 + 106,86
) 7 & e 10 2 normais 10,85 + 3,87
C’Jarga filtrada .de 8 @ portadoras 10,24 + 1,66 0,080
potassio (mEg/min/kg) 8 & afetados 13,71 + 4,61

FCAV = faculdade de ciéncias agrarias e veterinarias; UNESP = universidade estadual paulista; FMVZ = faculdade de
medicina veterinaria e zootecnia; USP = universidade de Sdo Paulo.

TABELA 5 — Resultados de analise de variancia por postos (Kruskal-Wallis) e comparagéo das
medianas (Dunn) de valores relativos a fungédo renal de cées da raga Golden
Retriever. FCAV-UNESP/FMVZ-USP, Jaboticabal, 2007.

Parametro Grupos Mediana Valor de P
Creatinina sérica 7 d e 10  normais 1,157
(mg/dL) 8 Q portadoras 1,20° 0,001
9 13 & afetados 0,75
Volume urinario 7 & e 10 Q2 normais 15,94
(uL/min/kg) 8 @ portadoras 20,11 0,281
H 8 8 & afetados 39,81
- . 7 & e 10 Q normais 4,617
Excregaol fra.°'°§‘ ada de 8 Q portadoras 5,98%° 0,027
potassio (%) 8 4 afetados 14,64°
7 4 e 10 Q normais 0,367
U-P/C 8 Q portadoras 0,15° 0,009
8 4 afetados 0,09°
7 & e 10 2 normais 142
Saodio sérico (mEq/L) 8 @ portadoras 141 0,274
8 ¢ afetados 143
s 7 & e 10 2 normais 2,28
Sz’n‘i'g 7;?;‘75“;0 8 © portadoras 132 0,901
a/minkg 8 & afetados 2,03
. 7 4 e 10 Q normais 0,65°
Potassio excretado 8 © portadoras 0.62° 0,004
(mEq/min/kg) 8 & afetados 1,61

FCAV = faculdade de ciéncias agrarias e veterinarias; UNESP = universidade estadual paulista; FMVZ = faculdade de
medicina veterinaria e zootecnia; USP = universidade de Sao Paulo.
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FIGURA 1 — Representagéo grafica dos valores individuais, mais as médias * erros padrdes, da creatinina sérica,
razao proteina:creatinina urinaria (U-P/C), do volume urinario e do clearance de creatinina, dos grupos
estudados; GN — animais normais (7 machos e 10 fémeas), GP — fémeas portadoras (8), e GA — machos
afetados (8), FCAV-UNEP/FMVZ-USP, Jaboticabal, 2007.
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FIGURA 2 — Representacdo grafica dos valores individuais, mais as médias + erros padrdes,
da concentragdo sérica de sodio, da carga filrada deste ion, da excregdo
fracionada do ion e do sédio excretado, dos grupos estudados; GN — animais
normais (7 machos e 10 fémeas), GP — fémeas portadoras (8), e GA — machos
afetados (8), FCAV-UNEP/FMVZ-USP, Jaboticabal, 2007.
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FIGURA 3 — Representagdo grafica dos valores individuais, mais as médias + erros padrdes,
da concentragdo sérica de potassio, da carga filirada deste ion, da excregéo
fracionada do ion e do potassio excretado, dos grupos estudados; GN — animais
normais (7 machos e 10 fémeas), GP — fémeas portadoras (8), e GA — machos
afetados (8), FCAV-UNEP/FMVZ-USP, Jaboticabal, 2007.
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O quadro 5 apresenta as medianas e os valores de ‘p’ obtidos pela
analise de varidancia de postos (Kruskal-Wallis), dos parametros fisico-
quimicos, dados em escores, obtidos através do exame de urina dos caes dos
trés grupos estudados; GA (7 machos normais e 10 fémeas normais), GP (8
fémeas portadoras do gene GRMD), e GA (8 machos portadores do gene
GRMD).

O quadro 6 demonstra as medianas e os valores de ‘p’ obtidos pela
analise de variancia de postos (Krulkal-Wallis), da sedimentoscopia, dados em
escores, obtidos através do exame de urina dos caes dos trés grupos
estudados; GA (7 machos normais e 10 fémeas normais), GP (8 fémeas
portadoras do gene GRMD), e GA (8 machos portadores do gene GRMD).

QUADRO 5 -. Resultados da analise de varidncia por postos (Kruskal-Wallis), dos pardmetros
fisico-quimicos, dados em escores*, obtidos ao exame de urina de caes da raga
Golden Retriever. GA - machos afetados pela distrofia muscular do Golden
Retriever (8 amostras); GP - fémeas portadoras do gene da distrofia muscular (8
amostras); e GN — machos e fémeas normais (17 amostras). FCAV-
UNESP/FMVZ-USP, 2007.

Grupos Experimentais Teste Estatistico
Parametros fisico-quimicos GA GP GN Kruskal-Wallis
Mediana Valor de P

Cor 5 1 2 0,000
Odor 1 1 1 1,000
Aspecto 1 1 1 0,990
Densidade 1,041 1,019 1,022 0,046
pH fita 7,0 6,5 7,5 0,602
pH 6,7 6,45 7,85 0,296
Leucécitos 0,00 0,00 0,00 0,201
Proteina 1,00 0,00 0,00 0,012
Glicose 0,00 0,00 0,00 1,000
Corpos cetdnicos 0,00 0,00 0,00 0,313
Bilirrubina 0,00 0,00 0,00 0,033
Urobilinogénio 0,00 0,00 0,00 0,336
Sangue oculto 3,00 1,00 0,00 0,002

*cor: 1 —amarelo palha; 2 — amarelo claro; 3 — amarelo citrino; 4 — amarelo ouro; 5 — amarelo escuro.
*odor: 1 — caracteristico; 2 — alterado.

*aspecto: 1 — limpido; 2 — semi — turvo; 3 — turvo; 4 — floculado.

*leucdcitos: 0 — negativo; 1 — 10 —25/uL; 2 — 75/uL; 3 — 500/uL.

*proteina: 0 — negativo; 1 —30mg/dL; 2 — 100mg/dL; 3 — 500mg/dL.

*escores para glicose: 0 — negativo; 1 — 50mg/dL; 2 — 100mg/dL; 300mg/dL; 4 — 1000mg/dL.
*corpos cetonicos: 0 — negativos; 1 — 5mg/dL; 2 — 50mg/dL; 3 — 150mg/dL.

*bilirrubina: 0 — negativo; 1 — 0,5mg/dL; 2 — 0,5 > 6mg/dL; 3 — 6mg/dL.

*urobilingénio: 0 — negativo.

*sangue oculto: 0 — negativo; 1 — 5 — 10/uL; 2 — 25/uL; 3 — 50/uL; 4 — 250/uL.




49

QUADRO 6 -. Resultados da analise de variancia por postos (Kruskal-Wallis), dos parametros
sedimentoscodpicos, dados em escores®, obtidos ao exame de urina de caes da
raca Golden Retriever. GA - machos afetados pela distrofia muscular do Golden
Retriever (8 amostras); GP - fémeas portadoras do gene da distrofia muscular (8
amostras); e GN — machos e fémeas normais (17 amostras). FCAV-

UNESP/FMVZ-USP, 2007.

Grupos Experimentais

Teste Estatistico

Sedimentoscopia GA GP GN Kruskal-Wallis
Mediana Valor de P
Hemacias 1,00 1,00 1,00 0,538
crist. fosf. triplo 0,00 0,00 0,00 0,336
crist. fosf. amorfo 0,00 0,00 0,00 0,336
crist. oxal. célcio 0,00 0,00 0,00 1,00
cel. epit. trans. 1,00 1,00 1,00 0,612
Leucécitos 1,00 1,00 0,00 0,098
Cilindros 0,00 0,00 0,00 0,131
Bactérias 0,00 0,00 0,00 0,106
espermatozdides 0,00 0,00 0,00 0,050
cel. epit. vaginal 0,00 0,00 0,00 0,363

*hemacias: 0 — negativo; 1 - <S/cmp; 2 — 6 — 30/cmp; 3 — 31 — 60/cmp; 4 — 51 — 80/cmp; 5 — 81 — 200/cmp; 6 - > 200/cmp.

*crist. Fosf. Triplo: 0 — negativo; 1 - <S/cmp; 2 — 6 — 30/cmp; 3 — 31 — 60/cmp; 4 — 51 — 80/cmp; 5 — 81 —200/cmp; 6 - > 200/cmp.
* crist. fosf. amorfo: 0 — negativo; 1 - <5/cmp; 2 — 6 — 30/cmp; 3 — 31 — 60/cmp; 4 — 51 — 80/cmp; 5 — 81 —200/cmp; 6 - > 200/cmp.
*crist. oxal. Calico: 0 — negativo; 1 - <5/cmp; 2 — 6 — 30/cmp; 3 — 31 — 60/cmp; 4 — 51 — 80/cmp; 5 — 81 — 200/cmp; 6 - > 200/cmp.
*células epiteliais: 0 — negativo; 1 - <§/cmp; 2 — 6 —30/cmp; 3 — 31 — 60/cmp; 4 — 51 — 80/cmp; 5 — 81 —200/cmp; 6 - > 200/cmp.
*leucocitos: 0 —negativo; 1 - <5/cmp; 2 — 6 — 30/cmp; 3 — 31 — 60/cmp; 4 — 51 — 80/cmp; 5 — 81 — 200/cmp; 6 - > 200/cmp.
*cilindros: 0 — negativo; 1 - <S/cmp; 2 — 6 — 30/cmp; 3 — 31 — 60/cmp; 4 — 51 — 80/cmp; 5 — 81 — 200/cmp; 6 - > 200/cmp.
*bactérias: 0 — negativo; 1 - <5/cmp; 2 — 6 — 30/cmp; 3 — 31 — 60/cmp; 4 — 51 — 80/cmp; 5 — 81 — 200/cmp; 6 - > 200/cmp.
*espermatozdides: 0 — negativo; 1 - <5/cmp; 2 — 6 — 30/cmp; 3 — 31 — 60/cmp; 4 — 51 — 80/cmp; 5 — 81 — 200/cmp; 6 - > 200/cmp.
*cel. Epit. vaginal: 0 — negativo; 1 - <5/cmp; 2 — 6 — 30/cmp; 3 — 31 — 60/cmp; 4 — 51 — 80/cmp; 5 — 81 —200/cmp; 6 - > 200/cmp.
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O quadro 7 observa-se os resultados da analise estatistica descritiva da
sedimentoscopia, dados em escores, obtidos através do exame de urina dos
cées dos trés grupos estudados; GA (7 machos normais € 10 fémeas normais),
GP (8 fémeas portadoras do gene GRMD), e GA (8 machos portadores do
gene GRMD).

O quadro 8 demonstra os resultados da analise estatistica descritiva dos
parametros fisico-quimicos da urina, dados em escores, obtidos através do
exame de urina dos caes dos trés grupos estudados; GA (7 machos normais e
10 fémeas normais), GP (8 fémeas portadoras do gene GRMD), e GA (8
machos portadores do gene GRMD).

QUADRO - 7. Resultados da andlise estatistica descritiva, dos pardmetros sedimentoscopia,
dados em escores®, obtidos ao exame de urina de cdes da raga Golden
Retriever. GA - machos afetados pela distrofia muscular do Golden Retriever (8
amostras); GP - fémeas portadoras do gene da distrofia muscular (8 amostras);
e GN — machos e fémeas normais (17 amostras). FCAV-UNESP/FMVZ-USP,

2007.
Parametros GRUPOS
. . GA GP GN
sedimentoscopia — - - — . . Py : -
médiats min. max. | Médiats min. max. | médiats min. max.
Hemacias 1,5+1,6 0 6 1,3+1,4 0 3 1,0£1,0 0 3
cristais fosfato triplo 0,0£0,0 0 0 0,1+0,3 0 1 0,0£0,0 0 0
cristais fosfato amorfo 0,4+1,2 0 4 0,0£0,0 0 0 0,0+0,0 0 0
e oxalato de 00£00 0 0 0000 0 0 |00%00 0 0
célula epitelial transi¢do | 1,1+0,5 0 2 1,1+0,5 0 2 1,4+1,1 0 3
Leucocitos 0,7+0,5 0 1 0,7+0,4 0 1 0,3+£0,5 0 1
Cilindros 0,4+0,5 0 1 0,1+0,3 0 1 0,1+0,3 0 1
Bactérias 0,0+0,0 0 0 0,240,4 0 1 0,0+0,0 0 0
espermatozdides 0,5+0,7 0 2 0,0£0,0 0 0 0,4+0,9 0 0
célula epitelial vaginal 0,0+0,0 0 0 0,24+0,4 0 1 0,240,6 0 2

*hemacias: 0 — negativo; 1 - <5/cmp; 2 — 6 — 30/cmp; 3 — 31 — 60/cmp; 4 — 51 — 80/cmp; 5 — 81 — 200/cmp; 6 - > 200/cmp.

*crist. Fosf. Triplo: 0 — negativo; 1 - <5/cmp; 2 — 6 — 30/cmp; 3 — 31 — 60/cmp; 4 — 51 — 80/cmp; 5 — 81 — 200/cmp; 6 - > 200/cmp.
*crist. Fosf. amorfo: 0 — negativo; 1 - <5/cmp; 2 — 6 — 30/cmp; 3 — 31 — 60/cmp; 4 — 51 — 80/cmp; 5 — 81 — 200/cmp; 6 - > 200/cmp.
*crist. oxal.. calcio: 0 — negativo; 1 - <5/cmp; 2 — 6 — 30/cmp; 3 — 31 — 60/cmp; 4 — 51 — 80/cmp; 5 — 81 — 200/cmp; 6 - > 200/cmp.
*células epiteliais: 0 — negativo; 1 - <5/cmp; 2 — 6 — 30/cmp; 3 — 31 — 60/cmp; 4 — 51 — 80/cmp; 5 — 81 — 200/cmp; 6 - > 200/cmp.
*leucdcitos: 0 — negativo; 1 - <5/cmp; 2 — 6 — 30/cmp; 3 — 31 — 60/cmp; 4 — 51 — 80/cmp; 5 — 81 — 200/cmp; 6 - > 200/cmp.
*cilindros: 0 — negativo; 1 - <5/cmp; 2 — 6 — 30/cmp; 3 — 31 — 60/cmp; 4 — 51 — 80/cmp; 5 — 81 — 200/cmp; 6 - > 200/cmp.
*bacctérias: 0 —negativo; 1 - <5/cmp; 2 — 6 — 30/cmp; 3 — 31 — 60/cmp; 4 — 51 — 80/cmp; 5 — 81 — 200/cmp; 6 - > 200/cmp.
*espermatozoides: 0 — negativo; 1 - <5/cmp; 2 — 6 — 30/cmp; 3 — 31 — 60/cmp; 4 — 51 — 80/cmp; 5 — 81 — 200/cmp; 6 - > 200/cmp.
*cel. epit. vaginal: 0 — negativo; 1 - <5/cmp; 2 — 6 — 30/cmp; 3 — 31 — 60/cmp; 4 — 51 — 80/cmp; 5 — 81 — 200/cmp; 6 - > 200/cmp.
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QUADRO - 8. Resultados da analise estatistica descritiva, dos parametros fisico-quimicos, dados
em escores*, obtidos ao exame de urina de cdes da raga Golden Retriever. GA -
machos afetados pela distrofia muscular do Golden Retriever (8 amostras); GP -
fémeas portadoras do gene da distrofia muscular (8 amostras); e GN — machos e
fémeas normais (17 amostras). FCAV-UNESP/FMVZ-USP, 2007.

parametros GRUPOS

fisicos e GA GP GN

quimicos médiats min.  mAax. médiats min.  max. médiats min.  max.
Cor 4,1+1,6 2 5 1,440,5 1 2 2,3+1,1 2 5
Odor 1,0+0,0 1 2 1,0+0,0 1 1 1,0+0,0 1 1
Aspecto 1,1£0,3 1 2 1,1+0,3 1 2 1,1£0,3 1 2
Densidade 1,040+0,021 1,010 1,070 | 1,022+0,013 1,007 1,050 | 1,024+0,012 1,007 1,050
pH 6,7+1,4 5 9 6,7+1,0 5 8 7,1+1,5 5 9
Leucocito 0,4+0,5 0 1 0,2+0,6 0 2 0,2+0,6 0 2
Proteina 1,4+0,7 1 3 1,0£1,0 0 3 0,5+0,5 0 1
Glicose 0,0+0,0 0 0 0,0£0,0 0 0 0,0£0,0 0 0
corpos 0,240,4 0 1 0,4+1,2 0 4 0,0+0,0 0 0
cetonicos
Bilirrubina 0,7+1,1 0 0 0,0£0,0 0 0 0,1+0,2 0 0
Urobilinogénio 0,2+1,0 0 2 0,0£0,0 0 0 0,0£0,0 0 0
sangue oculto 2,5+1,7 0 4 1,314 0 3 0,2+0,4 0 1

* cor 1 —amarelo palha; 2 — amarelo claro; 3 — amarelo cZitrino; 4 — amarelo ouro; 5 — amarelo escuro.

* odor: 1 — caracteristico; 2 — alterado.

* aspecto: 1 — limpido; 2 — semi — turvo; 3 — turvo; 4 — floculado.

* leucocitos: 0 —negativo; 1 — 10 — 25/uL; 2 — 75/uL; 3 — 500/uL.

* proteina: 0 — negativo; 1 — 30mg/dL; 2 — 100mg/dL; 3 — 500mg/dL.

* glicose: 0 —negativo; 1 — 50mg/dL; 2 — 100mg/dL; 300mg/dL; 4 — 1000mg/dL.
* corpos cetonicos: 0 —negativos; 1 — 5mg/dL; 2 — 50mg/dL; 3 — 150mg/dL.

* bilirrubina: 0 — negativo; 1 — 0,5mg/dL; 2 — 0,5 > 6mg/dL; 3 — 6mg/dL.

* urobilingénio: 0 — negativo.
* sangue oculto: 0 — negativo; 1 —5 —10/uL; 2 — 25/uL; 3 — 50/uL; 4 — 250/uL.
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5- Discussao

Para analise dos resultados de caes normais obtidos neste estudo, aléem
do cotejamento com dados da literatura, também s&o considerados os valores
de referéncias do GPNUV, descritos por CARNEIRO (2002) para parametros
de funcgédo renal, e por PORTELA (2004) para os resultados de urinalise, que
foram obtidos em caes mesticos, de diversos portes, sob as mesmas condi¢des
de métodos e equipamentos.

Os valores de creatinina sérica obtidos no estudo para o GN
(1,07+0,31mg/dL) foram proéximos aqueles descritos na literatura para a
espécie canina (KANEKO, 1989; FINCO, 1995c; MEYER, et al. 1995) e ao
valor de referéncia (1,11+£0,21mg/dL). A concentragdo sérica de potassio
(4,65+0,90mEg/L) encontrada foi muito semelhante ao valor de referéncia
(4,23+0,40mEq/L).

Para os valores séricos de sbédio do GN, a média encontrada
(141,92+6,67mEq/L) foi ligeiramente superior ao valor de referéncia do
laboratério (138,91+5,30mEq/L). No entanto, os valores se encontram dentro
dos limites citados por CARLSON (1989).

Considerando os grandes avangos na metodologia diagnéstica das
doencas renais na Clinica Veterinaria de Pequenos Animais, os indicadores
brutos da fungdo glomerular, creatinina e uréia sérica, continuam sendo
amplamente utilizados, apesar de todas as suas limitagdes, que podem

retardar ou mesmo impedir um diagnostico correto (BROWN, 1994). O
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clearance de creatinina é claramente um método diagnéstico com mais
preciséo e eficiéncia para os casos de disfungbes glomerulares e, portanto, da
insuficiéncia renal. Nesse estudo, a média dos resultados de Ccr foi
2,32+0,62mL/min/kg, que guarda semelhanga bastante em relagao ao valor de
referéncia (2,18+0,59mL/min/kg).

As concentracdes séricas de sodio e potassio sdo mantidas no
organismo dentro de variagdes estreitas, que caracterizam a homeostase. Para
tanto, grande parte do sodio e potassio filtrados pelos glomérulos é reabsorvida
pelo sistema tubular, sendo a excregédo de sodio, normalmente, inferior a 1% do
que foi filtrado (FINCO, 1995c). A excregéo de potassio atinge no maximo 20%
(GRAUER, 1985). No presente estudo, a excrecao fracionada de sédio dos
cdes normais foi de 0,72+0,24% (referéncia do GPNUV: 0,46+0,33%) e a de
potassio foi de 8,57+11,65% (referéncia do GPNUV: 9,76+7,09). As variacbes
dos valores de excregdo fracionada observaveis em um mesmo individuo ou
quando sdo comparados aos de outros estudos n&o obrigatoriamente indicam
doenga renal. Os mecanismos fisiol6gicos regulam a excre¢cdo em fungao da
necessidade para manutencao das concentragdes séricas adequadas dos ions
(FINCO; BARSANTI, 1989; LOBETTI. LAMBRECHTS, 2000; SEGURO, 2002).

O volume de urina produzida durante o periodo de avaliagdao do GN foi
de 19,18+16,43uL/min/kg, enquanto a referéncia do GPNUV é de
12,9348,34uL/min/kg. A comparacéo entre os valores evidencia que os Golden
Retriever sadios podem produzir um pouco mais de urina.

A avaliagdo da densidade das amostras de urina do GN resultou em
média de 1,024+0,012 que foi um pouco menor que a referéncia do GPNUV
(1,036+0,010). Este resultado esta compativel com o achado relativo ao volume
de urina. As quantidades de substancias ou elementos figurados presentes em
amostras de urina dependem n&o s6 de fatores intrinsecos aos processos de
excregao e secrecdo, mas, também do fator concentragdo da urina (OSBORNE
et al., 1995; McCAW et al., 1989). Como demonstrado por PORTELLA, 2004, o
método de coleta empregado (mic¢do espontanea, cateterizagéo transuretral
ou cistocentese) também pode trazer alguma influéncia. A avaliacdo da
excregao urinaria de proteina, feita por meio da U-P/C, resultou no valor de
0,19+0,12 (referéncia do GPNUV: 0,22+0,12 para machos e 0,13+0,05 para
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fémeas). Os demais pardmetros avaliados nas amostras de urina do GN
mantiveram-se semelhantes ao descrito na literatura e também pelo GPNUV,
para caes normais.

Ao serem comparados os resultados de todos os parametros analisados
dos trés grupos de animais deste estudo, ndo foram detectadas diferengas
significativas entre os animais do GN e do GP. Entretanto algumas diferengas
foram observadas com relacdo ao grupo de machos afetados.

Para o GA, o valor médio da creatinina sérica (0,72+0,15mg/dL) foi
inferior aos obtidos para o GN e GP. Este achado pode ser justificado pela
diferenca de massa muscular, uma vez que a producgao de creatinina € funcao
direta da quantidade de fibras musculares (FINCO, 1995c). Os caes do GA
pesavam 15,42+6,24kg enquanto o peso corporal do GN foi 22,05£10,32kg e o
do GP foi 25,31+4,62kg. As diferencas de peso corporal podem ser atribuidas a
idade dos animais uma vez que no GA era de 8,78+8,48 meses, no GP
20,90+18,86 meses, e no GN 17,00+21,38 meses. Outro fator relevante para
haver massa muscular reduzida nos cées do GA ¢ a propria GRMD (COLLINS;
MORGAN, 2003; SHELTON; ENGVALL, 2004). Além dos fatores mencionados,
a creatinina sérica dos GA pode ser mantida em concentra¢cdes menores por
estar sendo depurada de maneira mais “eficiente” do que a dos demais caes,
em funcgéo da taxa de filtracao glomerular. O valor da média encontrado para o
Ccr do GA (3,50%0,80mL/min/kg) foi maior do que os obtidos para os caes do
GN e do GP (2,3310,62mL/min/kg e 2,61+0,37mL/min/kg, respectivamente).

Embora o sédio sérico ndo tenha diferido entre os grupos, os caes do
GA apresentaram concentragao sérica de potassio (3,89+0,79mEq/L) menor do
que a mensurada nos caes do GN (4,65+0,90mEg/L) sem, contudo, diferir do
valor de referéncia do GPNUV para machos (4,28+0,41mEq/L). Este achado
pode ser decorrente do fato de que os cdes GRMD excretam mais potassio do
que os normais ou portadores. De fato, a EfK do GA foi de 15,4619,68%, valor
este significativamente maior do que o observado nos cdes normais
(8,57+11,65%). E, ainda, apesar da concentragdo sérica de potassio ser
menor, os afetados excretaram potassio na taxa de 2,1x10'3i1,4x10'
*mEqg/min/kg que foi significativamente maior do que a taxa observada nos
caes normais (0,8x10°+1,0x10°mEg/min/kg). A regulagdo da excregdo de

sédio nos cdes do GA nao diferiu da dos demais, embora a carga de sddio
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filtrado tenha sido maior. O volume de urina do GA (38,13+£27,58uL/min/kg) n&o
diferiu significativamente dos observados no GN (21,74+15,78uL/min/kg) ou no
GP (29,11+19,39uL/min/kg), contudo, pode ter contribuido para aumentar a
excrecdo de potassio. A excrecao urinaria de proteina, que foi avaliada por
meio da U-P/C, foi mantida dentro dos valores de normalidade para os grupos
GN e GP (0,19+0,12 e 0,17+0,15, respectivamente), enquanto o GA teve
resultado significativamente maior (0,53+0,44) do que os outros dois. Segundo
FINCO (1995b), valores de U-P/C até 0,3 sdo normais para os caes, mas 0s
que se encontram no intervalo de 0,3 a 1,0 s&o questionaveis ja que podem ser
indicativos de doenga do trato urinario. Caso n&o haja sinal de inflamagao do
trato urinario inferior ou proteinuria de causa pré-renal, existira a possibilidade
de alteragcédo glomerular. Esta situagdo foi a observada nos cées estudados e,
assim, é plausivel considerar a possibilidade de alteracdo glomerular.

Apesar das diferencas observadas entre os trés grupos de cées
estudados, nido foram detectados sinais clinicos ou laboratoriais que possam
confirmar a existéncia de doenga renal nos cdes GRMD. Contudo, ha
evidéncias da existéncia de problemas sub-clinicos.

A condicdo clinica verificada dos cdes GRMD evidenciava, além dos
sinais tipicos da distrofia muscular, desidratagao leve (6 a 7%). Em principio, o
desequilibrio parece ser desencadeado pela dificuldade de deglutir decorrente
da hirpertrofia da musculatura da lingua associada com atrofia da musculatura
da face e pescocgo. Os animais apresentam dificuldade para tomar agua e, nao
sendo capazes de deglutir a saliva, perdem liquido. Apesar deste quadro, os
animais tinham filtracdo glomerular dentro do limite de normalidade para cées e
maior do que o observado para os outros da mesma raga. Em condi¢des renais
fisiolbgicas, a producao de urina deve diminuir se houver desidratacéo (FINCO,
1995¢), o que ndo ocorreu com os GA. Embora eles tenham apresentado
densidade urinaria significativamente maior que a das fémeas portadoras, o
volume de urina tendeu a ser maior que o dos demais caes. Associando ao
dado de volume urinario, a informacéo de que estes animais tinham aumento
da excrecao urinaria de potassio mesmo tendo as concentragdes séricas deste
ion préxima dos limites inferiores do intervalo de normalidade, sugere perda por
aumento do fluxo tubular renal. Este, por sua vez, pode ser conseqiiéncia da

taxa de filtragdo glomerular se nao houver lesdo tabulo-intersticial.
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Adicionalmente foi detectado aumento da excrec¢éo urinaria de proteina, sem a
existéncia de sinais tipicos de doenca renal. Este conjunto de dados permite
levantar a hipotese de que os cies afetados pela distrofia muscular tenham
aumento da pressdo capilar glomerular. Neste caso, haveria hiperfiltracao
desencadeada por glomerulopatia por lesdo minima (BROWN, 1995) ou pela
reducdo do numero de glomérulos funcionantes em decorréncia de doenca
assemelhada a displasia renal ou a doencga glomerular hereditaria do céao
samoieda (FINCO, 1995d). Exames histopatologicos dos rins poderiam ser

conclusivos para esta questéao.
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6 — Conclusoes

Guardados os métodos e o protocolo experimental do presente estudo,
pode ser concluido o que se segue, para cdes com Distrofia Muscular do
Golden Retriever.

1. Afuncao renal, descrita pelas concentragdes séricas de creatinina
e uréia, clearance de creatinina, parametros relacionados as
excregdes de sodio e potassio, e urindlise, encontra-se dentro dos
valores de referéncia para a espécie, mas

2. a excregao urinaria de proteina dos caes GRMD tem magnitude
suficiente para sinalizar a existéncia de proteinuria patolégica, e

3. a existéncia de proteinuria com sinais sugestivos de hiperfiltracdo
glomerular sdo indicadores clinicos para investigagao de possivel

doenca glomerular dos cdes GRMD.
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CAPITULO 3

FUNCAO RENAL E HOMEOSTASE DE AGUA, SODIO E
POTASSIO DE CAES DA RACA GOLDEN RETRIEVER
AFETADOS POR DISTROFIA MUSCULAR SUBMETIDOS A

IMUNOSSUPRESSAO PARA TERAPIA CELULAR
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1 - INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA

A Distrofia Muscular de Duchenne (DMD) é uma doenga genética
recessiva e hereditaria, ligada ao cromossomo X, caracterizada pela auséncia
ou insuficiéncia da proteina distrofina no sarcolema das fibras musculares. E
uma doenca muscular progressiva, que afeta um em cada 3.500 meninos
(BOGDANOVICH et al., 2004). E considerada a mais comum dentre as
distrofias musculares (DMs) vinculadas ao cromossomo X (BERGMAN et al.,
2002; BOGDANOVICH et al., 2004).

Existem inumeros modelos animais para pesquisa da DMD, passado por
invertebrados e chegando aos caes. Dentre estes, os mais estudados sédo os
Golden Retriever com Distrofia Muscular (GRMD). O modelo GRMD exibe
mudangas musculares comparaveis as vistas nos casos de DMD e a
patogenia, bem como o fenétipo dos cées, € semelhante a observada na
espécie humana. Os caes adultos tém massa corporal comparavel a de
pacientes com DMD. Por estas razées o GRMD vem sendo considerado, ha
alguns anos, o melhor modelo animal para o estudo da DMD (NGUYEN et al.,
2002; COLLINS; MORGAN, 2003). Em funcdo da similaridade com pacientes
da DMD, os GRMD tém sido usados na busca de tratamentos definitivos para
os humanos (BARTLETT et al., 2000).
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Segundo FIRST (2002) em estudo que avaliou os avangos nas técnicas
de transplantes heterologos, tanto de érgéos quanto de tecidos e células, nos
quais a imunossupressao € de importancia relevante para que se evite a
rejeicdo ao enxerto implantado, as atuais técnicas de imunossupressao tém
resultado numa maior sobrevivéncia dos enxertos a curto e longo prazo.

A ciclosporina, uma gordura soluvel derivada dos fungos
Tolypocladium inflatum gams e, Beauveria nivea, apresenta-se sob a forma de
polipeptidio ciclico composto por 11 aminoacidos com ag&o imunossupressora
importante. Devido as diferencas estruturais dos peptideos que formam as
suas moléculas, a ciclosporina é classificada em tipos A, C, D e G (LIN-WANG;
MANRIQUE, 2002). Trata-se de um macrolideo imunossupressor com
capacidade de ligar-se a uma proteina intracelular, a ciclofilina. Sua acao
imunossupressora €& dada primariamente pela habilidade do complexo
ciclosporina/ciclofilina em inibir o sinal da via de transdugcdo da fosfatase
calcineurina e, desse modo, suprimindo a expressao de varias citoquininas
incluindo a interleucina-2. O resultado € uma inibigcdo especifica da funcao das
células-T (ARMSTRONG, 2002; HAMEL et al., 2004). A ciclosporina A (CsA) foi
introduzida, em 1978, para o tratamento em casos de transplantes alogénicos.
A Csa possui como vantagem nefrotoxicidade baixa e, ao contrario dos
corticosterbides e das azatioprinas, ndo causa mielossupressdo quando
empregada em doses terapéuticas (LIN-WANG; MANRIQUE, 2002; HAMEL et
al., 2004).

Segundo HAMEL et al. (2004) a CsA é predominantemente
absorvida no intestino delgado ap6s ingestdo. E, mesmo com 0s progressos
recentes das formulagdes novas, a tolerancia aos protocolos de CsA ¢&, ainda,
caracterizada por sérias reagcbes adversas, especialmente, relacionadas a
nefrotoxicidade, neurotoxicidade e hipertensao, se forem usadas doses altas.
No entanto, otimizacdes nas dosagens da CsA s&do necessarias para que
sejam alcangadas e mantidas concentragdes séricas efetivas, as quais podem
estar muito proximas dos valores toxicos.

De acordo com, NOWAK e DAVIES (2004), considerando os estudos
com terapia celular para os casos de DMD, os transplantes de células-tronco
parecem ser mais promissores do que o de mioblastos. Isto, provavelmente,

decorre do fato de que as células-tronco sdo muito mais proliferas quando
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transplantadas. Segundo PENG e HUARD (2004), a migracdo das células-
tronco através do sistema circulatério apés uma aplicacao intra-arterial € muito
mais efetiva que a dos mioblastos com relagdo a regeneragédo muscular e a
expressdo de distrofina apés a implantacdo. TORRENTE et al. (2001)
relataram que apés aplicacdo de células-tronco derivadas de musculos em
membros de mdx, estas migraram para a circulacdo e houve subsequente co-
expressao de distrofina em todos os musculos.

Caes da raga Golden Retriever podem ser submetidos a transplante de
células tronco se for instituido protocolo imunossupressor com CsA. Contudo, o
protocolo ideal deve ndo s6 promover a imunossupressao necessaria, como
também preservar a vida do receptor e, a viabilizagdo do transplante. Para
tanto, considerando as caracteristicas da GRMD e as possiveis acodes
deletérias da CsA sob o organismo, em especial, sob a volemia e, por
conseguinte, sob a fungcdo renal. Concluiu-se que testes para a correta
avaliagdo e acompanhamento do funcionamento dos rins destes animais,
durante os protocolos de imunossupressao, devem fazer parte dos cuidados
médicos requeridos pelos mesmos.

O clearance de creatinina (Ccr) € um teste mais preciso que o valor
sérico de creatinina para a avaliagdo da funcdo glomerular. Ja a excrecao
fracionada de solutos (sddio e potassio) € considerada util para avaliacdo da
funcdo tubular. Os valores normais variam com o tipo de substancia a ser
excretada na urina e em geral sdo apresentados sob a forma de um percentual.
Para o sodio é considerado normal um percentual de até 1%; no caso do
potassio € considerado normal um percentual de até 20% (STEINER, 1984;
GRAUER, 1994; CARNEIRO, 2002).



65

2 — Hipotese e objetivo

Neste estudo foram investigados os efeitos do uso do imunossupressor,
sobre a funcdo renal de cides normais e afetados pela GRMD. Os animais
foram, ainda, comparados entre si, com a finalidade de se verificar se a
associacao das caracteristicas clinicas da GRMD com o imunossupressor,
ciclosporina A, um agente potencialmente nefrotdxico, desencadearia lesdes
renais, durante a execusséao de terapia celular, possivelmente, comprometendo

a mesma.
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3 - MATERIAL e METODO

Comisséo de Bioética

O projeto proposto foi conduzido apds aprovagao por uma comisséo de

bioética'.

Animais

Foram utilizados no experimento 23 c&es da ragca Golden Retriever
normais (11) e afetados pela distrofia muscular (12) pertencentes ao grupo de
animais do canil GRMD Brasil localizado no Departamento de Anatomia e
Cirurgia da FMVZ-USP.

Foram considerados animais afetados pela distrofia muscular, os caes
Golden retriever machos submetidos ao exame de genotipagem, através da
extracdo de DNA gendmico do sangue de cordao umbilical, realizado pelo
Centro de Estudos do Genoma Humano, da Universidade de S&o Paulo. Todos
0s animais pertencentes ao canil foram mantidos sob condi¢cdes adequadas de

cuidados médicos veterinarios, alimentagéo, higiene, e recreacéo.

14 Comiss&o de Bioética da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de
Sao Paulo (FMVZ-USP).
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DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Os animais foram distribuidos em quatro grupos, o primeiro foi composto
por cdes machos normais (GN=7), a seguir foi formado um grupo com cées
afetados pela GRMD (GA=8), o préximo grupo foi composto por cades normais
submetidos a imunossupresséao (Gl=4), por fim, o ultimo grupo foi composto por
machos afetados pela GRMD imunossuprimidos e submetidos a transplante de
células-tronco (GIT=4).

Os caes de GN e GA tiveram seus parametros relacionados a funcgéo
renal e a homeostase de agua, sodio e potassio verificados em uma Unica
oportunidade.

Os animais pertencentes ao Gl receberam tratamento com o
imunossupressor ciclosporina A (CsA). Os animais GIT receberam CsA e foram
submetidos a transplante de células tronco de corddo umbilical. O
imunossupressor empregado teve sua dosagem variando entre 1mg/kg a
10mg/kg, a cada doze horas, por um periodo de 30 dias para os cdes normais
e de até 67 dias para os transplantados. As doses foram ajustadas, caso a
caso, ao longo do tratamento na tentativa de manter concentragdes séricas
variando entre 250 a 500 ng/L. O objetivo deste estudo n&o foi a padronizagao
de uma dose ideal de CsA para caes GRMD, com intuito de se estabelecer um
protocolo para a terapia celular.

O transplante de celular (GIT) foi realizado pela equipe do IB-USP e da
FMVZ-USP, de acordo com protocolo estabelecido em projeto préprio.

No dia um do experimento, antes de qualquer administragdo de CsA ou
do transplante, foram realizadas todas as avaliagdes propostas e seus
resultados considerados como valores basais. Ao longo do periodo de
tratamento, iniciado no dia dois do experimento foram avaliados os parametros
relativos a fungéo renal. O Quadro 9 apresenta o sumario das intervencdes e
avaliacbes realizadas, de acordo com os dias de experimento. No quadro 10
estdo apresentadas as médiatdesvios padrées das idades e pesos dos grupos

experimentais.
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Todos os animais receberam acompanhamento e os cuidados médicos
que se fizeram necessarios em fungdo do transplante e dos efeitos colaterais
do imunossupressor. Para tanto, os animais foram assistidos 24 horas/dia, por
um ou mais membros da equipe, em regime de plantdes de seis a oito horas.
Os cuidados regulares incluiram procedimentos de higiene, alimentagao,
administragdo da CsA e avaliag&o clinica. Foram avaliados diariamente o peso
corporal, ingestdo de agua e alimento, freqliéncias cardiaca e respiratoria,
temperatura interna, hidratacdo, estado geral, defecacdo e qualidade das
fezes, micgao e qualidade da urina.

Problemas com a ingestdo de alimento ou de agua, esperados nos caes
GRMD, foram minimizados, através de adaptacdes na dieta, forma de
administracao deste e, modo e freqiiéncia com que se oferecia agua aos céaes.

Quando necessario os animais receberam fluidoterapia, a base de
solugdo de Ringer com Lactato'®, ou quando as avaliagdes indicavam os caes
recebiam solucéo de cloreto de sédio a 0,9%'°.

Em se fazendo necessario o animal recebia, ainda, terapia de suporte
que consistia no uso de cloridrato de metoclopramida'’, cloridrato de
ranitidina'®, furosemida'®, complexo B® e solugdo de glicose 50%%', tudo
visando seu equilibrio e sustentacédo clinica. Em alguns casos, os animais
apresentaram sinais de infeccdo do trato urinario inferior, as mesmas foram
tratadas com ampicilina®® ou enrofloxacina®, ocorrendo total remissdo dos

sinais clinicos e laboratoriais em quinze dias de tratamento.

' Solugdo de Ringer com Lactato — JP laboratdrio — Sdo Paulo — SP.
16 Solugdo de Cloreto de Sédio 0,9% - Darrow — Sao Paulo — SP.

"7 Plasil® - Aventis Pharma — Sdo Paulo — SP.

" Antak” - GlaxoSmithkline — Sao Paulo — SP.

' Lasix® - Aventis Pharma — Sdo Paulo — SP.

2 Complexo B — Roche laboratérios — Sdo Paulo — SP.

2! Solugdo de Glicose 50% - Darrow — Sdo Paulo — SP.

2 Ampicilina — Abbott — S3o Paulo — SP.

> Flotril® - Schering-ploug — Sdo Paulo — SP.
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Quadro 9 — Distribui¢gdo das intervengdes e avaliagdes ao longo de 30 dias de estudo de cées da raga
Golden Retriever normais (Gl) e de 67 dias no caso dos afetados por Distrofia Muscular
(GIT), submetidos a tratamento com Ciclosporina A, FCAV-UNESP/FMVZ-USP,
Jaboticabal, 2007.

Momentos/intervengoes Avaliagoes

Perfil Urina Perfil Exame
Semanas | Dias | CsA | [CsA] | Hemo [ Hepatico | Ccr [ UP: C | complem.| Clinico | Urinalise

1

Primeira 2

m\lmmUw

Segunda 9

10

11

12

13

14

15

Terceira 16

17

18

19

20

21

22

Quarta 23

24

25

26

27

28

29

CsA — administracdo de ciclosporina; [CsA] — concentragdo sanglinea de ciclosporina; Hemo —
hemograma; Ccr — clearance de creatinina; urina — urinalise; UP:C — raz&o proteina/creatinina da
urina; perfil complem. — perfil sérico complementar; Vol. Urina — volume de urina produzida em 24
horas.

Bl Transplante de células tronco (GIT) [ ] administragdes de CsA [ ] avaliagdes
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QUADRO 10 — Andlise dos dados relativos as idades e pesos dos membros de cada um dos 4
grupos experimentais, FCAV-UNESP/FMVZ-USP, Jaboticabal, 2007.

Idades (meses) Peso corporal (kg)
Grupos X+SD min max X+SD min max
GN 15,37+£20,37 3 48 18,93+11,63 8,2 38,30
GA 9,3748,93 3 30 13,1546,58 6,8 23,50
Gl 3,00+0,00 3 3 10,66+4,00 8,20 16,65
GIT 6,00+3,83 3 11 11,8045,38 11,50 19,45

GA = grupo de afetados; Gl = grupo de machos normais imunossuprimidos; GIT = grupo de
afetados imunossuprimidos e transplantados; GN = grupo de machos normais.

Coleta de amostras e exames laboratoriais

Urinalise

As amostras de urina foram coletadas por meio de micgédo espontanea
(jato médio) e os exames foram realizados imediatamente apds a coleta, nas
préprias dependéncias do Canil GRMD - Brasil. A densidade urinaria foi
determinada por meio de refratometria®*. O pH urinario foi determinado através
de pHmetro®. Os demais parametros bioquimicos da urinalise de rotina foram
mensurados por meio de tiras reagentes®®. A sedimentoscopia foi feita em

microscopio? com aumento de 250 a 400x, apos centrifugagdo?’ da urina.

Bioquimicas sérica e urinaria

As anadlises bioquimicas séricas e urinarias foram feitas em amostras do
soro obtidas ap0s sinérese de sangue coletado por punc¢ao da veia jugular, nos
Laboratérios de Nefrologia e Urologia Veterinaria e de Patologia Clinica da
UNESP - Jaboticabal.

Utilizando o sistema Labtest®®

para diagnéstico, aliquotas das amostras

de soro foram processadas para determinacao de creatinina (método de Jaffée?®

# Refratometro UGI (1000-1050) Atago

» Phmetro de bolso Q-400 BD QUIMIS

% COMBUR TEST - Boehringer Mannheim Argentina S.A., Buenos Aires.
7 Centrifuga — Celm LS3 plus

*® LABTEST Diagnéstica S.A. — Lagoa Santa , MG
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modificado); uréia (UV-cinética — pelo método do diacetil modificado); sédio e
potassio (eletrodo ion-seletivo).

Nas amostras de urina foram determinadas as concentragbes de
creatinina (método cinético — Jaffé modificado); proteina (método vermelho de
pirogalol - sensiprot); e uréia (método da uréase).

As leituras foram realizadas em dosador semi-automatico para provas

bioquimicas'*, considerando-se a faixa visivel para as respectivas provas.
TESTES DE FUNCAO RENAL
Clearance de creatinina endégena e Excegéo fracionada de solutos

O clearance de creatinina enddégena, empregado para estimar a taxa de
filtragdo glomerular, foi feito por meio da técnica de dois periodos,
subsequentes, de 20 minutos de acordo com o método descrito por FINCO
(1995) e modificado por CARVALHO et al. (1998), nas préprias dependéncias
do Canil GRMD - Brasil. A avaliagdo da excrecao fracionada de solutos seguiu
os padrdes estabelecidos por FINCO (1995).

ANALISE EXTATISTICA DOS RESULTADOS

A andlise de variancia foi feita no Sigma Stat Analysis System, quando
os dados apresentaram um comportamento, que se acomodavam a uma curva
de normalidade os mesmos foram avaliados pela analise de varidncia simples,
sendo a comparacgédo das médias entre os quatro grupos estudados analisada
pelo método de Holm-Sidak. J4 no caso, dos dados que n&o apresentaram
curva de normalidade, a avaliagdo escolhida foi a analise de varidncia por
postos ou método de Kruskal-Wallis, a comparagao das médias entre os quatro

diferentes grupos foi feita empregando-se o método de Dunn.

* Método do picrato alcalino
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4 - RESULTADOS

A tabela 6 apresenta os resultados da analise estatistica descritiva de
parametros relacionados a funcéo renal de 7 cdes machos normais da raca
Golden Retriever (GN). A tabela 7 expde os resultados da analise estatistica
descritiva de paradmetros relacionados a funcdo renal de 8 cdes machos
afetados pela Distrofia Muscular do Golden Retriever (GA). A tabela 8
apresenta os resultados da anadlise estatistica descritiva de parametros
relacionados a fungao renal de caes 4 machos, filhotes, normais, submetidos a
imunossupressao (Gl). A tabela 9 expbe os resultados da analise estatistica
descritiva de parametros relacionados a funcdo renal de 4 cées machos,
filnotes, afetados pela Distrofia Muscular do Golden Retriever
imunossuprimidos e submetidos a transplante de células-tronco de cordao
umbilical autélogas (GIT). A comparagéo entre os dados analisados nas quatro
tabelas possibilita a compreensdo de que se evidenciam certos
comportamentos entre os grupos. A creatinina sérica dos grupos GA e GIT,
ambos afetados pela GRMD, foi inferior a verificada nos demais grupos. O
mesmo ocorreu com a concentragéo sérica do ion potassio, mas apenas para o
grupo GA, aparentemente a imunossupressdo teve efeitos sobre o
metabolismo deste ion, como se pode verificar pelo comportamento da
excrecdo fracionada do ion e do potassio excretado, ambos estavam muito
aumentados em GA, mas em GIT retornaram aos valores de normalidade. O
maior volume de urina encontrado foi no Gl, o que possivelmente deve estar

relacionada a alguma agédo do imunossupressor sobre a fungéo renal, assim
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como o maior valor para excre¢do urinaria de proteinas, obtido pela razdo
proteina:creatinina urinaria foi encontrado, também, em GI possivelmente por

uma agao nefrotoxica transitoria do agente imunossupressor.

TABELA 6 — Resultados da analise estatistica descritiva de parédmetros relativos a fung¢éo renal
de 7 cdes machos normais da raga Golden Retriever. FCAV-UNESP/FMVZ-USP,
Jaboticabal, 2007.

Parametros Média Desv~|o Errg Mediana Minimo Maximo
padréo padrdo

Scr 0,99 0,39 0,15 0,86 0,62 1,76
Sur 24,34 9,51 3,36 22,50 12,65 37,41
VU 23,13 16,30 6,16 18,29 8,77 49,89
U-P/C 0,21 0,15 0,05 0,20 0,04 0,49
Cer 2,12 0,73 0,28 1,92 1,20 3,05
SNa 146,29 6,63 2,50 144,00 138,00 157,00
EfNa 0,66 0,26 0,10 0,77 0,28 1,01
SK 4,34 0,98 0,37 4,60 3,30 5,50
EfK 12,36 16,43 6,21 6,30 1,03 48,74
CfNa 308,4 x10°  105,0x10° 39,7 x10°  265x10° 173x10° 457 x10°®
NaEx 2,2 x10° 1,3x10° 0,5x10? 2x10° 0,7 x10°® 3,7 x10°
CfK 9,0 x10° 3,6 x10° 1,4 x10° 9 x10° 5x10° 16 x10°
KEx 1,1 x10° 1,4 x10° 0,5 x10 0,7 x10° 0,1 x10® 4.2 x10°

Scr = concentragdo sérica de creatinina (mg/dL), VU = volume urinario (uL/min/kg); Ccr = clearance de creatinina
(mL/min/kg); concentragdo sérica de sédio (mEg/L); EfNa = excregdo fracionada de sédio (%); SK = concentracédo
sérica de potassio (mEqg/L); EfK = excrecéo fracionada de potassio (%); CfNa = carga filtrada de so6dio (mEg/min/kg);
NaEx = sodio excretado (mEg/min/kg); CfK = carga filtrada de potassio (mEg/min/kg); KEx = potassio excretado
(mEg/min/kg); Sur — uréia sérica (mg/dL); U-P/C = raz&o proteina:creatinina urinaria.

TABELA 7 — Resultados da analise estatistica descritiva de par@metros relativos a fungéo renal
de 8 cdes machos afetados pela Distrofia Muscular do Golden Retriever. FCAV-
UNESP/FMVZ-USP, Jaboticabal, 2007.

Parametros Média Desvio Erro Mediana  Minimo  Méximo
padréo padrao

Scr 0,72 0,15 0,04 0,75 0,50 1,00
Sur 34,88 7,59 2,10 33,17 23,00 50,00
VU 38,13 27,58 7,65 39,81 6,69 77,89
U-P/C 0,53 0,44 0,14 0,36 0,15 1,35
Cer 3,50 0,79 0,22 3,51 1,98 4,53
SNa 142,00 4,58 1,27 143,00 132,00 150,00
EfNa 0,74 0,80 0,22 0,50 0,04 2,93
SK 3,89 0,79 0,22 3,40 3,30 5,40
EfK 15,46 9,69 2,69 14,63 2,17 36,84
CfNa 496 x10°  106,8 x10° 29,6 x10° 504 x10° 298 x10° 645 x10°
NaEx 2,3x10° 2,1 x1073 0,6 x10° 1,9 x10°® 0,7x10°  3,7x10°
CfK 13,8 x10° 4,7 x10°® 1,3 x10°® 12 x10° 9x10° 24 x10°®
KEx 2,1 x10° 1,4 x10° 0,4 x10° 1,6 x10° 0,4x10°  4,5x10°

Scr = concentragdo sérica de creatinina (mg/dL), VU = volume urinario (uL/min/kg); Ccr = clearance de creatinina
(mL/min/kg); concentragdo sérica de sédio (mEg/L); EfNa = excrecdo fracionada de sédio (%); SK = concentracédo
sérica de potassio (mEq/L); EfK = excregdo fracionada de potassio (%); CfNa = carga filtrada de s6dio (mEg/min/kg);
NaEx = sodio excretado (mEg/min/kg); CfK = carga filtrada de potassio (mEg/min/kg); KEx = potassio excretado
(mEg/min/kg) ; Sur — uréia sérica (mg/dL); U-P/C = raz&o proteina:creatinina urinaria.



74

TABELA 8 — Resultados da analise estatistica descritiva de parametros relativos a fungdo renal
de 4 cades machos normais, da ragca Golden Retriever, submetidos a
imunossupressdo. FCAV-UNESP/FMVZ-USP, Jaboticabal, 2007.

Parametros Média Desv~|o Errg Mediana Minimo Maximo
padrao padrao

Scr 0,79 0,13 0,04 0,83 0,60 0,98
Sur 31,09 12,58 2,13 33,00 11,70 58,00
vuU 69,39 57,67 16,00 39,70 24,90 197,50
U-P/C 0,79 1,02 0,19 0,33 0,06 3,66
Ccr 2,78 0,52 0,15 273 1,16 3,52
SNa 148,92 6,81 1,89 150,00 134,00 157,00
EfNa 1,35 0,76 0,21 1,41 2,61 0,76
SK 517 0,27 0,08 5,20 4,50 5,50
EfK 11,02 714 1,98 7,87 3,53 26,49
CfNa 415x10° 84,6 x10° 23,5x10° 408 x10° 239 x10° 553 x10°
NaEx 55x10°  3,2x10° 0,9 x1073 5,95 x107° 1x10° 10,2 x10°
CfK 14,3 x10° 3 x10° 0,8 x10° 14 x10°® 8 x10° 19 x107
KEx 1,5x10° 0,8 x10° 0,2 x103 1,2 x10°° 0,5x10°  3,3x10°

Scr = concentragdo sérica de creatinina (mg/dL), VU = volume urinario (uL/min/kg); Ccr = clearance de creatinina
(mL/min/kg); concentragdo sérica de sédio (mEq/L); EfNa = excrecdo fracionada de sédio (%); SK = concentragéo
sérica de potassio (mEq/L); EfK = excrecéo fracionada de potassio (%); CfNa = carga filtrada de so6dio (mEg/min/kg);
NaEx = sodio excretado (mEg/min/kg); CfK = carga filtrada de potéassio (mEg/min/kg); KEx = potassio excretado
(mEg/min/kg) ; Sur — uréia sérica (mg/dL); U-P/C = razdo proteina:creatinina urinaria.

TABELA 9 — Resultados da analise estatistica descritiva de paré@metros relativos a fungéo renal
de 4 caes machos afetados pela Distrofia Muscular do Golden Retriever,
submetidos a imunossupressdo e transplante de células-tronco. FCAV-
UNESP/FMVZ-USP, Jaboticabal, 2007.

Parametros Média Desv~|o Err(3 Mediana Minimo Maximo
padrao padrdo

Scr 0,68 0,15 0,05 0,69 0,37 0,93
Sur 30,89 8,94 1,36 29,26 21,00 58,00
VU 24,40 15,37 3,62 19,03 9,57 60,76
U-pP/C 0,54 0,44 0,06 0,34 0,02 2,48
Cer 3,19 0,84 0,20 3,25 1,28 4,57
SNa 145,44 7,02 1,66 142,00 137,00 161,00
EfNa 0,76 0,57 0,13 0,54 0,10 1,79
SK 4,38 0,80 0,19 4,30 3,30 5,50
EfK 10,41 8,72 2,05 6,92 2,34 31,03
CfNa 463 x10° 120 x10° 28 x10°® 461 x107 0,6 x10°  11,5x10°
NaEx 3,4x10°  2,9x10° 0,7 x10° 2,6 x103 0,6 x10° 11,6 x10°
CfK 13,9x10° 4,1 x10° 1x10° 14 x10°® 6 x10° 22 x10°
KEx 1,3x10° 1,2x10° 0,3 x10° 0,9 x10° 0,2x10°  5,3x107°

Scr = concentragdo sérica de creatinina (mg/dL), VU = volume urinario (uL/min/kg); Ccr = clearance de creatinina
(mL/min/kg); concentragdo sérica de sédio (mEq/L); EfNa = excrecdo fracionada de sédio (%); SK = concentragéo
sérica de potassio (mEq/L); EfK = excrecéo fracionada de potassio (%); CfNa = carga filtrada de so6dio (mEg/min/kg);
NaEx = sodio excretado (mEg/min/kg); CfK = carga filtrada de potassio (mEg/min/kg); KEx = potassio excretado
(mEg/min/kg) ; Sur — uréia sérica (mg/dL); U-P/C = razéo proteina:creatinina urinaria.

Na tabela 10 verifica-se que a creatinina sérica do grupo de machos
normais (GN) foi significativamente maior, quando comparada a do grupo dos

machos afetados (GA), no entanto, ndo diferiu estatisticamente do grupo dos
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machos normais imunossuprimidos (Gl) e nem do grupo dos machos afetados
imunossuprimidos e transplantados (GIT). Por outro lado, o clearance de
creatinina foi significativamente maior para GA e GIT, sendo que ambos
diferiram entre si, tanto quanto entre os demais. Da mesma forma, a carga
filtrada de so6dio foi maior para os grupos GIT e GA, embora ambos tenham
diferido significativamente entre si, tanto quanto entre os demais grupos. A
carga filtrada de potassio, por outro lado, diferiu significativamente do GN, mas
foi similar para os grupos GA, Gl e GIT.

Na tabela 11 temos apresentados os demais parametros da fungéo
renal, no entanto, ndo houve diferencga significante do ponto de vista estatistico

entre eles para nenhum dos quatro grupos estudados.
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TABELA 10 — Resultados de analise de variancia e comparagdo das médias (Holm Sidak) de valores
relativos a fungéo renal de cées da raga Golden Retriever. FCAV-UNESP/FMVZ-USP,
Jaboticabal, 2007.

Parametro Grupos Média + desvio padrao Valor de P
7 4 normais 0,99 + 0,39°
8 Jafetados 0,72 £ 0,15
Creatinina sérica (mg/dL) __4J normais 0,79 + 0,13% 0,006
imunossuprimidos
4 & afetados imun. 0,68 + 0,15
transplantados
7 & normais 23,13 + 16,307
8 Jafetados 38,13 + 27,58%°
Volume de urina 4 & normais b
(uL/min/kg) imunossuprimidos 69,39 £ 57,67 0,004
4 & afetados imun. a
Transplantados 24,40 + 15,37
7 4 normais 2,12 +0,73°
8 Jafetados 3,50 + 0,79"
Clearance de creatinina 4 & normais ab
(mL/min/kg) imunossuprimidos 2,78+0,52 0,001
4 & afetados imun. b
transplantados 3,19 0,84
7 & normais 0,21 +0,15
8 Jafetados 0,53+0,44
Razao prot(_alr)a_:creatmma . 43 normais 0,79 + 0,50 0,112
urinaria imunossuprimidos
4 & afetados imun. 0,54 + 0,47
transplantados
7 & normais 4,34 £ 0,98%°
8 Jafetados 3,89 +0,79°
Potassio sérico (MEq/L) __ 4 & normais 5,17 + 0,27 0,001
imunossuprimidos
4 & afetados imun. 4384079
transplantados
7 & normais 146,29 + 6,63
8 Jafetados 142 + 4,58
Sédio sérico (MEg/L) __ 4 & normais 148,92 + 6,81 0,064
imunossuprimidos
4 & afetados imun. 145,44 + 7,02
transplantados
7 & normais 0,66 + 0,26
8 Jafetados 0,74 + 0,80
Excregéo Fracionada de 4 & normais
sédio (mEg/L) imunossuprimidos 1,36+0.76 0,048
4 & afetados imun. 0,76 + 0,57
transplantados
7 & normais 308,43 + 105,02°
8 Jafetados 495,69 + 106,77°
Carga filtrada de sodio 4 & normais ab
(mEg/min/kg) imunossuprimidos 415,08 £ 84,64 0,003
4 & afetados imun. 463,28 + 120,00°
Transplantados
7 & normais 9,00 * 3,56°
8 Jafetados 13,77 + 4,69%°
Carga filtrada de potassio 4 & normais b
(mEg/min/kg) imunossuprimidos 14,31£2,9 0,029
4 & afetados imun. 13,94 + 4,11°

Transplantados

FCAV = faculdade de ciéncias agrarias e veterinarias; UNESP = universidade estadual paulista; FMVZ = faculdade de
medicina veterinaria e zootecnia; USP = universidade de Sao Paulo..
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TABELA 11 — Resultados de analise de varidncia por postos (Kruskall-Wallis) e comparagéo
das medianas (Dunn) de valores relativos a fungéo renal de cédes da raca Golden
Retriever. FCAV-UNESP/FMVZ-USP, Jaboticabal, 2007.

Parametro Grupos Mediana Valor de P
7 & normais 22,50
8 Jafetados 33,17
Uréia sérica (mg/dL) 43 normais 33,00 0,117
imunossuprimidos
4 & afetados imun. 29,26
Transplantados
7 & normais 6,30
8 Jafetados 14,63
Excrecéo fracionada de 4 & normais
potassio (%) imunossuprimidos .87 0,311
4 & afetados imun. 6,92
Transplantados
7 & normais 2,02
8 Jafetados 1,95
Sodio Excretado 4 & normais
(mEg/min/kg) imunossuprimidos 5,95 0,041
4 & afetados imun. 257
Transplantados
7 & normais 0,65
8 Jafetados 1,61
Potassio Excretado 4 & normais
(mEg/min/kg) imunossuprimidos 1.21 0,067
4 & afetados imun. 093

Transplantados

FCAV = faculdade de ciéncias agrarias e veterinarias; UNESP = universidade estadual paulista; FMVZ = faculdade de
medicina veterinaria e zootecnia; USP = universidade de Sao Paulo..

A figura 6 apresenta a representagao grafica dos valores individuas mais
as médiasterros padrdes de parametros relacionados a fungéo renal para os
quatro grupos de animais estudados; GN (machos normais), GA (machos
afetados); Gl (machos normais imunossuprimidos), e GIT (machos afetados
imunossuprimidos e transplantados). Tém-se a concentragdo sérica de
creatinina (mg/dL), volume urinario (uL/min/kg) e o clearance de creatinina
(mL/min/kg), sendo possivel comparar o comportamento dos individuos dentro
do grupo, e dos grupos entre si.

A figura 7 apresenta a representacdo grafica dos valores individuais
mais as médias + erros padrdes do manejo glomerular e tubular do ion sédio
para os quatro grupos de animais estudados; GN (machos normais), GA
(machos afetados); Gl (machos normais imunossuprimidos), e GIT (machos
afetados imunossuprimidos e transplantados). Tém-se a concentragdo sérica

de sédio (mEg/L), a carga filtrada de sédio (mEg/min/kg), excrecao fracionada
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do ion (%) e o sbédio excretado (mEg/min/kg), sendo possivel uma comparacao
entre os individuos de um mesmo grupo e entre 0s grupos.

A figura 8 apresenta a representagdo grafica dos valores individuais
mais as médias * erros padrdes do manejo glomerular e tubular do ion potassio
para os quatro grupos de animais estudados; GN (machos normais), GA
(machos afetados); Gl (machos normais imunossuprimidos), e GIT (machos
afetados imunossuprimidos e transplantados). Tém-se a concentragdo sérica
de potassio (mEg/L), a carga filtrada de potassio (mEg/min/kg), excregao
fracionada do ion (%) e o potassio excretado (mEg/min/kg), sendo possivel

uma comparacgao entre os individuos de um mesmo grupo e entre 0s grupos.
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5 - DISCUSSAO

Neste estudo foram avaliados dois grupos de cdes machos da raca
Golden Retriever, um composto por animais normais (GN) e o outro por caes
com GRMD (GA). Inicialmente foram obtidos os valores basais para os
parametros relativos a funcdo renal (controle). Algumas diferencas foram
observadas entre os dois grupos. A concentragdo de creatinina sérica do GA
(0,72+0,15mg/dL) foi menor do que a do GN (0,99+0,39mg/dL). A creatinina é
formada nos mdusculos pela degradacdo ndo enzimatica da creatina e sua
concentragdo plasmatica tem relagdo direta com a massa muscular (FINCO,
1995c¢). Os cdes do GA tinham massa corporal menor do que a dos GN, como
pode ser verificado pelo peso corporal (13,1516,58kg e 18,93+11,63kg,
respectivamente). A diferenga de peso pode ser relacionada a idade (GA:
9,37+8,93 meses e GN:15,37+£20,37 meses) mas, também, a distrofia muscular
determinada pela GRMD (COLLINS; MORGAN, 2003; SHELTON; ENGVALL,
2004). Outro fator, a ser considerado, esta relacionado a depuracdo de
creatinina que é feita por filtracdo glomerular (FINCO, 1995a). A taxa de
filtragdo glomerular dos caes GA foi maior do que a dos GN, como estimado
pelo clearance de creatinina (3,50+0,79mL/min/kg e 2,12+0,73mL/min/kg,
respectivamente). E, também como efeito da taxa de filtragdo glomerular, os
cdes GA apresentaram o maior valor de carga filtrada de sédio. Contudo, a
excrecdo de sodio do GA nao variou significativamente em relacao a observada

no GN, indicando o trabalho tubular.
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Embora a andlise estatistica ndo tenha detectado diferenca significativa
entre os valores de excrec¢do urinaria de proteina entre os dois grupos, os caes
do GA apresentaram U-P/C de 0,53+0,44, valor este indicativo da possibilidade
de haver glomerulopatia (BROWN,1995) uma vez que é maior do que 0,3 que
seria o limite maximo de normalidade para caes (FINCO, 1995b).

A condigéo clinica verificada dos cdes GRMD evidenciava, além dos
sinais tipicos da distrofia muscular, desidratacéo leve (6 a 7%). Em principio, o
desequilibrio parece ser desencadeado pela dificuldade de deglutir decorrente
da hirpertrofia da musculatura da lingua associada com atrofia da musculatura
da face e pescogo. Os animais apresentam dificuldade para tomar agua e, nao
sendo capazes de deglutir a saliva, perdem liquido. Apesar deste quadro, os
animais tinham filtragdo glomerular dentro do limite de normalidade para cées e
maior do que o observado para os do grupo de animais normais. Em condi¢cbes
renais fisioldgicas, a produgédo de urina deve diminuir se houver desidratagédo
(FINCO, 1995¢c), o que ndo ocorreu com os GA. Adicionalmente, foi detectado
aumento da excregdo urinaria de proteina. Estes fatos permitem levantar a
hipétese de que os caes afetados pela distrofia muscular tinham aumento da
pressédo capilar glomerular. Neste caso, haveria hiperfiltragdo desencadeada
por glomerulopatia por lesdo minima (BROWN, 1995) ou pela redugédo do
nuamero de glomérulos funcionantes em decorréncia de doenga assemelhada a
displasia renal ou a doenca glomerular hereditaria do cido samoieda (FINCO,
1995d). Como resultado das propriedades fisicas da barreira glomerular e da
absorgcdo tubular, a quantidade de proteinas que chega a urina final, em
condi¢cbes normais, é extremamente pequena, da ordem de poucas dezenas de
miligramas/dia. Qualquer aumento persistente da excregcdo urinaria de
proteinas é a principio de natureza patolégica. Nos casos, em que este
aumento é pequeno e sem repercussao clinica, a avaliacdo criteriosa pode
permitir o diagnéstico precoce de alteragcbes renais, especialmente, as de
origem glomerular (SEGURO; MALNIC; ZATZ, 2002).

Como ja é relatado (HAMEL et al., 2004) a CsA pode ser nefrotoxica o
que justifica a avaliacdo de seus possiveis efeitos em céaes, especialmente os
GRMD.

Os cées normais sob tratamento com CsA (Gl), mantiveram o valor de

Ccr, mas houve aumento importante, e significativo, do volume de urina (de
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23,13+16,30uL/min/kg para 69,39+57,67uL/min/kg). A carga filtrada de potassio
também foi significativamente maior neste grupo (GN: 9,0+3,56mEqg/min/kg e
Gl 14,0£2,96mEqg/min/kg), certamente em fungdo da concentracdo sérica do
ion que, embora nado tenha mostrado diferencga estatistica, foi maior no GI do
que no GN (5,17+0,27mEq/L e 4,34+0,98mEq/L, respectivamente). Outro
evento importante foi relacionado a excregéo urinaria de proteina. As médias
de U-P/C nao diferiram significativamente entre si, contudo os cades do Gl
alcancaram valor de 0,4410,5 indicativo de proteinuria anormal. Contudo, ao
serem avaliados, individualmente, os animais, verificou-se que, de fato, a
proteinuria foi marcante (1,6 a 3,7) em um individuo apenas. Outros dois
apresentaram, ao longo do periodo de tratamento, valores ao redor de 0,3.
Este resultado evidencia que a CsA pode determinar a ocorréncia de
proteindria em graus que variam entre os valores limitrofes (0,3 a 1,0) e os
francamente patoldgicos (>1,0) de acordo com o proposto por (FINCO, 1995b).

No caso dos cdes GRMD, o tratamento com CsA ndo determinou
alteracdes significativas dos parametros estudados. A proteinuria verificada em
condicdo basal (sem CsA) foi mantida ao longo do periodo de tratamento. O
mesmo ocorreu em relagdo ao Ccr. Entretanto, houve aumento discreto da
concentragdo de potassio sérico acompanhado por diminuicdo do volume de
urina e do potassio excretado. Estes eventos sé&o indicativos de modificagao do
trabalho tubular sem sinais de mudancga glomerular.

As alteracbes dos aspectos renais do metabolismo de potassio na
GRMD e a constatagdo de reversdo durante o tratamento com CsA, sem
normalizagdo da fungéo tubular, sédo indicadoras de que os tubulos renais nao

sdo afetados pela doenca.
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6 — Conclusoes

Guardados os métodos e o protocolo experimental do presente estudo,

pode ser concluido o que se segue, para cdes com Distrofia Muscular da raga

Golden Retriever.

1.

2.

A existéncia de proteinuria com sinais de hiperfiltracdo glomerular
sdo indicadores clinicos para investigacao de possivel doenca
glomerular dos cdes GRMD,

tratamento imunossupressor com ciclosporina A esta associado
com proteinuria patologia em alguns cdes da raga Goldem
Retriever, inicialmente sadios,

se os caes forem GRMD, a proteinuria pré-existente nao é
modificada pelo tratamento com ciclosporina A,

as alteragdes dos aspectos renais do metabolismo de potassio na
GRMD e a constatacdo de reversdo durante o tratamento com
CsA, sem normalizagéo da fungao tubular, sdo sugestivas de que
(1) a distrofia muscular € a origem dos fatores que afetam o
metabolismo de potassio, (2) os tubulos renais dos GRMD podem
responder normalmente aos fatores humorais de regulagéo do
potassio e, (3) o tratamento com CsA interfere na fisiopatologia da
musculatura dos cdes GRMD, de modo a regularizar o

metabolismo de potassio.
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