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The Golden Retriever Muscular Dystrophy (GRMD) is genetically homologous to Du-
chenne muscular dystrophy (DMD) that affects humans. It is a genetic disease that causes
progressive degeneration of skeletal muscle. Considering the intense muscle changes, it
is natural to think in possible kidney damage caused by intense muscle injury. We evalu-
ated six male Golden Retriever dogs affected by Duchenne muscular dystrophy (GRMD)
and three clinically healthy male dogs. The urinary proteins and creatinine concentration
were determined. The proteins were analyzed by polyacrylamide gel electrophoresis. The
results showed that pathological proteinuria is not directly associated with Duchenne
muscular dystrophy, but several parameters showed increased concentrations for affected
animals, as the ratio protein/albumin, which was higher in dystrophic dogs, probably a
consequence of microalbuminuria a sign of early kidney damage. These results aim to base
future studies and clinical evaluations considering the pathologies arising from or associa-

ted with this genetic disease.

INDEX TERMS: Muscular dystrophy, Golden Retriever, GRMD, renal injury, SDS-PAGE.

RESUMO.- A Golden Retriever Muscular Dystrophy (GRMD)
é geneticamente homologa a distrofia muscular de Duchen-
ne (DMD) que acomete seres humanos. E uma doenga ge-
nética que gera degeneragio progressiva da musculatura
esquelética. Considerando-se as intensas alteracdes mus-
culares, é natural pensar em uma possivel lesido renal de-
corrente da intensa lesao muscular. Foram avaliados seis
cdes machos da raga Golden Retriever afetados pela dis-
trofia muscular (GRMD) e trés cdes machos clinicamente
sadios. A concentra¢ido de creatinina foi determinada e as

1Recebido em 14 de outubro de 2013.
Aceito para publicacdo em 24 de margo de 2014.

2Departamento de Cirurgia, Faculdade de Medicina Veterinaria e Zoo-
tecnia (FMVZ), Universidade de Sao Paulo (USP), Av. Prof. Dr. Orlando Mar-
ques de Paiva 87, Cidade Universitaria, Sdo Paulo, SP 05508-270, Brasil.

3Universidade Federal do Oeste do Par4, IBEF - Instituto de Biodiversi-
dade e Florestas. Rua Vera Paz, Maracana, Santarém, PA 68035110, Brasil

*Departamento de Medicina Veterinaria, Faculdade de Zootecnia e Enge-
nharia de Alimentos (FZEA), USP, Campus da USP, Avenida Duque de Caxias
Norte 225, Pirassununga, SP 13635-900, Brasil. *Autor para correspondén-
cia: natgoncalves@usp.br

381

proteinas urindrias foram avaliadas por eletroforese em
gel de poliacrilamida. Os resultados mostraram que a pro-
teinudria patolégica ndo esta diretamente associada a Dis-
trofia Muscular de Duchenne, porém diversos parametros
apresentaram concentragbes aumentadas para animais
afetados, como a razdo proteina/albumina, que foi maior
em caes distroéficos, podendo ser indicio de microalbumi-
nuria e conseqiiente lesido renal precoce. Estes resultados
visam embasar avaliacdes clinicas e futuros estudos consi-
derando-se as patologias decorrentes ou associadas a esta
doenga genética.

TERMOS DE INDEXAGAO: Distrofia muscular, Golden Retriever,
lesdo renal, SDS-PAGE.

INTRODUCAO

A Distrofia Muscular de Duchenne (DMD) é a forma mais
comum, grave e de evolu¢io mais rapida entre as miopatias
hereditarias. E uma doenca genética, de carater recessivo
ligado ao cromossomo X, associada a um defeito no gene da
distrofina, levando a deficiéncia ou auséncia desta protei-
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na na membrana da célula muscular. Isto gera degeneragio
progressiva da musculatura esquelética podendo acometer
a musculatura cardiaca e o sistema nervoso (Kornegay et
al. 1999).

A Golden Retriever Muscular Dystrophy (GRMD) é ge-
neticamente homologa a distrofia muscular de Duchenne
(DMD) que acomete seres humanos. Sinais clinicos resul-
tantes da auséncia da distrofina ocorrem em diversas espé-
cies (Hoffman & Gorospe 1991), porém em caes, observa-
-se maior semelhanca de evolucdo da doenca com a DMD
(Childers et al. 2002, Collins & Morgan 2003, Bogdonovichi
et al. 2004) tendo sido considerados modelos experimen-
tais para diversos estudos que visam a busca de tratamen-
tos para afetados pela doenga (Khurana & Davies 2003).

Os cies afetados sdo diagnosticados ao primeiro dia de
vida, através de teste genético utilizando reacdo em cadeia
de polimerase (PCR) e da andlise de creatina quinase, que
se encontra elevada na maioria dos casos (Valentine et al.
1990, Childers et al. 2001; 2002).

Considerando-se as intensas alteragcdes musculares e o
alto valor da enzima CPK, responsavel por catalisar o cami-
nho metabélico creatina-creatinina em células musculares
e tecido cerebral, torna-se evidente a possibilidade de lesdo
renal decorrente da intensa lesdo muscular sofrida por es-
ses animais. Os dois parametros mais freqlientemente usa-
dos para avaliar a fun¢do renal sdo as concentragdes plas-
maticas de uréia e creatinina (Biewenga & Van den Bron
1981, Brunker 2005, Grauer 2007).

A quantificagdo protéica urinaria varia amplamente em
animais normais e afetados por doencas, refletindo em al-
teracdes especificas na estrutura ou fung¢ao renal. Waller et
al. (1989), relataram que a melhor resolucdo das proteinas
urinarias foi obtida pela técnica de SDS-PAGE, as proteinas
presentes na amostra se ligam ao SDS na presenca de calor,
produzindo um ion negativamente carregado que se move
através do gel, separando as fragdes protéicas de acordo
com o peso molecular. Lau & Woo (2002) compararam o
exame histopatolégico renal com os resultados da eletrofo-
rese SDS-PAGE e concluiram que este método pode reduzir a
necessidade de biépsia para diagnéstico das afec¢des renais.

MATERIAL E METODOS

Foram avaliados de forma comparativa seis cdes machos da raga
Golden Retriever afetados pela distrofia muscular (GRMD) e trés
cdes machos clinicamente sadios, com idades entre um e quatro
anos. Os animais fazem parte do canil GRMD - Brasil, localizado
no Departamento de Cirurgia da Faculdade de Medicina Veterina-
ria e Zootecnia da Universidade de Sdo Paulo. O diagnédstico para
animais afetados e ndo afetados foi realizado pelas equipes do
Centro de Estudos do Genoma Humano da Universidade de Sao
Paulo (IB-USP) e do Canil GRMD - Brasil, através de genotipagem
de acordo com Bartlett et al. (1996).

As amostras de urina foram obtidas quinzenalmente por son-
dagem uretral, totalizando oito amostras por animal afetado e
uma amostra para os animais sadios. A analise fisica avaliou os
parametros: cor, aspecto, odor, e densidade. O exame quimico foi
feito com a leitura de padrdo de cores da fita reagente Combur -
10® (Roche).

As proteinas urinarias foram determinadas utilizando o mé-
todo colorimétrico do Vermelho de Pirogalol (Kit Sensiprot), a
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determinagdo da concentragdo de creatinina urinaria foi baseada
na metodologia descrita por Lustgarten & Wenk (1972), valores
da razdo proteina/creatinina urinaria (RPC) acima de 1,0 foram
considerados como proteindria patolégica.

Os estudos eletroforéticos das proteinas foram realizados em
sistema vertical de eletroforese em gel de poliacrilamida, com
gradiente de 4% e 10% de separagio, de acordo com o método de
preparo de gel descrito por Laemli (1970).

RESULTADOS

Os resultados da creatinina, uréia, proteina e albumina sé-
rica dos animais afetados apresentaram-se dentro dos pa-
drdes (Quadro 1) e ndo houve diferenca significativa quan-
do comparado com os valores apresentados pelos animais
normais, de forma geral os valores ficaram dentro da nor-
malidade (valor de referéncia de 40 mg/dL do Laboratério
Clinico do HoVet-USP) para ambos os grupos. Excetuando-
-se valores acima do limite estabelecido encontrados em
dois animais do grupo afetado (uma amostra do animal I3 e
duas dos animais M5 e 2L2). Os valores obtidos de proteina
e creatinina urinaria foram submetidos a férmula descrita
por Barsanti et al. (2004) (Quadro 1).

Os valores para proteina, creatinina e razdo proteina:
creatinina urindria (RPC) avaliada no grupo de cies nor-
mais apresentaram grande variabilidade entre si, porém
mantiveram-se dentro dos niveis de normalidade quando
comparados ao grupo de animais afetados (Quadro 2).

Todos os caes nesse estudo apresentaram RPC dentro
da normalidade (inferior a 1,0 mg/mL) (Fig.1) mostrando
que provavelmente este parametro ndo se altera em decor-
réncia da doenca, ja em relagdo as taxas de albumina, o gru-
po dos cdes com distrofia apresentou percentual superior,

Quadro 1. Valores das médias de uréia, creatinina, proteina
total e albumina sérica dos cies afetados pela Distrofia
Muscular de Duchenne e os cies normais

Animal Uréia Creatinina Proteina Total Albumina
Médiats Médiats Médiats Médiats
2B7 32,3+3,68 0,71+0,06 6,27+0,72 3,2+0,46
13 35,05+11,02 0,76+0,03 6,5+0,39 3,05+0,33
1K6 31,35+4,78 0,66+0,02 6,5+0,55 3,25+0,37
2L3 36,1+5,75 0,7+0,02 7,27+0,37 3,25+0,47
M5 41,25+8,09 0,75+£0,04 6,82+0,33 3,12+0,35
2L2 44,42+11,41 0,79+0,03 6,8+0,53 3,3+0,31
Normais  36,76%2,79 0,59+0,08 7,53+0,45 3,1

Quadro 2. Valores individuais de proteina, creatinina e razio
proteina:creatinina das amostras de urina dos cies do grupo
controle e dos cies afetados pela Distrofia Muscular de
Duchenne (GRMD)

Animal controle Proteina Creatinina RPC
(mg/mL) (mg/mL) (mg/mL)
Animal 1 69,0 460,7 0,14
Animal 2 18,1 201,7 0,08
Animal 3 30,8 309,6 0,09
Animais afetados
2B7 84,38+17,49 359,23+112,90 0,26+0,10
13 47,5+14,10 260,21+85,38 0,18+0,04
1K6 67,26+24,56 238,95+53,14 0,29+0,11
2L3 49,87+5,28 228,16+60,13 0,22+0,04
M5 57,07+51,39 214,51+77,51 0,24+0,12
2L2 97,26+76,52 265,33+67,03 0,38+0,31
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Fig.1. Representacdo dos valores da mediana (linha horizontal
dentro do quadrilatero), percentual de 25% e 75% (delimi-
tacdo d o quadrilatero) e maximo e minimo (extremidade das
barras verticais) da razdo proteina:creatinina urinaria dos
cies afetados pela distrofia (GRMD) e dos cdes normais.

porém essa diferenca nio foi significativa (p<0,05) (Fig.2).

0 perfil eletroforético das amostras de urina dos caes
normais versus afetados apresentaram extrema variabili-
dade no nimero de bandas de proteinas e na intensidade
optica de cada banda identificada (Quadro 3).

Foi avaliado o perfil de bandas proteicas para os animais
afetados e sadios, apresentando perfis distintos, sendo que
os animais estudados ndo apresentaram proteindria consi-
derada patolégica. Porém apresentaram bandas proteicas
de alto peso molecular, um maior percentual de albumina
em comparag¢io com os cdes normais e um percentual tam-
bém aumentado de proteinas de baixo peso molecular.

DISCUSSAO

Os cdes GRMD recebiam uma alimentagdo com alto valor
proteico, além de apresentarem dificuldade na apreensao
e degluticdo de agua e alimentos e intensa sialorréia, pro-
movendo deplecdo de volume hidrico. A insuficiéncia renal
é uma de varias condi¢des que afetam as concentragdes
plasmaticas de ureia, portanto o valor de ureia aumentado
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Fig.2. Representacdo (linha horizontal dentro do quadrilatero),
percentis de 25% e 75% (delimitagdo do quadrilatero) e ma-
ximo e minimo (extremidade das barras verticais) da percen-
tagem de albumina na urina dos cdes afetados pela distrofia
(GRMD) e dos cdes normais.

Quadro 3. Analises estatisticas (valor de p) e médias
aritméticas da distribuicio (%), das bandas protéicas
detectadas em eletroferogramas de urina de cdes Goldens
Retrievers com Distrofia Muscular de Duchenne (GRMD)

e Normais

Peso molecular ~ Grupo GRMD Grupo normais Estatistica
233 0,21 Ausente -

200 1,75 Ausente -

189 1,15 Ausente -

166 0,53 Ausente -

137 1 Ausente -

114 15,71 33,9 P=0,54 NS
91 0,16 Ausente -

80 1,66 0,93 P=0,60 NS
74 1,23 Ausente -
Albumina 26,5 16,93 P=0,54 NS
62 3,03 4,16 P=0,71 NS
57 6,08 15 P=0,09 NS
51 0,7 0,36 P=0,87 NS
44 2,71 0,03 P=0,02S
36 7,51 0,16 P=0,02S
30 8,8 51 P=0,26 NS
22 10,21 1,5 P=0,03S
18 24,11 35,4 P=1,00 NS
16 2,63 Ausente -

NS = ndo significativo, S = significativo.

ndo é definitivo para o diagnéstico de insuficiéncia renal,
outros exames mais especificos devem ser realizados.

A creatinina se manteve dentro do padrio de referén-
cia (1,3mg/dL - Valor de referéncia do Laboratério Clini-
co do HoVet-USP), tanto nos animais normais quanto nos
cdes GRMD. Os valores normais de creatinina sérica geral-
mente variam de 0,8mg/dL a 1,8mg/dL, dependendo do
autor consultado (DiBartola 1997, Barsanti et al. 2004). O
aumento da creatinina no sangue ocorre em todas as pa-
tologias renais em que ha diminuicdo da taxa de filtracao
glomerular.

Os valores de RPC dos caes do grupo controle foram in-
feriores a 1,0, valores estes dentro da normalidade, confor-
me relatos de Lees et al. (2005) e Fettman & Rebar (2004)
que consideram valores acima de 1,0 como proteintria pa-
tolégica.

A comparagao dos valores de RPC para o grupo controle
e para os animais afetados demonstra que as taxas estdo
significativamente alteradas. De acordo com os estudos de
Ortega et al. (1996) e Hurley & Vaden (1998) relatam que
diversas patologias podem ocasionar a perda de proteinas
e conseqiiente proteinuria patolégica.

Na avaliagdo individual das bandas de acordo com o
peso molecular aproximado das proteinas dos cdes perten-
centes ao grupo dos cdes normais, foram localizadas ape-
nas duas bandas de proteinas de alto peso molecular, a com
peso molecular aproximado de 114.000 e 8.0000 daltons.
Zaragoza et al. (2003), observou essas mesmas 2 bandas
de alto peso molecular em cdes saudaveis e classificou as
bandas protéicas encontras em faixas que variam de 10 em
10, considerando a albumina entre 60 e 70 kDa, e de acordo
com essa classificagdo o grupo dos animais desse estudo
apresentaram 8 bandas distintas, sendo duas bandas de
alto peso molecular, a albumina e outras cinco bandas de
peso molecular inferior a albumina.
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O predominio de proteinas na regido correspondente
ao peso molecular da albumina foi descrito nos primeiros
estudos de eletroforese em gel de poliacrilamida das pro-
teinas urinarias em caes higidos, sendo que a presenca de
proteinas de diferentes pesos moleculares na urina de caes
sadios é normal, mas em pequenas quantidades (Finco
1995). A proteina de Tamm-Horsfall, proveniente dos rins,
é um constituinte normal da urina de cdes sadios (Schwei-
gert et al. 2002, Forterre et al. 2004) na sua forma nativa
esta proteina é um polimero de peso > 5000 kDa, que so-
fre dissociagdo em monoémeros de peso em torno de 100
kDa durante a desnaturagdo por SDS-PAGE (Schweigert et
al. 2002). Portanto a banda protéica que aparece na faixa
de proteinas de alto peso molecular, ndo precisa ser neces-
sariamente interpretada como um componente patolégico
de origem glomerular, mas deve ser visto como um cons-
tituinte normal da urina (Raila et al. 2007). A proteina de
peso molecular aproximado de 114 kDa que aparece em
ambos os grupos pode ser classificada como a proteina de
Tamm-Horsfall, que ndo demonstra nenhuma alteragao no
presente estudo.

No que se refere a perda de proteina urinaria por com-
prometimento do segmento tubular, esta se caracteriza pelo
achado de proteinas de baixo peso molecular (<60 kDa). Os
tipos de proteinas presentes na urina de cies normais va-
riam de acordo com o sexo, onde, a presenga de proteinas
de baixo peso molecular pode estar relacionada a presenca
de proteinas do trato genital masculino (Rego 2001).

Diante dos dados analisados podemos sugerir que a
Distrofia Muscular de Duchenne em cies da raga Golden
Retriever, ndo cursa com proteintria patolégica assim
como ndo se pode afirmar que haja nos cdes GRMD lesdo
renal, tanto pelos exames de rotina, quanto pelos valores
de razdo proteina:creatinina, tais resultados sdo coerentes
com a pesquisa de Abreu et al. (2012).
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