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ABSTRACT.- Morini A.C., Brolio M.P., Millano A.M.O.G., Braggio L.Z, Martins D.S., Pere-
cin F., Ambrésio C.E. & Miglino M.A. 2011. [There are differences in hematological and
biochemical parameters between carriers and not carriers of experimental model of
GRMD (Golden Retriever Muscular Dystrophy)?] Existem diferencas nos parametros
hematoldgicos e bioquimicos séricos entre fémeas normais e portadoras do modelo experi-
mental GRMD (Golden Retriever Muscular Dystrophy)? Pesquisa Veterinaria Brasileira 31(1):94-
98. Setor de Anatomia dos Animais Domésticos e Silvestres, Departamento de Cirurgia,
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, Av. Prof. Dr.
Orlando Marques de Paiva 87, Sao Paulo, SP 05508-900, Brazil. E-mail: mpbrolio @ usp.br
The purpose of this study was to evaluate whether there are alterations in hematological
and biochemical patterns of female Golden Retriever dogs carrying the gene for progressive
muscular dystrophy compared to not carriers dogs of the same breed, age and gender. We
analyzed 33 animals, divided into two groups; one consisting of 13 not carriers dogs
Golden Retrievers (GRNP) and the other composed of 14 dogs Golden Retrievers carrying
the gene for muscular dystrophy (GRP). Animals of both groups underwent biochemical
and hematological tests with the same frequency and at the same time interval. Although
there is a statistically significant difference between groups for some hematological
parameters evaluated, all results were in line with the benchmarks used. In the assessment
of serum biochemical parameters in the determination of ALT GRS group was slightly
above average, but without major clinical significance CK also showed high levels in GRP
group, due to muscle degeneration and necrosis characteristic of the disease, the changes
found in this analysis were already expected. The other parameters did not change.

INDEX TERMS: GRMD, serum biochemistry, hemogram, carriers, Golden Retriever, muscular
dystrophy.

RESUMO.- A proposta deste estudo foi avaliar se existem
alteracbes nos padrdes hematoldgicos e bioquimicos de
cadelas da raca Golden Retriever portadoras do gene da
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distrofia muscular progressiva em comparagao aos valo-
res obtidos em cadelas nédo portadoras de mesma raga e
idade. Foram analisados 33 animais, distribuidos em dois
grupos, um composto por 19 cadelas Golden Retrievers
nao portadoras (GRNP) e outro composto por 14 cadelas
Golden Retrievers portadoras do gene da distrofia muscu-
lar (GRP). Os dois grupos foram submetidos aos mesmos
testes hematoldgicos e bioquimicos, com a mesma frequ-
éncia e durante o mesmo intervalo de tempo. Apesar de
existir diferenca estatisticamente significativa entre os gru-
pos para alguns parametros hematolégicos avaliados, to-
dos os resultados obtidos estavam de acordo com os va-
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lores de referéncia utilizados. Na avaliagdo dos parame-
tros bioquimicos séricos a dosagem de ALT no grupo GRNP
ficou levemente acima da média, porém sem grandes sig-
nificados clinicos A CK também apresentou niveis eleva-
dos no grupo GRP, devido a degeneracao e necrose mus-
cular caracteristicos da doenca, as alteracdes encontra-
das nessa analise ja eram esperadas. Os demais parame-
tros ndo se alteraram.

TERMOS DE INDEXACAO: GRMD, bioquimica sérica, hemo-
grama, portadoras, Golden Retriever, distrofia muscular.

INTRODUCAO

Distrofia muscular de Duchenne (DMD) é uma doenga mus-
cular progressiva debilitante, causada por mutagées reces-
sivas ligadas ao cromossomo X no gene da proteina distro-
fina. (Chamberlain 1991, Chamberlain & Rando 2006). As
primeiras caracteristicas clinicas incluem atraso no apren-
dizado para caminhar, incapacidade de correr corretamente
e pseudo-hipertrofia dos musculos gastrocnémios. Durante
esta fase as fibras do musculo esquelético comecam a de-
generar e existe uma resposta inflamatdria proeminente
nesta musculatura. Isso é seguido por fraqueza muscular
severa e contraturas articulares que tornam as criangas in-
capazes de andar por volta dos 9 a 13 anos. Conforme a
doenca progride, as fibras musculares sao substituidas por
tecido fibroso e células adiposas; essa substituicao dos te-
cidos ocorre devido a auséncia da distrofina estar acompa-
nhada por uma perda do complexo distrofina-glicoproteina
no sarcolema (Yugeta et al. 2006). DMD também esta oca-
sionalmente associada a déficits cognitivos e alteragdes na
musculatura lisa que afetam a digestéo. Por fim, alteracdes
cardiacas e insuficiéncia respiratéria entre a segunda e ter-
ceira décadas de vida levam ao 6bito.

Atualmente existem dois modelos animais mais utili-
zados para estudar a DMD; o modelo do camundongo mdx
e 0 modelo canino GRMD (Golden Retriever Muscular
Dystrophy), sendo este um modelo promissor, pois além
de apresentar os mesmos sinais clinicos ja caracteriza-
dos em seres humanos (Kornegay et al. 1988, Valentine et
al. 1990;,Valentine & Cooper 1991, Nguyen et al. 2002,
Shelton & Engvall 2002, Collins & Morgan 2003, Ambrdsio
et al. 2009), também carregam a mesma mutacgéao vista
em alguns pacientes DMD.

A GRMD manifesta-se inicialmente no periodo intra-
uterino, com alteragdes no desenvolvimento dos muscu-
los linguais. Apds o nascimento, observa-se extensa ne-
crose dos musculos dos membros, tronco e pesco¢o dos
animais doentes e aos seis meses, observa-se fibrose
severa e contragao das articulagdes (Collins & Morgan
2003). Estudos tentam provar que as fémeas portadoras,
apesar de nao desenvolverem a doencga, podem apresen-
tar alguns dos sintomas da mesma, ainda que mais sutis
e nao letais (Collins & Morgan 2003).

Diante de estudos previamente realizados com o mo-
delo animal canino levantou-se a questao de uma analise
mais detalhada de paradmetros bioquimicos e hematolégi-

cos das cadelas portadoras do gene da GRMD; para tal
também foi indagado se os valores de animais normais
existentes na literatura poderiam ser utilizados como para-
metro comparativo de normalidade. Para responder a es-
sas duas questdes foram avaliados dados hematoldgicos
e bioquimicos de fémeas da raca Golden Retriever higidas
e portadoras do gene da GRMD de diferentes idades e os
dados foram comparados aos disponiveis na literatura.

MATERIAL E METODOS

O projeto proposto foi conduzido apds avaliagado da Comissao
de Bioética da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia
da Universidade de Sao Paulo (FMVZ-USP).

Foram utilizados 33 animais pertencentes ao Canil GRMD-
Brasil, localizado no Setor de Anatomia dos Animais Domésti-
cos e Silvestres da FMVZ-USP. Os animais com idades varian-
do entre um e sete anos, foram divididos em dois grupos: 14
cadelas Golden Retriever portadoras do gene da distrofia mus-
cular (GRP) e 19 cadelas da ragca Golden Retriever ndo porta-
doras da distrofia muscular (GRNP).

Amostras sanguineas para a realizagao das provas bioqui-
micas e para a analise hematolégica foram colhidas por pun-
cao da veia cefalica direita ou esquerda, utilizando-se sistema
de colheita em tubos de vidro siliconizados de rolha de borra-
cha (marca Vacuette®). O tubo para os exames hematoldgicos
continha anticoagulante (EDTAK,), enquanto que os tubos de
avaliagdo bioquimica eram sem adigdo de anticoagulante.

ApOs a coleta, as amostras de sangue foram centrifugadas
a 1500 rotagdes por minuto (rpm) por cinco minutos. O soro e o
plasma assim obtidos foram separados por aspiragdo com
auxilio de pipetadores automaticos de volume fixo e variavel,
colocados em frascos resistentes ao congelamento, sendo o
soro utilizado para a realizagdo da bioquimica sérica:
alaninaminotrasnferase (ALT), fosfatase alcalina (FA), uréia,
creatinina, proteinas totais (PTs), albumina (Alb) e creatina
cinase (CK).

As amostras sanguineas com anticoagulante foram envia-
das para o Laboratério de Analises Clinicas do Departamento
de Clinica Médica da FMVZ- USP (LAC) para a realizagédo da
andlise hematoldgica. No eritrograma foram avaliados os se-
guintes parametros: hemacias (He), hemoglobina (Hb), hema-
técrito (Ht), volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina
corpuscular média (HCM) e concentragdo de hemoglobina
corpuscular média (CHCM). A andlise do leucograma incluiu
leucdcitos totais, neutrdfilos segmentados, eosindfilos, linfoci-
tos e mondcitos. Plaquetas também foram avaliadas. Para con-
tagem de hemécias, leucdcitos e plaquetas foi utilizado apare-
Iho de uso veterinario (Contador hematologico modelo ABX
Vet®). O exame diferencial dos leucdcitos e avaliagdo morfol6-
gica das hemacias e leucdcitos foram realizados em esfrega-
cos de sangue corados pelo método de Rosenfeld, observa-
dos em aumento de 500 vezes em microscopio (modelo
Jenamed 2 Carl Zeiss).

As leituras foram realizadas em dosador semi-automatico
marca Labtest, modelo Labquest para provas bioquimicas,
considerando-se a faixa visivel para a dosagem de uréia, cre-
atinina, ALT e fosfatase alcalina.

Os resultados obtidos foram analisados através da compa-
racdo das médias e dos desvios-padrdes por andlise de
variancia; e as médias obtidas entre os dois grupos foram com-
paradas entre si pelo teste Tukey.
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RESULTADOS
Bioquimica sérica

A avaliacdo e comparacao dos parametros bioquimi-
cos analisados entre os grupos GRP e GRNP indicaram
diferencas estatisticamente significantes (p<0,05); apenas
para as variaveis ALT (alanina aminotransferase) e FA
(fosfatase alcalina), os demais parametros apresentaram
médias similares, todas dentro dos intervalos de referénci-
as utilizados (Quadro 1).

O parametro AL T apresentou média de 37,15 Ul/L para
as fémeas portadoras e 55,71 UI/L para 0s animais nao
portadores do gene.

As cadelas portadoras tiveram média de 34 Ul/L para a
FA (fosfatase alcalina), enquanto que as cadelas do outro
grupo registraram média de 61,14 UI/L para a mesma
enzima.

Quadro 1. Médias e desvios padrées dos componentes
bioquimicos avaliados em cadelas da raca Golden
Retriever portadoras do gene da distrofia muscular
progressiva (GRP) e nao portadoras (GRNP)

Exame GRP GRNP Referéncia*
ALT (UI/L) 37,15 + 13,258 5571 + 28,04P Até 50
FA (UI/L) 34 + 15,52 61,14 + 35,9° Até 70
Ureia (mg/dL) 39,05 = 15,23 34 £ 14,14 Até 40
Creatinina (mg/dL) 0,95 + 0,21 0,95+0,48 Atée1,5-2,0
PTs (g/dL) 6,04 + 0,96 6,1 +0,80 55-8,5
Albumina (g/dL) 3,04 £ 1,04 2,73 £ 0,89 27-4,6
CK (UIL) 229,80 + 153,67 160,33 + 50,19 20 -200

Médias seguidas de letras diferentes na mesma linha diferem entre si
(p<0,05).

" Valores de Referéncia utilizados pelo Laboratério de Clinica Médica
(LAC), Departamento de Clinica Médica/Hovet da FMVZ-USP. Para
CK, valores de referéncia segundo Viana (2003).

Quadro 2. Médias e desvios padrées da analise de
variancia dos componentes hematolégicos avaliados em
cadelas da raca Golden Retriever portadoras do gene da

distrofia muscular progressiva (GRP) e nao portadoras

(GRNP)
Exame GRP GRNP Referéncia”
He(milh/mm3)  6,72+0,60 6,52+0,79 5,0-8,0
Ht (%) 44,70+3,60 44,57+4,96 37-54
Hb (g%) 17,21£7,47 15,21+1,99 12-18
VCM (fl) 69,90+2,51 68,56+3,80 60-77
HCM (pg) 24,09+0,96 23,35+1,3 22-27
CHCM (%) 33,90+1,07 34,50+1,18 31-36
Leucécitos”™ 12.050+1.2382@  9.800+1.940 P 6.000-15.000
Neutréfilos™  6.477+1.048 5.960+2.566 3.000-11.800
Eosindfilos™ 268+213 @ 5734275 P 0-750
Linfécitos” 4.792+911 2 2.912+1.193 b 1.500-5.000
totais
Monécitos™ 509+153 @ 356+160 P 0-800

Plaquetas™ 335.882+64.959 274.429+88.395 200.000-500.000

Médias seguidas de letras diferentes na mesma linha diferem entre si
(p<0,05).

* Valores de Referéncia utilizados pelo Laboratério de Clinica Médica
(LAC), Departamento de Clinica Médica / Hovet da FMVZ-USP.

™ Valores absolutos em mm3.
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Hemograma completo

A anadlise comparativa dos parametros hematolégicos
avaliados entre os grupos GRP e GRNP apresentou simi-
laridade na maioria dos itens examinados, porem . houve
diferenca significativa nos itens leucdcitos, eosindfilos, lin-
focitos e mondcitos; (p<0,05), as médias e respectivos
desvios padrdes estao expressos no Quadro 2.

A média de leucdcitos para as fémeas GRPfoi de 12.050
mil/mm3, enquanto que a média das cadelas GRNP ficou
em 9.800 mil/mm3, enquanto que os eosindfilos apresen-
taram média de 268 mil/mm? para os animais portadores e
573 mil/mm?3 para o outro grupo.

As fémeas GRNP apresentaram média de 4.792 mil/
mm?3 para linfécitos tipicos, enquanto que as portadoras
tiveram média de 2.912 mil/mm3 para o mesmo item e no
item mondcitos apresentou média de 356 mil/mm?3 para as
fémeas GRNP e 509 mil/mm3 para as cadelas portadoras.

DISCUSSAO

A utilizacdo de modelos ndo-humanos para a pesquisa da
DMD é bastante discutivel. As diferencas anatémicas, me-
tabdlicas e funcionais devem ser levadas em considera-
¢ao e podem ter como consequéncia 0 sucesso ou nao de
determinados tratamentos, principalmente considerando
uma importante diferenca que é o fato de os humanos se-
rem bipedes e os animais-modelo, quadrupedes, o que
influencia na utilizagéo e importancia de cada musculo nas
espécies. Dunayer (1991) afirma que o ideal seria que as
pesquisas para a DMD tivessem base em estudos in vitro
e através da clinica humana, com resultados mais signifi-
cativos do que os encontrados com os modelos animais.
Contudo, o proprio autor afirma que a partir de estudos
utilizando a GRMD, pode-se observar que esta doenca e a
DMD possuem muitas semelhangas com relacéo a etiolo-
gia e progresséo.

Nguyen et al. (2002) discorda de Dunayer (1991), afir-
mando que a GRMD é geneticamente homologa a DMD, o
que justifica a utilizacao desses caes como modelos ex-
perimentais nos estudos da doenca que acomete huma-
nos. Considerando a semelhanca genética e do desenvol-
vimento em ambas as doengas, consideramos plausivel a
utilizacéo desses animais no auxilio na busca por trata-
mento para as criangas portadoras dessa doenca.

A faixa etaria dos animais utilizados no presente estudo
foi escolhida em fung@o dos animais disponiveis no Canil
GRMD-Brasil na época do presente estudo. Também foi
relevante o fato de que o LAC (2007), laboratdrio que anali-
sou todas as amostras nao possui valores de referéncias
para diferentes faixas etarias, usando os mesmos interva-
los, independente do animal ser filhote, adulto ou idoso. E
importante também o fato de que as literaturas existentes
que apresentam valores de referéncia divididos por faixa
etaria costumam dividir os animais em trés grandes grupos:
jovens até um ano de idade, entre um e oito anos de idade
e acima de oito anos de idade (Comazzi et al. 2004).

Apesar de nao existir diferenca estatistica entre os re-
sultados mensurados para a enzima creatina cinase (CK)
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entre os dois grupos avaliados, apenas a média das féme-
as portadoras ficou um pouco acima do intervalo de refe-
réncia utilizado (Viana 2003). Devido as alteragdes mus-
culares causadas pela doenca da qual s&o portadoras, a
heranca genética acarreta em alteragcdes encontradas nas
andlises de CK, que ja eram esperadas. Apesar da altera-
¢a0 nos niveis desse marcador de lesao muscular, é evi-
dente que essas fémeas nao apresentam quaisquer difi-
culdades de locomog¢éao ou degluticao, sinais tipicos do
desenvolvimento da doenga em questdo. A analise dessa
enzima ao nascimento é um importante auxiliar no diag-
néstico da GRMD, tanto nos machos afetados, como nas
fémeas portadoras e afetadas (Ambrdsio et al. 2009). Vale
ressaltar, que a CK nao é dosada comumente na avalia-
cao de caes saudaveis, e sdo poucas as referéncias de
literatura que apresentam intervalo de normalidade para
esta enzima; o proprio LAC (2007) nao estipula um valor
de referéncia nos laudos emitidos.

A dosagem de ALT apresentou diferenca estatisticamente
significante quando comparamos os grupos GRP e GRNP;
além disso, a média obtida na avaliagao do grupo das féme-
as nao portadoras da GRMD esteve um pouco acima do
intervalo considerado normal para o LAC (2007). Porém, o
resultado seria considerado normal para Viana (2003) - 10 a
88 UI/L; e também para Harper et al. (2003), Comazzi et al.
(2004) e Franciscato et al (2007), que consideram normais
os valores até 100 UI/L. Deve-se lembrar que de acordo
com Bush (2004); a ALT é uma enzima essencialmente
hepato-especifica para cao e gato. Aumentos de sua ativi-
dade sérica em geral indicam dano nos hepatécitos com
liberacao da enzima para a circulagao. A mensuracao desta
enzima é considerada o melhor teste para deteccao de le-
sao hepatica, porém ndo é um teste de funcdo hepética.
Assim, aumentos discretos na atividade sérica da ALT pro-
vavelmente sdo de pouca importancia, porque uma das fun-
¢cOes do figado é a desintoxicacédo, o que as vezes pode
causar pequenas lesdes aos hepatdcitos.

Para Heins et al. (1995), valores elevados da concentragao
de ALT podem ser indicadores de distrofia muscular progressi-
va, 0 que nao foi evidenciado nos animais em questao, uma
vez que nao foram avaliados animais distroficos.Nosso grupo
concorda com o autor, no sentido de que grande elevagédo na
concentracao sérica da AL T é uma caracteristica de caes dis-
tréficos, porém nao associada a causas primarias de dano e
perda da fung¢éo hepética, e sim pela sobrecarga do érgéo em
funcéo da distrofia muscular.

Finalmente, levando em conta os diferentes intervalos
de médias de normalidade para a enzima ALT entre as
literaturas consultadas e considerando o estado clinico
saudavel de todos os animais no momento da realizagao
das coletas, podemos considerar o valor obtido pelo grupo
GRNP como dentro da normalidade, uma vez que peque-
nos aumentos da atividade sérica desta enzima nao tém
relevancia.

Apesar da diferenca estatisticamente significante en-
tre os valores mensurados de FA entre os dois grupos, a
média do grupo GRNP foi quase o dobro da média do gru-

po GRP; ambos os resultados estavam dentro dos valores
normais de referéncia para LAC (2007) e também Viana
(2003), Comazzi et al. (2004) e Thrall et al. (2006); entre-
tanto para Mitruka & Rawnsley (1977), os valores dos dois
grupos estao acima do intervalo normal.

A dosagem da ureia plasmatica esteve dentro do inter-
valo de normalidade do LAC (2007) em ambos 0s grupos
avaliados, GRN e GRP. Apenas para Viana (2003) os resul-
tados obtidos seriam considerados acima do normal; ja para
Mitruka & Rawnsley (1977), Bush (2004), Comazzi et al.
(2004) e Franciscato et al. (2007) os resultados estiveram
normais para ambos os grupos. E importante ressaltar que
todos os animais estavam em jejum hidrico e alimentar no
momento das coletas de sangue, uma vez que aumentos
temporarios na concentragao de ureia ocorrem apds alimen-
tacao (Bush, 2004).

Os resultados obtidos para creatinina sérica foram iguais
para os dois grupos avaliados e estavam normais de acor-
do com LAC (2007) e outras referéncias consultadas como
Harper et al. (2003), Viana (2003), Bush (2004) e Thrall et
al. (2006). Os resultados apresentaram-se bem proximos
do intervalo considerado por Mitruka & Rawnsley (1977),
que considerou o intervalo de 1-2 mg/dl em seu experi-
mentos com caes labradores.

As proteinas totais também apresentaram valores nor-
mais em ambos o0s grupos avaliados para LAC (2007);
Harper et al. (2003), Viana (2003), Bush (2004), Comazzi
et al. 2004), Thrall et al. 2006) e Franciscato et al. (2007);
apenas para Weiner & Bradley (1972) e Mitruka & Rawnsley
(1977) as médias encontradas estiveram um pouco abaixo
do normal. Apesar dos valores obtidos estarem de acordo
com os valores de referéncia utilizados, LAC (2007), é
importante ressaltar que a ligeira diminuicdo na mensura-
cao de PTs é praticamente insignificante, podendo ser jus-
tificada pelo fato da albumina diminuir gradativamente com
aidade, refletindo na diminuigéao das proteinas totais (Bush
2004) ou, por um periodo de dieta hipoprotéica ou ainda
por ligeira hiperhidratagéo.

De acordo com LAC (2007) os valores de albumina es-
tiveram normais para os dois grupos avaliados; e também
para Viana (2003), Bush (2004), Comazzi et al. (2004), Thrall
et al. (2006) e Franciscato et al. (2007), entretanto Weiner
& Bradley (1977) consideram intervalos maiores que as
médias obtidas para ambos os grupos. Deve-se comentar
que a média do grupo saudavel esteve perto do limite infe-
rior do intervalo de normalidade para o LAC (2007); isso
pode ser justificado pelo mesmo motivo citado para as
PTs; uma dieta hipoprotéica ou pelo fato da albumina dimi-
nuir gradativamente com a idade (Bush 2004).

A avaliagdo hematoldgica de ambos os grupos, GRP e
GRNP, apresentou todos os resultados, tanto de eritrogra-
ma quanto leucograma, dentro dos intervalos de normali-
dade utilizados como referéncia para o LAC (2007). Esses
valores também estavam de acordo com os valores pre-
conizados por Lumsden et al. (1979), Navarro & Pachaly
(1994), Rebar et al. (2003), Bush (2004), Comazzi et al.
(2004), Franciscato et al. (2007) e Cowell et al. (2009).
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CONCLUSOES

As andlises das fémeas saudaveis da raca Golden
Retriever (GRNP) e portadoras do gene da distrofia muscu-
lar (GRP), com idade entre um e sete anos, encontram-se
dentro dos padrées bioquimicos e hematoldgicos conside-
rados normais para a espécie canina, nao apresentando di-
ferencas significativas entre os dois grupos avaliados.

Os valores de CK encontrados nas cadelas GRP apre-
sentaram-se acima dos limites superiores utilizados como
referéncia para animais saudaveis, porém isto ja era espe-
rado em funcao do gene da distrofia muscular.

Mais exames devem ser necessarios para que possa-
mos identificar diferencas entre os parametros
hematoldgicos e bioquimicos séricos em fungéo daraca e
idade dos céaes portadores da distrofia muscular progressi-
va.
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