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RESUMO

BROLIO, M. P. Acompanhamento clinico e morfolégico da distrofia
muscular do cdo Golden Retriever (GRMD). [Monitoring clinical and
morphological of muscular dystrophy of the Golden Retriever dogs (GRMD)].
2008.108f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina
Veterindria e Zootecnia, Universidade de Sido Paulo, Sdo Paulo, 2008.

O cao GRMD (Golden Retriever Muscular Dystrophy) € um excelente modelo
de estudo sobre a ag@o da terapia celular para aplicagdo a DMD - Distrofia
Muscular de Duchenne, que ocorre em humanos, devido a similaridade
clinica entre ambos. Estas doengas tém em comum a heranga recessiva
ligada ao cromossomo X; e sdo causadas pela auséncia de uma proteina
chamada distrofina, a qual esta presente no sarcolema das fibras musculares.
O ponto da estrutura da mutacdo no gene da distrofina & responsavel pelo
fenétipo GRMD; e é possivel encontrarmos individuos com caracteristicas
clinicas bem diferentes uns dos outros. Atualmente nao existe um tratamento
especifico para a distrofia muscular de Duchenne; e os estudos sobre o
desenvolvimento clinico e morfoldgico da distrofia muscular visam, através de
avaliagbes constantes, estabelecer uma padronizagéo fenotipica para estes
animais com vistas a controlar resultados pré-clinicos adequadamente e
assegurar-lhes uma boa qualidade de vida; para que tenham condigées de
ser submetidos aos protocolos de terapia celular em desenvolvimento no canil
GRMD Brasil; e, com isto, conhecer claramente a agéo efetiva da terapia
celular versus desenvolvimento morfolégico desta doenca degenerativa
progressiva dos cdes. Realizou-se o acompanhamento clinico e morfolégico
de 12 cdes GRMD, 06 fémeas e 06 machos, do nascimento aos 12 meses de
idade. Avaliando-se o aparelho locomotor, notou-se que entre a primeira
(cinco meses de idade) e Ultima avaliagéo (12 meses), houve uma piora com
evolugdo significativa na assimetria postural, aumento do &ngulc do tarso e
carpo, adugdo dos membros, dissociacdo da cintura pélvica, além de
alteragdes na mobilidade ativa dos joelhos durante a atividade de marcha. A
avaliagdo androlégica dos caes distroficos indicou maiores taxas de
anormalidade espermatica (defeitos maiores e menores) comparada a de
caes normais aos 12 meses de idade; ao passo que as fémeas manifestaram
maturidade sexual aos 09 meses. O acompanhamento hematolégico mensal
mostrou valores proximos do ideal para caes saudaveis, sendo que o0s
exames realizados com os animais entre seis e doze meses de idade foram
aqueles que indicaram maiores alteragdes em relagdao aos valores de
referéncia para a espécie. Concentracbes médias para hemacias,
hemoglobina e hematécrito foram menores que a média para esta faixa etaria.
Quanto as avaliagdes bioquimicas séricas, CK &€ uma ferramenta importante
para diagnéstico e acompanhamento da distrofia muscular em cées, devido as
suas oscilagbes e aumentos indiscutiveis em individuos doentes. ALT e AST
também demonstraram aumentos muito acima dos valores normais durante
todas as faixas etdrias avaliadas. Finalmente, os parametros cardiacos



avaliados nos caes distréficos foram significantemente diferentes comparados
aqueles encontrados em cdes sadios normais, porém sem deficit a fisiologia
cardiaca nos GRMDs.

Palavras-chave: GRMD. Distrofia muscular. Cao.



ABSTRACT

BROLIO, M.P. Monitoring clinical and morphological of muscular dystrophy
of the Golden Retriever dog (GRMD). [Acompanhamento clinico e morfoldgico
da distrofia muscular do cao Golden Retriever (GRMD)]. 2008. 108f. Dissertacao
(Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2008.

The dog GRMD (Golden Retriever Muscular Dystrophy) is an excellent model to
study the action of cell therapy for application to DMD - from Duchenne Muscular
Dystrophy, which occurs in humans; clinic due to the similarity between the two.
These diseases have in common the legacy recessive linked to chromosome X,
and are caused by the absence of a protein called dystrophin, which is present in
sarcolema of muscle fibers. The point of the structure of mutation in the dystrophin
gene is responsible for the phenotype GRMD, and you can find individuals with
clinical features quite different from each other. Currently there is no specific
treatment for Duchenne muscular dystrophy, and the studies on the clinical
development of muscular dystrophy and morphological aim, through constant
assessments, establish a standardized phenotypic for these animals in order to
monitor pre-clinical results properly and maintain a good quality of life for them so
that they have conditions to be submitted to the protocols of cell therapy being
developed as kennel GRMD Brazil, and with it, knowing clearly the effective action
of cell therapy versus the morphological development of this progressive
degenerative disease of dogs. It was checked the clinical and morphological of 12
dogs GRMD, 06 females and 06 males, from birth to 12 months of age. Judging by
the locomotive system, it was noted that among the first (five months old) and last
assessment (12 months), there was a worsening trend with significant asymmetry
in posture, increasing the angle of the tarsus and carpus, adduction of the
members, decoupling of the pelvic belt, as well as changes in the mobility of active
knees during the activity running. Reproductive assessment of dystrophic dogs
indicated higher rates of abnormal sperm (defects larger and smaller) compared to
normal dogs at 12 months of age, while females expressed sexual maturity to 09
months. The monthly blood monitoring showed values close to ideal for healthy
dogs, and the examinations performed with the animals between six and twelve
months of age were those who indicated major changes in relation to the baseline
for the species. Average concentrations for red blood cells, hemoglobin and
hematocrit were lower than the average for this age group. As for serum
biochemical assessments, CK is an important tool for diagnosis and monitoring
muscular dystrophy in dogs, due to its indisputable fluctuations and increases in
individuals patients. ALT and AST also showed increases greatly above the normal
values for all ages evaluated. Finally, the cardiac parameters measured in
dystrophics dogs were significantly different compared to those found in normal
healthy dogs, but without the deficit in cardiac physiology GRMDs.

Keywords: GRMD, muscular dystrophy, dog.
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1 INTRODUGAO

A distrofia muscular do cdo Golden Retriever (Golden Retriever Muscular
Dystrophy — GRMD) é uma miopatia hereditaria com caracteristicas muito
semelhantes a da distrofia muscular de Duchenne (DMD), que acomete seres
humanos. Estas doencas tém em comum a heranca recessiva ligada ao
cromossomo X, e sdo causadas pela auséncia de uma proteina chamada
distrofina, que esta presente na membrana das fibras musculares. A auséncia
desta proteina causa progressiva degeneragdo muscular, miocardiopatia
dilatada e usualmente a morte prematura do paciente (SHELTON; ENGVALL,
2002).

Os primeiros sinais da GRMD aparecem normalmente entre a 6 e a 92
semanas de vida. Algumas lesdes ja se manifestam “in dtero® e outras logo
ap6és o nascimento, ocorrendo muitas vezes morte dos pacientes recém-
nascidos quando séc afetados pela forma mais severa da doenga. Os filhotes
distréficos sdo mais lentos que os normais e apresentam um andar rigido,
arrastando os membros toracicos e abduzindo os cotovelos. Outra
caracteristica clinica & o trismo, que é a incapacidade de abrir completamente a
mandibula (SHELTON; ENGVALL, 2002).

Os sintomas da distrofia muscular do golden retriever sdo progressivos,
com perda gradual de massa muscular e desenvolvimento de contraturas que
frequentemente conduzem a deformagdes no esqueleto. Um aspecto

amplamente observado em cdes com GRMD é o alargamento da base da
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lingua em virtude da hipertrofia e pseudo-hipertrofia das fibras musculares.
Sialorréia, disfagia, regurgitagcdo e dispnéia podem ocorrer como resultado da
hipertrofia da lingua associada a disfuncdo da faringe e do eséfago e a
hipertrofia do diafragma. Esta deficiéncia pode ser constatada desde o
nascimento, através da observagdo do comportamento dos filhotes, que nédo
conseguem alimentar-se corretamente, apresentando dificuldade para sugar o
leite das glandulas mamarias da mae. Este deficit na alimentagao causa grande
perda de peso e conseqgiiente morte, que ocorre em sua maior parte até as
primeiras duas semanas de vida. A fungdo respiratéria fica reduzida e pode
ocorrer pneumonia por aspiragcdo, e a presenca de miocardiopatia dilatada
pode resultar em faléncia cardiorrespiratéria. Casos de insuficiéncia cardiaca
congestiva e arritmias sado comuns tanto em humanos quanto em caes
(SHELTON; ENGVALL, 2002).

O diagnéstico precoce da distrofia pode ser realizado através de exames
bioquimicos e imunohistoquimicos, nos quais podem ser verificados altos
niveis de creatina quinase sérica e falta da proteina distrofina, respectivamente,
caracteristicos da doenca (KORNEGAY et al., 1999).

Atualmente ndo existe um ftratamento especifico para a distrofia
muscular, tanto em humanos quanto em caes afetados. Os estudos conduzidos
no Canil GRMD Brasil poderdo trazer informagdes importantes para uma
conduta terapéutica mais apropriada para os meninos afetados pela DMD.
Estas informacdes poderao ser obtidas através dos projetos de pesquisa com
transplante de células-tronco, da avaliagdo clinica dos cdes afetados e pela
terapia fisioterapica dos mesmos. J& foi constatado que em humanos a

expectativa e a qualidade de vida dos pacientes da DMD tém melhorado com a
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aplicacao de fisioterapia, porém nada é citado em literatura sobre a eficacia da
terapia celular em relagao a regeneragdo muscular. Sendo assim, o objetivo
deste estudo é pontuar a evolugdo desta doenga nos cdes GRMD,
caracterizando as alteragdes clinicas, morfologicas e funcionais durante a vida
dos animais, podendo entdo correlacionar seus efeitos deletérios a aplicagédo
das células-tronco. A evelugdo clinica correta dos animais é a chave da real

acdo da terapia celular; aliada as confirmagdes fisicas obtidas pela biologia

molecular de possiveis fibras musculares regeneradas.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Durante o ano de 2003, a sequéncia completa do genoma canino foi
identificada, facilitando a caracterizacdoc da base molecular das doengas
hereditarias nesta espécie. O padrdao da heranga depende principalmente de
dois fatores: se a mutagdo é localizada em um autossomo ou em um
cromossomo X; ou pela incidéncia do fenétipo, que normalmente é mais alta
em machos do que em fémeas (GIGER, 2003).

A distrofia muscular relacionada ao cromossomo X em cées da raca
Golden Retriever (GRMD) & o modelo animal geneticamente homologo a
distrofia muscular de Duchenne (DMD) que acomete seres humanos (HOWELL

etal., 1997; COZZI et al., 2001; NGUYEN et al., 2002; SHIMATSU et al., 2003).

A forma mais comum de distrofias musculares em caes € humanos &
causada por mutagdes no gene da distrofina (SHELTON et al., 2001).

A DMD é a forma mais comum de distrofia muscular em seres humanos,
afetando geralmente individuos do sexo masculino. Em 1987, foi demonstrado
que ela é causada pela auséncia ou mutagdo do gene de uma proteina
muscular chamada distrofina. O gene da distrofina localiza-se no cromossomo
X, portanto a DMD é uma doenga genética de heranca recessiva ligada ao X e
por isso & transmitida pela mae portadora, que normalmente é assintomatica.
Raramente ocorrem manifestagdes clinicas de alteragdes musculares em
eletromiografias ou biépsias de musculos em individuos do sexo feminino

(SHELTON; ENGVALL, 2002). Além disso, fémeas com deficiéncia de
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distrofina ou outras formas de distrofia muscular podem ser mal-diagnosticadas

ou ndo diagnosticadas (SHELTON et al., 2001).

A distrofina & encontrada no sarcolema das miofibras e € fator crucial na
estabilizagdo das fibras musculares durante a contragdo (SHELTON,;
ENGVALL, 2002). A auséncia desta proteina causa progressiva degeneracéo
muscular (KORNEGAY et al., 1999; SHELTON; ENGVALL, 2002) caracterizada
morfologicamente por hipercontratibilidade das fibras musculares, causando
necrose, posterior regenera¢ao e fibrose tecidual (SHELTON; ENGVALL, 2002;
SCHATZBERG; SHIMATSU et al., 2003; SHELTON 2004) observaram, ainda,

presenca de nodulos calcificados em alguns musculos.

Shelton e Engvall (2002) afirmam que a maior razdo de esta miopatia ser
a mais comum em seres humanos e animais de companhia se deve ao
tamanho extremamente grande do gene da distrofina, sendo, assim, alvo mais
frequente de mutagdes no cédigo genético em relacdo aqueles com peso

molecular menor.

Modelos animais tém tido e continuardo a ter um papel chave no
entendimento da patogénese e tratamento da DMD. O camundongo MDX e o
cido GRMD sio mutagdes espontaneas de deficiéncia em distrofina, e tém sido
os modelos mais amplamente usados para dados. Os modelos animais tém
permitido um grande nimero de abordagens terapéuticas experimentais
promissoras para a DMD, que agora estdo entrando em ensaios clinicos, a
maioria das quais néo teria sido desenvolvida sem a utilizagao destes animais

(WELLS; WELLS, 2005).
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Além do Golden Retriever, a distrofia muscular causada pela deficiéncia
de distrofina foi identificada em um grande nimero de ragcas caninas como
Rottweiler, Pointer alemdo de pélo curto, Irish Terrier, Samoieda,
Groenendaeler Shepherd, Schnauzer miniatura, Brittany Spaniel, Rat Terrier,
Pembroke Welsh Corgi, e, recentemente, também foi observada no Labrador

Retriever (SHELTON; ENGVALL, 2002; SCHATZBERG; SHELTON, 2004).

A distrofia muscular hipertréfica em felinos (HFMD), assim como a
distrofia muscular ligada ao X em camundongos, ndo apresenta debilidade
muscular significativa (SHIMATSU et al., 2003); portanto ndo sdo modelos

ideais para estudos clinicos sobre terapia celular e/ou génica.

Porém, o GRMD tem sido mais extensamente estudado e melhor
caracterizado. Caes nao sdo animais de laboratério ideais, pois sao animais de
grande porte, suas coldnias sdo caras para se manterem, a espécie no é facil
de se manipular geneticamente e os animais sdo extremamente sensiveis e
emotivos. O cdo GRMD, entretanto, exibe mudangas musculares importantes,
as quais nao sdo encontradas nos camundongos mdx. Caes adultos também
tém uma massa corpérea comparavel aos pacientes de DMD (COLLINS;

MORGAN, 2003), o que os torna um modelo experimental ideal.

A patogenia da GRMD  manifesta-se ainda “in dtero® com o
desenvolvimento de lesées na lingua (COLLINS; MORGAN, 2003). Nos
neonatos, pode-se notar uma distribuicdo seletiva das lesbes, sendo os
musculos mais afetados aqueles que sdo mais ativos durante o periodo
neonatal (diafragma, lingua, musculatura do pescogo, tronco e por¢édo proximal
dos membros), responsadveis pela respiragdo, sucgdo e locomogéao,

respectivamente (VALENTINE; COOPER, 1991; NGUYEN et al., 2002). Isto
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fica mais pronunciado entre os dois e trinta dias de vida, pois o nimero de
fibras necréticas declina quando o animal atinge a maturidade (COZZY et al.,

2001).

Duas lesdes adicionais foram observadas em filhotes GRMD de dois
meses de idade: discreta fibrose endomisial e pronunciada atrofia das
miofibras. Em ambas as andlises, as lesdes musculares incluiam hialinizagao,
hipertrofia, calcificacdo, necrose e regeneracdo de pequenos grupos de
miofibras distribuidos aleatoriamente nos musculos (NGUYEN et al., 2002). Aos
seis meses de idade, ocorrem fibroses severas e contraturas nos membros
(VALENTINE et al., 1988). A morte espontanea de filhotes GRMD dentro das
primeiras duas semanas de vida ocorre freqiientemente (VALENTINE et al,
1988), quando uma alta concentragdo de CK permite o diagnéstico precoce da
doenca (NGUYEN et al., 2002). Esta anormalidade bioquimica sugere que
todos os filhotes GRMD apresentam mionecrose neonatal (VALENTINE et al.,
1988), além de degeneracdo muscular “in udtero” (VALENTINE et al., 1988;

NGUYEN et al., 2002).

Um estudo avaliou lesdes patologicas e caracteristicas ultra-estruturais e
de microscopia de luz de lesdes de musculatura esquelética em distrofia
muscular canina ligada ao X (CXMD); foram estudados cédes de trés meses a
seis anos de idade. Necrose e regeneragdo estavam presentes em todos os
estagios, mas foram mais proeminentes nos cdes mais jovens. Mudangas
progressivas incluiram desenvolvimento de severa variagdo no tamanho da
fibora, fibrose endomisial e perimisial, desorganizacdo citoplasmatica
proeminente, proliferagao mitocondrial, infiltragéo gordurosa suave e alteragées

no padrdo do tipo de fibra. Evidéncias de regeneracdo anormal foram
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encontradas em animais jovens e associadas com fibrose extensiva. Estes
achados documentam a progressdao das lesdes na CXMD, e ilustram as
profundas alteragées na organizagao e tipos de fibras que podem ocorrer em
estagios finais de distrofia muscular deficiente em distrofina (VALENTINE et al.,

1990).

A CK esta presente nos musculos e é liberada em maior quantidade
para o sangue toda vez que ocorre uma leséo reversivel e necrose muscular. A
enzima tem meia-vida curta, sua atividade é reduzida em 50% apés seis horas
“in vitro®. Por este motivo, sua mensuragdo deve ser efetuada sem atraso.
Foram descritas trés iscenzimas na CK: a isoenzima MM, que & encontrada na
musculatura esquelética e no miocardio; a isoenzima MB, que também esta
presente em musculos esqueléticos e no miocardio, mas em menores
concentragbes; e, por Ultimo, a isoenzima BB, de menor significado para
distrofia muscular, que & encontrada no tecido cerebral (COLLINS; MORGAN,
2003).

Andlises para a confirmagao do diagnoéstico de distrofia muscular podem
ser realizadas através de exame imunchistoquimico para a deteccdo da
proteina distrofina, sendo este um método sensivel que pode ser efetuado
diretamente, ou a partir de amostras congeladas provenientes de biopsias
(SCHATZBERG; SHELTON, 2004). Em alguns casos pode ser detectada a
presenca da proteina em menos de 1% do total da amostra proveniente de
animais afetados, sendo a expressado da distrofina nestas fibras “revertentes”

atribuida a mutagbes somaticas do gene da distrofina (HOFFMAN et al., 1990).

A GRMD é acompanhada geralmente por miocardiopatia dilatada, e os

caes distroficos podem morrer por insuficiéncia cardiaca. As anormalidades
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ecocardiograficas observadas incluem areas hiperecdicas, a maioria evidente
na parede ventricular esquerda, demonstrando os primeiros sinais entre seis e
doze meses de idade. Estes achados sdo consistentes com as lesdes
histolégicas do coragdo, que podem aparecer aos seis meses de idade e sdo
caracterizadas por necrose e mineralizagdo miocardica. Cdes com mais de um
ano de idade desenvolvem fibrose miocardica, mais evidente no subepicardio
da parede ventricular esquerda, nos musculos papilares e no septo
interventricular. Estas lesdes s3o idénticas as encontradas em pacientes
humanos com DMD (SCHATZBERG; SHELTON, 2004).

A mortalidade cardiaca na distrofia muscular de Duchenne (DMD) tem-
se tornado importante, recentemente , devido a redugéo do risco de faléncia
respiratéria em virtude do uso de respiradores. O envolvimento cardiaco é
caracterizado por anormalidades eletrocardiograficas  distintas ou
cardiomiopatia dilatada, mas a patogenia permanece obscura. Os fenotipos dos
GRMDs s&o muito similares aos da DMD, e os animais também mostram
achados eletrocardiograficos similares e cardiomiopatia progressiva
comparaveis ao envolvimento cardiaco de pacientes DMD (YUGETA et al.,
2008).

Em distrofinopatias, em adi¢cdo as doengas da musculatura esquelética,
alteragdes cardiacas sao comuns, mas assintomaticas em um periodo variavel
antes da ocorréncia de cardiomiopatia dilatada, resultando em fibrose difundida
com final fatal. Assim, o envolvimento cardiaco néc é paralelo a8 doenga
muscular e sua severidade ndo é prognosticada por andlise genética; uma
‘alternativa acessivel pode ser o uso de ultra-sonografia cardiaca, o “TDI -

Tissue Doppler Imaging’, para diagnosticar com antecedéncia anormalidades
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miocardicas sutis e assintomaticas. O TDI permite a quantificagdo da
velocidade miocardica regional sistélica e diastélica e indices de deformacao,
como o gradiente de velocidade miocardica e velocidade de distens&o. Ambas
as velocidades e indices de deformagéo tém sido mostrados para proporcionar
um método mais objetivo e quantitativo para avaliar disfuncdo regional de
ventriculo esquerdo. Gradiente de velocidade endocérdica a epicardica pode
identificar disfungdo de ventriculo esquerdo antes da fragdo de ejecao estar

alterada (CHETBOUL et al., 2004).
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3 OBJETIVOS

- Analisar clinica e morfologicamente o desenvolvimento da distrofia
muscular do Golden Retriever nos cides do Canil GRMD-Brasil, situado a

Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sao Paulo.

- Estabelecer a relagdo morfolégica e clinica da distrofia muscular em

caes;

- Avaliar e manter a qualidade de vida e bem-estar dos caes afetados

pela doenca.
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4 MATERIAIS E METODOS

O projeto proposto foi conduzido sob avaliacio e aprovacdo da
Comissdo de Bioética da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da

Universidade de Sao Paulo.

4.1 GRUPO DE ANIMAIS

Foram utilizados doze cédes neonatos distréficos, provenientes do Canil
GRMD - Brasil: do Departamento de Cirurgia da FMVZ — USP; setor de
Anatomia dos Animais Domésticos.

Os animais (seis fémeas e seis machos) eram provenientes de quatro
ninhadas diferentes, e todos os nascimentos ocorreram na mesma época, num
intervalo menor de dez dias entre o primeiro e ultimo parto.

Para este experimento, os cdes foram acompanhados desde o
nascimento até completarem doze meses de idade.

Devido ao grande niumero de projetos em desenvolvimento e a
dificuldade em se obter filhotes distréficos, alguns animais durante seu
primeiro ano de vida também foram utilizados em outras pesquisas,

concomitantemente a esta.

A tabela a seguir identifica os animais avaliados.
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Tabela 1 - Relagdo e dados dos cdes da raga Golden Retriever com distrofia

muscular incluidos no presente estudo - Séo Paulo, 2008

CAO/ TERAPIA DATA DE
TATUAGEM CELULAR NASCIMENTO SITUAGAO
TRAKINAS Sim 09/04/2006 VIVA
(F) 1X1
BIS (M) 2L2 Nio 11/04/2006 VIVO
CHOQUITO Sim 11/04/2006 VIVO
(M) 2L3
AMANDITA Sim 11/04/2006 OBITO EM
(F) 2L4 AGO/07
LAKA N3o 11/04/2006 OBITO EM
(F) 2L5 FEV/07
LANCY Sim 11/04/2006 OBITO EM
(F) 2L6 DEZ/06
TODDY Sim 11/04/2006 OBITO EM
(M) 2L7 ABR/07
KINDER 15/04/2006 OBITO EM
(M) 3H5 N3o QuUT/06
LOLA (F) Sim 15/04/2006 VIVA
3H6
SUFLAIR Sim 15/04/2006 VIVO
(M) 3H10
MILKA N3o 15/04/2006 OBITO EM
(F) 3H12 MAIO/07
GALACK N3zo 17/04/20086 OBITO EM
(M) 1CL3 FEV/07

Nota: (F): fémea, (M): macho
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Os filhotes foram monitorados a partir do seu nascimento, quando
ocorreu coleta do sangue de corddao umbilical (SCU) de cada neonato, a fim de
se obterem dados para varias pesquisas em andamento no canil, além da
extragdo de DNA para confirmagéo da distrofia.

A confirmacdo de distrofia muscular foi realizada através de anadlise de
DNA por meio do “kit" “GFX Genomic Blood DNA Purification”, conforme
descrito por Kornegay et al. (1999), em exame feito no Centro de Estudos do
Genoma Humano do Instituto de Biociéncias da Universidade de Sao Paulo.

Além disso, todas as matrizes e afetados, jovens ou adultos, tiveram
seus parametros morfologicos, fisiologicos e patolégicos avaliados
constantemente, pois as informagdes obtidas serviram para comparagbes

sobre o desenvolvimento da doenga degenerativa progressiva em caes.

4.2 METODOS DE AVALIACAO

4.2.1 Avaliagdo dos animais

Cada c&o possuia uma ficha individual, onde eram anotados os dados
para obteng&o do curso clinico da doenca através de informacdes referentes ao
manejo alimentar, ingestdo hidrica, possiveis afecgdes adquiridas e seus
respectivos tratamentos (quando houve); e, também, participagdo e

desempenho nas atividades terapéuticas realizadas no canil.
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Inspecdo e exame fisico foram realizados semanaimente, baseados
numa avaliagdo sistematica de todo o animal: o estado geral de cada paciente,
nivel de consciéncia, hidratagdo, estado nutricional e observagao das areas
afetadas pela distrofia muscular.

O exame fisico dos animais consistiu na afericdo da temperatura
corpérea através da ampola retal, pulso arterial por meio de palpagao da artéria
femoral, frequéncias cardiacas e respiratérias e avaliagdo de mucosas
oculares, orais e genitais. Realizou-se, também, o exame do térax e abdémen

por meio de auscultacao indireta, inspegao, palpagao e percusséao digito-digital.

4.2.1.1. Avaliagdo do Aparelho Locomotor

Os caes foram avaliados mensalmente, dos cinco aos doze meses de
idade. Foram mensuradas amplitudes de movimento articular (ADM) passiva do
carpo, cotovelo, joelho e tarso, bem como a circunferéncia dos membros
pélvicos e toracicos, além de térax e peso. Realizou-se, ainda, a avaliagao dos
animais em estagdo onde foi observada a presenga dos seguintes aspectos:
simetria, alteragdes articulares e postura.

Foi realizada avaliagdo macroscopica dos musculos afetados pela
distrofia através de imagens gravadas e fotografadas mensalmente,

observando-se também o trofismo das musculaturas axial e cervical.
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Quaisquer alteragbes de postura (coluna vertebral e membros), de
musculatura da face, posicionamento da cabega e pescogo foram consideradas
na evolugao do processo de distrofia muscular em animais afetados.

A andlise estatistica dos valores mensurados na ADM passiva
(articulagées do carpo, cotovelo, joelho e tarso) foi realizada através do “Teste
T para Amostras Pareadas”, ou, simplesmente, “Teste T Pareado”. Houve
também uma analise de estatistica descritiva dos valores mensurados ao longo

de todos os meses avaliados.

4.2.1.2 Avaliacao Reprodutiva

Os animais foram examinados clinicamente, com regularidade , com
vistas a verificacdo dos padrdes fisiolégicos relacionados & biologia da

reprodugdo.

O exame androlégico incluiu histérico clinico detalhado de cada animal,
com obtengao de dados referentes a manejo alimentar, imunizagéo, problemas

prévios de salde e respectivos tratamentos médicos.

Procedeu-se ao exame clinico completo; geral e especifico dos 6rgaos

reprodutores, colheita e avaliagdo do sémen.

O exame androlégico dos machos avaliou principalmente
comportamento, tentativa de monta e espermiogramas, os quais foram
realizados a partir dos nove meses de idade, seguindo determinacées de

Vannucchi, Satzinger e Santos (1998).
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O sémen foi coletado através da técnica de manipulagao digital, quando
foi separado em trés fracdes com o auxilio de tubos graduados e um funil. A

segunda fracdo, rica em espermatozoéides, foi retida para avaliagao imediata.

As caracteristicas macroscopicas (aspecto, volume, viscosidade e
coloragao) foram avaliadas imediatamente apés a coleta do material seminal.
Motilidade (porcentagem de espermatozéides moéveis) e vigor espermatico,
qualificado em escala de 0 a 5 também foram avaliados através de
microscopia ética (100 e 400x). Para analise morfoldgica dos
espermatozoéides e avaliagdo de patologia espermatica, fez-se um esfregago de
sémen com a coloragdo de “Eosina-Nigrosina®, avaliada através de microscopia
dtica (400x). Os defeitos espermaticos foram avaliados segundo a classificagéo

proposta por Blom (1973).

A concentragdo espermatica foi determinada através de

espectrofotometria.

As fémeas foram avaliadas principalmente por exames semanais de
citologia vaginal, a partir dos seis meses de idade, estabelecendo-se um
padrao de maturidade sexual para estes animais e sua relagdo com os efeitos

da distrofia.
Quando houve necessidade, a técnica de vaginoscopia foi realizada.

Para a coleta de material vaginal foram utilizados swabs bacteriologicos
da seguinte maneira: insere-se um swab bacteriolégico no vestibulo e na
vagina caudal para absorver exsudato, depois se rola o swab sobre uma lamina

de microscopia para posterior coloracéo de panétipo da mesma.



33

4.2.1.3 Avaliagdo Laboratorial

a) Hemograma

Por meio de pungédo da veia jugular foram coletados 2mL de sangue de
cada animal, para realizacdo de hemogramas. Como anticoagulante foi

utilizado o EDTA a 10%. Os hemogramas foram realizados mensaimente.

As amostras de sangue foram avaliadas por meio de um contador
automatico da marca ABXVET®, modelo contador hematolégico situado no
laboratério de andlises clinicas do Departamento de Clinica Médica da FMVZ-
USP, para determinagéo do eritrograma, leucograma e contagem de plaquetas.

Esfregagos de sangue foram preparados e corados pelo corante Wright
ou pelo pandétipo rapido, para estudo dos elementos figurados do sangue. Em
sequida, as preparagdes citoscopicas foram examinadas a luz da microscopia
6ptica, utilizando-se microscopio com aumento 100x (imersor) para
diferenciagdo e contagem de leucécitos. O volume globular foi avaliado pela

técnica do microhematdcrito.

b) Bioquimica sérica

As analises bioquimicas séricas foram feitas em amostras do soro
obtidas ap6s sinérese de sangue coletado por pungdo de sangue venoso,

aproximadamente 3ml de sangue. As avaliagfes ocorreram uma vez ao més.
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Utilizando-se o sistema Labtest' para diagnéstico, aliquotas das
amostras de soro foram processadas para determinagao de creatinina (método
de Jaffé? modificado); uréia (UV-cinética — pelo método do diacetil modificado);
proteina  total (Biureto);  fosfatase  alcalina (Roy modificado);
alaninaminotransferase (UV - cinético); aspartatoaminotransferase (UV -

cinético) e creatinina quinase (cinético).

4.2.1.4 Avaliacdo Cardiaca

a) Radiografia toracica

A avaliagao radiografica foi realizada de acordo com a técnica que
relaciona miliamperagem/segundo e quilovoltagem a espessura da regiéo
toracica (SCHELLING, 1995), em aparelho CGR, de 600 mA e 130 KV, modelo
Chenonceaux, equipado com mesa radiolégica com grade e sistema Potter —
Buck recipromatico, tipo Par Speed, e ampola de Raios-X de &nodo giratério.
Os filmes radiograficos utilizados foram do tamanho 24 x 30 cm da marca
Kodak ®, de acordo com o porte do animal, colocados em chassis metalicos
portando telas intensificadoras CRONEX HI plus. Os filmes foram revelados e
fixados em processadora automatica RP-OMAT Processor®, apés a

identificagao luminosa apropriada.

" LABTEST Diagnostica S.A. — Lagoa Santa , MG
2 Método do picrato alcalino
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Para a avaliagdo de silhueta cardiaca, os cdes foram submetidos ao
exame radiografico da regido toracica. Os animais foram posicionados em
decubito lateral direito e esquerdo para a projegao latero-lateral e em dectbito

dorsal para a projegdo ventro-dorsal.

b) Pressdo Arterial

A avaliacdo da pressdo arterial foi feita através de um aparelho de
Doppler vascular MEDMEGA ® modelo DV-610 e esfingonomandémetro
TYCOS ® modelo CE0050. A mensuragao da pressao arterial foi realizada com
o animal em decubito lateral, posicionando-se o cuff, (marca Dixtal®) logo
abaixo da articulagdo Umero-radio-ulnar, com o transdutor sobre a artéria
palmar na regido metacarpiana. A largura e o numero do cuff foram

selecionados conforme recomendagdes de Brown e Henik (1998).

Como valor de referéncia para hipertensdo, considerou-se a pressao

sistélica maior que 170 mm Hg (BROWN; HENIK, 1998).

c) Exame eletrocardiografico

O exame eletrocardiografico foi realizado utilizando-se eletrocardiégrafo

da marca ECAFIX ® modelo 6, com os animais em decubito lateral direito,
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registrando-se as derivagdes bipolares I, Il e Ill, as unipolares aumentadas
aVR, aVL e aVF e as derivagbes pré-cordiais CVsRL, CVeLL, CVelLU e Vyo

(EDWARDS, 1987; TILLEY, 1995).

Os parametros eletrocardiograficos, avaliados em derivagao DIl
velocidade 50 milimetros por segundo (mm/s) e calibrado para 1 milivolt (mV)

igual a 1 centimetro (cm), foram :

a) frequéncia cardiaca: a freqiéncia cardiaca (batimentos por minuto),
foi calculada na derivagao DI, contando-se o nimero de complexos QRS, em
trés segundos e multiplicando-se por 20 (F.C. = n° QRS em 3 segundos x 20)

(EDWARDS, 1987);

b) ritmo cardiaco: foram considerados normais os seguintes ritmos
cardiacos: ritmo sinusal, arritmia sinusal e arritmia sinusal com marcapasso

migratério (TILLEY, 1995);

c) eixo elétrico cardiaco médio: foi calculado pelo tamanho das deflexdes
dos complexos QRS, nas derivagdes bipolares I, Il e Ill e unipolares

aumentadas aVR, aVL, aVF conforme Tilley (1995);

d) onda P: foram analisadas a duragéo, em segundos, e a amplitude, em

milivolts (TILLEY, 1995);
e) intervalos P-R: foi analisada a durag&o, em segundos (TILLEY, 1995);

f) complexo QRS: foram analisadas a duragdo, em segundos, e a

amplitude da onda R ,em milivolts (TILLEY, 1995);

g) segmento ST: considerou-se a elevagéo ou depressdo em relagdo a

linha de base isoelétrica do registro eletrocardiografico (TILLEY, 1995),
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h) onda T: foi classificada quanto a sua polaridade em positiva, negativa

ou bifasica e a amplitude sempre menor que 25 % da onda R (TILLEY, 1995);
i) intervalo Q-T: foi analisada a duragdo, em segundos (TILLEY, 1995);

j) derivacbes pré-cordiais: as derivagdes CVsRL, CVelL, CVeLU e Vi
também foram analisadas na velocidade 50 mm/s com sensibilidade 1 mv igual
a 1 cm, sendo determinada a amplitude (mV) das ondas Q, R e S e a
polaridade da onda T (positiva ou negativa) nas derivagdes CVsRL, CVeLL e
CVsLU, bem como a polaridade (positiv? ou negativa) do complexo QRS e da

onda T na derivagdo V4o (TILLEY, 1995).

d) Exame ecocardiografico

Para a realizagdo dos exames ecocardiograficos os animais foram
posicionados em decubito lateral esquerdo com o transdutor sobre o térax,
para obtengdo das imagens através da janela paraesternal direita e
paraesternal esquerda cranial e caudal. Uma grossa camada de gel era
aplicada entre a pele dos animais e o transdutor, a fim de minimizar a

interferéncia que o ar exerce no exame ultra-sonografico.

O exame ecocardiografico foi realizado conforme recomendagdes da
Echocardiography Committee of the Specialty of Cardiology — American
College of Veterinary Internal Medicine (THOMAS et al., 1993) e American
Society of Echocardiography (ASE) (YAMATO et al., 2006; PELLEGRINO et al.,

2007).
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As ultra-sonografias cardiacas foram realizadas no Setor de Cardiologia
do Departamento de Clinica Médica do HOVET - FMVZ-USP. O aparelho
utilizado foi um ecocardiografo modelo “Vivid 7 dimension” (Fabricante GE

Medical Systems).
Os céaes foram avaliados aos doze meses de idade.

Para analise estatistica dos dados obtidos através da ecocardiografia foi
utilizado o Teste-T de Student, que é uma estatistica usada para comparar
duas médias, sendo uma delas de referéncia. Essa avaliagdo foi feita para
comparar a média dos valores ecocardiograficos do grupo estudado com a

média dos valores de referéncia para caes saudaveis, da mesma raca e idade.

Também foi realizada uma comparagéo entre os valores de machos e
fémeas distroficos. Para esta analise estatistica foi utilizada a “Andlise de

variancia - ANOVA”.
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5 RESULTADOS

Os resultados obtidos nas diferentes avaliagbes realizadas sao
apresentados sob a forma de quadros e tabelas, a seguir, € em tdpicos

sistematizados:

51 AVALIACAO DO APARELHO LOCOMOTOR

Comparando o0s animais entre a primeira (cinco meses) e ultima
avaliagdo (doze meses), pode-se observar que houve uma piora com evolugao
significativa na assimetria postural, aumento do angulo do tarso e carpo,
adugdo dos membros, dissociagdo da cintura pélvica, além de alteracées na

mobilidade ativa dos joelhos durante a atividade de marcha.

5.1.1 ADM - Amplitude de movimento

Através de analise estatistica descritiva, observamos que houve
aumento significativo da ADM nas articulagdes do carpo (Figura 1), sendo as

médias do grupo: T1 = 135 + 3,535° a T7 =139,278 + 4,599°, cotovelo (Figura
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2) - médias do grupo: T1 = 116,590 + 5,276° a T7 = 128,901 + 6,465° e joelho
(Figura 3) - médias do grupo: T1 =110+ 5,590° a T7 = 122,115 + 7,029".

Houve manutencdo dos valores do tarso (Figura 4) - medias do grupo:
T1=121,136 £4,658° a T7 = 129,520 + 12,143".

Houve diferenga estatistica (“Teste T Pareado”) na avaliagdo da ADM,
entre a primeira e a ultima avaliacdo individual dos animais, nas seguintes
articulagdes: carpo (p = 0.0095), cotovelo —(p = 0.0006) e joelho (p <0.0001)
(Figuras 5, 6 e 7) Nao houve diferenga estatistica na avaliagao da articulagao

do tarso (p = 0.0614) (Figura 8).

carpo |

‘ 145 I
| 140 - |

130 - ‘A
125 |
120
115

110 -
[ 105

valores em graus

1 2 3 4 5 6 7

momentos da avaliagao

Figura 1 — Articulagao do carpo: Goniometria ao longo do tempo: 07 avaliagbes -
setembro de 2006 a abril de 2007. Cada ponto em azul representa a
média do grupo em cada avaliagao
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Figura 2 — Articulagéo do cotovelo: Goniometria ao longo do tempo: 07 avaliagdes
- setembro de 2006 a abril de 2007. Cada ponto em azul representa a
média do grupo em cada avaliagio
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Figura 3 — Articulagio do Joelho: Goniometria ao longo do tempo: 07 avaliagdes -
setembro de 2008 a abril de 2007. Cada ponto em azul representa a
média do grupo em cada avaliagéo
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Figura 4 — Articulagio do tarso: Goniometria ao longo do tempo: 07 avaliagtes -
setembro de 2006 a abril de 2007. Cada ponto em azul representa a
média do grupo em cada avaliagéo

Articulacdo do Carpo
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Figura 5 — Articulagdo do carpo: Grafico mostrando a variagao
individual dos sete c3es que participaram de todas as
avaliagbes de ADM (colunas pareadas numeradas),
evidenciando a oscilagio entre a primeira e a Ultima
avaliagdo de cada animal (colunas em preto e verde,
respectivamente)



Articulagao do Cotovelo
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valores em graus

Figura 6 — Articulagg@o do cotovelo: Grafico mostrando a variagao
individual dos sete cies que participaram de todas as
avaliacbes de ADM (colunas pareadas numeradas),
evidenciando a oscilagio entre a primeira e a ultima
avaliagdo de cada animal (colunas em preto e verde,
respectivamente)

Articulagao do Joelho }
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Figura 7 — Articulagdo do joelho: Grafico mostrando a variagao
individua! dos sete cies que participaram de todas as
avaliagbes de ADM (colunas pareadas numeradas),
evidenciando a oscilago entre a primeira e a dltima
avaliag@o de cada animal (colunas em preto e verde,
respectivamente)
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—

Articulagédo do Tarso

1
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138 138 139 135

|
l 11g119 120 12

100

501

valores em graus

Figura 8 — Articulagdo do tarso: Grafico mostrando a variagao
individual dos sete cies que participaram de todas as
avaliagbes de ADM (colunas pareadas numeradas),
evidenciando a oscilagdo entre a primeira e a ultima
avaliagdo de cada animal (colunas em preto e verde,
respectivamente).

5.1.2 Postura

Os animais foram examinados estaticos, em posi¢do quadrupedal
(figuras 9 e 10).

Foi realizada uma avaliagao no plano sagital das altera¢tes dos eixos do
movimento: eixo frontal (flexdo e extensdo) e longitudinal (rotagdo externa e

interna).
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Figura 9 — Animal 1C3 - Plano sagital, vista lateral esquerda. A - 2 meses de idade. Sem

L alteragées. B — 6 meses, discreta rotag3o externa de tarso esquerdo. C — 9 meses,
rotagdo externa de tarso esquerdo, retroversdo pélvica. D — 9 meses, rotagéo
“ externa de tarso esquerdo, joelho em extensdo, retroversido pélvica e importante

perda de massa muscular.
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Figura 10 — Animal 2L3 - Plano sagital, vista lateral direita. A - 1 més de idade. B - 3 meses de
idade. Animal sem alteragGes aparentes. C - 9 meses de idade, discreta lordose e
elevagao da cauda, diminuigdo da semiflexo de joelho e rotagdo externa de tarso.
D - 12 meses de idade, lordose, elevagdo da cauda, diminuicdo da semiflexdo de
joelho e rotagdo externa de tarso.
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5.2. AVALIACAO REPRODUTIVA

Os dados obtidos através da avaliagdo reprodutiva dos cdes estdo

separados entre fémeas e machos, para melhor delimitagdo dos grupos.

5.2.1 Avaliagao Androlégica

A primeira avaliagdo androlégica foi realizada quando os animais
estavam com nove meses de idade. A tabela 2 expde os dados obtidos
através dos exames andrologicos feitos. Apenas dois animais responderam
positivamente aos estimulos, permitindo coleta de material para realizagdo do

espermiograma.

Tabela 2 — Resultados dos espermiogramas realizados nos machos GRMDs

incluidos no presente estudo — Sao Paulo, 2008

Animal Data Vol 2* Motilidade Vigor Concentragdo Def. Def.
fragdo (%) (1-5) (x10°sptz/ml) maiores menores

(mi) (%) (%)

2L2 18/01/07" o

2L3 18/01/07 0,5 60 2 35 91 4

2L7 18/01/07" o

3H10 18/01/07 R 70 4 35 16 13

212 11/04/07" -

2L3 11/04/07 1,0 80 3 55 17

3H10 11/04/07 1,0 85 3-4 60 14

Obs: ' - Aspermia
2 22 fragdo + 3% fracdo
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5.2.2 Avaliacdo ginecoldgica

Todas as fémeas afetadas passaram por avaliacdo através de esfregaco
vaginal a partir dos seis meses de idade para fins de acompanhamento da
maturidade sexual desses animais e também para controle do manejo
populacional do canil, uma vez que ao entrar na puberdade as cadelas sio

separadas dos machos, ficando em patios e baias diferentes.

Esfregacos vaginais

A tabela 3 resume o momento em que as fémeas avaliadas manifestaram
as diferentes fases do ciclo estral, indicando que houve maturidade sexual. E
possivel observar que, assim como acontece com fémeas normais e portadoras,
ocorreu uma sincronizacdo dos ciclos das cadelas envolvidas, e todas
manifestaram a mesma fase estral na mesma época.

Algumas laminas dos esfregacos vaginais realizados, apéds coloracdo e
avaliagéo, foram fotografadas em microscopio 6ptico para registro da maturidade
sexual e desenvolvimento reprodutivo desses animais (figura 11), uma vez que
foram as primeiras fémeas distréficas do canil e seu comportamento e

desenvolvimentos sexuais eram totalmente desconhecidos.
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Tabela 3 - Resultado dos esfregacos vaginais realizados nas fémeas GRMDs
avaliadas no presente estudo — Sao Paulo - 2008

FEMEA 6mesesde 9mesesde 9mesesde 10 mesesde
idade idade idade idade
1X1 Anestro proestro Estro diestro
2L4 Anestro proestro Estro diestro
2L5 Anestro proestro Obito 6bito
2L6 Anestro obito Obito obito
3H6 Anestro proestro Estro diestro

3H12 Anestro proestro Estro diestro
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Figura 11 — Esfregagos vaginais provenientes de cadelas GRMDs, evidenciando as 4
fases do ciclo estral canino. Observagies: Em A, seta indicando células
parabasais, caracteristicas de anestro. Em B, fase de proestro: células com
nicleos fortemente corados e citoplasmas evidentes. Em C, seta
evidenciando celulas superficiais, indicando fase de estro. Em D:
Fotomicrografia de esfregagco vaginal canino em fase de diestro
demonstrando tipos celulares variados. Coloragéo de panétipo rapido.
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5.3 AVALIACAO LABORATORIAL

Dados hematolégicos e bioquimicos séricos usados como valores normais
de referéncias em patologia clinica para cdes sdo encontrados em diversas
referéncias, e foram considerados para mensuracéo e definicdo da caracterizagdo

destes dados e seus respectivos valores no modelo canino GRMD.

5.3.1 Hemograma

Os valores médios obtidos para os diversos componentes avaliados nos
hemogramas de caes jovens da raga golden retriever afetados pela distrofia
muscular (GRMD), bem como valores normais utilizados como referéncia,

estdo expressos na tabela 4, a seguir.
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Tabela 4 - Valores meédios obtidos para alguns parametros de
hemograma em cdes GRMD, em diferentes faixas
etarias, incluidos no presente estudo — Sao Paulo - 2008

HEMOGRAMA ATE 3A6 6A12
3 MESES MESES MESES
He (milhdes/mm®) 44 5,1 5,4
valores de referéncia’ 4-6 55-7 6-7
Hb (g%) 9.8 1.7 11,6
valores de referéncia’ 95-13 11-155 14—~ 17
Ht (%) 30 35 37
valores de referéncia’ 26-36 34-40 40 - 47
VCM (%) 67,88 69,26 69,64
valores de referéncia’ 65— 78 65-78 65-78
HCM (pug) 22,13 23,19 24 99
valores de referéncia’ 20- 24 20-24 21-25
CHCM (%) 32,75 33,56 33,01
valores de referéncia’ 30- 34 30-35 30- 35
Leuc. (mil/lmm?) 16.9 13.9 14.1
valores de referéncia’ 9-15 9-15 9-15
Segmentados (%) 60 59 51
valores de referéncia’ 46 — 68 47 - 69 55-70
Eosindfilos (%) 1 2 3
valores de referéncia’ 1-5 1-5 1-5
Linfécitos (%) 33 36 44
valores de referéncia’ 30- 48 28-45 20- 40
Mondcitos (%) 5 4 3
valores de referéncia’ 1= 10 1~10 2-8
Plaquetas 544 439 469
valores de referéncia’  200.000 - 500.000

Nota: valores de referéncia’: “Current Veterinary Therapy — Small Animal Practice” -
Robert W. Kirk / John D. Bonagura — 1992
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Os graficos a seguir mostram a variagdo média mensal dos parametros
hematolégicos de células vermelhas e plaquetas, avaliados nos hemogramas
dos caes GRMDs durante seus primeiros doze meses de idade, incluidos no
presente estudo (Figuras 12 a 17).

Observa-se que durante os trés primeiros meses de vida, quase todos
os parametros avaliados tiveram valores compativeis com as médias
consideradas normais para essa faixa etaria. A excecdo foi a concentragéo
média de plaquetas, que estava acima do intervalo de referéncia para esse
indicador.

Os resultados médios obtidos com os hemogramas dos caes distréficos
entre trés e seis meses de idade também apontaram a maioria dos parametros
hematologicos dentro da normalidade, exceto o valor médio de hemacias, que
esteve um pouco abaixo dos valores de referéncia.

Os exames realizados com os animais entre seis e doze meses de idade
foram aqueles que indicaram maiores alteracbes em relagdo aos valores
normais para cdes. Concentracdes medias para hemacias, hemoglobina e

hematocrito foram menores que a média para a faixa etaria em questao.
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Figura 12 = Grafico referente as médias mensais dos valores de hemacias em
hemogramas de cades GRMDs de zero a 12 meses de idade. Valores
em milhdes/mm®

Hb - Hemoglobina
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Figura 13 ~ Grafico referente as médias mensais dos valores de hemoglobina em
hemogramas de cdes GRMDs de zero a 12 meses de idade. Valores
em milhdes/mm?®.
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Figura 14 — Gréfico referente as médias mensais dos valores de hematdcrito em
hemogramas de cides GRMDs de zero a 12 meses de idade. Valores
em milhdes/mm®
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Figura 15 — Grafico referente as médias mensais dos valores de volume
corpuscular medio das hemacias em hemogramas de caes
GRMDs de zero a 12 meses de idade. Valores em p°
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HCM - Hemoglobina Corpuscular Média
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Figura 16 - Grafico referente as médias mensais dos valores de hemoglobina
corpuscular media das hemacias em hemogramas de cdes
GRMDs de zero a 12 meses de idade. Valores em pug
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Corpuscular Média
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Figura 17 — Grafico referente as meédias mensais dos valores de
concentragdo de hemoglobina corpuscular média das
hemacias em hemogramas de cdes GRMDs de zero a 12
meses de idade. Valores em %
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Figura 18 — Gréfico referente as médias mensais dos valores de plaquetas em
hemogramas de cdes GRMDs de zero a 12 meses de idade.
Valores em yL.

Os graficos adiante mostram a variagdo média mensal dos parametros
hematologicos para células brancas avaliados nos hemogramas dos caes
GRMDs, durante seus primeiros doze meses de idade, incluidos no presente
estudo (figuras 19 a 22).

Nos primeiros trés meses de idade observa-se aumento no numero total
de leucécitos e demais parametros normais.

O intervalo entre trés e seis meses de vida nao indicou nenhum
parametro de classe branca alterado, enquanto que entre seis e doze meses
de idade a porcentagem média de neutrofilos esteve acima dos valores de
referéncia, e a de leucdcitos ficou abaixo do intervalo esperado.
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Figura 19 — Gréfico referente as médias mensais dos valores de leucécitos em
hemogramas de cades GRMDs de zero a 12 meses de idade. Valores
em mil/mm®
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Figura 20 — Gréfico referente as médias mensais dos valores de neutrdfilos
segmentados em hemogramas de c3es GRMDs de zero a 12
meses de idade. Valores em %
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Figura 21 — Grafico referente as medias mensais dos valores de eosindfilos
em hemogramas de cdes GRMDs de zero a 12 meses de idade.
Valores em %
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Figura 22 — Gréfico referente as médias mensais dos valores de linfocitos em
hemogramas de cdes GRMDs de zero a 12 meses de idade. Valores
em %
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Monécitos
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Figura 23 — Grafico referente as médias mensais dos valores de mondcitos em
hemogramas de cdes GRMDs de zero a 12 meses de idade. Valores
em %

5.1.2 Bioquimica Sérica

Os resultados obtidos para os diferentes metabdlitos e enzimas séricas
dosadas em cé@es jovens da raga golden retriever afetados pela distrofia
muscular (GRMD), assim como valores de referéncia, estao expressos na

tabela 5, adiante.
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Tabela 5 — Valores médios obtidos para alguns parametros de avaliagao
bioquimica sérica em cdes GRMD, em diferentes faixas etarias,
utilizados no presente estudo — Sao Paulo - 2008

BIOQUIMICO ATE 3A6 6A12
3 MESES MESES MESES
ALT (U/L) 312,56 5228 544.5
valores de referéncia’ 9,9-239
AST (U/L) el 503,6 561,8
valores de referéncia’ 13-21 20-29 21-29
CK (U/L) 23.173,4 42.256,5 45.318 4
valores de referéncia’ Ateé 200 Até 200 Até 200
Creatinina (mg/dL) 0.8 05 0,6
valores de referéncia’ 04-06 06-0,9 06-1,0
FA (U/L) 207,9 90,6 38,3
valores de referéncia’ 88 - 145 90 - 145 43-93
PTs (g/Dl) 5.7 6,4 6,3
valores de referéncia’ 38-49 46-54 53-59
Uréia (mg/dL) 38,6 37,1 38,4

valores de referéncia’ 10,3 -20,1

Nota: valores de referéncia': “Veterinary Laboratory Medicine — Interpretation & Diagnosis” —
MEYER, D. J. / HARVEY, J. W. — 1998

Os gréficos a seguir mostram a variagdo média mensal dos parametros
bioquimicos avaliados em caes GRMDs durante seus primeiros doze meses de
idade, incluidos no presente estudo (Figuras 24 a 29). Podem-se observar
oscilagdes mensais em alguns parametros, devido a fase de crescimento dos

animais.
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Figura 24 — Grafico referente as médias mensais dos valores de ALT no soro
de cdes GRMDs de zero a 12 meses de idade. Valores em U/L.

AST - Aspartato aminotransferase
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Figura 25 — Gréfico referente as médias mensais dos valores de AST no soro de
cdes GRMDs de zero a 12 meses de idade. Valores em U/L



CK -Creatina cinase

63000.00
56000.00 -
49000.00
42000.00 -
35000.00 -
28000.00
21000.00
14000.00

7000.00

U/iL

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Meses de idade

Figura 26 — Grafico referente as meédias mensais dos valores de CK no soro de
caes GRMDs de zero a 12 meses de idade. Valores em U/L.
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Figura 27 — Gréafico referente as médias mensais dos valores de creatinina no
soro de caes GRMDs de zero a 12 meses de idade. Valores em mg/dL
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FA - Fosfatase alcalina
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Figura 28 — Grafico referente as médias mensais dos valores de FA no soro de
caes GRMDs de zero a 12 meses de idade. Valores em mg/dL
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Figura 29 — Grafico referente as médias mensais dos valores de PTs no soro de
cdes GRMDs de zero a 12 meses de idade. Valores em g/dL
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Figura 30 — Grafico referente as medias mensais dos valores de uréia no soro
de cdes GRMDs de zero a 12 meses de idade. Valores em mg/dL

54 EXAMES DA FUNCAO CARDIACA

Para avaliacdo cardiaca foram realizados eletrocardiograma,
ecocardiograma e radiografia toracica de todos os caes envolvidos no presente

estudo. Os resultados sao apresentados a seguir.

5.4.1 Eletrocardiograma

As tabelas 6 e 7 indicam os valores obtidos dos eletrocardiogramas
realizados nos caes distroficos aos 12 meses de idade. Cada cao foi submetido

ao eletrocardiograma minutos antes da avaliagao por ecocardiograma.
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Tabela 6 - Resultados dos tragados eletrocardiograficos na derivagdo DII,
velocidade 50 mm/s e 1 mV = 1 cm, dos cdes GRMDs incluidos
no presente estudo — Sao Paulo - 2008

Animal FC Ritmo Eixo Onda P IPR
1X1 120 a ARS +30°+60° 0,05s x até 0,2 0,12s
140 mV
2L2 100 a ARS +90° +120° 0,04 sxaté 0,1 0,10s
120 mV
2L3 120 a ARSMM  +60° +90° 0,04 s x até 0,08 s
140 0,20 mV
2L4 140 ARS +60° +90° 0,04 s x até 0,09s
0,25 mV
3H6 120 ARMM +30° +60° 0,04 s x até 0,2 0,10s
mV
3H10 136 a ARSMM  +60°+90° 0,05sxaté0,2 0,10s
166 mV
3H12 120 a ARS +30 0,04 s x até 0,2 0,10
140 mV
Animal FC Segmento OndaT QT Complexo
ST QRS
1X1 120a ¥ de 0,10 pos.>25% 0,20s 0,06sx2,1
140 mV mV
2L2 100 a normal negativa 0,18s 0,05sx1,2
120 mV
2L3 120a ¥ de 0,10 neg.>25% 0,20 s 0,06sx1mV
140 mV
2L4 140 V de 0,05 bif.<25% 0,18 s 0,04sx0,8
mVv mV
3H6 120 normal bif.<25% 0,18 s 0,05sx1,4
mV
3H10 136 a normal bif. <25% 0,18 s 0,05s x 1,4 mV
166
3H12 120 a normal pos.<25% 0,22 s 0,04sx0,9
140 mV
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Tabela 7 — Resultados dos tragados eletrocardiograficos nas derivagdes Pré-
cordiais na velocidade 50 mm/s e 1 mV = 1 cm, dos cdes GRMDs
incluidos no presente estudo — Sao Paulo - 2008

DERIVAGOES PRE-CORDIAIS

Animal

X1
2L2
2L3
2L4
3H6

3H10
3H12

Animal

11
2L2
2L3
2L4
3H6
3H10
3H12

CV:RL
Onda R
0,9mV
06 mvV
0,7 mV
1,8 mv
1,3mV

22mVv
1, 6 mV

CVeLU
Onda R
2,7mV
1,.9mV
02mV
2,1mVv
30mVv
23mV
?mv

Onda S
0,6 mV
interferente
interferente
0,5mVv
03mVv

0,8 mv
08 mVv

Onda S
0,2mV
interferente
interferente
0,1mv
0,0 mv
00mV
0,2mV

Onda T
positiva
positiva
negativa
positiva
positiva

positiva
positiva

Onda R
Positiva
Positiva
Negativa
Positiva
Positiva
Positiva
positiva

CVsLL
Onda R
23mv
22mv
1,1mV
25mv
Interferent
e

2,7mV
1.4mVv

Vio
Onda S
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Positiva
Negativa
Negativo

Onda S
0,15 mV
interferente
interferente
0,5mVv
interferente

0,0mv
01mV

Onda R

negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa

Onda T
positiva
positiva
negativa
positiva
positiva

positiva

positiva

Onda S
2,7mVvV
1,9 mV
02mV
2,1mv
3,0mV
2,3mV
?mv

Legenda: s = segundos; mV = milivolts
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ApoOs mensuragdo dos valores obtidos na avaliacdo eletrocardiografica
foram emitidos laudos individuais para os cades, os quais estdo indicados no

quadro 1, abaixo.

ANIMAL LAUDO ELETROCARDIOGRAFICO

1X1 Ritmo sinusal normal, sugere sobrecarga de VE

2L2 Arritmia sinusal

2L3 Ritmo sinusal normal com marcapasso migratério

2L4 Ritmo sinusal normal

3H6 Arritmia sinusal com marcapasso migratério

3H12 Arritmia sinusal com marcapasso migratério - sugere sobrecarga de
VE

Quadro 1 - Laudos dos tracados eletrocardiograficos dos caes GRMDs
incluidos no presente estudo — Séo Paulo - 2008

5.4.2 Radiografia Toracica

Os laudos da avaliagdo da silhueta cardiaca dos cdes aos 12 meses de

idade estao expressos no Quadro 2, abaixo.
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ANIMAL LAUDO

1X1 Silhueta cardiaca dentro dos limites da normalidade radiografica.
2L2 Silhueta cardiaca dentro dos limites da normalidade radiografica.
2L3 Silhueta cardiaca dentro dos limites da normalidade radiografica.
2L4 Silhueta cardiaca dentro dos limites da normalidade radiografica.
3H6 Silhueta cardiaca dentro dos limites da normalidade radiografica.
3H10 Silhueta cardiaca dentro dos limites da normalidade radiografica.

Quadro 2 — Laudos das radiografias toracicas dos ciaes GRMDs avaliados

neste estudo — Sao Paulo - 2008

5.4.3 Ecocardiograma

Os valores obtidos nos exames ecocardiograficos dos cdes GRMDs

estao expressos a seguir, através da tabela 8.

Houve diferenga significativa entre a média dos cées distroficos (n =6) e

a média da populagdo de caes Golden Retriever normais para os parametros

de Peso (p < 0.0001) (figura 31), DVEd (p = 0.0003) (Figura 32), DVEs (p =

0.0005) (Figura 33), Slvd (p < 0.0001) (Figura 34), SIVs (p = 0.0337) (Figura

35), PVEd (p < 0.0001) (Figura 36), PVEs (p < 0.0001) (Figura 37), Ao (p =

0.0006) (Fgura 38), Ae (p=0.0126) (Figura 39), Ae/Ao (p = 0.0338) (Figura 40) e

dES (p < 0.0001) (Figura 41).
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Nao houve diferenga significativa entre a média dos caes distréficos (n =
6) e a media da populagédo de caes Golden Retriever normais para a FE (p =
0.1818) (Figura 42), FS (p = 0.3255) (Figura 43).

Em relacédo aos volumes sanguineos, houve diferenga significativa entre
a meédia dos caes distréficos (n = 6) e a média da populagdo de caes Golden
Retriever normais para o VOLs (p = 0.0004) (Figura 44), VOLd (p < 0.0001)
(Figura 45) e Vej (p=0.0004) (Figura 46).

Nao houve diferenga estatistica entre os grupos de fémeas e machos
distroficos para os par@metros avaliados: peso (p = 0.8836), FC (p = 0.8178),
DVEd (p = 0.9229), DVEs (p = 0.5869), SiVd (p = 0.5220), SIVs (p = 0.7208),
PVEd (p = 0.2941), PVEs (p = 0.6785), Ao (p = 0.5556), Ae (p = 0.1726), Ae/Ao
(p = 0.5852), FE (p = 0.1616), FS (p = 0.1596), VOLd (p = 0.5135), VOLs (p =
0.2485), Vej (p = 0.5671).
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Tabela 10 — Média e desvio padrao de parametros ecocardiograficos de caes
GRMDs incluidos no presente estudo — Sao Paulo, 2008

Animal Peso ldade FC DVEd DVEs Sivd SiVs PVEd PVEs

X1 18.5 12 72.13 37.800 25233 7533 11.70 6.466 11.597
212 17.5 12 110.41 33.833 21.967 7.666 10.80 7.133 11.033
213 18 12 48.52 37.333 21.733 7.166 13.00 7.066 12.633
214 205 12 104.54 33.300 21.200 8.200 12.23 1133 12.767
3H6 201 12 102.08 38.133 25.000 7.933 12.466 7.200 11.200
3H10 228 12 104.04 38.700 23.733 8.066 13.60 7.800 12.900
Média 19.56667 12 90.28667 36.517 23.14433 7.760667 12.29933 7133 12.02167
Desvpad 1.973491 0 24.53757 2.334174 1.749912 0.382195 0.982085 0423971 0.8408673
"valor de 27.975 10.75 92.667 43.839 28.056 9.344 13.233 9.111 15.494
referéncia

Animal Ao Ae AelAo Des FE FS VOLs VOLd Vej

X1 21.4 271 1.27 4.8 62.733 33.333 22.850 61.32 38.50
2L2 18.2 242 1.33 65.103 34.853 16.210 47.053 30.63
2L3 19.6 213 1.09 26 73.300 41.713 15.793 59.493 43.72
2L4 20.2 26.2 1.30 42 67.240 36.330 14.783 45106 30.32
3H6 211 26.1 1.23 38 64.410 34.560 22276 62.640 40.32
3H10 224 264 1.18 4.4 69.930 38.870 17.250 65.100 45.29
Média 20.48333 25.21667 1.233333 3.96 67.11933 36.60983 18.19367 56.78533 38.13
Desvpad 1.481103 2.147945 0.087788 0.841427 3.91819 3.138627 3480465 8.513878 6.398325
"valor de 24.428 27.983 1.15 4.209 65.522 35.994 28.981 87.381 58.56

referéncia

Not*s: ' Valores de referéncia_; FC= frequéncia cardiaca (bpm); DVEd= diametro do ventriculo esquerdo na

diastole (mm); DVEs= diametro do ventriculo esquerdo na sistole (mm); SIVd= espessura do septo interventricular

na didstole (mm); SIVs= espessura do septo interventricular na sistole (mm); PVEd= espessura da parede do

ventriculo esquerdo na diastole (mm); PVEs= espessura da parede do ventriculo esquerdo na sistole (mm); Ao=

raiz da aorta (mm); AE= didmetro do atric esquerdo (mm); AE/Ao= relagio atrio esquerdo e aorta; dES= distancia
entre o ponto E da valva mitral e o SIV (mm); FE= fragdo de ejecdo (%); FS= fragdo de encuriamento (%); VOLs=
volume na sistole (mL); VOLd= volume na diastole (mL); Vej = volume de ejecao (mL).
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Figura 31 - Box-Plot da avaliagdo do parametro Peso, expresso
em quilogramas, dos cides GRMDs avaliados aos 12
meses de idade (média= 19,566 + 1,973 Kg). A linha
azul indica o valor de referéncia em Goldens normais
(média= 27,975 Kg)

DVEd - Diametro do ventriculo esquerdo na
diastole

]

Figura 32 - Box-Plot da avaliagdo do parametro DVEd, expresso
em milimetros, dos cdes GRMDs avaliados aos 12
meses de idade (média= 36,516+ 2,334 mm). A linha
azul indica o valor de referéncia em Goldens normais
(média= 43,839 mm)
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DVEs- Diametro do ventriculo esquerdo na
sistole
a |

Figura 33 - Box-Plot da avaliagao do parametro DVEs, expresso
em milimetros, dos cdes GRMDs avaliados aos 12
meses de idade (média= 23,144+ 1,749 mm). A linha
azul indica o valor de referéncia em Goldens normais
(média= 28,056 mm)

SIVd — Espessura do septo interventricular na diastole
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Figura 34 - Box-Plot da avaliacdo do parametro SIVd, expresso
em milimetros, dos cdes GRMDs avaliados aos 12
meses de idade (média = 7,761+ 0,382 mm). A linha
azul indica o valor de referéncia em Goldens normais
(média= 9,344 mm)



SIVs — Espessura do septo interventricular
na sistole

Figura 35 - Box-Plot da avaliagdo do parametro SiVs, expresso
em milimetros, dos cdes GRMDs avaliados aos 12
meses de idade (média= 12,299+ 0,982 mm). A linha
azul indica o valor de referéncia em Goldens normais
(média= 13.233 mm)

PVEd — Espessura da parede do ventriculo
esquerdo na diastole
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Figura 36 - Box-Plot da avaliagao do parametro PVEd, expresso
em milimetros, dos cides GRMDs avaliados aos 12
meses de idade (média= 7,133+ 0,423 mm). A linha
azul indica o valor de referéncia em Goldens
normais (média= 9,111 mm)
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PVEs — Espessura da parede do ventriculo
esquerdo na sistole
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Figura 37 - Box-Plot da avaliagdo do parametro PVEs,
expresso em milimetros, dos cides GRMDs
avaliados aos 12 meses de idade (média = 12,
021+0, 840 mm). A linha azul indica o valor de
referéncia em Goldens normais (média =
15,494 mm)

Ao — Raiz da aorta

Figura 38 - Box-Plot da avaliagdo do parametro Ao, expresso
em milimetros, dos cdes GRMDs avaliados aos 12
meses de idade (média= 20,483 £ 1,481 mm). A
linha azul indica o valor de referéncia em Goldens
normais (média= 24,428 mm)
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Ae — Diametro do atrio esquerdo

A

Figura 39 - Box-Plot da avaliagdo do parametro Ae, expresso em
milimetros, dos caes GRMDs avaliados aos 12 meses
de idade (média = 25,216 + 2,147 mm). A linha azul
indica o valor de referéncia em Goldens normais
(média= 27,983 mm)

Ae/Ao — Relagdo atrio esquerdo e aorta
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Figura 40 - Box-Plot da avaliagdo do parametro Ae/Ao dos cées
GRMDs avaliados aos 12 meses de idade (média =
1,233 = 0,087). A linha azul indica o valor de
referéncia em Goldens normais (média= 1,15)
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dES - Distancia entre o ponto E da valva
mitral e o SIV
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Figura 41 - Box-Plot da avaliagao do parametro dES, expresso
em milimetros, dos cdes GRMDs avaliados aos 12
meses de idade (meédia = 3,960 + 0,841 mm). A
linha azul indica o valor de referéncia em Goldens
normais (média = 4,209 mm)

FE — Fragao de ejegao
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Figura 42 - Box-Plot da avaliagdo do parametro FE, expresso
em porcentagem, dos cdes GRMDs avaliados aos 12
meses de idade (média = 67,119 + 3,918%). A linha
azul indica o valor de referéncia em Goldens normmais
(média = 65,522 %)
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FS - Fragao de encurtamento

Figura 43 - Box-Plot da avaliacdo do parametro FS, expresso em
porcentagem, dos cdes GRMDs avaliados aos 12
meses de idade (média = 36,609 + 3,138 %). A linha
azul indica o valor de referéncia em Goldens normais
(média = 35,994 %)

VOLs — Volume na sistole
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Figura 44 - Box-Piot da avaliagdo do parametro VOLs. eXpresso
em mililitros, dos cies GRMDs avaliados aos 12
meses de idade (média = 18,193 + 3,480 mL). A linha
azul indica o valor de referéncia em Goldens normais
(meédia= 28,981 mL)
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VOLd - Volume na diastole
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Figura 45 -

Box-Plot da avaliagdo do pardmetro VOLd, expresso
em mililitros, dos cdes GRMDs avaliados aos 12
meses de idade (média = 56,785 + 8,513 mL). A linha
azul indica o valor de referéncia em Goldens normais
(média = 87,381 mL)

Vej —Volume de ejecao
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Figura 46 - Box-Plot da avaliagdo do parametro Vej, expresso em

mililitros, dos cdes GRMDs avaliados (média = 18,193
* 3,480 mL). A linha azul indica o valor de referéncia
em Goldens normais (média = 28,981 mL)

79
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6 DISCUSSAO

Para melhor entendimento os resultados obtidos estio divididos e

discutidos em topicos, expostos a seguir.

6.1 AVALIACAO DO APARELHO LOCOMOTOR

A realizagdo de acompanhamento clinico mensal durante 12 meses dos
animais avaliados permite afirmar que caes de uma mesma ninhada, tratados
de forma semelhante, podem apresentar fenétipos muito desiguais entre si,
assim como o ritmo e caracteristicas da patologia também se manifestam de
maneira diferente em cada animal.

De acordo com o relatado por Howell et al. (1997), ao longo de 12
meses, observaram-se alteragbes no padrdo de marcha, postura quadripede,
lentidao nas mudancgas de postura e fraqueza muscular em diferentes graus
para cada um dos animais. Durante o primeiro ano de vida a marcha destes
animais torna-se cada vez mais dificil e com maior gasto de energia.

Apods analise dos resultados da avaliagdo de Amplitude do Movimento
Articular nos ca@es envolvidos, constatou-se que durante o desenvolvimento da
distrofia muscular, as quatro articulagées avaliadas, carpo, cotovelo, joelho e
tarso, tém manifestagbes diferentes, sugerindo adaptages articulares e

periarticulares nos animais distroficos.
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Gaiad (2006) estudou a influéncia da fisioterapia na fungdo motora e
histopatologia das fibras musculares em caes GRMDs. Foram encontrados os
seguintes valores médios para as ADM das quatro articulagbes avaliadas em
14 caes Golden Retriever adultos normais, utilizados como grupo controle em
seu estudo: articulagdo do carpo: 131,42° articulacdo do cotovelo: 119,82°, 1
articulagao do joelho 15,89 ° e 123,57° para articulacdo do tarso.

Assim como constatado por Gaiad (2006), os valores obtidos para
articulacdo do carpo em nossos animais indicaram valores acima daqueles
encontrados para goldens normais, sugerindo uma hiperextensdo dessa
articulagdo em GRMDs. Em contrapartida, a autora observou valores de ADM
de tarso e joelho diminuidos em GRMDs adultos quando comparados aos
valores de caes normais, sugerindo uma limitagdo do movimento causada por
encurtamento muscular devido ao acumulo de tecido conjuntivo caracteristico
da doenca.

Esse achado nao se repetiu no presente estudo, uma vez que os valores
meédios para ADM de tarso e joelho dos GRMDs aos 12 meses de idade
encontram-se na média do grupo controle, ou acima dela.

Jaegger, Marcellin-Little e Levine (2002) realizaram estudo semelhante
com 16 caes adultos sadios da raga Retriever do Labrador, obtendo os
seguintes valores meédios de angulagdo: articulacdo do carpo de 164°
articulagdo do cotovelo de 129° articulagdo do joelho 120° e articulagdo do
tarso: 128°. Apesar de serem cées de ragas diferentes, Labradores e Goldens
sdo caes de porte e caracteristicas muito semelhantes, portanto os valores

encontrados por estes autores sado validos para efeitos de comparacgao.
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As discrepancias observadas nos valores da ADM podem ser explicadas
pelas diferencas de fendtipos, idade e sexo dos cides GRMDs avaliados pela
autora e no presente estudo.

Kornegay et al. (1994) avaliaram 13 cides GRMDs em faixa etaria
préxima a do nosso estudo, aos trés e seis meses de idade. Eles notaram uma
diminuic&o significativa da ADM do tarso durante o tempo de avaliagio (média
da articulagdo do tarso: 117,6 ° + 24,55 aos seis meses). De acordo com os
autores, contraturas articulares em GRMDs alteram a conformagéo restringindo
a marcha progressivamente, principalmente entre trés e seis meses de idade.
Os autores ainda sugerem que a mensuragdo da ADM do tarso pode ter uma
funcdo de prognéstico da evolugdo da distrofia muscular, elucidando as
diferengas fenotipicas desses animais.

Algumas pesquisas indicam uma relagéo proporcional entre aumento da
idade do cédo e diminuigdo da ADM do tarso (KORNEGAY et al, 1999); porém
fato inverso ocorreu na presente avaliagéo, pois os valores da ADM do tarso
aumentaram até os 12 meses de idade. Infelizmente, ndo existem dados na

literatura referentes a mesma avaliagao em GRMDs de outras faixas etarias.

6.2 AVALIACAO REPRODUTIVA

Atualmente varias pesquisas envolvendo o modelo canino da distrofia
muscular estdo em andamento, porém nao ha muitos trabalhos referentes aos

aspectos reprodutivos desses animais.
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Existem poucos canis experimentais com cdes GRMD. Os animais
distroficos necessitam de manejo cuidadoso e especifico, entretanto poucos
sdo os estudos desenvolvidos para padronizar os cuidados com estes animais.
O manejo reprodutivo é extremamente importante para qualquer criagdo e
necessita de atencdo redobrada quando modelos experimentais estdo

envolvidos.

6.2.1 Avaliagdo Androlégica

Shimatsu et al. (2003) avaliaram a capacidade de fertilizacdo de sémen
congelado de caes GRMDs, mediante inseminacao artificial em 10 cadelas da
raca beagle, obtendo 6timos resultados, uma vez que das 10 fémeas
inseminadas, por via vaginal, 8 geraram ninhadas com média de 5 a 6 filhotes
cada, porém este estudo nao descreveu as caracteristicas do sémen utilizado.

De acordo com Luppi (2006), diversas alteragdes clinico-reprodutivas
podem influenciar negativamente a capacidade reprodutiva de um cao afetado
pela distrofia muscular, dentre elas destacam-se: criptorquidismo, alta
porcentagem de defeitos espermaticos maiores e totais na avaliagdo da
morfologia espermatica e degeneracao testicular.

Macroscopicamente, a segunda fragdo dos ejaculados apresentou uma
coloracdo branca opalescente e viscosidade leitosa, consideradas normais
para caes.

Para Sorribas (2006) a média de volume da segunda fragdo do

ejaculado canino é de 0,6 mL (média de 0,4 a 2 mL), ja Vannucchi, Satzinger e
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Santos (1998) consideram que a 22 fragcao, rica em espermatozdides, tem um
volume que varia de 1 a 3 mL. Os volumes obtidos em nossas coletas estao
dentro dos intervalos considerados por estes autores.

O cao 2L2 apresentou aspermia e auséncia de libido nas duas coletas
realizadas, aos 9 e 12 meses de idade. Classificamos o animal num quadro de
impoténcia coeundi.

Relacionamos essa auséncia de libido a pouca idade do animal,
principalmente na época da primeira tentativa, e também ao fator “territério
desconhecido”, pois a area de localizagao do canil GRMD-Brasil é afastada dos
outros setores da FMVZ-USP; as coletas e avaliagdes seminais foram
realizadas no laboratorio de reprodugao animal, dentro do hospital veterinario,
ou seja, um local totalmente desconhecido para o cao.

O céo 2L7 tambem apresentou aspermia aos 9 meses de idade; podemos
associar sua falta de libido aos mesmos fatores citados para o cdo 2L2, porém
neste caso € preciso ressaltar que o cdo 2L7 apresentava quadro bastante
evoluido da doenga, com comprometimento muscular evidente, e acabou indo
a Obito antes da 22 coleta seminal.

Os caes 2L3 e 3H10 ejacularam e tiveram seu sémen avaliado.

Vogler et al. (1991) afirmam que alta temperatura testicular propicia
degeneragdo e atrofia nos testiculos, apesar de esta condigéo patoldgica ser
multifatorial, pois envolve indiretamente outros disturbios, como quadros febris
e toxémicos, fatores endécrinos e nutricionais, como subnutricdo (SILVA et al.,
2002) e estresse (YIN et al, 1997). Caes distroficos apresentam disturbios
metabdlicos importantes, decorrentes da doenga, e, como consequéncia,

desenvolvem condi¢ées corporais inferiores as de animais normais. Muitos
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caes afetados apresentam megaeséfago e projecdo do estdbmago para a
cavidade toracica, em funcdo da fragilidade diafragmatica, ocasionando
quadros recorrentes de refluxo e gastrite crénica; conseqilentemente,
alterando a absor¢cdo de nutrientes, uma vez que alguns caes em fase
adiantada da doenca apresentam anemia. Tais intercorréncias também podem
estar associadas a disturbios reprodutivos e até mesmo contribuir para a
degeneracao testicular.

Luppi (2006) relata que caes afetados pela distrofia muscular apresentam
importantes alteragdes clinico-reprodutivas, como criptorquidismo, hérnia
inguinoscrotal, e exposi¢cao constante de glande peniana na auséncia de
erecao.

Os caes avaliados ndo apresentaram alteragdes como criptorquidismo ou
hérnia inguino-escrotal, no entanto em determinados dias é possivel observar
exposicdo da glande sem presenca de eregao.

A autora também afirma que os caes distroficos apresentam maior taxa
de anormalidade espermatica (defeitos maiores e menores), degeneragio
testicular e fibrose, hialinizagdo e retragido de fibras musculares do musculo
cremaster. Tais achados sdo condizentes com os valores obtidos na avaliagao
seminal dos caes 2L3 e 3H10, que apresentaram alta porcentagem de
anormalidade espermatica nas primeiras avaliagdes seminais. Porém,
motilidade, vigor espermatico e concentragdo espermética nos dois caes
avaliados foram menores que a média dos caes distroficos avaliados por Luppi

(2006) em seu experimento.
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De acordo com Bogan, 2006 (informagédo verbal)®, cdes distréficos da
coldnia da Universidade do Missouri também apresentam alta porcentagem de
defeitos espermaticos, atribuida em parte as escoriagdes escrotais pelos
constantes traumas locais em fungéo da alteragdo da marcha devido a rigidez
dos membros pélvicos. O processo inflamatério local aumenta a temperatura
escrotal e contribui a acentuar o processo de degeneracdo testicular. E
importante ressaltar que ndo foram observadas lesbes semelhantes nos caes
utilizados no presente estudo, porém alguns machos mais velhos do mesmo

canil manifestaram lesdes parecidas.

6.2.2 Avaliagdao Ginecolégica

Todas as fémeas distroficas que permaneceram vivas até completarem
12 meses de idade apresentaram maturidade sexual, pois manifestaram as
quatro fases do ciclo estral (anestro, proestro, estro e diestro) bem
explicitamente.
As cadelas apresentaram estro aos 9 meses de idade, época em que
comecaram a parar de crescer e manter seu peso constante.
A literatura existente sobre fémeas caninas com distrofia muscular é muito
escassa, praticamente inexistente; Shelton et al. (2001) estudaram cinco

cadelas com desordens neuromusculares consistentes com distrofia muscular,

* Informag&o fornecida por Janet Bogan, em 2006, em S&o Paulo.
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porém o0s autores ndo realizaram nenhuma avaliagdo reprodutiva nesses
animais.

A necessidade por mais avaliagdes sobre fémeas distréficas & evidente;
Klarenbeek et al. (2007) relataram o primeiro aparecimento de distrofia
muscular canina em caes da raga “Grand Basset Griffon Vendéen”, ou Grande
Basset Griffon da Vendéia, em dois machos e uma fémea. Os autores
enalteceram o fato de participarem de um dos poucos relatos de caso de
distrofia em fémeas caninas, porém , em seu estudo, realizaram necropsia dos
trés caes proximos dos dois meses de idade, ndo sendo possivel nenhuma
observagao a respeito da fungao reprodutiva desses animais.

Atualmente, as cadelas 1X1 e 3H6 estdo com 28 meses de idade e
apresentam ciclos estrais regulares na mesma época que as outras fémeas
portadoras do canil, a cada seis meses.

6.3 AVALIACAO LABORATORIAL

6.3.1 Hemograma

De acordo com Harper et al (2003), os valores de hemacias,
concentracdo de hemoglobina e hematécrito dos cées tendem a aumentar
durante os doze primeiros meses de vida, alcancando um “platd” apés o
primeiro ano de idade. Também constatamos esta tendéncia nos cdes jovens

GRMD avaliados, porém alguns valores médios obtidos em nosso trabalho
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estiveram abaixo dos valores para cdes saudaveis de mesma idade usados
como referéncias para este trabalho. (ver tabelas 11 e 12 nos apéndices A e
B).

Lund et al. (2000) avaliaram amostras sanguineas de filhotes
clinicamente saudaveis das racas Beagle, Pastor Alemao e Golden Retriever
entre 01 e 58 dias pbs-nascimento, e concluiram que a concentragdo de
hemoglobina aumenta com o crescimento dos animais, ao passo que a
contagem de células brancas atinge valores mais baixos na classe adulta.
Também observamos uma diminuicdo no numero total de leucdcitos nos
animais préoximos aos 12 meses de idade.

Uchiyama et al. (1985) avaliaram cdes da raga Beagle, de ambos os
sexos, entre 01 e 121 meses de idade, e também observaram que os valores
de hemacias, hemoglobina e hematécrito aumentam com o crescimento do
filhote. Os autores relatam, porém, que o indice VCM decresce gradualmente
com a idade; em nosso trabalho observou-se o oposto, os valores aumentaram
conforme os caes ficavam mais velhos. Os mesmos autores observaram efeito
oposto para o indice CHCM, que aumentou gradualmente com o passar dos
meses; mas n&o foram observados aumentos consideraveis na avaliagdo dos
GRMDs. Durante os trés primeiros meses de vida, a maioria dos parametros
hematoldgicos avaliados esteve dentro dos valores considerados para caes
normais, com excegdo das médias de leucécitos e plaquetas, que estiveram
acima dos intervalos considerados normais. O estado de trombocitose
apresentado por esses animais pode ser associado a um quadro chamado de
‘trombocitose secundaria’, que estd ligada a varias doencas inflamatorias

cronicas (MEYER; HARVEY, 1998). Durante a fase entre trés e seis meses de
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idade, a média para He foi menor que as meédias esperadas para caes
saudaveis. Todos os demais parametros avaliados nesta fase puderam ser
considerados normais. Ja durante a fase entre seis e doze meses, valores de
He, Hb, Ht e neutréfilos segmentados estiveram abaixo do esperado, enquanto
que VCM, HCM, CHCM, leucécitos, eosindfilos e mondcitos estavam normais.
O valor obtido para linfécitos foi maior que os valores para cdes saudaveis.
Valores elevados de leucdcitos até duas vezes maiores que os limites de
referéncia para adultos podem ser considerados normais, principalmente em
filhotes muito novos e lactentes (UCHIYAMA et al 1985; MEYER e HARVEY,
1998); fato que pdde ser constatado durante o presente estudo.

A interpretagdo de resultados de testes hematoldgicos para filhotes com
menos de um ano de idade deve ser realizada com cuidado para nao
interpretar erroneamente os valores acusados e, assim, ndo classificar como
anémico um filhote saudavel apenas porque se valeram de referéncias para
adultos .

Também € preciso considerar que existem diferencas raciais
importantes, como porte e comportamento, por exemplo Seria ideal, portanto,
a padronizagéo dos parametros hematol6gicos para as principais ragas de caes
existentes; isso facilitaria a interpretagdo e tratamento de clinicos na rotina
hospitalar bem como o andamento de pesquisas cientificas com caes de
laboratério.

As principais alteragdes observadas referem-se aos valores de
hemacias, hemoglobina e hematécrito diminuidos em caes préximos aos 12
meses de idade, poréem estes valores ndo se refletiram em alteragdes clinicas

relevantes, e sdo necessarias mais investigacdes para comprovar a causa



90

dessas alteragbes. Suspeita-se que esses valores tenham ligacdo com uma

provavel deficiéncia na absorg¢édo dos nutrientes ingeridos. .

6.3.2 Bioquimica Sérica

Creatina cinase (CK) é uma enzima intracitoplasmatica, a qual é liberada
de células lesadas (VALENTINE et al 1990). Estudos indicam claramente que
CK é encontrada primariamente em musculatura esquelética, cardiaca e lisa.

A atividade de creatina cinase esta aumentada no soro de pacientes
com distrofias musculares, especialmente aqueles com distrofia muscular de
Duchenne (DMD); sendo assim, ja eram esperados os valores extremamente
elevados obtidos em nosso trabalho. Este aumento sorolégico tem sido
atribuido ao aumento de creatina cinase liberada de fibras musculares de
modelos de isoformas da enzima. O aumento de CK é especulado como
resultado de escape da enzima de fibras musculares doentes. Entretanto, o
mecanismo de fuga desta enzima n&o é conhecido (OZAWA, 1999).

A atividade enzimatica em cées sadios com menos de seis meses de
idade € o dobro daquela observada nos adultos. A partir dos trés meses de
idade os animais apresentaram valores de CK ainda mais altos do que os ja
muito elevados valores ao nascimento. Isso se explica pelo fato de que, a partir
dos trés meses, os cdes entram numa fase de desenvolvimento chamada
‘periodo juvenil’, que se estende até completarem doze meses de vida, ou

atingirem maturidade sexual. No periodo juvenil o crescimento e o
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desenvolvimento dos animais ocorrem em maior intensidade, por isso justifica-
se a intensa atividade muscular com consequente necrose e aumento na
mensuragao de CK.

Yugeta et al. (2006) examinaram o perfil clinico de oito cdes distréficos
com idades de dois a vinte e um meses, e dosaram valores séricos de CK entre
12.500 e 138.000 U/L. Tais valores foram significativamente diferentes dos
valores mensurados nos cées controles do referido experimento, onde a CK
oscilou entre 60 e 515 U/L.

Em cées normais, machos s&o reconhecidos por apresentarem
atividades plasmaticas de CK 50% maiores que fémeas. Essa relagdo nao foi
observada nas analises do presente estudo, pois muitas vezes o valor
apresentado por uma fémea GRMD foi maior que o dosado num macho em
mesma condi¢ao e idade. Suspeita-se que isto ocorra devido ao fato de que
existem muitas variagdes fenotipicas e genotipicas entre os animais afetados
pela GRMD, e assim cada cdo, mesmo dentro de um grupo homogéneo,
manifesta-se clinicamente diferente um do outro.

Alanina aminotransferase (ALT), assim como a creatina cinase, também
€ uma enzima intracitoplasmatica, ou seja, também ¢ liberada quando ocorre
les@o celular. A atividade de ALT & mais alta no figado, mas cerca de 5,3 —
7,7% do que é encontrado neste 6rgao esta presente em musculo esquelético,
assim, podemos suspeitar que os valores extremamente altos desta enzima
dosados em nossos caes estdo relacionados tanto as lesdes musculares como
aos problemas hepaticos observados nas distrofias musculares. Em criancas

com DMD, aumentos na atividade sorolégica de ALT sdo comuns e estes
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aumentos também estdo associados a distrofia muscular nutricional induzida
experimentalmente em cordeiros (VALENTINE et al., 1990).

Nado se pode descartar a hipdtese de que o sarcolema de caes
distréficos seja anormalmente “frouxo”, permitindo a liberagéo ou “escape” de
enzimas sem franca necrose. Alternativamente, um aumento suficiente de ALT
que exceda concentragdes normais de ALT pode estar associado a uma leséo
severa incomum e / ou continua da fibra muscular.

De acordo com Bush (2004), a ALT nao possui isoenzimas especificas, e
suas concentragbes no coragdo e nos rins sao equivalentes, respectivamente,
a um quarto e a um décimo das concentragdes hepaticas da enzima. Desta
forma, pode-se argumentar que o aumento da atividade desta enzima em caes
distroficos € devido a um prejuizo do miocardio e ndo apenas a degeneragéo
da musculatura esquelética (KELLER, 1981). Considera-se este argumento
improvavel, ja que lesdes histol6gicas nao estao presentes no coragao de caes
distroficos com menos de doze semanas idade (VALENTINE, et al., 1988); e os
achados deste trabalho indicam atividade de ALT claramente aumentada desde
0 primeiro més de vida dos filhotes GRMD avaliados.

Os dados deste estudo sdo semelhantes aos de Harper et al. (2003),
que avaliando variagbes hematolégicas e bioquimicas plasmaticas
relacionadas a idade em caes, ndo encontraram variancias significativas
relacionadas a idade para as enzimas ALT e AST, nem para a uréia.

O aumento plasmatico da fosfatase alcalina (FA) é resultado do aumento
da sintese desta enzima, e ndo da sua liberagdo a partir de células lesadas.
Atividades isoladas de fosfatase alcalina em animais jovens sdo resultado da

origem ¢ssea desta enzima, refletindo a atividade 6ssea de osteoblastos.
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Atividades plasmaticas desta isoenzima decrescem com a proximidade da
maturidade e fechamento das epifises (BUSH, 2004). Assim, atividades de FA
alcalina sdo significativamente maiores em cdes com menos de um ano de
idade que em cades mais velhos. Tais informagBes sd@o consistentes com o
presente estudo, que indicou que as dosagens de FA encontradas nos
primeiros meses de vida s&do muito maiores que os valores de referéncia para
adultos. Estes dados combinam com observagbes prévias demonstradas por
outros autores, como Harper (2003).

Ha relatos de que a prescrigdo da dieta Hill's S/D em cées possa causar
aumento da atividade sérica de FA (BUSH, 2004) - racdo oferecida aos
animais do canil GRMD - porém n&do foram realizados estudos mais
aprofundados para confirmar a influéncia da dieta nas dosagens da referida
enzima.

A ureia tambem foi avaliada neste estudo e ndo houve evidéncia de que
as concentracbes de uréia plasmatica aumentam significativamente com o
avangar da idade em caes. Foram observados ligeiros aumentos nos
resultados obtidos, os quais ndo podem ser diretamente relacionados as
consequéncias da distrofia muscular, pois os valores encontrados sio
compativeis com aumentos na concentragdo deste metabdlito em animais
normais com algum tipo de azotemia (pré-renal, renal ou pés-renal) (BUSH,
2004).

Exemplificando, ocorre aumento na taxa de catabolismo protéico quando
caes ingerem dieta com alto valor protéico. Isto ocorre com os animais do canil
GRMD Brasil, que, como foi relatado anteriormente, s3o alimentados com dieta

Hil's S/D; deve-se considerar, além disso, a diminuicdo da perfusao renal,
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que ocorre em casos de desidratacdo, muito comuns em caes distroficos
devido a disfagia que apresentam.

Niveis plasmaticos de creatinina também foram avaliados no presente
estudo, porém nao observamos alteragbes relevantes referentes a este
metabdlito, relacionando-o diretamente com a distrofia muscular do cio golden
retriever (GRMD).

Assim como na avaliagdo hematoldgica, seria interessante uma
padronizagao de valores de referéncia para parametros bioquimicos (enzimas e
proteinas) para as principais ragas de cdes existentes, pois & preciso
considerar algumas diferencas entre ragas que podem influenciar na
mensuragdo e avaliagdo desses parametros, como exemplo, porte,

comportamento e manejo alimentar.

6.4 AVALIACAO CARDIACA

Henik et al. (1995) relatam que o ecocardiograma Modo M é um exame
sensivel para detectar aumentos no ventriculo direito, especialmente em casos
de dirofilariose; por isso € muito importante o conhecimento dos valores
normais de referéncia das dimensdes internas do ventriculo direito na diastole.

Em relagao ao didmetro do ventriculo esquerdo em diastole e sistole, a
importancia do estabelecimento desses padrées relaciona-se ao diagnéstico
nao invasivo de varias doengas, inclusive as cardiomiopatias congestivas, que

alteram significantemente essas medidas.
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AE e AO sdo medidas bastante relevantes, pois sua relagéo (AE/AQ) é
um guia pratico para detectar aumentos no atrio esquerdo, observados em fase
inicial de processo patoldgico, e, algumas vezes, passam despercebidos por
outros exames complementares, como radiografias e ecocardiografias, por
exemplo, como relatado por Boon et al. (1983).

Snyder et al. (1995) observaram em cades da raga Greyhound uma
hipertrofia do septo interventricular na diastole e na sistole, cujos resultados
sao superiores aos encontrados nos GRMDs do presente estudo e em caes
normais da ragas Pastor Alemdo e Golden Retriever (MUZZI et al., 2000;
PELLEGRINO et al., 2007, respectivamente); e citaram como explicagdo uma
possivel variagdo genética dessa raga em relagdo as demais. O mesmo foi
observado em relagéo aos valores de espessura da parede posterior do VE em
diastole e sistole.

Outra variavel estudada foi a relagdo entre espessura do septo
interventricular e parede do ventriculo esquerdo, ambas na diastole
(SIVA/PVEd), cujo valor foi bem préximo ao encontrado por Boon et al. (1983)
e Muzzi et al. (2000) em seus respectivos estudos. Relata-se que na
cardiomiopatia hipertréfica essa relagdo & frequentemente superior a 1,3,
indicando que o septo e geralmente mais afetado que a parede do VE,
reforcando a importancia de se conhecer os valores normais dessa variavel
(MUZZI et al.; 2000).

De acordo com Boon et al. (1983), a porcentagem de encurtamento
sistélico do didmetro do VE, denominado no presente estudo por “fragdo de
encurtamento”, faz parte dos chamados indices de fungéo ventricular esquerda.

Este € um indice preciso da contratilidade e da complacéncia ventricular
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esquerda, clinicamente Gtil para detectar alteragées em uma ampla variedade
de racgas, pesos corporais e idade, pois nao tem correlagao significativa com
tais itens. Valores para esse indice foram determinados para varios caes ja
estudados, e podem ser até 30 a 40% maiores, dependendo da raga avaliada.
Uma possivel explicagdo para tamanha diferenga esta baseada no porte do
animal, como observado por Snyder et al. (1995) quando avaliaram caes da
raga Greyhound. O valor médio encontrado para fragcdo de encurtamento nos
caes GRMDs esteve bem préximo dos valores obtidos por Hanton et al. (1998)
em beagles, Muzzi et al. (2000) em pastores aleméaes e por Pellegrino et al.
(2007) em goldens retrievers normais.

Apesar de os pardmetros cardiacos avaliados nos animais distréficos
terem sido significantemente diferentes dos parametros encontrados em caes
sadios normais, pode-se inferir que néo se observa deficit na fisiologia cardiaca
dos distroficos.

Tal inferéncia baseia-se na relagédo positiva entre o peso dos animais e
os parametros cardioldgicos, sendo que, deste modo, quanto menor o peso do
animal menor serd o seu esforgco cardiaco e, portanto, as estimativas dos
parametros ecocardiograficos serdo relativamente menores.

Clinicamente os animais distroficos n&o apresentaram alteragdes
fisiologicas cardiacas significativas devido aos seus parametros
ecocardiograficos menores encontrados, uma vez que os cdes afetados
comportaram-se similarmente aos animais normais, quando avaliados na faixa
etaria dos 12 meses de idade. Porém, estudos recentes envolvendo cies
distroficos sugerem que a avaliagdo cardiaca por Tissue Doppler nestes

animais pode ser (til para deteccdo precoce de cardiomiopatia dilatada,



97

quando achados de exame clinico cardiovascular, radiografia toracica e
avaliagdo ecocardiografica ainda estao dentro dos limites de referéncia, e as
dimensdes do VE e fungdo ainda estdo preservadas em cdes distréficos

(CHETBOUL et al., 2004a:b).
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7 CONCLUSOES

Em relacdo a avaliacdo do Aparelho Locomotor, os dados obtidos durante
avaliacdo da amplitude do movimento articular passiva (ADM) do cotovelo,
carpo, joelho e tarso, associados a avaliagdo postural quanto a simetria e
alteragbes articulares, sugerem que as alteragdes observadas estio
relacionadas as adaptacdes mecanicas da musculatura esquelética
decorrentes da distrofia muscular, com discretas limitages de ADM passiva.

Quanto aos aspectos reprodutivos, na questdo da avaliagdo androlégica,
os caes afetados pela distrofia muscular avaliados neste experimento
apresentaram maiores taxas de anormalidade espermatica (defeitos maiores e
menores) aos 12 meses de idade.

A distrofia muscular do cdo Golden Retriever pode afetar a aptidao
reprodutiva de alguns cées aos 12 meses de idade, porém néo se pode afirmar
que isso altera de forma significativa o potencial reprodutivo / fecundante
daqueles; para isso, seria necessaria a continuagdo do acompanhamento
clinico de cada cao.

Sobre a avaliagdo ginecolégica das cadelas distréficas avaliadas neste
experimento, verificou-se que apresentaram maturidade sexual e
caracteristicas de cio - mudangas comportamentais e citologia vaginal
esfoliativa - compativeis com fémeas normais, porém sio necessarios estudos
mais detalhados, como dosagem mensal de horménios reprodutivos, bem
como um numero maior de animais avaliados, para entdo ser possivel a

caracterizagado dos aspectos reprodutivos desses animais.
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Na questdo que tange as avaliagdes laboratoriais, pudemos concluir
que em relagdo aos hemogramas, os parametros hematolégicos dos caes
distroficos avaliados durante os doze primeiros meses de vida tiveram poucas
alteragdes relevantes quando comparados aos valores de referéncia para caes
normais, porém recomenda-se a padronizagdo do referido exame para esta
raga com caes normais e saudaveis na mesma faixa etdria dos animais
avaliados, para fins de comparagdo mais fidedigna. Da mesma forma, &
necessaria uma avaliagdo mais profunda sobre a capacidade de absorcédo
nutricional dos céaes distroficos, para que seja possivel diferenciar um problema
nutricional relacionado diretamente a distrofia de um problema proveniente de
manejo nutricional errado, por exemplo.

Em relacdo aos exames de bioquimica sérica, concluimos que a enzima
CK comprovou mais uma vez ser indispensavel para diagnéstico e
acompanhamento da distrofia muscular em cdes.  As variagbes fenotipicas
entre cades de uma mesma colfnia sdo muito grandes, por isso ndo é
aconselhavel a comparagao isolada de valores dessa enzima entre os animais,
e sim mensuragdes frequentes de um mesmo cdo, e associagdo com outros
exames a fim de obter o curso clinico da doenga em cada individuo.

Valores de ALT estdo muito aumentados em todas as faixas etarias
estudadas, porém os cdes ndo apresentam sintomas de doenga hepatica
primaria, assim é preciso o estabelecimento de outros exames para fins da
avaliagéo de fungao hepatica em caes distroficos.

Avaliagdo de creatinina sérica ndo indica nenhum dano renal em caes
distréficos ate os 12 meses de idade, portanto sdo necessarios exames mais

sensiveis para detecgdo de lesdes renais em animais assintomaticos.
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E, por ultimo, pudemos aferir que em relagdo a avaliacdo cardiaca, os
parametros cardiacos avaliados nos animais distréficos foram
significantemente diferentes comparados aqueles encontrados em ciaes sadios
normais, porém sem deficit na fisiologia cardiaca nos GRMDs.

Avaliagao cardiolégica por ecocardiografia convencional, modo-M, néo é
capaz de detectar alteragbes cardiologicas em GRMDs em fase pré-clinica da
doenga. Assim, para deteccdo precoce de cardiomipatias em caes distroficos
aos 12 meses idade, sdo necessarios exames mais avangados, como o “Tissue

Doppler”.
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Tabela 11 — Valores de referéncia para hemogramas de caes saudaveis

em diferentes faixas etarias — Sdo Paulo - 2008

HEMOGRAMA ATE 3 3-6 6-12 1-8  ACIMADE
MESES MESES MESES ANOS 8 ANOS
He(milhdes/mm®) 3-5a6 5,5-7 6-7 5,5-8,5 57-74
Hb (g%) 8,5-13 11-15,5 14-17 12-18 14-18
Ht (%) 26-39 34-40 40-47 37-55 38-47
VCM (%) 69-83 65-78 65-78 60-77 63-77
HCM (ppg) 22-25 20-24 21-25 19,5-24,5 21-26
CHCM (%) 31-33 30-35 30-35 30-36 31-35
PTs (g%) 4-6 5-6,5 5-7 5,5-8,0 6-8
Leuc. (mi/mm®  85-17.3 8-16 8-16 6-17 6-16
Bastonetes (%) 0-1 0-1 0-1 0-3 0-1
Segmentados (%) 46-68 47-69 55-77 60-77 55-80
Eosindfilos (%) 1-5 1-5 1-6 2-10 1-9
Linfécitos (%) 30-48 28-45 20-40 12-30 13-40
Basoéfilos (%) 0 0 0-1 0-1 0-1
Mondcitos (%) 1-10 1-10 2-8 3-10 1-6
Plaquetas: 200.000 a  500.000

Fonte: www fmvz.unesp.br/eventos/especializagao/disciplinas/laboratorioclinico/valores_ref.pdf
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Tabela 12 — Valores de referéncia para hemogramas de caes saudaveis em

diferentes faixas etarias — Sdo Paulo, 2008

HEMOGRAMA ATE 3 3-6 6-12 1-8 ACIMA DE
MESES MESES MESES ANOS 8 ANOS

He (milhdes/mm®) 426 5,5-7 6-7 6-8 4-7

Hb (g%) 9,5-13 11-15,5 14-17 14-18 14-19

Ht (%) 26-36 34-40 40-47 40-53 40-56

VCM (%) 65-78 65-78 65-78 65-78 65-78

HCM (upg) 20-24 20-24 21-25 21-26 21-26

CHCM (%) 30-34 30-35 30-35 31-35 31-35
PTs (9%) 48 5-6,5 5-7 5,5-8 6-8
Leuc. (mil/mm?®) 9-15 9-15 9-15 8-16 9-16
Bastonetes (%) 0-1 0-1 0-1 0-2 0-1

Segmentados (%) 46-68 47-69 55-70 58-78 55-80
Eosinéfilos (%) 1-5 1-5 1-6 1-8 1-9

Linfécitos (%) 30-48 28-45 20-40 10-26 13-40
Basofilos (%) 0 0 0-1 0-1 0-1
Mondcitos (%) 1-10 1-10 2-8 2-8 1-6

Plaquetas: 200.000 a  500.000

Fonte: “Current Veterinary Therapy — Small Animal Practice” — Robert W. Kirk / John D.

Bonagura — 1992.



