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Maiorka P.C., Miglino M.A. & Ambroésio C.E. 2012. [Morphofunctional study in kidneys
of Golden Retriever dogs affected by muscular dystrophy (GRMD).] Estudo morfofun-
cional dos rins de cdes da raca Golden Retriever afetados pela distrofia muscular (GRMD).
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Duchenne muscular dystrophy (DMD) is a severe myopathy of recessive X-linked cha-
racter and the most relevant animal study model is the Golden Retriever muscular dys-
trophy (GRMD). In addition to the severe changes occurring in the striated musculature,
several studies show that other structures, including viscera, may prove to be altered in
this pathology. Thus, this study aimed to analyze and compare possible structural and func-
tional alterations of the kidney in GRMD dogs. In this study model, it was possible to ob-
serve the presence of convex and concave faces, the renal hilum, and the cranial and caudal
poles of the kidneys. The organ was surrounded by a fibrous capsule. In a sagittal section
of the organ, the presence of the cortical and medullary regions and the renal pelvis were
noticed. On microscopic examination, it was possible to identify the medullary and cortical
zones and their structures: the renal corpuscles formed by the glomerulus and Bowman’s
capsule, the proximal and distal convoluted tubules, the collecting ducts, the blood vessels,
and the segments of the loops of Henle. The serum creatinine and urea were within normal
limits. Thus, according to our results, we may conclude that the affected animals under
study showed no structural or functional changes in the kidneys, something which allows
us to suggest that, despite the impaired water intake, renal structure remains preserved in

GRMD animals.

INDEX TERMS: GRMD, kidney, muscular dystrophy.

RESUMO.- A Distrofia Muscular de Duchenne (DMD) é uma
miopatia severa de carater recessivo ligada ao cromossomo
X e 0 modelo animal de estudo mais relevante é o Golden
Retriever Muscular Dystrophy (GRMD). Além das severas
alteragdes que ocorrem na musculatura estriada, muitos
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estudos mostram que outras estruturas, inclusive viscerais,
podem se mostrar alteradas nesta patologia. Desta forma,
este trabalho objetivou andlisar e comparar possiveis alte-
ragdes estruturais e funcionais do rim em caes GRMD. Nes-
te modelo de estudo, foi possivel observar a presenga das
faces convexa e concava, do hilo renal e dos pélos craniais
e caudais dos rins. O 6rgdo mostrou-se envolto por uma
capsula fibrosa. Em um corte sagital do drgio, notou-se a
presenca das regides cortical e medular e da pelve renal.
Na analise microscopica foi possivel identificar a zona me-
dular e cortical com suas estruturas: os corpusculos renais
formados pelo glomérulo e pela capsula de Bowman, os tu-
bulos contorcidos proximais e distais, os ductos coletores,
vasos sanguineos e os segmentos das Alcas de Henle. As do-
sagens séricas de creatinina e uréia encontram-se dentro
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dos limites de normalidade. Desta forma, de acordo com os
nossos resultados, podemos concluir que os animais afeta-
dos estudados, ndo apresentaram alteragdes estruturais ou
funcionais dos rins, o que nos permitir sugerir que apesar
da ingestdo hidrica comprometida, a estrutura renal, man-
tem-se preservada nos animais GRMD.

TERMOS DE INDEXACAO: GRMD, rim, distrofia muscular.

INTRODUCAO

Distrofia muscular é um termo amplamente utilizado para
se referir a qualquer doenga primaria da musculatura es-
quelética, que resulta em degeneragio progressiva, rege-
neracdo limitada e fibrose de miofibrilas (Bergman et al.
2002). A distrofia muscular de Duchenne (DMD) é a forma
mais grave, comum e de evolucdo mais rapida dentre as
miopatias hereditarias, sendo letal e progressiva. Trata-se
de uma desordem neuromuscular recessiva em humanos
associada ao cromossomo X, em uma regido denominada
Xp21, relacionada a uma mutagdo no gene responsavel pela
expressdo da proteina distrofina (Caromano 1999, Thor &
Terryborry 2003, Yiu & Korneberg 2008). Em 65% ocorre
delecdo de uma parte do DNA, em 5% duplicagdo do gene e
em 30% dos casos mutagdo de ponto (Caromano 1999, Yiu
& Korneberg 2008).

A DMD humana é geneticamente homdloga a distrofia
muscular em cdes da raga Golden Retriever Muscular Dys-
trophy - GRMD), compartilhando seu quadro de miopatia
severa e desenvolvimento clinico letal (Vainzof et al. 2008,
Ambrosio et al. 2009). Isso justifica o uso dos cies em mo-
delos experimentais para diversos estudos que visam a
busca de tratamentos para os meninos acometidos pela
doenca.

Com a auséncia de distrofina na membrana sarcoplasma-
tica, ocorre ruptura da mesma, causando o influxo de célcio
e posterior ativagao de protease enddgena com a ativacdo da
cascata inflamatoria. (Collins & Morgan 2003). Consequen-
temente, ocorre necrose e substituicdo do tecido muscular
por tecido fibroso e adiposo (Kornegay et al. 2003).

Além das estruturas musculares, 6rgaos ndo musculares
também podem estar alterados em pacientes distroficos.
Véarios estudos realizados discorrem sobre alteracdes em
estruturas internas em camundongos mdx, DMD e GRMD
(Moriuchi etal. 1991, Berry et al. 1992, Brazeau et al. 1992,
Stein et al. 2002, Grando et al. 2009, Alves et al. 2010, Ger-
ger et al. 2010). Estudos realizados discorreram sobre au-
mentos de tensao observados na veia porta hepatica, bem
como flacidez da parede da vesicula biliar ocasionada pela
auséncia do gene da distrofina em camundongos mdx. Além
disso, também relataram sindrome de mé absorg¢do e pro-
cessos diarréicos atribuidos a disfun¢do pancreatica em
humanos (Nowak et al. 1982, Barohn 1988, Miyatake et al.
1989, Moriuchi et al. 1991, Berry et al. 1992, Brazeau et al.
1992, Stein et al. 2002, Grando et al. 2009).

Brazeau et al. (1992) relataram em seu estudo para a
avaliacdo da eficacia de uma determinada droga que seria
utilizada no tratamento das distrofias, que os camundon-
gos mdx estudados apresentaram indicios de disfunc¢ao he-
patica e renal baseados nas alteragdes séricas encontradas
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nos exames bioquimicos, bem como durante a necropsia,
pela diferenca de peso dos 6rgdos em comparagao aos 6r-
gaos de animais normais.

Os caninos domésticos sdo acometidos por diversas do-
encas renais que podem acarretar insuficiéncia funcional
do 6rgdo, entretanto isso ndo se traduz necessariamente
em uma insuficiéncia renal, pois esta condicdo depende da
quantidade de parénquima lesionado e da severidade das
lesdes (Osborne & Finco 1995).

Na avaliagdo da fungdo renal, diversos exames labora-
toriais podem ser feitos, entre eles os que indicam glicosu-
ria, proteintria, cilindrtria e também avaliacdo das células
do epitélio renal no sedimento urinario, podendo indicar
lesdo renal. Os dois parametros mais frequentemente uti-
lizados para avaliar a fungao renal sdo as concentragdes de
uréia e creatinina plasmaticas (Biewenga & Van Den Bron
1981), porém estes parametros mostram-se insatisfatorios
uma vez que sé se acumulam significativamente no sangue
quando ja existem 50% ou mais de néfrons ndo funcionais
(Meyer et al. 1995). Ademais estes valores também podem
sofrer influéncias extra-renais (Meyer et al. 1995).

O nivel de uréia sanguinea é um indicativo de lesao re-
nal, pois ela é excretada pelos rins e 40% é reabsorvida pe-
los tibulos renais. A mensurag¢do da uréia sanguinea é feita
para acompanhamento do paciente ja acometido por lesdo
renal, pois eles se tornam aumentados quando 70 a 75%
dos néfrons estdo afuncionais (Bush 2004).

A creatinina é derivada da creatina e da fosfocreatina do
metabolismo muscular, uma pequena quantidade é excre-
tada pelos tabulos proximais. O nivel de creatinina plasma-
tica ndo é influenciado pela proteina alimentar, catabolis-
mo protéico, sexo, idade ou exercicio. A creatinina é usada
como um indice da velocidade de filtragdo glomerular, pois
se sabe que existe relacdo entre a velocidade de filtracao
glomerular e a concentragdo de creatinina, a cada redugdo
de 50% da filtragdo glomerular a creatinina dobra seu valor
(Meyer et al. 1995). O aumento da fosfatase alcalina tam-
bém deve ser levado em conta, podendo ser considerado
um indicador precoce de lesdo renal ser detectado em le-
sdes menos severas (Heiene et al. 1991).

Neste contexto, e considerando a grande importancia
da fisiologia renal e dos estudos que utilizam drogas como
terapéutica no modelo de estudo, este trabalho teve como
principal objetivo verificar a aparéncia macroscopica dos
rins de cides GRMD afetados pela distrofia, bem como ava-
liar microscopicamente a estrutura renal dos cdes que vie-
ram a 6bito no canil GRMD - Brasil, em diversos graus de
evolucdo da distrofia muscular.

MATERIAL E METODOS

Para a realizagdo dos estudos macro e microscdpicos, foram uti-
lizados rins formolizados (formol 10%) de 5 cdes GRMD perten-
centes ao canil GRMD - BRASIL, Faculdade de Medicina Veterina-
ria e Zootecnia da Universidade de Sdo Paulo, que vieram a dbito
entre 8 meses e 4 anos de idade. O material estava devidamente
identificado, sendo do nosso conhecimento o histdrico clinico de
cada um dos animais.

Os rins foram dissecados e fotografados com camera digital
12.1 megapixels. Em seguida, realizou-se a descri¢do macroscépi-
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ca das estruturas identificadas. A nomenclatura utilizada foi base-
ada na estabelecida pelo International Committee on Veterinary
Gross Anatomical Nomenclature, 1994.

Para a realizacdo da analise microscépica, os rins foram desi-
dratados em uma série crescente de concentracdo de etanol, dia-
fanizados em xilol, seguidos de inclusdo em similar de parafina
(Histosec®). Cada bloco foi submetido a microtomia em micréto-
mo automatico (Leica RM2165) obtendo-se cortes longitudinais
de aproximadamente 5pum. Os cortes, apds serem desparafiniza-
dos em xilol seguidos de uma série decrescente de etanol, foram
corados pela técnica de Hematoxilina e Eosina (HE) realizada se-
gundo metodologia descrita e publicada por Tolosa et al. (2003)
e suas caracteristicas morfolégicas foram fotodocumentadas em
microscopio de luz (Nikon Eclipse E-800).

As analises bioquimicas séricas foram feitas em amostras do
soro obtidas ap6s sinérese de sangue coletado de 12 animais, sen-
do 4 fémeas e 8 machos com idade variando de 8 meses a 5 anos.
Utilizando o sistema Labtest (LABTEST Diagnostica S.A., Lagoa
Santa) para diagnoéstico, aliquotas das amostras de soro foram
processadas para determinagio de creatinina e uréia.

RESULTADOS

Nos cdes adultos GRMD estudados, os rins apresentaram-
-se definidos, recostados a superficie dorsal da cavidade

abdominal. Ao explorar a topografia do 6rgao, notamos que
o mesmo apresenta formato de grao de feijao, com uma face
convexa e outra concava, onde é possivel a visualizacdo do
hilo renal, no centro da borda medial (Fig. 1A). Adicional-
mente, é possivel identificar os pdlos craniais e caudais e a
presenca do ureter saindo do hilo renal. Visualiza-se ainda
a presenca da capsula fibrosa envolvendo o érgio, sendo
facilmente removida da sua superficie (Fig.1B,C).

Com a realizagdo do corte sagital, podemos observar in-
ternamente a regido cortical e medular, além da pelve renal,
com a crista renal bem definida e a vascularizagao na re-
gido cortico-medular. O cértex apresenta coloracdo verme-
lho-marrom e é radialmente estriado. Na medula podemos
observar uma porgio externa, proxima ao cortex e uma in-
terna, mais clara, préxima a pelve, que apresenta coloragio
esbranquicada. No hilo encontramos a artéria renal, a veia
renal e o ureter. (Fig.1C).

Na analise microscoépica foi possivel identificar a zona
medular, cortical e a capsula renal envolvendo o 6rgdo. Na
Figura 2A observa-se a camada cortical renal composta
pelos corpusculos renais corados, em maior proporgao, de
roxo e os tibulos contorcidos arrendodados ou ovalados
em rosa. Em plano sagital, visualiza-se o corpusculo renal

Z

Fig.1. Rim esquerdo de um cdo GRMD adulto. (A) Rim esquerdo (RE) com seus poélos cranial (Pcr) e caudal (Pcd),
a regido de hilo renal (hi), glandula adrenal (Ad), vesicula urindria repleta (Bx). (B) Vista externa apds corte
sagital do rim. Observar a capsula renal envolvendo o érgdo (Cp) e a regido de hilo (hi). Notar como a capsula é
facilmente removida (seta preta). (C) Vista interna apds corte sagital do rim, evidenciando as regides do cortex
(Co) e medula, composta pela medula externa (ME) e interna (MI). Notar o aspecto estriado da regido cortical
(circulo preto) bem como a area de jungao cértico-medular (seta laranja), e observar a vascularizagdo sanguinea
(seta preta) na regido cortico-medular, a crista renal (seta rosa), a pelve renal (p) e o ureter saindo da mesma (u).
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com formato arredondado. Nota-se que os tubulos contor-
cidos proximais apresentam um citoplasma apical com mi-
crovilos que formam uma “orla em escova” em seu limen,
enquanto que os tubulos contorcidos distais nao apresen-
tam esta caracteristica. Observa-se a presenga dos segmen-
tos espessos das Alcas de Henle, com epitélio ciibico seme-
lhante aos tibulos contorcidos distais. (Fig.2B).

Na fotomicrografia da regido cortical, evidenciou-se o
corpusculo renal, formado pelo glomérulo e pela capsula
de Bowman que possui dois folhetos, o parietal e visceral,
que ficam separados pelo espago capsular. O espago capsu-
lar recebe o liquido filtrado pelos capilares e pelo folheto
visceral. Foi possivel identificar o p6lo vascular e a macula
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Fig.2. Preparados histol6gicos do rim de cdes GRMD machos adul-
to. (A) Cortex renal. Notar os tibulos contorcidos proximais
com o aspecto de escova em sua orla (TCP), o tdbulo contor-
cido distal (TCD), o corpusculo renal (Cr) e os segmentos es-
pessos da Alga de Henle (asterisco verde). (B) A orla em es-
cova, caracteristica dos tibulos contorcidos proximais (TCP)
e a presenca de vasos sanguineos (va). (C) Corpusculo renal
(Cr) composto de glomérulo (seta preta) e pela capsula de Bo-
wmann com seus folhetos visceral (seta vermelha) e parietal
(seta verde); notar ainda o espago capsular (S), o corpusculo
renal com o seu polo vascular e a area de macula densa (circu-
lo vermelho). (D) Capilares (c), ductos coletores (DC) e Al¢cas
de Henle (asterisco vermelho). (E) Os ductos coletores (DC) e
a pelve (p) com seu epitélio (E). Coloracdo HE, 10x.

densa. Nota-se que essa regido é mais escura, isto se deve
a proximidade dos nucleos de suas células (Fig.2C). OPb-
servamos segmentos delgados das algas de Henle com um
epitélio composto por células pavimentosas (Fig.2 D).

Na camada medular notamos os ductos coletores com
seu epitélio composto por células cilindricas. Notar a re-
gido de pelve e seu epitélio (Fig.2E).

No Quadro 1 podemos visualizar os valores referentes a
dosagem sérica de creatinina e uréia dos cdes afetados pela
distrofia muscular com idade variando entre 8 meses e 5 anos.
A creatinina apresentou uma concentracdo sérica média de
0,69mg/dL e a ureia de 32,15 U/L. E possivel observar que as
dosagens encontram-se dentro dos valores de normalidade.
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Quadro 1. Médias, desvios-padrio (DP), valores maximos
(Vmax) e valores minimos (Vmin) referentes a dosagem
sérica de uréia e creatinina de cies da raca Golden
Retriever afetados pela distrofia muscular

Parametro Média + DP  Vmin Vmax Valores de
normalidade
Creatinina (mg/dL) 0,69 +0,11 0,42 0,96 0,5-1,5
Uréia (mg/dL) 32,15+7,99 25 56,70 21-60

DISCUSSAO

O sistema urinario é formado pelos rins, ureteres, bexiga
e uretra. Desta forma, a urina formada nos rins é conduzi-
da até a bexiga pelos ureteres e da bexiga, a urina é langa-
da para o meio exterior pela uretra (Junqueira & Carneiro
2004).

Comparativamente aos rins dos mamiferos de forma ge-
ral, os GRMD também apresentam rins pareados, presentes
no retroperitonio, ventrolaterais e adjacentes aos corpos
das vértebras lombares e seus processos transversos cor-
respondentes (McGavin & Zachary 2009). Assim como a
anatomia renal de cies saudaveis, os rins dos GRMD sao
unilobares, em formato de feijdo, e coloracdo avermelha-
da (Ellenport 1986, Dyce et al. 1997, Konig et al. 2004, Sti-
ckland 2010), corroborando com nossos resultados.

Nossos resultados condizem com os achados de Jun-
queira & Carneiro (2004) para rim humano e com os acha-
dos de William (1992) e Bacha & Bacha (2003) sobre o rim
canino, sendo que a apresentacido da disposicdo celular é
semelhante, e as trés camadas, cortical, medular externa
e medular interna, mostram-se distintas e de semelhante
disposicdo das estruturas, conforme encontrados em nos-
sos estudos.

Gatti (2007) em um estudo com GRMD relatou que
tanto os animais afetados como os portadores da doenca,
ndo apresentaram alteracdes da fun¢do glomerular. Sendo
assim, o autor descartou uma correlacdo entre a distrofia
muscular e a lesdo na musculatura dos vasos renais que pu-
dessem levar a alteragdes da fungio do 6rgdo. As mesmas
condic¢des foram observadas em nosso estudo, entretanto,
os mesmos podem sinalizar ao clinico, conjuntos de pro-
cedimentos que podem melhorar a condi¢do e sobrevida
dos animais afetados. Apesar da diferenca estatistica apre-
sentada por Gatti (2007), os valores séricos encontram-se
dentro dos limites da normalidade. Os mesmos achados fo-
ram evidenciados em nosso estudo com relagao a dosagem
sérica de creatinina e uréia. No entanto, Gatti (2007) ndo
descartou a possibilidade de existirem alteracées subclini-
cas na fungao renal destes cdes por apresentarem desidra-
tacdo, o que pode sugerir alguma doenca que necessite de
maiores informagdes.

Considerando a dosagem sérica de uréia, os valores en-
contrados para os cdes distroéficos se encontram dentro dos
parametros de normalidade de acordo com Kaneko et al.
(1997) que sugere dosagem de 21-60mg/dL e Bush (2004)
que sugere dosagem sérica de 30-40md/dL. E importan-
te ressaltar que os animais se encontravam em jejum no
momento das coletas, visto que podem ocorrer aumentos
temporarios na concentracdo de uréia ap6s a alimentacio
(Bush 2004). O mesmo foi observado com a dosagem da

creatinina sérica, onde todos os animais apresentaram va-
lores dentro dos valores limitrofes de normalidade (0,5-
1,5mg/dL) de acordo com Kaneno et al. (1997). Morini et
al. (2011) realizou um estudo com cadelas portadoras da
distrofia muscular e evidenciou que as dosagens séricas de
uréia e creatinina também se encontraram dentro dos pa-
rametros de normalidade.

CONCLUSAO

De acordo com nossos resultados, ndo foram encontradas
alteragdes estruturais macroscépicas ou microscépicas
mediante estudo histolégico com coloragdo hematoxilina-
-eosina nos rins de cdes GRMD estudados.
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