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Resumo

A distrofia muscular dos cdes Golden Retriever (GRMD), uma
miopatia degenerativa causada pela auséncia da distrofina, é
geneticamente homologa a distrofia muscular de Duchenne que
acomete humanos, portanto, estes cies sio considerados modelos
experimentais para estudos em terapia celulat. Seu sucesso depende
da imunossupressao adequada. A ciclosporina A ¢ indicada para tal e
a monitorizacao de suas concentragoes sangtiineas e efeitos adversos
sa0 essenciais para viabilizar a terapia. Foram estudados cies GRMD
e normais da mesma raga, submetidos a terapia com CsA, associada,
nos GRMD, ao transplante de células tronco. Foram avaliados os
possiveis efeitos do farmaco sobre a func¢ao renal, sendo consideradas
as manifesta¢Ges clinicas, urinalise, testes de funcdo glomerular, e
concentragdes séricas de uréia, creatinina, sédio e potassio. Como
resultado houve aumento discreto na uréia sérica de ambos os grupos;
cilindriria e proteindria e aumento da densidade urinaria no grupo
dos GRMD. Concluimos que a CsA pode causar lesio aguda de
tubulos renais, principalmente em GRMDs; os mesmos também
reagem de modo distinto com rela¢ao a homeostase de fons e funcao
renal. Entretanto, diagndstico precoce e tratamento podem prevenir
o agravamento das lesdes e desenvolvimento de insuficiéncia renal.

Palavras-chave:
Imunossupressao.
Nefrotoxicidade.

Introducao

A distrofia muscular de Duchenne
(DMD) ¢ a mais comum desordem
neuromuscular recessiva em humanos
associada ao cromossomo “X”, causada pela
auséncia da proteina distrofina que leva a
uma degenera¢io progressiva do musculo
esquelético e cardiaco e afeta apenas criangas
do sexo masculino. As formas de distrofias
musculares associadas ao “X”, onde ha
auséncia de distrofina, foram descritas em
camundongos mdx, cies da raga Golden
retriever e gatos. No caso do cdo, a maioria
dos sinais clinicos é semelhante aos sinais da
DMD. Os caes afetados apresentam

fraqueza progressiva e desenvolvimento de
contraturas debilitantes.">**>¢7

Terapias celulares envolvendo
transplantes trazem esperangas para o
tratamento da DMD. No entanto, enquanto
a aplicacdo das mesmas ndo se torna viavel,
tratamentos com farmacos tornam-se cada
vez mais testados.” Atualmente as técnicas de
transplantes heterélogos sao amplamente
difundidas sendo importante o controle da
resposta imune diante da implanta¢io do
enxerto para se evitar a rejei¢io.’

A ciclosporina é uma gordura soltvel
derivada dos fungos Tolpocladium inflatum
gams'™e, Beauveria nivea, utilizada como
imunossupressor em transplante de 6rgaos
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para prevenir rejeicdes a0 enxerto e como
tratamento de doencas autoimunes, ¢
também utilizada no campo da terapia
génica'>". Foi introduzida em 1978, para o
tratamento dos transplantes alogénicos.'"*

Em se tratando de administracao oral
da CsA sua absor¢do é incompleta e
depende de cada paciente individualmente.
A CsA ¢é metabolizada no figado,em
pequenas quantidades no trato gastrintestinal
e nos rins. Sua elimina¢do primariamente ¢é
biliar e apenas 6% da dose inicial é excretada
na urina sob forma de metabdlitos. Sua meia
vida é de 8,4 horas (oscilando entre 5 a 18
horas), sendo o pico de concentracdo da
mesma no sangue entre 1,5 e 2 horas apos
administracdo. Apenas 0,1% da CsA ¢
excretada pura na urina e nem mesmo a
dialise pode facilitar sua excrecao. Uma
overdose de CsA provoca émese forcada
duas horas apés sua ingestao, podendo
ocorrer hepatotoxicidade e nefrotoxicidade
transitorias. Dosagens muito altas
provocaram morte na maioria dos ratos,
coelhos e camundongos testados."”

Por se tratar de um farmaco
comprovadamente hepatotéxico e
nefrotéxico, o uso de CsA requer
monitoracao constante da creatinina sérica.
Os riscos de toxicidade aumentam
conforme aumenta a sua concentracio
sanguinea e o perfodo de tratamento.
Biopsias renais apos tratamento com CsA
revelaram alteragdes tais como vacuolizag¢do
tubular, microcalcificagdo tubular, congestio
peritubular capilar, arteriolopatias e locais
com fibrose intersticial e atrofia tubular.'

Ao testar o uso da CsA em gatos,
Latimer et al.”® avaliaram as fungoes renal e
hepatica, e observaram discreto, porém
significante, aumento da uréia sérica,
nenhuma alteracio significativa na densidade
urindria e reducdo consideravel dos valores
da enzima ALT.

Pesquisas também associaram CsA a
outro imunossupressor'®, o micofenato
mofetil (MMF) e concluiram que doses
baixas dos firmacos induzem tolerancia
imune, o que aumenta a incidéncia de
episédios de rejeicao.
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Cong et al."” concluiram em seus
estudos que a associacdo de CsA com
metotrexano resulta em uma melhora na
prevencao da doenga do enxerto contra
hospedeiro (GVHD — graft versus host disease)
em casos de transplante de células tronco
hematopoiéticas de antigeno leucocitirio nao
idéntico em modelo canino. Nesse estudo,
os mesmos ainda afirmam que os farmacos
utilizados, ciclosporina e metotrexano, sao
hematotoxicos, gastrotdxicos, nefrotoxicos,
neurotoxicos e hepatotdxicos.

Em relaciao aos efeitos adversos,
pacientes humanos apresentam misturas de
grupos de sinais clinicos decorrentes de
toxicidade. Em especial sdo citados os sinais
relacionados com lesGes renais, hipertensao
arterial, neurotoxicidade, hepatotoxicidade e
hiperplasia gengival.'®

Material e Método

O projeto proposto foi conduzido
ap6s aprovacao da Comissdo de Bioética
da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia da Universidade de Sao Paulo
(FMVZ-USP). Foram utilizados quatro caes
da raca Golden Retriever normais (GRN) ¢
quatro afetados pela distrofia muscular
(GRMD), pertencentes ao grupo de animais
do canil GRMD Brasil localizado no
Departamento de Cirurgia da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia da
Universidade de Sao Paulo.

Foram considerados animais afetados
pela distrofia muscular, os ciaes Golden
Retriever do sexo masculino submetidos ao
exame de genotipagem, através da extracio
de DNA genoémico do sangue de cordio
umbilical, realizado pelo Centro de Estudos
do Genoma Humano da Universidade de
Sao Paulo. O exame compreende a
identificacdo da mutagdo de ponto, do sitio
3’ de splice, do intron 6 do gene da distrofina.
Hssa mutacio leva a perda do exon 7 durante
o processamento do mRNA, gerando um
stop cédon do exon 8 e um peptideo com 5%
do tamanho normal da proteina distrofina.
Os caes considerados normais sao
submetidos a0 mesmo processo de exame



de genotipagem, porém sem constar a
mutacdo a que se refere a doenca.

Os animais GRMD receberam
ciclosporina A e foram submetidos ao
transplante de células tronco de cordao
umbilical. Os animais GRN receberam
somente tratamento com ciclosporina A. O
imunossupressor empregado teve sua dose
variando entre 1mg/kg e 10mg/kg, a cada
doze horas, por um periodo de 32 dias para
os cdes normais e de até 67 dias para os
transplantados. As doses foram ajustadas,
caso a caso, a0 longo do tratamento na
tentativa de manter concentracoes séricas
variando entre 250 a 500 ng/L. As
concentragoes foram adquiridas por meio
de colheita de amostras de sangue, duas vezes
por semana, minutos antes da administracao
de CsA pela manha, ou seja, doze horas apos
a administraciao da ultima dose. As mesmas
foram encaminhadas ao laboratério de
Analises Clinicas do Hospital Israelita Albert
Einstein. O transplante celular (somente para
os G-GRMD) foi realizado pela equipe do
IB-USP e da FMVZ-USP, de acordo com
protocolo estabelecido em projeto proprio.

No dia um do experimento, antes de
qualquer administracdo de CsA ou do
transplante, foram realizadas todas as
avaliacbes propostas e seus resultados
considerados como valores basais
(controle). Ao longo do perfodo de
tratamento, iniciado no dia dois do
experimento (duragdo de 30 ou de até 67
dias) foram avaliados os parametros relativos
a funcio renal que consistiram em: analise
fisico-quimica da urina, concentracao sérica
de uréia, creatinina, sédio e potassio e razao
proteina: creatinina da urina, todos esses
exames foram realizados duas vezes por
semana, sendo o exame fisico e urindlise
feitos diariamente; o momento da colheita
das amostras foi determinado sempre doze
horas apds a administracao do farmaco.

As amostras de urina foram colhidas
por meio de mic¢ao espontinea (jato médio)
e os exames foram realizados imediatamente
apos a coleta, nas proprias dependéncias do
Canil GRMD - Brasil. A densidade urinaria
foi determinada por meio de refratometria

373

(Refratometro UGI (1000-1050) Atago). O
pH urinario foi determinado através de
pHmetro (Phmetro de bolso Q-400 BD
QUIMIS). Os demais parametros
bioquimicos da urinalise de rotina foram
mensurados por meio de tiras reagentes
(COMBURY  TEST - Boehringer
Mannheim Argentina S.A., Buenos Aires). A
sedimentoscopia foi feita em microscopio
(Nikon eclipse E-200) com aumento de 250
a 400x, apos centrifugacio (Centrifuga —
Celm LS3 plus) da urina.

As analises bioquimicas séricas e
urinarias foram feitas em amostras do soro
obtidas ap0s sinérese de sangue coletado por
puncio das veias jugular ou cefilica, no
Laboratério de Patologia Clinica da UNESP
- Jaboticabal.

Utilizando o sistema Labtest
(LABTEST Diagnostica S.A. - Lagoa Santa,
MG) para diagnéstico, aliquotas das amostras
de soro foram processadas para
determinagio de creatinina [método de Jaffé
(Método do picrato alcalino ) modificado];
uréia (UV-cinética — pelo método do diacetil
modificado); sédio e potassio (eletrodo fon-
seletivo). Nas amostras de urina foram
determinadas as concentracoes de creatinina
(método cinético — Jaffé modificado);
proteina (método vermelho de pirogalol -
sensiprot); e uréia (método da uréase). As
leituras foram realizadas em dosador semi-
automatico para provas bioquimicas,
considerando-se a faixa visivel para as
respectivas provas.

O clearance de creatinina enddgena,
empregado para estimar a taxa de filtragao
glomerular, foi feito por meio da técnica de
dois perfodos subseqiientes de 20 minutos,
de acordo com o método descrito por
Souza et al.”, nas préprias dependéncias do
Canil GRMD - Brasil. A avaliacdo da razio
proteina/creatinina da urina foi avaliada® no
Laboratorio de Patologia Clinica da UNESP
de Jaboticabal. Os resultados obtidos foram
analisados pelo método da analise de
variancia e por comparagio de médias. O
sistema utilizado foi o Statistical Analysis
System versao 9.0.

Todos os

animais receberam
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acompanhamento e os cuidados médicos
que se fizeram necessarios em funcio do
transplante e dos efeitos colaterais do
imunossupressor. Para tanto os animais
foram assistidos ininterruptamente
(24 horas por dia) por um ou mais membros
da equipe em regime de plantdes de
seis a oito horas. Os cuidados regulares
incluiram procedimentos de higiene,
alimentacdo, administracio da CsA e
avaliacio clinica.

Foram avaliados diariamente o peso
corporal, ingestdo de agua e alimento,
frequéncias cardfaca e respiratoria,
temperatura interna, hidratagao, estado geral,
defecacdo e qualidade das fezes, micgao e
qualidade da urina. Exame fisico completo
foi executado caso fossem notadas quaisquer
alteracoes. Quando necessario os animais
receberam fluidoterapia, além de tratamento
sintomatico e de suporte; como por
exemplo, em quadros de desidratagao;
émese e diarréia, atribuidos ao farmaco;
verminose, adquirida devido a baixa do
sistema imune; anemias, cilindraria,
gengivite, seborréia, intoxicacao pela CsA,
entre outras.

Resultados
Ao longo do tratamento foi

observado que os Golden Retriever
estudados apresentaram diminui¢ao do

apetite, em grau leve.

Os valores séricos de creatinina e a
razdo proteina/creatinina da urina nio
variaram entre os grupos nem em funcio
do tempo de tratamento. No que diz respeito
a uréia sérica, embora tenham sido
detectadas diferencas (Pd”0,01) em relagdo
ao tempo, os valores obtidos estavam
dentro do padrio de normalidade nao
havendo significado clinico para o
achado. Os resultados sdo visualizados na
tabela 1.

A taxa de filtragio glomerular
estimada por meio do cearance de creatinina
nao variou de forma significativa em fungao
dos grupos ou do tempo e, todos os
resultados obtidos mantiveram-se dentro
dos valores de referéncia para a espécie. O
mesmo foi observado para os valores de
concentracido sérica de sédio. Os valores de
potassio sérico diferiram (Pd”0,05) nos
tempos 11, 15 e 18 entre os grupos e entre
os tempos 15 e 29 no grupo dos GRMD
(Tabela 2).

Os resultados das urindlises,
interpretados individualmente, revelaram
alteracoes indicativas de lesdes renais
manifestadas apds o inicio da terapia
imunossupressora. Os resultados referentes
aos parametros densidade, pH, e presenca
de proteinas e cilindros na urina dos caes
normais e afetados estido apresentados na
tabela 3.

Tabela 1 — Médias, desvios-padrao e resultados da anélise de variancia dos valores de creatinina sérica (mg/dL); uréia
sérica (mg/dL) e razio proteina/creatinina da urina de caes Golden Retriever submetidos a imunossupressao
com ciclosporina A, normais (GRN, n=4) e afetados pela distrofia muscular progressiva (GRMD, n=4)

- Sao Paulo - 2005

Dias Creatinina sérica Uréia sérica Razio proteina/creatinina (UP:C)
GRN GRMD GRN GRMD GRN GRMD
1 0,72+0,12 0,76+0,18 15,66+3,78 27,66+3,78 0,33+0,10 0,58+0,47
0,78+0,14 0,71£0,17 26,75+4,85 23,25+2,62 0,32+0,23 0,50+0,50
8 0,73+0,11 0,56+0,09  34,25+14,52  38,00+12,28 0,33+0,20 0,47+0,45
11 0,71+0,13 0,68+0,13 30,25+11.,26 32,50+3,32 0,20+0,11 0.47+0,36
15 0,76+0,13 0,71+0,15 34,00+16,30  38,50+13,69 0,19+0,10 0,62+0,68
18 0,78+0,20 0,71+0,18 35,00+11,22 33,75+8,38 0,30+0,06 0,88+0,68
22 0,89+0,08 0,68+0,11 32,33+16,28 30,25+4,92 0,18+0,08 0,97+1,02
25 0,70+0,15 0,73+0,22 34,75+£16,87 23,25+1,89 0,49+0,35 0,79+0,43
29 0,78+0,16 0,61+0,19  30,00+12,00  35,00+15.,47 0,28+0,13 0,61+0,42
C.V. F grupos F tempo F grupo x tempo
Creatinina 14,71% 0,49 NS 0,598 1,115
Uréia 22,02% 0,028 2,83% 1,958
UP:C 48,45% 1,578 1,128 1,18™

* P<0,05; NS - nio significativo
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Tabela 2 — Médias, desvios- padrao e resultados da anélise de variancia dos valores de clearance de creatinina
(mL/min/kg); uréia sérica (mg/dL) e razao proteina/creatinina da urina de caes Golden Retriever submetidos
a imunossupressao com ciclosporina A, normais (GRN, n=4) e afetados pela distrofia muscular
progressiva (GRMD, n=4) - Sao Paulo - 2005

Clearance de creatinina sodio sérico (mg/dL) potéssio sérico (mg/dL)
(mL/min/kg)
GRN GRMD GRN GRMD GRN GRMD
1 1,87+1,03 2,95+1,35 153,00+10,81 136,00+4,58 5,26+0,20 4,50+0,60
4 2,70+£1,17 150,25+14,22 139,25+1,89 5,05+0,30 4,42+0,71
8 136,00+6,24 5,03+0,25
11 2,63+0,96 150,00+7,00 144,33+8,50 5,430,204  4,06+0,75B
15 2,66+1,95 145,00+2,82 142,25+1,25 5,25+0,214  4,15+0,45 B2
18 2,36+0,58 151,00+5,56 147,00+3,60 5,23+0,054  4,43+0,73 B
22 144,66+6,11 152,00+11,28 5,23+0,15 5,05+0,81
25 2,67+0,56 2,91+0,75 150,00+5,71 148,00+11,35 5,02+0,27 4,90+0,26
29 2,94+0,38 2,89+0,36 148,00+10,36 155,75+17,96 4,92+0,29 5,37+0,41"
C.V. F grupos F tempo F grupo x tempo
clearance 25,36% 0,831 0,311 0,987
Sédio 5,55% 0,175 1,50 1,578
Potassio 8,98% 4,078 1,048 2,34*

* P<0,05.NS —nio significativo. Médias seguidas de letras maitisculas distintas em linha, e minisculas em coluna diferem entre si pelo teste

de Tukey-Kramer.

Obs: As lacunas em branco compreendem falha em algum dos pontos do processo de anilise, que implicou na auséncia de resultado final

Tabela 3 — Médias e desvios-padrao das densidades, pH, proteina e cilindros na urina dos caes normais e afetados
pela distrofia muscular decorrentes de todo o periodo de experimento (60 dias para GRMD e 30 dias
para GRN) submetidos a imunossupressdo com ciclosporina A - Sao Paulo — 2005

Densidade pH Proteina Cilindro Cilindro Cilindro Cilindro
(mg) hialino* celular*  granuloso*  céreo*
Médiar  GRN 1 1,021+1,010 6,8+1,3 6,56+12,60 0,03+0,18  0,0+0,0 0,03£0,18 0,0£0,0
desvio
padrao GRN 2 6x1 0,0+£0,0 0,16+£0,40  0,0+0,0 0,16+0,40 0,0+£0,0
GRN 3 5,2+0,3 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,33+0,81 0,0+0,0
GRN 4 6+1,2 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
GRMD 5 1,021+£0,015 6,4+1 19,78+£28,79 0,17+0,52 0,06+0,25 0,76+1,03 0,0+0,0
GRMD 6 1,054+0,020 5,9+0,8 22,94+28.34 0,46+0,87 0,03+£0,17 0,21+0.49 0,03+0,17
GRMD 7 1,016+£0,009 6,9+1,2 4.85+11,22 0,11£0,39  0,0+0,0 0,0£0,0 0,0£0,0
GRMD 8 1,029+£0,008 7.6x1,1 14,83%£21,58 0,03+£0,18  0,0+0,0 0,06+0,25 0,0+0,0

* escore de cilindros: 0 = negativo; 1 =raros; 2 = 1+:3 =2+;4 =3+

Obs: As lacunas em branco compreendem falha em algum dos pontos do processo de andlise, que implicou na auséncia de resultado final

Discussao

Os animais apresentaram diminui¢ao
do apetite, em grau leve, ao longo do
tratamento, onde um unico animal
apresentou episédios de vomito e diarréia
durante um periodo de 12 horas, o qual
correspondeu a um dos picos de
concentracio sérica de CsA observados. Em
gatos, as doses baixas de CsA podem induzir
imunotolerancia como descrito por George
et al.'®, Por outro lado, doses mais altas sio

acompanhadas de reagdes adversas tais
como anotrexia, diarréia e vomitos.

De acordo com dados descritos em
pesquisas anteriores, baseadas em estudos em
seres humanos!® , caes'” e gatos', a
CsA ¢ nefrotoxica e hepatotéxica. No
presente estudo, foram detectados sinais de
lesao de tubulos renais, caracterizados por
aumento da perda de proteina na urina e
cilindriria, principalmente nos cies GRMD.
Entretanto, como evidenciado pelos
resultados das provas de fungio, os animais
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nao chegaram a desenvolver insuficiéncia
renal. Provavelmente, as medidas
terapéuticas instituidas precocemente foram
efetivas, tais como fluidoterapia com
diferentes solugdes, aplicagdo de diuréticos,
instituicao de alimenta¢ao mais umida
(acréscimo de agua), realizadas logo apds o
resultado da urindlise didria, quando
observadas desidratagio, cilindruria, oliguria
entre outros.

Considerando as caracteristicas
clinicas peculiares aos animais com distrofia
muscular, pode-se inferir que a doenca seja
um fator predisponente para o
desencadeamento da agressio renal
determinada pela CsA. Contudo, nao foram
encontrados outros relatos sobre avaliacdo
da funcio renal de cdes Golden Retriever
com Distrofia Muscular.

Com relagio ao fon sédio ndo foram
identificadas alteracdes decorrentes da
administraciao de CsA e os valores observados
encontravam-se dentro dos padrdes normais™
para cdes jovens. Todavia, os valores de
potassio sérico, embora estivessem dentro do

padrio de normalidade para a espécie
tenderam a ser menores nos GRMDs, nio
havendo explicagio, até o presente estudo, para
tal ocorréncia.

Conclusoes

Nas condi¢bes do presente
experimento, a terapia com CsA pode causar
lesdo aguda de tabulos renais, dos Golden
Retriever afetados por distrofia muscular.
Entretanto, diagnostico precoce e tratamento
adequado  podem  preveniram o
agravamento das lesGes e desenvolvimento
de insuficiéncia renal.

Os cies da raca Golden Retriever
afetados pela distrofia muscular progressiva,
no que se refere aos efeitos colaterais, a
homeostase de fons e a fun¢ao renal, reagiram
de modo distinto dos individuos normais.
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Effect of cyclosporin A on renal functions of normal Golden Retriever dogs
or Golden Retriever with muscular dystrophy

Abstract

The muscular dystrophy of Golden Retriever is a degenerative miopaty

Key words:
Immunosuppression.
Nefrototoxicity.

caused by the absence of dystrophy and it is genetically homologue
of the Duchenne muscular dystrophy in humans, so, these dogs are
considerably experimental models for studies on cellular therapy. Their
successful depends of the adequate immunosuppression. Cyclosporin
A is indicated for that and the monitoring of blood concentration
and adverse effects are essential to viabilise the therapy. It was studied
GRMD dogs, and normal dogs from the same breed, submitted for
therapy with CsA, associated, on GRMD, of cell transplantation. It
was evaluated the possible effects of the drug on renal functions. It
has been considerate the clinic manifestations, urinalisis, testis of
glomerular function and blood concentrations of urea, cretinine,
sodium and potassium. In our results we found a discrete increase of
blood urea on booth groups; increased levels of urine’s cylinders and
protein and also increase of urinary density on GRMD group. CsA
therapy could make acute lesions on renal tubules, especially on GRMD.
These dogs also have different reactions than normal dogs on relation
of ions homeostasis and renal function. However, earlier diagnosis
and adequate treatment could prevent the development of renal

diseases.
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