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RESUMO

A miopatia por acumulo de polissacarideos (PSSM) ¢ uma enfermidade genética que acomete
os equinos em decorréncia da mutagdo pontual do gene GYS/. Esta doenca ja foi descrita em
diversas ragas. Os sinais clinicos apresentados sdo relacionados a miopatia como, fasciculagdes
musculares, rigidez na musculatura, relutancia em se movimentar, e claudicag¢ao. O diagnostico
¢ baseado no teste genético, histopatologico e exames bioquimicos de enzimas musculares. Nao
existe tratamento especifico para essa enfermidade. Quando o cavalo ¢ diagnosticado com
PSSM1, ¢ necessario fazer o manejo estratégico. O presente trabalho tem como objetivo relatar
os aspectos clinicos e laboratoriais de uma potra de seis meses de idade, da raca quarto de milha,
linhagem de rédeas, atendida no Hospital Veterinario da Universidade Federal de Uberlandia
(HV-UFU) que apresentou sinais clinicos de miopatia. A potra foi diagnosticada com PSSM1
através do teste genético e histopatoldgico.

Palavras-chave: Doenga genética, glicogénio, rabdomiolise
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ABSTRACT

Polysaccharide accumulation myopathy (PSSM) is a genetic disease that affects horses due to
the point mutation of the GYS1 gene. This disease has been described in several races. The
clinical signs presented are related to myopathy such as muscle fasciculations, muscle stiffness,
reluctance to move, and lameness. The diagnosis is based on genetic, histopathological and
biochemical tests of muscle enzymes. When the horse is diagnosed with PSSM1, strategic
management is necessary. The present study aims to report the clinical and laboratory aspects
of a six-month-old filly, of the quarter-mile breed, reins lineage, attended at the Veterinary
Hospital of the Federal University of Uberlandia (HV-UFU) that presented clinical signs of
myopathy. The filly was diagnosed with PSSM1 through genetic and histopathological testing.

Keywords: Genetic disease, glycogen, rhabdomyolysis



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

1 INTRODUCAO

O melhoramento genético nos equinos atletas, visa selecionar individuos com
caracteristicas e habilidades que favorecam o desempenho na modalidade esportiva que ira
competir. Com o melhoramento genético pode-se obter 6timos resultados em varias ragas.
Porém, devido ao aumento de consanguinidade algumas caracteristicas indesejaveis também
podem ser adquiridas, desencadeando doengas genéticas, tais como a miopatia por acimulo
de polissacarideos 1 (PSSM1) (MCCUE et al., 2008a).

A PSSM pode ser classificada como do tipo 1 (PSSM1) e do tipo 2 (PSSM2). A
PSSM1 ¢ causada pela mutagdo pontual (c.926G>A) no gene responsavel pela sintese de
glicogénio 1 (GYS1), sendo caracterizada pelo excesso de glicogénio acumulado nas células
musculares (MCCUE et al., 2008a). Esta mutag¢do causa uma mudanga conformacional da
glicogénio sintase, enzima chave para a sintese de glicogénio, tornando a enzima
constitutivamente ativa no musculo esquelético, levando a distirbios musculares (MAILE
et al., 2017). Na PSSM2, os animais ndo apresentam o alelo mutante, porém, apresentam
sinais clinicos e caracteristicas histopatolégicas no musculo estriado esquelético
semelhantes as encontradas nos animais com PSSM1 (MCCUE et al., 2008a).

Estudos demostram que a PSSM 1 ndo se restringe a uma Unica raga, sendo observada
em Paint Horse, Appaloosa, Quarto de Milha, dentre outras 15 racas e, mais comumente em
cavalos de tragdo, como Percheron ¢ Bretao. (MCCUE et al., 2008b, 2010; TRYON et al.,
2009). A prevaléncia de PSSM1 na raca Quarto de Milha no Brasil ¢ de 6,7%, sendo a
linhagem de conformacdo a mais acometida, seguido por animais das modalidades
esportivas de rédeas, apartagao e tambor e baliza, respectivamente (DELFIOL et al., 2018).

Os sinais clinicos apresentados em animais com PSSM1 sdo: rabdomidlise, atrofia

muscular, queda no desempenho atlético, fasciculagdes musculares, rigidez generalizada da
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musculatura ou apenas dos membros pélvicos, claudicagdo e paresia (MCCUE et al., 2009;
NAYLOR, 2015). Os sinais clinicos geralmente aparecem em animais com PSSM1 em uma
idade média de 5 anos (VALBERG, 2018).

Além dos sinais clinicos observados nos animais, exames laboratoriais como a
dosagem das enzimas musculares creatina quinase (CK) e aspartato transferase (AST),
podem ser realizados para observar dano muscular (NAYLOR, 2015). Para o diagndstico
definitivo € necessario a realizacdo do teste genético para avaliar a presenca da mutagdo do
gene GYSI (MCCUE et al., 2008a). Porém, nos equinos que apresentam sinais clinicos
sugestivos de PSSM e sdo negativos para mutacdo, ¢ aconselhado a bidépsia muscular para
realizacdo de exame histopatologico pois pode estar acometido pela PSSM2 (MCCUE et al.,
2008b, 2009)

Os equinos portadores de PSSM1 necessitam de uma nova estratégia de manejo com
mudang¢a na dieta didria e exercicios fisicos controlados, para que possam se adaptar e
regular a sintese de glicogénio no musculo esquelético. Assim, com o manejo alimentar e
exercicios controlados o prognoéstico torna-se relativamente favoravel, tendo probabilidade

de controlar a frequéncia e intensidade dos sinais clinicos (FIRSHMAN et al., 2003).
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2 OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho ¢ descrever os achados clinicos e laboratoriais identificados

em uma potra com PSSM1.
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3 MATERIAL E METODO

Descri¢ao do caso

Uma potra da raga Quarto de Milha, linhagem de rédeas, de seis meses de idade,
pelagem cremelo e pesando de 196 kg, foi atendida no Hospital Veterindrio da Universidade
Federal de Uberlandia (HV-UFU), com sinais clinicos sugestivos de miopatia. De acordo
com informagdes do proprietario, o animal vivia em baia, se alimentava de capim moido a
vontade e ragdo granulada, 3kg/dia, sendo fracionada em dois periodos do dia. O proprietario
relatou que o animal tinha sido recentemente desmamado, e ja era de rotina de manejo soltar
a potra durante o dia no piquete e retorna-la para baia durante a noite. Entdo, o animal foi
solto em um piquete durante o dia e no final da tarde retornou para a baia. No dia seguinte
observou que a potra apresentava tremores musculares e dificuldade locomotora. Nao
observando melhora no quadro clinico, resolveu encaminhar o animal para atendimento

veterinario.

Exames clinico e laboratoriais

Ao ser admitida no HV-UFU, foi realizado o exame fisico onde na avaliagao
cardiorrespiratoria foi observado uma frequéncia cardiaca de 80 batimentos por minuto
(bpm), frequéncia respiratoria de 24 movimentos por minuto (mrpm) e bulhas cardiacas
normorritimicas e normofonéticas. Além disso, o animal encontrava-se em estado de alerta,
com mucosas roseas, tempo de preenchimento capilar 2 segundos, temperatura corpdrea
38,8°C e escore corporal 7/9. Apds o exame fisico geral, iniciou-se a avaliagdo do sistema
osteomuscular, onde foi possivel observar fasciculacdes musculares, extensdo limitada da

articulacdo metatarsofalangeana de ambos membros pélvicos e musculatura bem definida.
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Em seguida, foi realizada a palpagdo de todo o membro pélvico no qual constatou rigidez na
musculatura do quadriceps femoral e sensibilidade dolorosa a palpagdo. Na avaliacio
dinamica foi possivel observar relutdncia em andar, e na flexdo da articulagdo
metatarsofalangeana ndo foi observada alteragdes dignas de nota, descartando possivel
afec¢do osteoarticular na regido citada.

Apobs anamnese, avaliagdo fisica geral e especifica, foi possivel identificar um quadro
de miopatia. Pelo histérico e linhagem do animal foram incluidos como diagndstico
diferencial a PSSM1 e a miopatia imunomediada causada por uma mutac¢ao no gene MYH 1.
Para avaliar a presenga das mutagdes foram colhidas amostras de sangue e enviadas para
realizacdo do teste genético, também foram realizados os exames de hemograma, creatinina,
ureia, ¢ das enzimas gama glutamiltransferase (GGT), aspartato aminotransferase (AST) e
creatina quinase (CK). Optou-se também pela realizagdo do exame histopatoldgico da

musculatura esquelética, para tal realizou-se biopsia do musculo semimembranoso.

Avaliacio genética

Para confirmacdo da suspeita clinica foi necessario a realizagdo do teste genético
através do sequenciamento de produtos da PCR por eletroforese capilar, onde analisa a
regido a qual se localiza a mutag¢do no gene GYS/ e MYH! utilizando o equipamento ABI
3500 Genetic Analyzer (Life Technologies). Para tanto, foi encaminhado uma amostra de
sangue total em tubo com EDTA, refrigerado, para o Laboratorio de Diagnostico Molecular

Veterinario, situado na cidade de Botucatu, Sao Paulo.
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Biopsia muscular

Além da avaliagdo genética, também foi realizado o exame histopatologico. Para
obtengdo das amostras foi necessario realizar a sedagdo do animal com xilazina 10%, 1,0
mg/kg, IV, e bloqueio local com lidocaina 2% e foi realizada bidpsia incisional no ventre
muscular na regido femoral distal ao tuber esquidtico para a obten¢ao de dois fragmentos de
2 x 1 cm do musculo semimembranoso. Uma parte das amostras colhidas foram armazenadas

em formol 10% e outra em nitrogénio liquido para analises histoldgicas.

Analise histolégica do musculo estriado

Para as analises histoldgicas, os fragmentos musculares foram retirados do nitrogénio
liquido e colocados em temperatura de -20 °C. Foram realizados cortes histologicos seriados
no plano transversal com 10 micrometros (um) de espessura utilizando o criostato (Modelo
Leica CM 1850 UV). Os fragmentos musculares acondicionados em formol 10% foram
inseridos em blocos de parafina e preparados os cortes com o auxilio do micrétomo em
espessura de 5 pm. Ambas amostras foram coradas com Hematoxilina-Eosina (HE) e Acido
Periddico-Schiff (PAS). Para avaliar a digestdo de glicogénio na musculatura, foi realizado
o teste histoquimica de PAS com diastese (PAS-D), as laminas de amostras congeladas
foram colocadas a uma temperatura ambiente durante 10 minutos, apos esse periodo foram
inseridas em agua corrente e dgua destilada por 5 minutos. Em seguida saliva humana foi
aplicada sobre as amostras e sobrepostas com parafilme por 20 minutos em camera timida e
estufa a 37°C. Em seguida foi realizada a lavagem da lamina com 4gua destilada e seguiu

com o protocolo de coloragdo de PAS (MOSCONI, 2015). Ap6s coloracdo, as laminas foram
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observadas a microscopia de luz e analisadas para identificar possivel acumulo de

polissacarideos.
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4 RESULTADOS

O teste genético realizado para a mutacao no gene GYS/, foi positivo para a doenga
sendo o animal homozigoto para enfermidade, ja o teste para MYHI foi negativo. Os
principais sinais clinicos encontrados na potra foram fasciculacdes musculares, rigidez e
sensibilidade dolorosa a palpagao da musculatura do quadriceps femoral, relutidncia ao andar,
além de passar a maior parte do tempo em decubito, sinais compativeis com miopatia. Ao
analisar os exames laboratoriais complementares nao se observou alteragdes no hemograma
(Tabela 1). Porém, no exame bioquimico foi possivel constatar aumento nas enzimas,
aspartato aminotransferase (AST) e Creatina quinase (CK), as quais estdo relacionadas a
lesdes musculares (Tabela 2).

Nos achados histopatoldgicos das bidpsias musculares do animal foram observadas
em cortes transversais e coloracdo PAS o acumulo de glicogénio entre as miofibrilas das
células musculares (Figura 1). E no teste PAS-Amilase o glicogénio foi resistente (Figura
2).

O animal recebeu alta, e foi orientado ao proprietario a adequar o manejo, com dieta
balanceada, reduzindo o teor de carboidrato (ra¢do) ou substituindo o mesmo por aveia
peletizada e 6leo de milho. Também foi recomendada a ndo utilizagdo do feno de alfafa, e
substituicdo do mesmo por gramineas ou aveia como volumoso. Além disso, foi orientado
que a potra fosse mantida solta em piquetes, permanecendo o menor tempo possivel em
baias. Dessa forma, quando fosse iniciar o processo de doma, exercitd-la de forma lenta e
gradual, com trote em circulos durante cinco minutos, aumentando dois minutos por dia e
em caso de rigidez muscular, reduzir a intensidade do exercicio. Apds 15 minutos de trote,

descansar por cinco minutos e reiniciar a atividade até atingir 30 minutos de trote didrios.



148  Feito isto, iniciar a equitacdo. Quando o animal atingir a idade adulta, os acasalamentos

149  podem ser direcionados para diminuir a chance de transmissao da doenga.
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5 DISCUSSAO

No presente relato, uma potra da raga Quarto de Milha, linhagem de rédeas, com
sinais clinicos caracteristicos de miopatia foi diagnosticado através do teste genético como
sendo homozigoto dominante para o gene GYS/. Apesar da enfermidade geralmente se
manifestar em cavalos adultos, os dados epidemiologicos como a raga e a linhagem
direcionaram a suspeita, no Brasil a enfermidade esta presente em 6,9% dos cavalos QM da
linhagem de rédeas (DELFIOL et al., 2018).

Por ser uma doenga dominante apenas uma copia do gene mutado (heterozigoto) ja
¢ suficiente para causar a enfermidade (MCCUE et al., 2008a, 2010). Porém, os sinais
clinicos tendem a ser mais graves em equinos homozigotos para esta mutagao (NAYLOR et
al., 2012). Os sinais clinicos manifestados pela potra como fasciculagdes musculares, rigidez
da musculatura pélvica e claudicagdes sdo manifestagdes clinicas semelhantes as descritas
por MCCUE et al. (2009).

Além dos sinais clinicos, alteragdes nos valores séricos de creatina quinase (CK) e
aspartato aminotransferase (AST) sdo relatados em cavalos com PSSMI1 e pode ser um
indicativo de lesdo muscular (VALBERG 2018). No presente caso, a potra apresentou sinais
clinicos ap0s ser retirada da baia e solta em piquete os achados laboratoriais da potra indicam
um aumento nos niveis séricos destas enzimas, bem como um discreto aumento nos niveis
de ureia. SCHWARZ et al. (2011) avaliaram a atividade sérica da AST e CK de animais com
PSSM1 em repouso e ap0ds exercicio, concluindo aumento significativo de CK e AST nestes
animais ap6s exercicio, sendo o monitoramento de ambas importante para observar o curso
da les@o. Além disso, quando essas enzimas sdo liberadas para corrente sanguinea, apos uma
degradacao do musculo esquelético, pode aumentar os niveis de ureia, mioglobina, e assim,

levar ao comprometimento da fun¢do renal (EL-ASHKER, 2011).
10
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NAYLOR et al. (2012) avaliaram os equinos homozigotos para mutacdo do gene
GYS1 e perceberam aumento de CK e AST, bem como um agravamento das lesdes
histopatologicas. No presente estudo, apesar do animal também ser homozigoto para
mutagdo do gene, alteragdes histopatologicas menos evidentes foram verificadas. Isto pode
estar relacionado a idade do animal, uma vez que estudos demonstram que a PSSM1 se
apresenta em animais em uma idade média de 5 anos (FIRSHMAN et al., 2003;
VALBERG,2018). DE LA CORTE et al. (2002) avaliaram alteracdes histopatoldgicas em
potros filhos de um mesmo garanhdo, cujas maes eram positivas para PSSM e verificaram
que, ao longo do tempo, o perfil histologico da musculatura variou a ponto de justificar a
ocorréncia de lesdes mais graves nos animais adultos. Dessa forma, pode-se inferir que o
motivo de o potro avaliado apresentar lesdes discretas no exame histopatoldgico estd
relacionado a idade do animal.

Apesar de a potra avaliada receber dieta de carboidratos que atende aos niveis
exigidos pelo NRC 1989 (1,5-3,0% Peso Vivo), essas recomendagdes sdo baseadas em
equinos normais, ou seja, sem a mutagdo responsavel pela PSSMI. E sabido que em animais
com PSSM1 os niveis de carboidratos na dieta deve ser reduzido e a dieta da potra estava no
limite superior recomendado pelo NRC (FIRSHMAN et al.,, 2003). Dessa forma, as
recomendacdes como a reducdo dos niveis de carboidrato na dieta, podem ter sido decisivos
para a recupera¢do da mesma, e a ndo ocorréncia de recidivas dos sinais clinicos até o
presente momento (sete meses ap0s a alta), visto que estas medidas tém papel importante no
controle dos sinais clinicos da doenca (FIRSHMAN et al., 2003), bem como na expressao
fenotipica do gene GYSI! (VALBERG, 2018). Isto porque a mudanca na alimentagdo e
exercicio gradativo diminui a possibilidade do acimulo anormal de glicogénio (DE LA

CORTE et al., 2002).

11
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Quanto mais precoce o diagndstico da PSSM1 melhor para definir estratégias de

manejo, como introdu¢do do animal para reproducdo, atividade atlética a ser exercida.

Mesmo o animal positivo para PSSM1 com dieta balanceada e programas regulares de

exercicio €, possivel manter qualidade de vida e atlética do animal.
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207 O relato demonstra a importincia de conhecer a PSSM1, bem como sua
208  epidemiologia para que esta possa ser incluida como diagndstico diferencial em potros com
209  miopatia.
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258  Tabela 1- Hemograma realizado em potra da raga Quarto de Milha

Valor Encontrado Valores de Referéncia
Hemacias 9,96 6,7-12,9 (x10°/L)
Hemoglobina 11,2 11-19 (g/dL)
VCM 36,3 37-58,5 fl
HCM 112 12,3-19,7 pg
CHCM 30,9 31-38,6 (g/dL)
Plaquetas 139.000 100-600 (x10%L)
Hematocrito 36,2 32-53 (%)
Leucocitos 8.900 5,4-14,3 (x103uL)
Bastonetes 178 0-1 (x10%uL)
Segmentados 4.539 2,3-8,6 (x10%uL)
Eosinofilos 267 0-1 (x10%uL)
Basofilos 0 0-0,29 (x10%uL)
Monocitos 534 0-1 (x10%uL)
Linfocitos 3.382 1,5-7,7 (x103uL)

259  Fonte: Setor de Grandes Animais HV-UFU (2019)
260

261  Tabela 2- Bioquimico realizado em potrada raga Quarto de Milha

Valor Encontrado Valores de Referéncia
Creatinina 1,09 mg/dL 1,2-1,9 mg/dL.
Ureia 29,1 mg/dL 10-24 mg/dL
AST 480 U/L 226-336 U/L
GGT 20 U/L 8-22 U/L
CK 1.488,3 U/L 145-380 U/L

Fonte: Setor de Grandes Animais HV-UFU (2019)
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Figura 1: Musculo semimembranoso de potro de 6 meses em corte histologico transversal. Observar

actmulo de glicogénio entre as miofibrilas das células musculares. Coloragdo PAS (Acido

Periodico-Schiff).
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270  Figura 2: Musculo semimembranoso de potro de 6 meses em corte histologico transversal apos teste

271 PAS-Amilase indicando glicogénio resistente a amilase. Coloragdo PAS (Acido Periodico-
272 Schiff).

273

274
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