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Resumo

A Distrofia Muscular do Golden Retriever (GRMD) é considerada o
modelo mais apropriado da Distrofia Muscular de Duchenne (DMD)
que acomete humanos. Diminuição na Densidade Mineral Óssea
(DMO) já foi descrita em meninos com DMD, ambulantes e não-
ambulantes. A Densitometria Óptica Radiográfica (DOR) é um
método de análise para quantificação da matéria mineral óssea. Este
foi realizado por meio de radiografias simples da região proximal da
tíbia direita ao lado de escala de alumínio. Quinze cães da raça Golden
Retriever, sendo cinco normais, cinco portadores e cinco afetados pela
distrofia, foram radiografados mensalmente, dos três aos nove meses
de idade. Estas radiografias foram analisadas por meio do software de
análise de imagens (ImageLab, Softium®). O estudo revelou que a
região epifisária possui maior densidade mineral óssea (DMO), seguida
pela região metafisária e diafisária. Houve uma tendência de aumento
da DMO nas três regiões avaliadas dos três grupos durante o
experimento. A região metafisária proximal da tíbia demonstrou ser
o sitio de eleição para a leitura da DMO, por ser o local com menor
correlação e influencia do peso corpóreo e por promover estimativas
médias consideradas significativas entre grupos avaliados mais cedo
que nas demais regiões. O potencial de diagnóstico deste exame
densitométrico, em relação a GRMD, foi considerado baixo, porém,
demonstrou ter grande potencial no acompanhamento do progresso
desta doença por apresentar alta sensibilidade para detecção de variações
na densidade mineral óssea.
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Introdução

A forma mais comum de distrofia
muscular em humanos é o tipo Duchenne
(DMD), com incidência aproximada de um
caso a cada 3.500 nascimentos masculinos,
sendo fatal no período entre a segunda e a
terceira década de vida.  Esta ocorre devido
mutações no gene da produção da proteína
distrofina, responsável pela adesão matriz
extracelular do citoesqueleto. Este gene se
localiza no cromossomo X, afetando

predominantemente machos, por estes
possuírem apenas um cromossomo X.1,2,3,4

Diminuição na Densidade Mineral Óssea
(DMO) já foi descrita em meninos com
DMD, ambulantes e não-ambulantes.5,6,7

Distrofias musculares ligadas ao
cromossomo X, similares a Duchenne, foram
descritas no cão, gato e camundongo. A
Distrofia Muscular do Golden Retriever
(DMGR) é considerada o modelo animal
mais apropriado devido sua analogia com a
DMD tanto em relação ao genótipo quanto
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ao fenótipo.1,3,8,9,10,11,12,13 Cães afetados por
esta forma de distrofia apresentam sinais
clínicos por volta de oito a dez semanas de
vida. Este sinais incluem fraqueza
generalizada, marcha alterada devido a curta
amplitude de movimento das articulações e
dificuldade de apreensão e deglutição do
alimento.2,13 Seu diagnóstico se faz por meio
da enzima creatina quinase sérica, usualmente
300 vezes maior do que os valores normais,
e posterior confirmação em biopsias
musculares, onde se observa severa
hipercontração e necrose segmentar com
fagocitose e regeneração.2,13

O presente trabalho teve a finalidade
de verificar e avaliar a densidade mineral
óssea dos cães da raça Golden Retriever
normais, afetados e portadores da DMGR
de forma longitudinal (dos três aos nove
meses de idade), correlacionando a
densidade mineral óssea com as variáveis
peso corpóreo, idade e grupo e as regiões
(epífise, metáfise e diáfise proximais da tíbia)
estudadas, e, subjetivamente, comentar sobre
o potencial de diagnóstico e de
acompanhamento da evolução da DMGR
por meio da técnica de densitometria óptica
radiográfica (DMO).

Material e Método

O trabalho foi aprovado pela
Comissão de Bioética da Faculdade de
Medicina Veterinária e Zootecnia da
Universidade de São Paulo sob o número
de registro 446/2004.

Foram utilizados 15 cães da raça
Golden Retriever, nascidos de três diferentes
ninhadas, filhos de mães portadoras da
GRMD e pais hígidos. Estes foram
distribuídos em três grupos: cinco cães
afetados pela DMGR (Grupo I), cinco cães
portadores da DMGR (Grupo II) e cinco
cães hígidos (Grupo III), por meio da análise
da enzima creatinina quinase sérica e
posteriormente confirmados com os
resultados da análise do DNA das células
sanguíneas pelo GFX Genomic Blood
DNA Purification Kit (Amersham
Pharmacia®).

Todos os cães foram pesados e
radiografados mensalmente para estudo da
densidade mineral óssea.  Este se fez por
meio de radiografia simples da tíbia direita,
paralela a escala de alumínio confeccionada
com liga específica e padronizada
internacionalmente (Liga de alumínio 2026,
ABNT).

Dos três meses de idade até o
fechamento do disco epifisário proximal da
tíbia direita aos nove meses de idade, os cães
foram radiografados em incidência médio-
lateral, utilizando-se o aparelho de raio X da
marca Ray-tec modelo RT 500/125, com
chassis de 18 x 24 cm, com écrans
intensificadores Kodak Lanex X-Omatic
Regular Screens (Kodak Eastman
Company®) e filme radiológico no tamanho
18 x 24 cm, RP-X-OMAT (Kodak Bras.
Com. e Ind. Ltda). A técnica radiográfica
utilizada nos dois primeiros meses de estudo
foi de: quilovoltagem de 40 quilovolts (kV),
miliamperagem de 100 miliampères (mA),
tempo de exposição de 0,025 segundos (s)
e distância foco-filme de 100 cm para todos
os animais. Em virtude do rápido
crescimento dos animais, a partir do terceiro
mês de estudo, correspondente ao quinto
mês de idade, até o término do estudo houve
incremento da quilovoltagem para 44
quilovolts (kV).

A revelação dos filmes foi feita na
processadora automática, RP-X-OMAT
Processor (Kodak Eastman Company®). O
processo de digitalização da imagem
radiográfica foi feito no scanner de mesa
modelo HP Scanjet 6300C (Hewlett-
Packard®), com adaptador para
transparências modelo ScanJet XPA
(Hewlett-Packard®). As imagens foram
analisadas com o auxílio do programa
ImageLab (Softium®, Sistemas de
Informática), que compara a densidade
média da região do osso selecionada com a
densidade média dos degraus da escala de
alumínio, determinando a equivalência em
milímetros de alumínio da densidade da
região selecionada.

Neste estudo, três regiões foram
estudadas: epífise, metáfise e diáfise proximais
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da tíbia direita. Com o intuito de que a
densidade mineral óssea fosse a mais
fidedigna possível, padronizou-se que as
áreas selecionadas seriam figuras geométricas,
desenhadas de acordo com alguns acidentes
anatômicos da tíbia tomados como pontos
de referencia. Com isto, foi calculado o valor
de densidade óptica em milímetros de
alumínio de cada região (Figura 1). A
demarcação da área e o cálculo da densidade
óptica foram obtidos três vezes em cada
região, sendo o resultado utilizado para a
avaliação a média dos valores obtidos das
leituras.

Para obtenção da estatística descritiva
as variáveis peso corpóreo (em kg) e os
valores da densidade mineral óssea das três
regiões analisadas (em mmAl) utilizou-se o
procedimento PROC MEANS do
programa Statistical Analysis System, versão
8.0.14 Para a análise de correlação entre as
regiões ósseas analisadas com o peso

corpóreo nas diferentes idades (em meses)
no período experimental utilizou-se o Teste
de Pearson do procedimento PROC CORR
do mesmo programa supracitado.

Resultados e Discussão

Mensalmente, dos três aos nove
meses de idade, o resumo dos efeitos de
grupo, idade e interação grupo-idade
avaliados para todas variáveis estudadas
(peso corpóreo, densidade mineral óssea da
epífise, metáfise e diáfise proximais da tíbia
direita) foi altamente significativo (P<0,01),
indicando dependência dos grupos avaliados
frente às diferentes idades. A estimativa média
das variáveis peso corpóreo, densidade
mineral óssea da epífise, metáfise e diáfise
proximal da tíbia direita foi processada e está
demonstrada na tabela 1 e figuras 2 e 3.

O processamento das imagens, a
delimitação precisa da região escolhida e a

Figura 1 – Figura esquematica demonstrando a seleção das regiões osseas analisadas referenciadas pelo três
quadriláteros pretos. Identifica-se no interior da figura a direita, quadro demonstrando os resultados da
leitura da densidade óptica (DO) da região metafisária
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Tabela 1 - Estimativas médias do peso corpóreo em kg, e da densidade mineral óssea (DMO), em mmAl, das
regiões epifisária, metafisária e diafisária proximal da tíbia direita dos grupos avaliados: Afetados pela
DMGR (A), portadores (P) e hígidos (H) dentro das idades, em meses - São Paulo - 2005

Figura 2 – Gráfico de barras paralelas das estimativas da densidade mineral óssea (DMO), em mmAl, das regiões
epifisária, metafisária e diafisária proximal da tíbia direita dos grupos avaliados, afetados pela DMGR
(A), portadores (P) e hígidos (H), dentro das idades, em meses, consideradas significativas para o
desdobramento da interação grupo x idade - São Paulo - 2005

(kg)
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verificação de valores muito próximos nas
três medidas feitas para cada uma das três
região em cada radiografia permitem
concluir que a DOR possui fácil execução,
baixo custo, precisão, sensibilidade e
reprodutibilidade, como afirmam outros
autores que utilizaram o mesmo programa
computacional ImageLab (Softium®, Sistemas
de Informática)15,16,17,18,19 e outros que
utilizaram a mesma técnica densitométrica,
entretanto com outros programas de
processamento de imagens20,21,22, viabilizando
sua realização na Medicina Veterinária.

Os fatores que levaram a escolha da
tíbia para a análise da densidade mineral óssea
neste estudo, foram: localização anatômica,
por possuir pequena quantidade de tecidos
moles ao seu redor, produzindo assim pouca
influencia na leitura da DMO; e ainda de
acordo com o perfil de evolução desta
doença, já que o enrijecimento e atrofia
muscular dos membros pélvicos são
freqüentemente observados nos cães
afetados pela Distrofia Muscular do Golden
Retriever1,7,11,13 e constatado clinicamente na
evolução da doença dos cães deste
experimento.

A única alteração realizada no
período experimental foi o aumento da
quilovoltagem de 40 para 44 kV no terceiro
mês de experimento (quinto mês de idade
dos cães), que se manteve até seu término
aos nove meses de idade. Isto se fez

Figura 3 - Estimativas médias do peso corpóreo, em kg,
dos grupos avaliados, afetados pela DMGR
(A), portadores (P) e hígidos (H), dentro das
idades, em meses, consideradas significativas
para o desdobramento da interação grupo x
idade - São Paulo - 2005

necessário devido ao grande incremento em
massa corpórea dos cães dos três grupos
entre o quarto e quinto mês de vida, no qual
o peso corpóreo foi quase triplicado. Esta
alteração se torna possível devido ao recurso
de equalização de curvas dos tons de cinza
que o programa ImageLab (Softium®,
Sistemas de Informática) fornece, como
informado por alguns autores.13,15

Houve grande variação do peso
corpóreo e da DMO nos cães afetados pela
DMGR ao longo do período experimental.
Isto foi observado também em humanos5,6,7

e se atribui a grande variação de manifestação
de sinais clínicos entre os indivíduos
acometidos.

Nos dois primeiros meses do estudo,
ou seja, no terceiro e quarto meses de vida
dos cães, o peso corpóreo e a DMO dos
cães afetados obteve valores maiores do que
observado nos outros grupos. Isto pode ser
explicado pelo cuidado intensivo dedicado
aos animais afetados desde seu nascimento
e também pela natureza degenerativa e
progressiva do curso esperado desta doença,
apontado também por outros autores.2,13,15

Nos três grupos avaliados, os valores
médios de densidade mineral óssea na região
epifisária foram mais altos, seguidos
pela região metafisária e diafisária,
respectivamente. Este fato pode ser
explicado segundo observações de
Junqueira e Carneiro23, onde a epífise é
constituída por osso esponjoso, com uma
delgada camada superficial de osso
compacto organizada em forma lamelar (ou
secundária), sendo esta mais densa que a
metáfise de um animal em crescimento que
se constitui, predominantemente, por tecido
ósseo imaturo (ou primário), no qual há
menor mineralização. Embora composta
quase que totalmente por osso compacto,
delimitando o canal medular, a diáfise possui
menor densidade mineral óssea em relação
às outras porções ósseas; porque quando se
seleciona esta região, o a área selecionada para
o cálculo do valor densitométrico inclui o
canal medular que possui menor
radiopacidade por conter a medula óssea.

De forma geral houve um incremento
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mensal da densidade mineral óssea das três
regiões estudadas dos cães afetados pela
DMGR, com exceção do valor das
estimativas médias da região metafisária do
nono mês de idade, a qual diminuiu seu valor
em relação à leitura do mês anterior. Este
decréscimo da DMO da região metafisária
no nono mês pode ter ocorrido devido a
progressão da doença ou devido a alguma
alteração secundaria facilitada pela distrofia
muscular, como alterações respiratórias
(pneumonia por aspiração e fibrose
diafragmática), de deglutição (hipertrofia da
musculatura da ligua), observado nestes cães,
semelhantes ao reportado em humanos,
ambulantes ou não. Entretanto, poucos
estudos sobre a densidade mineral óssea em
humanos afetados por distrofia muscular de
Duchenne foram publicados. Osteoporose
foi bem caracterizada em meninos com
DMD ambulante5,6,7, a qual se manifestou
primeiramente na região metafisária, zona
de maior atividade metabólica do osso em
crescimento. Para a confirmação desta
hipótese há necessidade de realização do
exame densitométrico por um maior
período experimental.

Pode-se diferenciar os grupo dos cães
normais dos cães afetados, por meio de
valores estatisticamente significativos, nas
regiões epifisária e metafisária proximais da
tíbia a partir cinco meses de idade. A
diferenciação do grupo dos cães portadores
em relação aos afetados, assim como a
individualização dos três grupos ocorreu
posteriormente.

A região diafisária proximal da tíbia
demonstrou ser a região com maior
correlação, ou seja, maior influencia, do peso
corpóreo por apresentar valores das
estimativas médias dos grupos no
desdobramento da interação grupo x idade
com comportamento semelhantes. Este
dado associado com a impossibilidade de
diferenciação entre os três grupos por meio
dos valores obtidos na região diafisária
proximal da tíbia podem ser explicados com
a afirmação de outro autor24, de que a diáfise
é a região de menor variação mineral. Sendo
assim, especula-se que a diferenciação entre

os três grupos, que foi observada nas outras
regiões analisadas, possa ser demonstrada em
cães com idade mais avançada, não
contemplada no período experimental deste
estudo.

Por meio destes dados, observou-se
que o peso corpóreo possui grande relação
com os valores da DMO nas diferentes
regiões ósseas analisadas, em concordância
com Giglio17 e Muramoto e Sterman18.

Observou-se relação estatística
altamente significativa (P<0,01) da interação
grupo x idade com a DMO das regiões
avaliadas, impossibilitando, neste estudo, uma
relação somente entre a idade e DMO, como
feita por Giglio17 e Muramoto e Sterman18.,
que demonstrou baixa relação entre estas.

A região metafisária demonstrou ser
a região de escolha para a realização das
leituras da DMO por possuir menor relação
e interferência de variações do peso corpóreo
e por possibilitar diferenciação entre animais
afetados e hígidos, a partir do quinto mês
de idade, e a diferenciação entre os três
grupos por valores estatisticamente
significativos (P<0,05) mais cedo que as
outras regiões analisadas.

Conclusões

O estudo revelou que a região
epifisária possui maior DMO, seguida
pela região metafisária e diafisária,
respectivamente, nos três grupos avaliados,
ao longo do período experimental, e estas
seguiram o comportamento do peso
corpóreo. A região metafisária proximal de
tíbia demonstrou ser a região de eleição para
a leitura da DMO por ser o local estudado
com menor correlação e influencia do o peso
corpóreo e por promover estimativas médias
consideradas significativas entre grupos
avaliados mais cedo que nas demais regiões
O potencial de diagnóstico do exame
densitométrico, foi considerado baixo,
comparado a outras modalidades como pela
avaliação da enzima creatinina quinase sérica
entre outros, por somente apresentar
diferença estatisticamente significante entre
os cães hígidos e distróficos a partir do
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quinto mês de idade, e significante diferença
entre os cães hígidos, portadores e distróficos
no nono mês de idade. Entretanto, esta
técnica demonstrou ter grande potencial no

acompanhamento do progresso desta
doença por apresentar alta sensibilidade para
detecção de variações na densidade mineral
óssea.

Longitudinal study of bone mineral density in healthy, carrier, and affected

dogs by Golden Retriever Muscular Dystrophy

Abstract

The Golden Retriever Muscular Dystrophy (GRMD) is considered
the most appropriate model of the Duchenne Muscular Dystrophy
(DMD) in humans. Decrease in Bone Mineral Density (DMO) has
been recognized in ambulatory and non-ambulatory boys with DMD.
The Radiographic Optical Densitometry is a method to measure the
bone mineral content. It was performed radiographing the proximal
right tibia next to an aluminum stepwedge. Fifteen Golden Retriever
dogs had been used, divided in three groups: Five healthy, five carriers
and five affected by GRMD, monthly radiographed, from 3 to 9
months-old. These radiographies were analyzed by image processing
software (ImageLab, Softium®). The proximal epiphysis had higher
bone mineral density, followed for the metaphysic and diaphysis,
respectively. All regions followed has influence the body weight. There
was an increase of the bone mineral density in all regions of the three
groups. The proximal metaphysis was thought to be the better region
to evaluate the bone mineral density because had less correlation and
influence of  the body weight, and, also, had different significant values
to differentiate the groups earlier than the other regions. The potential
diagnostic of this densitometric method in GRMD was considered
low, however it demonstrated to have great potential in the  clinical
recheck of this patients due to the high sensitivity for detection of
changes in the bone mineral density.

Key words:
Bone densitometry.
Radiology.
Dogs.
Golden Retriever dogs.
Muscular dystrophy.
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