UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

Programa de Pds-graduacdo em Ciéncias da Saude

AVALIACAO LABORATORIAL E POR IMAGEM DA
SAUDE OSSEA DE CRIANCAS E ADOLESCENTES COM
DEFICIENCIA DE HORMONIO DO CRESCIMENTO EM

TRATAMENTO

ISABELA LEITE PEZZUTI

Belo Horizonte
2015



ISABELA LEITE PEZZUTI

AVALIACAO LABORATORIAL E POR IMAGEM DA
SAUDE OSSEA DE CRIANCAS E ADOLESCENTES COM
DEFICIENCIA DE HORMONIO DO CRESCIMENTO EM

TRATAMENTO

Tese apresentada ao Programa de Pos-
Graduacdo em Ciéncias da Saude da Faculdade
de Medicina da Universidade Federal de Minas
Gerais, como requisito parcial para a obtencdo
do Titulo de Doutor em Ciéncias da Saude.

Area de concentracdo: Salde da Crianca e do
Adolescente.

Orientadora: Prof2. Ivani Novato Silva.

Belo Horizonte
2015



Pezzuti, Isabela Leite.

P522a Avaliacdo laboratorial e por imagem da sande o0ssea de criancas e
adolescentes com deficiéncia de hormonio do crescimento em trafamento
[manuserito]. / Isabela Leite Pezzuti. - - Belo Horizonte: 2015.

1511 1L

Orientador: Ivani Novato Silva.

Area de concentracdo: Satide da Crianca e do Adolescente.

Tese (doutorado): Universidade Federal de Minas Gerais, Faculdade de
Medicina.

1. Horménio do Crescimento. 2. Doengas Osseas. 3. Vitamina D. 4.
Densitometria 5. Ultrassonografia. 6. Dissertacdes Académicas. I. Silva. Ivani
Novato. II. Universidade Federal de Minas Gerais, Faculdade de Medicina. IIL
Titulo

NLM: WK 550

Ficha catalogrifica elaborada pela Biblioteca J. Baeta Vianna — Campus Saude UFMG




UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

Reitor: Prof. Jaime Arturo Ramirez
Vice-Reitora: Prof®. Sandra Regina Goulart Almeida
Pro-Reitor de Pés-Graduacéo: Prof. Rodrigo Antdnio de Paiva Duarte

Pro-Reitor de Pesquisa: Prof?. Adelina Martha dos Reis

Faculdade de Medicina:

Diretor: Prof. Tarcizo Afonso Nunes

Vice-Diretor: Prof. Humberto José Alves

Coordenador do Centro de P6s-Graduacdo: Prof. Manoel Otavio da Costa Rocha

Subcoordenador do Centro de Poés-Graduagdo: Prof’. Teresa Cristina de Abreu

Ferrari

Chefe do Departamento de Pediatria: Prof®. Claudia Regina Lindgren Alves

Programa de Pés-graduacdo em Ciéncias da Salde - Area de Concentracio em

Saude da Crianca e do Adolescente:
Coordenador: Prof. Eduardo Araujo Oliveira

Subcoordenador: Prof. Jorge Andrade Pinto



Ao Marcelo, amor da minha vida,

pelo incentivo e carinho.



AGRADECIMENTOS

A Prof® Ivani Novato Silva, pela compreensdo e por todo ensinamento e incentivo.

A equipe de Endocrinologia Pediatrica do Hospital das Clinicas da UFMG, pela
amizade.

A Dr®. Maria Tereza Filgueiras, & Luiza e a toda equipe do CEU, pela colaboragio na
realizacdo da ultrassonografia 6ssea quantitativa.

A Dr®. Adriana Kakehasi, a Socorro e ao Mateus, pela ajuda na realizacio e
interpretacdo dos exames de densitometria.

Ao Prof. Enrico e a Flavia, pela ajuda nas andlises estatisticas.

A equipe do Laboratério de Neurociéncias da Faculdade de Medicina, em especial, &
Prof®. Débora e a Dani.

A equipe do Laboratério Interdisciplinar de Investigacdo Médica da Faculdade de
Medicina, em especial, & Prof®. Ana Cristina e a Erica.

A equipe do Laboratdrio do HC-UFMG, em especial, & equipe da coleta.

As alunas Isabela e Juliana, pela participagdo na pesquisa.

As criancas e seus pais que carinhosamente participaram da pesquisa.

Aos colegas de pds-graduagao, em especial a Paula, pelas “terapias no laboratério” e
incentivos na hora certa.



A minha familia, pelo apoio e compreens&o nos momentos de auséncia.

Ao Marcelo, pelo amor, paciéncia, companheirismo e ajuda incondicionais.



NOTA EXPLICATIVA

A presente tese foi organizada sob a forma de artigos, de acordo com a resolugéo
03/2010 de 05/02/2010 do Programa de Pds-graduacdo em Ciéncias da Satde, Area de
concentracdo Saude da Crianca e do Adolescente, da Faculdade de Medicina da
Universidade Federal de Minas Gerais (disponivel em:

http://ftp.medicina.ufmg.br/cpa/programas/saude crianca/Arguivos%202013/resolucao

03_2010_requlamenta_formato_de teses_e_dissertacoes.pdf). O primeiro artigo

consiste em uma revisdo da literatura sobre a salde 6ssea de criangas e adolescentes
com deficiéncia de hormonio do crescimento (DGH). O objetivo foi sumarizar e discutir
os achados relevantes da literatura até o momento. As ac¢bes do hormonio do
crescimento (GH) no 0sso e os métodos de avaliacdo da massa 0ssea na crianga também
foram revisados. O segundo artigo teve como objetivo avaliar a salide 6ssea de criancas
e adolescentes com DGH, em tratamento com GH, por meio da densitometria (DXA),
da ultrassonografia 6ssea quantitativa (USQ) de falanges e do estudo do metabolismo
0sseo, comparando com individuos sadios da mesma faixa etaria. Também foi avaliado
o desempenho da USQ de falanges em relacdo a DXA. Finalmente, no terceiro artigo,
foram avaliadas as concentracfes séricas de osteoprotegerina (OPG), osteopontina
(OPN) e fator de crescimento de fibroblastos-23 (FGF-23) nos mesmos pacientes. As
referéncias bibliograficas estdo dispostas ao final de cada artigo ou secdo. Para as
citagdes do texto foi utilizado o sistema denominado Vancouver, elaborado por um
grupo de editores das principais publicacbes biomédicas internacionais na cidade de
Vancouver, no Canada, em 1979 e atualizado em 2004 (Uniform Requirements for
Manuscripts Submitted to Biomedical Journals: Writing and Editing for Biomedical
Publication - www.ICMJE.org).
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RESUMO

O horménio do crescimento (GH) é um dos principais reguladores da
homeostase dssea e a deficiéncia de horménio do crescimento (DGH) é frequentemente
listada como uma causa de osteoporose secundaria na crianga. Recentemente,
entretanto, as consequéncias da DGH na saude esquelética da crianca tém sido

guestionadas e permanecem incertas.

O objetivo principal desse estudo foi avaliar a saude Ossea de criangas e
adolescentes com DGH, em tratamento com GH, por meio da densitometria dssea
(DXA), da ultrassonografia 6ssea quantitativa (USQ) de falanges e da dosagem sérica
de substancias mediadoras do metabolismo ¢sseo. Procurou-se, ainda, verificar a
correlacdo entre paradmetros clinico-laboratoriais e as medidas densitométricas e
ultrassonograficas obtidas. Adicionalmente, investigou-se o desempenho da USQ de

falanges em relacéo a DXA.

Foram selecionadas criancas e adolescentes com DGH confirmada, que estavam
em reposicdo hormonal adequada e em acompanhamento regular na divisdo de
Endocrinologia Pediatrica do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas
Gerais (HC-UFMG). Esses pacientes foram comparados com individuos sadios da
mesma idade e género, recrutados em uma escola publica. De forma sucinta, o protocolo
do estudo consistiu em avaliacdo de habitos de vida que pudessem interferir na
aquisicdo de uma massa 0ssea adequada nesses grupos (ingestao de célcio, exposicéo ao
sol e prética de atividade fisica), avaliacdo laboratorial do metabolismo Gsteo-mineral,
além de estudo da quantidade e da qualidade Osseas por meio da DXA e da USQ de
falanges. A anélise estatistica incluiu testes de comparacdo (T de Student, Mann
Whitney, Kruskal Wallis, Qui-quadrado de Pearson Assintdtico ou teste de Levine,
quando apropriados), testes de correlacdo (de Pearson ou de Spearman), o teste de
regressdo linear simples, o teste de concordancia Kappa e a curva ROC (receiver

operating characteristic curve).

Os resultados desse estudo foram relatados em dois artigos. No primeiro, 36
pacientes com DGH (27 meninos, média de idade de 12,3 £ 4,3 anos), em uso de GH
por tempo mediano de 3,7 anos, foram avaliados e comparados com 45 individuos

sadios, pareados por idade e género. Observou-se que o grupo com DGH consumia



menos célcio e era mais sedentario em relagdo ao grupo controle. Foi detectada elevada
prevaléncia de hipovitaminose D em ambos 0s grupos, apesar de exposi¢do ao sol
considerada adequada. Apesar desses achados, as criancas e os adolescentes com DGH
mostraram saude 0ssea, avaliada pela DXA e pela USQ de falanges, comparavel aos
controles, quando as variaveis densitométricas e ultrassonograficas foram ajustadas para
a altura. Os pacientes ndo demonstraram incidéncia aumentada de fraturas. Entretanto,
aqueles que consumiam menor quantidade de calcio tiveram uma pior avaliagcdo
quantitativa e qualitativa da massa Ossea para a idade. Por fim, houve uma forte
correlacdo positiva entre as variaveis medidas pela DXA e pela USQ de falanges e uma
concordancia significativa entre os métodos apds ajuste das populagdes de referéncia. A
USQ de falanges demonstrou 6timo desempenho na identificacdo de individuos com

baixa massa 0ssea pela DXA.

No segundo artigo, foram avaliadas as concentracdes sericas de osteoprotegerina
(OPG), osteopontina (OPN) e fator de crescimento de fibroblastos-23 (FGF-23), na
mesma populagdo. Observaram-se concentragdes de OPG mais elevadas e de OPN mais
baixas no grupo com DGH, em tratamento com GH, em relacdo ao grupo sadio da
mesma faixa etaria, sem diferenca nas concentracfes medianas de FGF-23 entre os dois
grupos. Verificou-se, ainda, que as concentracbes de OPN foram influenciadas pelo

tempo de tratamento com GH, com concentra¢fes mais baixas no inicio do tratamento.

Em suma, foi demonstrado que criancas e adolescentes com DGH, em
tratamento com GH, apresentam quantidade e qualidade Osseas para altura, avaliadas
pela DXA e pela USQ de falanges, comparaveis aos seus pares sadios. Esse achado
sugere que esses pacientes tém massa 6ssea reduzida fundamentalmente pela baixa
estatura e ndo por baixa densidade mineral Gssea. Verificou-se, também, que esses
pacientes se encontram em estado de recuperacdo da massa 6ssea e que OPG e OPN

participam desse processo.

A populacdo estudada apresentou varios fatores e comportamentos considerados
de risco para a salde 0ssea, que se mantidos por longos periodos durante a infancia e a
adolescéncia, fases criticas para a satde esquelética, podem influenciar negativamente o
crescimento, o ganho de massa dssea e a obtengdo de um pico de massa 0ssea (PMO)

adequado, ja incertos nesses pacientes.



A USQ de falanges se mostrou uma técnica confiavel em relagdo a DXA, mas
que também demanda cuidados na interpretacdo dos achados em criangas e adolescentes
com baixa estatura. Por ser uma técnica ndo invasiva, Se mostrou promissora num
cenario caracterizado por demanda crescente de avaliacdo dos efeitos de patologias

cronicas e seus tratamentos sobre a salude dssea da crianca e do adolescente.

Estudos longitudinais e prospectivos sdo necessarios para confirmar esses
achados, aumentando nosso conhecimento sobre os determinantes da aquisicdo da

massa 0ssea nesses pacientes.
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1 JUSTIFICATIVA

Grande parte da massa ¢ssea de um individuo é adquirida durante a infancia e a
adolescéncia até que se atinja o pico de massa 6ssea (PMO) no inicio da vida adulta’.
Essa fase da vida é, portanto, um periodo critico de oportunidade, mas também de
vulnerabilidade para a salde esquelética futura e qualquer alteracdo nutricional ou
doenca cronica durante esse periodo pode predispor o individuo acometido ao risco de

doenca 6ssea” >.

O PMO ¢ geralmente definido como a quantidade méaxima de massa 0ssea
atingida pelo individuo™ *. Posteriormente ao longo da vida, a perda 6ssea excede a sua
formacdo de maneira que a quantidade de tecido 6sseo vai gradualmente diminuindo® ®.
O PMO é um dos principais determinantes do risco de osteoporose e esta sob forte
controle genético’. Estudos epidemiolégicos sugerem que entre 50 e 85% da
variabilidade no PMO é determinada geneticamente®, sendo influenciada também por
fatores modificaveis como habitos alimentares, atividade fisica, estado nutricional e

equilibrio hormonal do individuo®.

A osteoporose é uma doenca do esqueleto caracterizada por baixa massa 0ssea e
deterioracdo da microarquitetura do tecido Gsseo, com consequente aumento da
fragilidade 6ssea e susceptibilidade a fraturas'®. As fraturas associadas e a
morbimortalidade subsequente fazem da osteoporose um importante problema de satde

publica®.

Ja se acreditou que a osteoporose era uma doenca do individuo idoso, mas sua
importancia como doenca que também pode afetar a crianga, ou que tem sua origem
nessa faixa etaria, tem sido cada vez mais enfatizada'?. Devido, em parte, & maior
sobrevida de criangas com doencas cronicas e a exposi¢cdo das mesmas a tratamentos
potencialmente toxicos ao esqueleto, a osteoporose esta cada vez mais sendo
identificada em individuos mais jovens*®. Em casos graves de baixa massa 6ssea na
infancia, a crianga ja pode apresentar fraturas. Em formas mais leves e cronicas, a
crianga assintomética pode ndo atingir o seu potencial de massa 0ssea geneticamente

determinado e tera elevado risco de osteoporose na idade adulta®.
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O horménio do crescimento (GH) é um dos principais reguladores da
homeostase dssea ao longo da vida, atuando no crescimento dsseo longitudinal e nos

processos de mineralizagdo, modelamento e remodelamento 6sseos> *°.

Em criancas com deficiéncia de horménio do crescimento (DGH), o tratamento
com GH visa principalmente a normalizagdo da velocidade do crescimento e a obtengéo
de uma estatura normal na idade adulta e, na pratica clinica, ndo h& preocupacédo
especifica se 0 ganho de massa 0ssea esta adequado. Entretanto, essas criancas podem
reunir inUmeros fatores que contribuem para uma elevada morbidade dssea. Além da
DGH, outras deficiéncias hormonais hipofisarias e suas respectivas terapias de

reposicao, podem contribuir com o dano dsseo””.

A Sociedade Europeia de Endocrinologia Pediatrica recomenda avaliagdo da
densidade mineral dssea de pacientes com DGH no periodo de transicdo (final da
adolescéncia e inicio da vida adulta) e a cada dois a cinco anos a partir dessa fase®®, mas

ndo existe recomendacao para avaliacdo 0ssea antes desse periodo.

Alguns autores demonstraram que a salde Ossea de criangas com DGH é
comprometida, com prejuizo da quantidade e qualidade dsseas, mesmo quando é feito
ajuste para o tamanho das mesmas'” ** %°. Entretanto, nem todos os estudos sdo
concordantes e massa 6ssea adequada para altura também jé foi observada®" 2. Em uma
revisao recente, Hogler et al. argumentaram que a DGH € erroneamente percebida como
uma causa de baixa densidade mineral 6ssea e osteoporose secundéria na crianca”®. Na
verdade, a saude 6ssea da crianga com DGH é documentada de maneira insuficiente, as

vezes de forma equivocada e o0s estudos sdo controversos.

A densitometria ou absorciometria por duplo feixe de raios-X (DXA) tem sido o
método mais utilizado para avaliar a saude 6ssea no adulto e também na crianca e no
adolescente. Porém, ela é de dificil interpretacdo, particularmente em individuos com
baixa estatura como na DGH?’. A ultrassonografia 6ssea quantitativa (USQ) tem
surgido como uma modalidade de avaliacdo alternativa, com as vantagens de ser feita
em aparelho portétil, ser ndo invasiva, barata, de rdpida realizacdo, livre de radiacéo,
além de fornecer uma avaliacdo qualitativa do 0sso®®. Possui boa correlagdo com a

DXA® e se mostrou comparavel a ela na determinagéo do risco de fratura 6ssea®” %.
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Além de avaliar a massa dssea, o estudo do metabolismo célcio-fosforo e dos
marcadores bioguimicos do turnover 6sseo, que refletem a atividade esquelética, pode
ser utilizado para compreender a dinamica éssea. Sabe-se que a DGH leva a um estado
de baixo turnover e que o tratamento com GH provoca aumento nos marcadores de

formac4o e reabsorcéo 6sseas™.

O equilibrio entre formacédo e reabsorcéo 0sseas, importante para 0 acimulo de
massa O0ssea durante o crescimento, é regulado por multiplos mediadores.
Osteoprotegerina (OPG), osteopontina (OPN) e fator de crescimento de fibroblastos-23
(FGF-23), peptideos sintetizados predominantemente por células 6sseas, sao alguns dos
envolvidos nesse processo e tém sido estudados em doencas que cursam com alteragédo

da massa o6ssea®®3!

A OPG ¢é uma citocina que participa do processo de
remodelamento, inibindo a osteoclastogénese®. A OPN é uma proteina ndo colédgena da
matriz 6ssea> que parece ter acdo inibitéria sobre a mineralizacdo®* e estimulatéria
sobre a reabsorc&o®. J4 o FGF-23 é um horménio regulador da homestase mineral que
diminui as concentragdes plasmaticas de fosfato® e também parece ter agdes inibitérias
diretas sobre a mineralizacdo 6ssea®. Estudos avaliando esses mediadores do
metabolismo 6sseo ha DGH sdo incipientes. Em criangas e adolescentes com DGH essa
avaliacdo poderia proporcionar um estudo mais aprofundado e ao mesmo tempo menos
invasivo, complementando o estudo quantitativo da massa 0ssea, extremamente

complexo nesses pacientes®*.

Nesse contexto, ressalta-se a importancia da presente tese de doutorado, que
consistiu em uma avaliacdo ampla da salde dssea de criancas e adolescentes com DGH
em tratamento com GH, utilizando a DXA, a USQ de falanges e a dosagem sérica de
mediadores do metabolismo 6sseo. Acreditamos que esse estudo ir4 colaborar para um
melhor entendimento do impacto da DGH na salde 0ssea desses pacientes, 0 que sera
de grande valia na identificagdo de medidas preventivas ou terapéuticas oportunas.
Além disso, o presente trabalho podera contribuir na analise das perspectivas de
utilizacdo da USQ de falanges, técnica que nos parece promissora para avaliacdo da

salde Ossea da crianca e do adolescente.
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2 REVISAO DA LITERATURA

Saude dssea de criangas e adolescentes com deficiéncia de hormonio do
crescimento: uma reviséo da literatura

RESUMO

Introducdo: A deficiéncia de hormonio do crescimento (DGH) é considerada causa de
osteoporose secundaria na crianca. Recentemente, entretanto, as consequéncias dessa
doenca na saude esquelética desses pacientes tém sido questionadas e permanecem
incertas.

Objetivo: Examinar publicacdes sobre a saude dssea de criancas e adolescentes com
DGH antes de atingida a altura final, sumarizando e discutindo os achados relevantes da
literatura até 0 momento.

Métodos: Foi realizada revisdo ndo sistematizada das literaturas médicas nacional e
internacional, nas bibliotecas BIREME e PUBMED. Utilizaram-se 0s seguintes
descritores: hypopituitarism; growth hormone, deficiency; growth hormone;
osteoporosis; bone diseases, metabolic; vitamin D; bone density; densitometry;
tomography e ultrasonography.

Resultados: Diversos fatores podem contribuir com o dano ésseo em pacientes com
DGH, dentre eles: o proprio déficit de hormdnio do crescimento (GH); outras
deficiéncias hormonais hipofisarias e suas respectivas terapias de reposicdo e déficits
nutricionais habituais como hipovitaminose D e baixa ingestdo de célcio. Enguanto
alguns estudos demonstraram prejuizo da quantidade e da qualidade ésseas mesmo ap6s
ajuste para altura, outros observaram auséncia de comprometimento 0sse0 nesses
pacientes. Parece ndo haver evidéncias suficientes de risco aumentado de fraturas
quando a DGH é isolada.

Conclusdes: A salde 6ssea de criancas e adolescentes com DGH € documentada de
maneira insuficiente, as vezes de forma equivocada e 0s estudos sdo controversos. 1Sso
ocorre pela complexidade da avaliagdo da massa Ossea nesses individuos. Apesar da
evidente importancia do GH na regulagdo do metabolismo ésseo, ainda ndo estéa claro se
esses pacientes apresentam saude Ossea comprometida e quais sdo os fatores que
poderiam otimizar o ganho de massa 6ssea e atuar na prevencdo de morbidade déssea
presente ou futura.

Palavras-chave: horménio do crescimento, deficiéncia; osteoporose; doencas 0sseas,
metabolicas; densidade dssea.
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ABSTRACT

Introduction: Growth hormone deficiency (GHD) has been considered a cause of
secondary osteoporosis in children. Recently, however, the consequences of this disease
on the skeletal health of these patients have been questioned and remain uncertain.

Objective: To search for reports on bone health in children and adolescents with GHD
before reaching their final height, summarizing and discussing the relevant findings of
the literature published until now.

Methods: A non-systematic review of national and international medical literature was
performed in PUBMED and BIREME libraries. The following descriptors were used:
hypopituitarism; growth hormone, deficiency; growth hormone; osteoporosis; bone
diseases, metabolic; vitamin D; bone density; densitometry; tomography and
ultrasonography.

Results: Several factors may contribute to bone damage in patients with GHD, among
them: the deficit of growth hormone (GH) itself; other pituitary hormone deficiencies
and their replacement therapies and usual nutritional deficits as hypovitaminosis D and
low calcium intake. While some studies have demonstrated impairment of bone quantity
and quality, even after adjustment for height, others have noted absence of bone damage
in these patients. There seems to be insufficient evidence of a higher risk of fractures
when GHD is isolated.

Conclusions: Bone health in children and adolescents with GHD is insufficiently and
sometimes wrongly documented and the studies are controversial. This occurs because
bone mass assessment in these individuals is complex. Despite the obvious importance
of GH in the regulation of bone metabolism, it is not yet clear whether these patients
have compromised bone health and what are the factors that could optimize bone mass
gain and could prevent present and future bone morbidity.

Keywords: growth hormone, deficiency; osteoporosis; bone diseases, metabolic; bone
density.
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Introducéo

O papel do hormdnio do crescimento (GH) em promover o crescimento 0sseo
linear ao longo da infancia e da adolescéncia ja € bem estabelecido. Além disso, o0 GH
regula a maturacdo 6ssea e € essencial para a manutencdo de uma composicao corporal
adequada. Criangas com deficiéncia de GH (DGH) ndo tratadas apresentam baixa

estatura grave, atraso da idade 6ssea e diminuicio da massa muscular corporal total* .

Sugere-se, também, que a crianga com DGH apresenta densidade mineral 6ssea
reduzida, fragilidade Gssea e risco aumentado de fraturas, sendo a DGH frequentemente
listada como causa de osteoporose secunddria na crianca® #. Recentemente, entretanto, a
validade dessa suposicéo tem sido questionada>® e um papel direto do GH na densidade
mineral dssea da crianga permanece controverso. O impacto da DGH na saude 6ssea da
crianca deve ser esclarecido, a natureza das anormalidades 6sseas deve ser elucidada e a
possivel fisiopatologia compreendida para que medidas preventivas ou terapéuticas

possam ser avaliadas.

Essa revisdo examinou publicacbes sobre a saude Ossea de criancas e
adolescentes com DGH antes de atingida a altura final, incluindo tanto estudos
transversais quanto longitudinais. Foi realizada pesquisa bibliogréfica na Biblioteca
Regional de Medicina - BIREME e na PUBMED, utilizando os seguintes descritores:
hypopituitarism; growth hormone, deficiency; growth hormone; osteoporosis; bone
diseases, metabolic; vitamin D; bone density; densitometry; tomography e
ultrasonography. Selecionaram-se artigos publicados a partir de 1990. Foram
classificados também estudos que constaram como artigos relacionados aqueles da
pesquisa supracitada. O objetivo foi sumarizar e discutir os achados relevantes da
literatura até o momento. Inicialmente, para facilitar o entendimento do tema, foi
realizada breve revisdo sobre as acdes do GH no 0sso e sobre os métodos de avaliacao

da massa dssea na crianca e no adolescente.

I. A¢Oes do GH no 0sso

O GH é um dos principais reguladores da homeostase dssea ao longo da vida,
atuando direta ou indiretamente pelo aumento na sintese do fator de crescimento

insulina-simile tipo 1 (IGF-1)* *°. Durante a infancia e adolescéncia, GH e IGF-1 s&o
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determinantes do crescimento 0Osseo longitudinal, da maturacdo esquelética e da
aquisicdo de massa 0ssea, enquanto na vida adulta, sdo importantes na manutencéo da

massa 6ssea’’ 2,

Os reais efeitos do GH e do IGF-1 na estrutura dssea sdo complexos, especificos
para cada regido dssea e tipo celular e influenciados por maltiplos horménios, fatores de

crescimento locais, proteinas ligadoras e citocinas™.

O eixo GH/IGF-1 exerce seu efeito no 0sso em trés niveis distintos, mas inter-
relacionados: placa de crescimento, modelamento e remodelamento 0@sseos e

metabolismo mineral.

Efeitos na placa de crescimento

O crescimento 06sseo longitudinal é determinado pela proliferagdo e
diferenciacdo dos condrécitos na placa de crescimento dos 0ssos longos, levando a
formacdo de osso endocondral (figura 1). Esse processo é regulado por uma complexa
rede de sinais que inclui, aléem do GH e do IGF-1, o cortisol, 0 hormdnio tireoidiano, o
estrogénio, o androgénio, a vitamina D e a leptina. Além disso, é influenciado por
fatores genéticos, pelo ambiente celular e pela nutricdo do individuo. Desse modo, um
crescimento 6timo ocorre apenas em individuos bem nutridos e saudaveis***®. O GH
age diretamente na placa de crescimento recrutando os condrocitos em repouso para um
estado proliferativo e estimulando a sintese local de IGF-1. Ja o IGF-1 sintetizado
localmente estimula a proliferacdo dos condrdcitos nas zonas de repouso e proliferativa,

além de promover a diferenciagéo (hipertrofia) dos condrécitos™.

O excesso de GH na infancia resulta em gigantismo. Contrariamente, a
deficiéncia ou insensibilidade ao GH prejudicam acentuadamente o crescimento pos-
natal. Deficiéncia isolada de GH ndo tratada leva a uma altura final média de -4,7

desvios-padréo (-6,1 a - 3,9)"".
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Figura 1: Histologia da placa de crescimento (adaptado de Nilsson et al., 2005)*. A
placa de crescimento consiste de trés camadas de condrocitos em varios estadios de
diferenciacdo: a zona de repouso, a zona proliferativa e a zona hipertrofica. A zona
hipertréfica € invadida por vasos sanguineos e células dsseas, sendo em seguida
calcificada e 0 novo osso endocondral é formado.

Efeitos nos processos de modelamento e remodelamento 0sseos

O o0sso é um tecido dinamico e a integridade do esqueleto é mantida por meio
dos processos de modelamento e remodelamento 6sseos'®. A forma e a estrutura dos
0ss0s sao continuamente modificadas e renovadas por esses dois processos, sendo que
ambos envolvem formacéo e reabsorcéo 6sseas™.

O modelamento 6sseo € um processo que ocorre principalmente durante a fase
de crescimento® e envolve acdes ndo equilibradas de formacéo e reabsorco 6sseas. O
processo de modelamento geralmente é regulado por forcas mecanicas, serve para
manter a massa e a forma do 0sso e contribui para o pico de massa 0ssea atingido no
inicio da vida adulta (figura 2)*®.
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Figura 2: Modelamento 6sseo (adaptado de Leonard, 2007)*. No processo de
modelamento, formacgdo (+) e reabsorcdo (-) 6sseas predominam em sitios diferentes
durante o crescimento 6sseo de A para B.

J& o remodelamento dsseo é um processo coordenado de reabsorcédo e formacao
Osseas que ocorre nas “unidades metabolicas Osseas”. Envolve a remocdo de osso
mineralizado pelos osteoclastos seguida pela formacdo de matriz GOssea pelos
osteoblastos que em seguida se torna mineralizada®®. A remodelacdo 6ssea ocorre
durante toda a vida e é necesséaria para manter a homeostase mineral e para remover
0sso potencialmente danificado, mantendo assim, a integridade esquelética®®. No
esqueleto jovem saudavel, o novo osso formado substitui completamente o osso perdido
na fase de reabsor¢do. Um desequilibrio na regulacdo da remodelacdo 0ssea, com

alteracdo na formag&o e/ou na reabsorcao, pode resultar em perda 6ssea®.

As taxas de modelamento e remodelamento dsseos sdo bem maiores durante a
fase de crescimento. No primeiro ano de vida, quase 100% do esqueleto é renovado. No
adulto, o processo de remodelamento acontece numa taxa de 10% ao ano®®. Pode-se

concluir, portanto, que problemas envolvendo a formagdo e/ou a reabsor¢do 6ssea em
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fase precoce da vida sdo potencialmente mais prejudiciais do que em fases posteriores,

de menor metabolismo 6sseo.

Estudos in vitro demonstram que o GH afeta os precursores mesenquimais,
favorecendo a osteoblastogénese em oposicdo & adipogénese®. Além disso, estimula a
proliferacdo das células da linhagem osteobléstica® e a fungdo diferenciada do
osteoblasto maduro. O GH estimula a expressdo de proteinas 6sseas morfogenéticas que
sd0 importantes para a diferenciacdo dos osteoblastos e para a formagdo 6ssea.
Também estimula a carboxilacdo da osteocalcina, a proteina ndo colagena mais
abundante da matriz 6ssea e produto dos osteoblastos diferenciados?’. Esse processo

permite a deposico da osteocalcina na matriz mineralizada®.

Inversamente, o IGF-1 ndo tem um efeito direto sobre a diferenciacdo das
células mesenquimais em osteoblastos maduros e exerce efeitos modestos sobre a
proliferacdo das células da linhagem osteoblastica®. O papel essencial do IGF-1 é
estimular a funcdo do osteoblasto maduro e a formacdo déssea. O IGF-1 estimula a
transcricdo do colageno tipo 1 e diminui a sintese de colagenase 3, uma protease que
degrada colageno. Essa dupla acdo, isto é, o aumento da sintese de colageno e a
diminuicdo da sua degradacdo, é importante para manter niveis apropriados de matriz
6ssea e de massa 6ssea>’. Indiretamente, 0 IGF-1 pode favorecer a osteoblastogénese,
estabilizando a beta-catenina, uma molécula de sinalizacdo utilizada pela via de
sinalizacdo candnica Wnt, essencial para a osteoblastogénese®®. O IGF-1 também
diminui a apoptose dos osteoblastos. Esse efeito, associado a sua modesta atividade

mitogénica, levam a um aumento do niimero de osteoblastos in vitro™.

O GH estimula a producéo de osteoprotegerina (OPG) e o0 seu acimulo na matriz
6ssea®’. A OPG é uma citocina produzida pelas células da linhagem osteobléstica e
fundamental na regulacdo da atividade osteoclastica. Agindo como um receptor
competitivo, impede a ligagdo do RANKL (ligante do receptor ativador nuclear kappa
beta) ao seu receptor RANK (receptor ativador nuclear kappa beta), inibindo a
reabsorcdo 6ssea®. J4 o IGF-1 induz a sintese de RANKL e, como consequéncia, a
osteoclastogénese®®. A inducéo da sintese de RANKL pelo IGF-1 pode explicar o efeito
estimulatorio do IGF-1 na reabsorcéo dssea, enquanto que o estimulo da OPG pelo GH

deve contrabalancar esses efeitos™.
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O fato do IGF-1 ter um papel duplo aumentando tanto a formacgdo quanto a
reabsorcdo Osseas pode explicar porque ele tem efeitos modestos na massa 0ssea in

vivo®®,

GH e IGF-1 exercem seus efeitos anabdlicos no 0sso trabecular e cortical. Este
ultimo ocorre por deposicdo 6ssea periostal, resultando no aumento da largura do 0sso e

3.3 O crescimento do osso em largura e o aumento da

resisténcia esquelética
resisténcia esquelética também s@o secundarios as forcas que agem sobre o0 0sso,
exercidas principalmente pelos musculos, estes também regulados pelos efeitos
anabélicos do GH e do IGF-1°. Observacdes de modelos animais sugerem que o IGF-1
sistémico é necessario para manter a estrutura do osso cortical, enquanto que o IGF-1
esquelético (local) parece exercer um papel mais significativo na manutencdo do 0sso

trabecular’®.

O IGF-I sintetizado pelos osteoblastos esta fundamentalmente sob controle do
paratorménio (PTH) e, portanto, medeia a¢bes anabolicas seletivas desse horménio no
0ss0°’. Estrogénios e horménios tireoidianos aumentam e glicocorticoides diminuem a
transcricdo do IGF-1 nos osteoblastos e efeitos inibitorios especificos dos
glicocorticoides no metabolismo 6sseo podem ser explicados por niveis reduzidos de

IGF-1 no microambiente 6sse0.

Efeitos no metabolismo mineral

O GH também influencia o metabolismo 06sseo indiretamente, modulando os
dois principais hormdénios responsaveis pela homeostase mineral: o PTH e a 1,25(0OH),
vitamina D (a forma ativa da vitamina D)** *°. O GH influencia a secrecéo, o ritmo
circadiano e favorece a acdo do PTH nos 6rgéos-alvo®’. GH e IGF-1 (de forma
semelhante ao PTH) modulam a atividade da 1-alfa hidroxilase e da 24-hidroxilase nos
rins, ativando a primeira e inibindo a ultima, com um aumento na producdo da
1,25(0H), vitamina D*. Além disso, GH e IGF-1 favorecem a retencdo de fosfato,
aumentando o limiar renal do fosfato, um efeito que é independente do PTH, da
vitamina D* e parece ndo envolver diretamente 0 FGF-23*** um horménio regulador

da excrecdo renal de fosfato. Todos esses mecanismos devem contribuir para um
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aumento do produto calcio-fosforo extracelular e possivelmente para o processo de

mineralizagdo 6ssea™, cuja demanda é elevada em individuos em crescimento.

I1. Métodos de avaliacdo da massa 6ssea na criancga e no adolescente

O interesse em estudar a saude déssea de criancas e adolescentes é crescente nos
ultimos anos. Identificar individuos com baixa massa 0ssea ja no inicio da vida pode ser
uma estratégia importante para que medidas preventivas e terapéuticas sejam tomadas,
com o intuito de otimizar o ganho de massa 0ssea e promover o0 crescimento saudavel
do esqueleto®™. Apesar desse interesse, existem vérias peculiaridades na avaliacdo do
individuo em crescimento que fazem dela um desafio e que precisam ser reconhecidas e
discutidas. A absorciometria por duplo feixe de raios-X ou densitometria 6ssea (DXA),
método mais utilizado para avaliar a densidade mineral 6ssea (DMO) e a massa dssea
ou conteudo mineral 6sseo (CMO), ¢é considerada o “padrao-ouro”, mas outros métodos
como a tomografia computadorizada quantitativa periférica (TCQp) e a ultrassonografia
Ossea gquantitativa (USQ) podem fornecer infomacdes adicionais importantes em relacédo
ao tamanho do 0sso e & geometria e qualidade 6sseas*®. Na verdade, a técnica mais
apropriada para avaliacdo da massa 0ssea de criancas e adolescentes ainda é um assunto

muito discutido e cada método possui vantagens e desvantagens (quadro 1).
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Quadro 1: Vantagens e desvantagens dos métodos de avaliacdo da massa 0ssea na

crianca.
METODOS DE AVALIACAO
DA MASSA OSSEA VANTAGENS DESVANTAGENS
Utiliza radiacdo, embora em
doses minimas: 6,7-31 uSv
Amplamente disponivel (com feixe multiplo de raios-X)
E o método mais utilizado, Deerrgzrrl](ia;?:]gv%rllanga
conhecido e estudado (padréo- P ¢
DXA ouro) Mede 0 0ss0 em 2 dimensdes,
Tempo curto de analise provendo apenas uma
P estimativa da densidade mineral
Boa precisio ossea
Curvas de referéncia pediatricas
limitadas
Mede 0 0sso em trés
dimensGes, 0 que permite
avaliacdo da densidade Utiliza dose elevada de radiacéo
TCQ mineral 6ssea volumétrica (50100 pSv), o que inviabiliza
0 uso rotineiro na crianca
Avalia 0sso cortical e trabecular
separadamente
Utiliza radiacdo, embora
Mede 0 0sso em trés minima (<2 pSv)
dimensGes, 0 que permite
avaliag8o da densidade Posicionamento correto é dificil
TCQp mineral éssea volumétrica na crianca

Avalia osso cortical e trabecular
separadamente

Né&o disponivel clinicamente

Sem valores de referéncia

UsQ

Aparelho portétil
N&o utiliza radiagéo

Medidas sdo obtidas rapida e
facilmente

Custo reduzido
Elevada reprodutibilidade

Prético para ser utilizado na
atencdo primaria e em estudos
preventivos

Auvalia a qualidade éssea, além
da quantidade

Menos disponivel
Menos conhecido e estudado

Incerteza sobre o que cada
variavel realmente reflete

N&o avalia a massa, densidade e
geometria 6sseas separadamente

Curvas de referéncia escassas

Existem vérios tipos de
dispositivos, dificultando a
comparacdo entre os estudos

Né&o pode ser realizado se ha
histéria de fratura prévia ou
deformidade no local de medida

DXA: densitometria 6ssea; TCQ: tomografia computadorizada quantitativa; TCQp: tomografia computadorizada quantitativa
periférica; USQ: ultrassonografia 6ssea quantitativa.
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Densitometria 6ssea

A DXA é um método que apresenta como vantagens ser amplamente disponivel
no nosso meio, ser de rapida execucdo e ter boa precisdo. As trés principais limitaces
da DXA em criangas e adolescentes sdo: a caréncia de bancos de dados normativos
robustos; a falta de desfechos clinicos significativos relacionados as medidas
densitométricas e as imprecisdes e os artefatos decorrentes das variacdes de tamanho e
composicdo corporais relacionadas ao crescimento®’. Além disso, utiliza radiacéo
ionizante (embora em baixos niveis) e demanda que o individuo permaneca imdvel
durante o procedimento, o que é dificil em criancas com menos de quatro a cinco anos,

sem a utilizacdo de sedativos.

A DXA mede a densidade mineral dssea areal (DMOa), uma medida
bidimensional e ndo a densidade volumétrica verdadeira. A DMOa (g/cm?) é a massa
0ssea ou CMO por area dssea projetada de uma estrutura tridimensional. A terceira
dimensdo, a profundidade, ndo pode ser avaliada diretamente porque fica na mesma
direcdo do feixe de raios-X*®. Diferentemente do adulto, os ossos de uma crianca
crescem com o tempo e esse crescimento ndo é uniforme nas trés dimensées. Como o
crescimento do esqueleto leva a um aumento muito maior no volume do gque na area
6ssea’®, criancas pequenas possuem &rea proporcionalmente maior em relacdo ao
volume 6sseo quando comparadas com criangas maiores®’. Portanto, a DMOa subestima
a real densidade 6ssea em crian¢as pequenas e superestima nas grandes. Isto é notado a
partir do fato de que a DMOa aumenta com a idade ao longo da infancia, enquanto a
densidade mineral Ossea volumétrica (DMOV), medida por tomografia, se mantém
relativamente constante até a puberdade®® *%. Por essa razdo, a DMOa medida pela DXA
é de dificil comparacdo em criancas, entre as quais ha enorme variacdo de estatura e
tamanho 0sseo. Em estudo realizado por Wren et al. foram identificadas em média trés
vezes mais criangas com baixa DMO pela DXA do que pela tomografia. A maioria das
criangas identificadas apenas pela DXA tinha uma doenga crbnica e baixa estatura,
indicando que o método subestima a DMO nesses individuos™.

A interpretacdo das medidas densitométricas € muito mais complexa no
individuo em crescimento do que nos adultos®. Por esse motivo, em 2013, a
International Society for Clinical Densitometry (ISCD) revisou diretriz especifica para

realizaco e interpretacdo da densitometria em criancas e adolescentes™ ™.
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A ISCD faz as seguintes recomendac0es:

1) Os locais recomendados para a avaliacdo densitométrica na crianca séo a coluna
lombar (CL) e o corpo total (CT) (preferencialmente excluindo-se a cabeca na
crianca pequena)”’.

2) As variaveis densitométricas devem ser expressas em desvios-padrdo (escores-Z
e ndo escores-T, como no adulto), indicando a diferenca em relacdo ao valor
médio da populacio saudavel da mesma idade e género®”.

3) Baixo CMO ou baixa DMO séo definidos quando o escore-Z é menor ou igual a
-2 desvios-padréo (DP) para idade, género, etnia e/ou para o tamanho corporal,
quando apropriado”.

4) O diagnostico de osteoporose na crianca ndo deve ser realizado baseando-se
apenas nos resultados da DXA, ou seja, na auséncia de evidéncia clinica de
fragilidade Gssea. Quando o escore-Z é menor ou igual a -2 DP, mas nenhuma
historia relevante de fratura esta presente, o termo baixo conteudo mineral 6sseo
ou baixa densidade mineral 6ssea para a idade (ou para altura, quando for feito o
ajuste), deve ser utilizado. Existe esse cuidado porque na crianga, diferentemente
do adulto, ndo se conseguiu correlacionar nenhuma variavel densitométrica com
o risco de fratura™.

5) Considera-se historia de fratura clinicamente significativa quando pelo menos
um dos critérios é preenchido: duas ou mais fraturas de ossos longos até os 10
anos de idade; trés ou mais fraturas de ossos longos em qualquer idade, até os 19
anos; uma ou mais fraturas compressivas de vértebra. O Gltimo critério faz o
diagndstico de osteoporose independentemente da DXA®®,

6) Em criancas com distdrbios do crecimento ou atraso na maturacdo esquelética,
as medidas densitométricas (CMO e DMOa de coluna lombar e corpo total)
devem ser ajustadas para prevenir interpretacdes equivocadas. Para a coluna, o
ajuste deve ser feito estimando-se a DMOvV ou utilizando-se 0 escore-Z para a
altura. Para o corpo total, o ajuste deve ser feito utilizando-se o escore-Z para a

altura®’.

Na verdade, varios tipos de ajustes, levando-se em consideracdo a forma e o

tamanho do 0sso, ou a altura, a idade altura, a idade Ossea, 0 estadio puberal e/ou a

49, 60-65

massa magra da crianca, ja foram propostos , mas ndo ha um consenso sobre a
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melhor forma de fazé-lo até o momento. Fato é que essas corre¢des para o tamanho da
crianca, apesar de necessarias, adicionam grande complexidade aos estudos®®.

Modelos matematicos foram desenvolvidos para se estimar a DMOV a partir das
medidas densitométricas nas criangas, assumindo-se que a vértebra lombar tenha um
formato de um cilindro® ou de um cubo®, embora ocorra discusséo sobre a validade
das suposicOes feitas sobre a forma do o0sso. Um dos modelos mais comumente
utilizados é a estimativa do volume 0sseo a partir da sua area, assumindo-se que a
vértebra tenha um formato cubdide. Calcula-se entdo a DMOv estimada da coluna
lombar (DMOv CL), em g/cm?®, pela féormula DMOv CL= CMO CL + Area CL*® *°,

Alternativamente, Molgaard et al. propuseram uma abordagem em trés etapas
para entender as possiveis causas de CMO baixo para a idade na avaliacdo do corpo
total: ossos de tamanho pequeno (altura para a idade); ossos finos (&rea Gssea em
relacdo “a altura) e 0ssos menos densos (CMO em relac&o “a area 6ssea)®.

Ja Crabtree et al. avaliaram a relacdo entre massa muscular e massa 0ssea e
propuseram um algoritmo em 2 etapas para entender a causa do déficit 6sseo, se
primario ou secundario a sarcopenia, em criangas com doencas crbnicas. O primeiro
passo avalia se existe sarcopenia pela relacdo entre a massa magra corporal total
(MMCT) e a altura e o0 segundo passo avalia se existe osteopenia, pela relacdo entre o
CMO e a MMCT®. A MMCT medida pela DXA tem se mostrado um dos principais
preditores do CMO na populaco saudével®.

O estudo do CMO é considerado um dos métodos preferidos para avaliacdo do
status 0sseo devido a sua reprodutibilidade, confiabilidade, precisdo e inexisténcia de
erros relacionados a DMOa. O CMO medido pela DXA mostrou forte correlagdo com o
CMO avaliado pela TCQ (r=0,94)%. Um estudo propds que o CMO e a &rea 6ssea
avaliados em relacdo a altura foram as medidas que mais se relacionaram aos
parametros de resisténcia 6ssea medidos pela TCQp®*.

Apesar da DXA avaliar regides constituidas primariamente por 0sso cortical
(corpo total) e trabecular (coluna lombar), ela ndo é capaz de obter a DMOa cortical e
trabecular separadamente, porque a DMOa € o resultado da relacdo entre a quantidade
de osso abaixo do envelope periosteal e o tamanho do 0sso. A proporgdo entre 0SSO
trabecular e cortical varia de acordo com a regido éssea e, dependendo da condicao
patoldgica subjacente, um ou outro tipo de 0sso sera acometido primariamente.
Hipogonadismo e uso de esterdides, por exemplo, afetam primariamente a coluna e as

extremidades dos 0ssos longos, constituidos predominantemente por 0sso trabecular®”’.
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Ja a baixa ingestdo de célcio afeta primariamente ossos do esqueleto apendicular,

constituidos predominantemente por osso cortical®.

Tomografia computadorizada quantitativa

A TCQ possui algumas vantagens importantes em relacdo a DXA e a USQ
porque permite o estudo tridimensional do 0sso. A TCQ consegue medir a DMOvV ou
verdadeira, em g/cm® uma medida independente do tamanho dsseo. Também acessa a
estrutura e a geometria 0sseas, ambas determinantes da resisténcia 0ssea e analisa 0 0SS0
cortical e trabecular separadamente*® ®. A coluna e o fémur proximal sio as regides de
interesse usualmente avaliadas’. A principal desvantagem desse método é a elevada
dose de radiacdo que o torna inadequado para a utilizagdo na populacdo pediétrica’.

Ja a TCQp permite a analise tridimensional de alguns ossos apendiculares como
o radio, a ulna e o fémur, utilizando doses menores de radiacdo, quando comparada com
a TCQ. Permite a analise da DMOv cortical e trabecular e também fornece parametros
geométricos especificos através de imagens obtidas de corte transversal (area total, area
cortical, espessura cortical, circunferéncias do periosteo e enddsteo, etc). Esses
parametros podem ser utilizados para o céalculo de um indice de resisténcia Ossea.
Apesar das vantagens, o método impde dificuldades Unicas na crianca, devido ao menor
tamanho dos 0sso0s; a presenca da placa epifisaria; a variacdo no tamanho da metéafise
com o crescimento e a dificuldade em se obter medidas no mesmo local para estudos
longitudinais em um o0sso em crescimento’?. Além disso, o método ainda ndo foi
padronizado e faltam bancos de dados com valores de referéncia’®. Por esses motivos, a

TCQp néo ¢é utilizada rotineiramente para propositos clinicos.

Ultrassonografia dssea quantitativa

Interesse recente pela USQ tem sido registrado, j& que esse método oferece uma
nova maneira de abordar o tecido 6sseo. A USQ explora 0 0sso tanto quantitativa
guanto qualitativamente, avaliando, além da densidade mineral, a conectividade, a
elasticidade e a arquitetura dsseas, provendo assim, uma medida da “qualidade 6ssea”,
utilizada atualmente como indicador global da resisténcia 6ssea’®. Trata-se de uma

técnica segura, facil de ser utilizada e custo efetiva. Apresenta elevada
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reprodutibilidade, os dispositivos sdo portateis e apenas poucos minutos sdo necessarios
para realizar as medidas, além de ndo utilizar radiacdo. Essas caracteristicas sao
particularmente interessantes para avaliar o status mineral dsseo na faixa etaria

pediatrica”.

Quando uma onda sonora se propaga através de um meio, as alteracGes
progressivas da sua forma, intensidade e velocidade sdo influenciadas pelas
propriedades fisicas do meio®. Baseando-se nesse principio, a velocidade de
transmissdo e a amplitude do sinal do ultrassom refletem as caracteristicas do tecido
6sseo, ao percorré-lo’’. Embora ja tenha sido demonstrado o potencial de aplicacio

78-81

clinica dessa técnica em um grande nimero de doencas que afetam a salude dssea™ ",

esse método ainda € pouco estudado e utilizado.

Existem vérios dispositivos de USQ disponiveis no mercado, que avaliam sitios
Osseos periféricos distintos e fornecem pardmetros ultrassonograficos especificos.

Aqueles que podem ser empregados na criancga sdo descritos no quadro 2.

Quadro 2: Caracteristicas dos principais métodos de USQ disponiveis no mercado para
avaliacéo da crianca (adaptado de Baroncelli et al., 2008)".

€s iletllé?tico élzsegallac?e Componentes ong;ijgrt\?) rdaano Z:'Igrﬂeﬂ?;s CV (%)
que . 6sseos avaliados . . P . relatados
avaliado interesse interior do 0sso obtidos
A Osso trabecular SoS 0,2-3,9
Calcanhar C;Igg?go (>90%) com fina Transversal
camada cortical BUA 2,7-7,0
'''''''''''''''''''''''''''' Osso cortical
. ~ 0,
Falanges Extremidade (~60%) AD-S0S 0,3-0,9
TS distal da
pro>~<|ma|s das diafise, Osso trabecular Transversal BTT 1,0-3,5
maos (I1-V abaixo dos (~40%)
dedos) A 82
condilos Pequeno canal UPBl 2,85
medular
Radio Terco distal Osso cortical Axial SoS 0,4-0,9
(>95%)
Tibia Eixo médio 0SS0 cortical Axial S0S 0,3-1,0

(~100%)

USQ: ultrassonografia 6ssea quantitativa; CV: coeficientes de variacdo; SoS: velocidade do som; BUA: atenuacéo da onda sonora;
AD-SoS: velocidade do som amplitude dependente; BTT: tempo de transmissao 6ssea; UBPI: perfil biofisico dsseo.
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A USQ de calcaneo, técnica mais amplamente validada, avalia,
predominantemente, 0sso trabecular e foi reconhecida pela ISCD, no ano de 2007, como
uma técnica que pode ser utilizada para triagem de baixa massa 6ssea em mulheres pos-
menopausicas € em homens com mais de 65 anos. Segundo essa sociedade, a USQ de
calcaneo é capaz de identificar os pacientes sem necessidade de avaliagdo adicional pela
DXA, quando associada & histéria clinica de fatores de risco para fragilidade 6ssea®.

Duas variaveis principais sdo fornecidas por esse dispositivo: a velocidade do
som (SoS - speed of sound), expressa em metros por segundo (m/s) e a atenuacdo da
onda sonora (BUA - broadband ultrasound attenuation), expressa em dB/MHz. A
precisdo da varidavel SoS na crianca é descrita como sendo melhor do que a da BUA,
assim como ocorre no adulto®. O posicionamento do pé é a principal causa de
imprecisdo dessa Ultima medida, o que pode ser um fator limitante em estudos
longitudinais®.

Uma técnica mais recente, a USQ de falanges, vem sendo estudada na avaliacéo
do status mineral Gsseo da crianca e tem demonstrado Otima precisdo e
reprodutibilidade™. Utiliza, como pontos de referéncia para mensuragdo, as
extremidades distais das diafises das falanges proximais do 2° ao 5° dedos da mao néao
dominante, onde dois transdutores, um emissor e outro receptor, sdo posicionados. A
regido anatbmica de interesse contém aproximadamente 60% de osso cortical, além de
0sso trabecular e um pequeno canal medular®®, sendo sensivel a variagées precoces da
massa 6ssea>>. Dois parametros sd0 normalmente fornecidos pela USQ de falanges na
avaliacdo da crianca e do adolescente: a velocidade do som amplitude dependente (AD-
SoS - amplitude-dependent speed of sound) e o tempo de transmisséo 6ssea (BTT - bone
transmission time). As medidas dsseas sdo fornecidas automaticamente pelo
equipamento, a partir da média de 96 aquisicdes dos quatro dedos e ndo séo observador-
dependentes®’.

A AD-SoS ¢é expressa em m/s e representa a velocidade do som que percorre o
0sso. O dispositivo calcula esse parametro medindo a largura do dedo (incluindo partes
moles) e dividindo-a pelo tempo de percurso, definido como o intervalo de tempo entre
0 pulso emitido e o sinal recebido, considerando o sinal que atinge uma amplitude
predeterminada minima de 2mV pela primeira vez (figura 3). Assim, ao contrario da

So0S, a velocidade do som calculada é amplitude dependente®” %,
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J& o BTT é expresso em micro segundos (uUs) e representa o tempo de
transmissdo dssea. E calculado pela diferenca entre o tempo gasto para o primeiro pico
de sinal recebido atingir o seu nivel maximo no tecido 6sseo e o tempo obtido quando
apenas tecido mole estd presente entre os transdutores (figura 3). Esse parametro é
calculado apenas a partir das falanges Il a IV e o tempo de transmisséo no tecido mole é
medido entre as bases do polegar e do dedo indicador, durante cada sessdo. O BTT,
portanto, diferentemente da AD-SoS, reflete apenas as propriedades do 0sso,

independentemente dos efeitos confundidores do tecido mole®’.

Inicio da
transmissdo
do sinal

2mV

AD-SoS m/s BTT us

Figura 3: Analise do tracado da onda sonora para o calculo da AD-SoS e do BTT
(adaptada de Baroncelli et al., 2008)".

As variaveis AD-SoS e BTT da USQ de falanges tém se mostrado altamente
correlacionadas e parecem fornecer informacGes similares, embora 0 BTT seja uma
medida mais acurada, porque acessa 0 status mineral ésseo independentemente de
variacBes na espessura do tecido mole®’. Estudos clinicos e experimentais mostram que
essas variaveis devem refletir a massa e a porosidade corticais®, além de parametros

geométricos como a espessura®® e a area corticais™ .

Certos modelos de USQ de falanges fornecem, adicionalmente, o perfil biofisico
0sseo (UBPI - ultrasound bone profile index), uma medida que quantifica as
caracteristicas da transmissdo da onda sonora. Os valores fornecidos variam de zero a
um, sendo que, quanto maior o indice, menor a chance de fratura. Parece refletir

propriedades mais relacionadas com a qualidade 6ssea, como a elasticidade e a
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microarquitetura, j& que apresentou padrdo diferente da AD-SoS, com valores

independentes da idade até os 30 anos®?.

Alguns autores ja relataram que as varidveis ultrassonograficas, assim como
ocorre com as medidas da DXA, se correlacionam com a estatura e que a interpretacédo
das mesmas também deve ser feita com cautela, levando-se em consideragdo essa

correlagdo” %

. Isso provavelmente ocorre porque as variaveis ultrassonogréficas nédo
refletem puramente a densidade (que se mantém relativamente constante até a
puberdade)®?, mas também outros indicadores de resisténcia 6ssea’® ™ %*. A geometria
Ossea, por exemplo, sofre influéncia da altura, j& que o esqueleto vai se adaptando as
forcas biomecanicas aplicadas sobre ele, com o crescimento™.

O tamanho do osso pode afetar os parametros ultrassonograficos principalmente
no calcaneo®. Em relagdo a USQ de falanges, estimou-se que apenas 6% dos valores da
AD-SoS devem estar relacionados com a largura do dedo, confundidor menor dessa

medida®*.

Quanto maior o valor absoluto das variaveis ultrassonograficas SoS, BUA, AD-
SoS e BTT para determinada faixa etaria, melhor é o status mineral 6sseo. Existem
algumas curvas de referéncia pediatricas, obtidas com numero razoavel de criangas e

adolescentes®” %

e as medidas dsseas sdo expressas em escores-Z para idade, para altura
e estadio puberal, de acordo com o dispositivo de USQ utilizado. Assim como ocorre na
interpretacdo da DXA na crianga, uma medida abaixo de -2 DP identifica
comprometimeto da satide dssea ou “baixo status mineral 6sseo” em relag@o a variavel

antropométrica considerada’.

Tanto a USQ de calcaneo, quanto a de falanges tém se mostrado comparaveis a
DXA em identificar mulheres pés-menopausicas com fraturas vertebrais® . Um
estudo com mais de 8000 mulheres mostrou que, para cada descréscimo de um desvio-
padrdo na AD-SoS nas falanges, o risco de fratura vertebral em 10 anos aumentou 1,7

vezes®. Fielding et al.®

, utilizando a USQ de calcéaneo, conseguiram identificar, com a
mesma sensibilidade que a DXA, criancas com historia de fratura de baixo impacto.
Resultados semelhantes foram encontrados por Baroncelli et al.**, medindo a AD-SoS
nas falanges das maos e as DMOa e DMOv CL pela DXA. Mussa et al.’®°, avaliando
1719 criangas com doencas 0sseas, também demonstraram que a USQ de falanges

conseguiu discriminar pacientes fraturados de ndo fraturados, identificando
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especificamente aqueles com fraturas relacionadas a fragilidade 6ssea. Parece que a
USQ de calcaneo prediz fragilidade 6ssea independentemente da DMO™™ e a
combinagéo de dados da DXA e da USQ de calcaneo melhora a predigéo de fratura®.

Estudos tém mostrado uma correlacéo varidvel (desde auséncia de correlacdo até
correlacédo forte), entre as variaveis medidas pela USQ e as variaveis medidas pela DXA
elou pela TCQp'® % 193197 Uma correlacéo positiva fraca, mas significativa (r=0,22;
p<0,05), foi encontrada entre a SoS no calcaneo e a DMOv do radio, medida pela
TCQp®. Correlagdo moderada foi encontrada entre AD-SoS, medida pela USQ de
falanges e a DMO do antebraco, medida pela DXA (r=0,66; p<0,000001), em criancas
com doencas genéticas'®. Recentemente, Gongalves et al.'®’ também demonstraram
uma correlacéo significativa (que variou de 0,59-0,72; p<0,001), entre os pardmetros da
USQ de falanges e aqueles da DXA de corpo total e coluna lombar, em pacientes com
hiperplasia adrenal congénita.

Resultados discordantes entre DXA, TCQp e USQ ndo significam,
necessariamente, erro metodolégico®. Na verdade, se os métodos ndo avaliam as
mesmas propriedades do tecido ésseo, ndo sdo intercambiaveis e podem nao identificar
0s mesmos pacientes'®. Alguns autores consideram que a USQ pode fornecer
informacdes diferentes e adicionais em relagdo @ DXA'® 8. A BUA medida pela USQ
de calcaneo, por exemplo, é influenciada pela conectividade trabecular'® e por
alteracBes em componentes organicos do tecido 6sseo™®. Ja a SoS parece estar mais
relacionada com a densidade do que com a elasticidade 6ssea’™®. De qualquer forma,
mais estudos S0 necessarios para investigar a correlacdo e a concordancia entre 0s

métodos de avaliacdo da massa Ossea.

Uma limitacdo da USQ, expressa por alguns autores, € que a mesma nao analisa
a massa, a densidade e a geometria Gsseas separadamente, fornecendo apenas uma
estimativa integral do status mineral 6sse0®®. Além disso, as variaveis da USQ ainda sdo
dificeis de interpretar e mais estudos sdo necessarios para avaliar os fatores
determinantes de cada variavel. As curvas de referéncias sdo escassas para a faixa etaria
pediatrica e para as diversas etnias e existem varios tipos de dispositivos
comercialmente disponiveis, o que complica a comparacdo dos resultados entre 0s
estudos®. Segundo a ISCD, essa variabilidade de dispositivos tem dificultado a

validagdo do método na prética clinica e padronizagdo é necesséria®®.
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Concluindo, a interpretacdo correta dos varios métodos de avaliagdo da massa
Ossea requer profundo conhecimento de suas caracteristicas e limitacGes. Na crianca e
no adolescente, os problemas impostos pelo crescimento do esqueleto devem ser sempre
considerados e conferem maior complexidade aos estudos. Idealmente, os valores
normais das medidas 6sseas devem ser definidos levando-se em conta ndo somente a
idade, 0 género e a etnia, mas também a estatura e o estadio puberal. Curvas de
referéncia apropriadas sdo imprescindiveis para a correta avaliacdo desses pacientes na

prética clinica.

I11. Saude 6ssea de criancas e adolescentes com DGH

O impacto da DGH na salde 6ssea tem sido muito estudado nos ultimos 20 anos.
Ja foi proposto que a DGH pode levar a baixa densidade mineral dssea e ao aumento na
incidéncia de fraturas e essa condicdo é frequentemente listada como uma causa de

3 4 Recentemente, entretanto, a validade dessa

osteoporose secundaria na crianga
proposicdo tem sido questionada>® e um papel direto do GH na densidade mineral 6ssea
da crianca permanece controverso. Um dos fatores que colaboram para a persisténcia
dessa duvida é o fato da DXA, o método mais utilizado para acessar a salde éssea, ser
de dificil interpretacdo, particularmente em individuos com baixa estatura como na

DGH.

Massa 6ssea

Até o momento, varios estudos foram realizados para avaliar a massa 0ssea das
criancas e adolescentes com DGH antes de atingida a altura final. No quadro 3 estdo
listados todos o0s estudos encontrados que tiveram, como objetivo primario, comparar a
massa 0ssea de criancas com DGH antes e/ou durante o tratamento com GH em relacao
a criangas saudaveis. Foram incluidos apenas estudos que utilizaram os métodos atuais
de avaliacdo da massa 6ssea (DXA, TCQ, TCQp ou USQ). Trés estudos foram
excluidos porque n&o realizaram nenhum ajuste das varidveis densitométricas para o
tamanho das criancas e outros trés devido ao idioma utilizado na publicacao (japonés e
polonés). Alguns artigos publicados s&o continuagdo de estudo transversal inicial; esses

artigos foram agrupados para melhor compreenséo.



Quadro 3: Estudos que avaliaram a massa 0ssea de criangas e adolescentes com DGH antes e/ou durante o tratamento com GH.
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~ - VARIAVEIS AJUSTES RESULTADOS
AUTORES ANO | POPULACAO IDADE DIGH | HP | METODO ESTUDADAS REALIZADOS PRINCIPAIS
CMO e area CL <
Gahlot et al.’ 2012 | 30DGHETS 9,6+ 1,86 21 | 9 DXA, CMO e 4rea CT, Altura (regressao | 15 o pormal
controles Hologic MMCT multipla), MMCT
111 CMO e é&rea CTsc 1A, 10, MMCT, CMO CTsc
Ekbote et al. 2012 50 94+£30 30 20 | DXA, Lunar MMCT segundo MoolgardGO reduzido
112 43 (32 usando usQ AD-S0S Altura AD-S0Se BTT
Mussa et al. 2010 GH) 13,1+49 0 43 falanges BTT 10 reduzidos
. 7 68 (44 antes de usQ AD-S0S Altura AD-SoSe BTT
Vignolo etal, 2007 iniciar o GH) 109£23 68 0 falanges BTT 10 reduzidos
CMO, densidade, x Densidade
Schweizer et al.'*® 2007 | 74DGHe35 7,19+ 291 74 0 espessura e area Comparagao com cortical normal,
PIG TCQp . criangas P1G diminui
. antebraco ) corticais que diminuiu no
Schweizer et al.™* 2003 45 7,52 (3,3-14,4) 42 3 Avreas total, medular e IA 1° ano de uso do
muscular GH
CMO CT normal
CMOCTeCL - e DMOv CL sem
Hogler et al.2 2005 20 Dg; e 57 9,42 +3,73 11 9 | DXA, Lunar MMCT uﬁ\elztrl;:ablf\jltg?/l%L melhora apds 2
DMOv CL P ' anos de uso do
GH
Van der Sluis et al 15 | 2002 Sgcfgszi'gg"' 8,3 (0,4-16,9) 43 | 16 DMOa CT e CL DMOv CL
DXA. Lunar CMOCT 10 reduzida, com
Boot et al.**® 1997 | 40 (18 DGH : MMCT DMOv CL melhora apés
- 7,9 (0,4-16,9) 32 8 DMOv CL inicio do GH
classica)
. 50 22 DGH e 40 Area, volume, CMO, Altura, 10, IMC, DMOv CL
Baroncelli et al. 1998 controles 7,0+£0,6 22 0 | DXA, Lunar DMOa, DMOV CL DMOV CL reduzida
Saggese et al.™"’ 1996 32 7,2-16,3 32 0 DXA DMOa CL Idade 6ssea DMOa reduzida

GH: hormdnio do crescimento; DGH: deficiéncia de hormdno do crescimento; DIGH: deficiéncia isolada de GH; HP: hipopituitarismo; DXA: densitometria 6ssea; CMO: contelido mineral 6sseo; CL: coluna lombar;
CT: corpo total; MMCT: massa magra corporal total; CTsc: corpo total sem a cabeca; IA: idade altura; 10: idade 6ssea; USQ: ultrassonografia 6ssea quantitativa; AD-SoS: velocidade do som amplitude dependente;
BTT: tempo de transmissdo 6ssea; PIG: pequena para idade gestacional; TCQp: tomografia computadorizada quantitativa periférica; BEI: baixa estatura idiopatica; DMOv CL: densidade mineral 6ssea volumétrica
estimada da coluna lombar; DMOa: densidade mineral dssea areal; IMC: indice de massa corporal
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A maioria dos estudos que avaliou a massa 60ssea de criangas com DGH utilizou
a DXA, apenas um estudo utilizou a TCQp e dois estudos utilizaram a USQ de falanges.
Entre os estudos que utilizaram a DXA, houve grande variacdo nas variaveis
densitométricas avaliadas e nos tipos de ajustes feitos para o tamanho da crianga,
dificultando muito a comparacéo entre os achados.

Os dois estudos publicados mais recentemente encontraram resultados
conflitantes. Gahlot et al.° detectaram que o CMO CT das criancas com DGH foi
comparavel ao dos controles apds analise de regressao multipla e correcdo para a altura
e que o0s 0ssos das criangas com DGH eram normalmente adaptados para a massa
muscular. Em contrapartida, Ekbote et al.'** relataram baixo CMO CT (média do
escore-Z abaixo de -2 DP) que persistiu mesmo apds varios tipos de ajuste.

Os estudos que utilizaram a USQ de falanges para avaliar a salde dssea das
criangas com DGH encontraram baixo BTT e AD-SoS para a idade e também para
altura e idade 6ssea e relataram melhora desses pardmetros com o tratamento com GH”
112-

Utilizando a TCQp, Schweizer et al.*** ' relataram alteracdes na estrutura e
geometria 6sseas do antebraco de criancas com DGH: &rea total normal, com espessura
e area corticais reduzidas, area medular aumentada e densidade cortical normal. No
primeiro ano de tratamento com GH ocorreu diminuicdo da densidade cortical
(sugerindo um aumento no processo de remodelamento) e aumento no indice de
resisténcia 0ssea, secundario a melhora da massa muscular.

Em 2005, Hogler et al.® relataram CMO CT normal para a altura em vinte
criancas pré-ptberes com DGH. Eles também encontraram que a DMOv CL (g/cm®), ao
diagndstico, era reduzida comparada a mediana, mas enfatizaram que a maior parte dos
valores estava dentro da faixa normal (17% abaixo de -2 DP). Além disso, eles ndo
encontraram mudanca significativa na DMOv CL ap6s dois anos de tratamento com o
GH.

Em estudos anteriores j& havia sido calculada a DMOv CL em criangas com
DGH® 1> 8 A DMOV estimada foi significativamente menor em criancas com DGH
guando comparada com os controles em todos esses estudos. Além disso, alguns autores

demonstraram um aumento na DMOv CL durante a terapia com o GH** ¢,
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Massa dssea e nutricao

A nutricdo do individuo exerce um papel importante na salde Ossea. Apetite
reduzido e habitos alimentares ruins tém sido relatados em criancas com DGH 2. A
ingestdo dietética insuficiente de energia, calcio, de outros minerais como o zinco e a
deficiéncia de vitamina D podem contribuir para um ganho de massa dssea inadequado
nessas criangas.

Uma alta prevaléncia de hipovitaminose D (75%) foi relatada recentemente em
criangas sicilianas com DGH. As concentra¢des de 25-OH vitamina D melhoraram ap6s
12 meses de tratamento com GH. Os autores do estudo consideraram que a avaliagdo
das concentracBes da vitamina deveria ser rotineira ao diagndstico e durante o
acompanhamento desses pacientes™®.

Em estudo piloto experimental, randomizado e controlado, Ekbote et al.
sugeriram que a suplementacdo de célcio e vitamina D, em associacdo a terapia com
GH, em criancas com DGH e deficiéncias nutricionais, tem o potencial de aumentar o
ganho de massa Ossea, sendo que esse efeito foi melhorado com a adicdo da
suplementacéo de zinco'®. Um estudo anterior ja havia demonstrado uma melhora
similar no ganho de massa 6ssea com a suplementacdo de célcio durante a terapia com o
GHlZl.

Parametros bioguimicos

Os marcadores bioquimicos do turnover 6sseo podem ser utilizados para avaliar
as taxas de formacdo e reabsorcdo 6sseas. Os marcadores de formacdo refletem a
atividade osteoblastica e sdo subprodutos da sintese do colageno, proteinas da matriz ou
enzimas osteoblasticas (pré-peptideos do colageno tipo 1, osteocalcina e fosfatase
alcalina 6ssea). Ja os marcadores de reabsorcdo refletem a atividade osteocléstica e sao,
em sua maioria, produtos da degradacdo do colageno tipo 1 (telopeptideos do colageno
tipo 1, hidroxiprolina, piridinolina, etc). A interpretacdo desses marcadores na crianca e
no adolescente pode ser dificil ja que eles refletem de forma inespecifica 0s processos

de modelamento, remodelamento e o crescimento epifisario™?* 2,

Um achado quase uniforme entre os estudos é que os niveis desses marcadores
estdo diminuidos nas criangas e adolescentes com DGH, ocorrendo um aumento tanto
dos marcadores de formacdo quanto de reabsor¢do a partir dos primeiros meses da

terapia com o GH'. Aumento do turnover 6sseo ap6s inicio do GH foi confirmado por
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histomorfometria 6ssea em adultos’®. O aumento dos pardmetros metab6licos ndo se
correlacionou com as alteracdes dsseas estruturais detectadas pela TCQp durante a

H114

terapia com 0 GH™". Além disso, a magnitude do aumento dos marcadores no inicio do

tratamento ndo foi capaz de predizer a resposta a0 GH em termos de velocidade de

crescimento e altura final*?®.

Em relacéo as concentrages de célcio, fosforo, PTH e vitamina D nos pacientes
com DGH antes e durante o tratamento com o GH, os estudos mostram resultados
conflitantes, provavelmente por diferencas metodolégicas. O PTH, por exemplo,
apresenta um ritmo circadiano e dosagens Unicas e em periodos variados do dia ja

levaram ao achado de PTH diminuido, inalterado ou elevado na DGH?.

Tem sido demonstrado, que adultos com DGH apresentam alteragcdo do ritmo
circadiano do PTH com aumento sustentado na secre¢cdo do hormonio entre 14 e 22 hs e
pico noturno menos pronunciado em relacdo aos controles saudaveis. Apesar de
concentracdes médias mais elevadas de PTH ao longo do dia, apresentam excrecdo
diminuida de AMP ciclico nefrogénico (AMPcN), um marcador da atividade renal do
PTH, o que sugere uma sensibilidade diminuida dos 6rgdos-alvo ao PTH, nesses
pacientes. Isso pode estar implicado no baixo turnover &sseo encontrado. As
concentracdes séricas de 1,25(0OH), vitamina D, célcio e fosforo sdo mais baixas em
relacdo aos controles e a excrecao renal de célcio é aumentada. As concentracdes séricas
de fosforo sdo diminuidas pela auséncia do efeito anti-fosfatirico do GH e pela
diminuicdo da absorcdo intestinal de fésforo que ocorre na vigéncia de baixos niveis da

forma ativa da vitamina D*?'.

Em contrapartida, a reposicdo de GH nesses pacientes provoca uma queda
significativa nas concentracbes do PTH, restaura seu padrdo de secrecdo normal e
provoca aumento concomitante do AMPcN, o que sugere uma melhora na sensibilidade
ao PTH. Essas modificagbes sdo associadas a um aumento das concentragOes de
1,25(0OH), vitamina D com aumento simultdneo nas concentra¢des de calcio, resultado
do aumento da absorcéo intestinal e da reabsor¢édo tubular renal de célcio. O aumento
nas concentragdes de fosforo pode refletir o efeito anti-fosfatdrico direto do GH ou a
absorcdo intestinal mediada pelo aumento nas concentragcdes da vitamina D apos inicio
do tratamento. O aumento do turnover ésseo também pode contribuir para 0 aumento

das concentragdes séricas de célcio e fosforo®.
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Também foi sugerido que a DGH leva a uma responsividade diminuida dos
receptores sensores de calcio na glandula paratireoide, as mudancas nas concentracdes
séricas de calcio, com diminuicdo do set point do célcio, o que contribui para as
concentragfes mais baixas de célcio nesses pacientes. O tratamento com GH restaura a
sensibilidade dos receptores'?®,

Com o intuito de estudar as a¢des do GH no metabolismo do fésforo, Garder et
al.** avaliaram as concentracées de FGF-23 em criancas com DGH antes e durante o
tratamento com o GH. De forma contraria ao esperado pelos autores, as concentracfes
de FGF-23 aumentaram significativamente em relacdo aos niveis basais ap6s inicio do
GH. Os autores especularam que o eixo GH/IGF-1 exerce uma influéncia positiva direta
na reabsorcdo de fosfato independentemente do FGF-23 e que 0 aumento nas
concentracdes desse hormonio apds inicio do GH poderia ser um mecanismo

compensatorio pelo aumento das concentracdes séricas do fosfato.

Risco de fraturas

Muitos estudos tém relatado incidéncia aumentada de fraturas em adultos com
DGH, mas grande parte dos participantes desses estudos apresentam mudltiplas
deficiéncias hormonais pituitarias™ **. Nesses casos, o risco aumentado de fraturas
pode estar relacionado a cirurgia da hipofise, a visdo prejudicada com risco aumentado
de queda, ao tratamento com doses suprafisiolégicas de glicocorticoide ou a reposicao
insuficiente de hormdnios sexuais®. Além disso, estudos avaliando a incidéncia de
fraturas em adultos ndo podem ser extrapolados para as criancas e, na faixa etaria
pediatrica, os estudos sdo escassos e com niimero limitado de pacientes™".

Em uma revisdo recente, Hogler et al.> concluiram que ndo ha evidéncias
suficientes de que deficiéncia isolada de GH, ou mesmo resisténcia grave ao GH, cause

um risco aumentado de fraturas em criangas ou adultos.

Consideracdes sobre 0 uso do GH na fase de transi¢ao e no adulto

Entender as consequéncias da DGH e os efeitos da reposicdo do GH na salde
Ossea de pacientes adultos poderia esclarecer algumas acdes do horménio na crianga, ja
que o adulto ndo apresenta crescimento 0sseo longitudinal e, portanto, as medidas

densitométricas sdo menos sujeitas a erros.
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Existem evidéncias crescentes de que o GH é importante para a aquisicdo de
massa 0ssea depois de atingida a altura final e para obtencdo de um pico de massa 0ssea
adequado™®. Essa evidéncia é derivada principalmente de estudos com adolescentes e
adultos jovens com DGH que apresentam ganho insuficiente ou até mesmo perda de
massa 6ssea com a suspensdo da terapia com GH na fase de transicdo™®* **. Entretanto,

nem todos os estudos tém achados concordantes®® 5136,

e essa questdo ainda é debatida

Uma metandlise recente sugeriu que ha um efeito benéfico da terapia com GH na
DMO de adultos com DGH e que esse efeito é influenciado pelo género (alguns estudos
mostraram efeito benéfico significativo apenas em homens), idade (associa¢do negativa)

e duragéo do tratamento (associacdo positiva)™".

IV. Consideracdes finais

Compreender as informagdes contidas nos diversos estudos que avaliaram a
massa Ossea de criancas e adolescentes com DGH ndo é uma tarefa facil, j& que os
mesmos sdo cheios de artefatos. A DXA, a técnica mais utilizada para avaliar a satde
6ssea, mede a DMOa em g/cm? e ndo a DMOV verdadeira. A DMOa, assim como o
CMO, aumentam diretamente com o crescimento, sendo a densidade subestimada em
criancas pequenas. Historicamente, o primeiro problema na utilizacdo da DXA na
crianca foi utilizar o escore-T, comparando-a com um adulto. Quando referéncias
pediatricas foram disponibilizadas, o outro problema foi o de avaliar o escore-Z da
DMOa para idade e género. Nesse periodo, muitos artigos publicados mostraram uma
baixa densidade mineral 6ssea em criancas, adolescentes e adultos pequenos com DGH,
criando uma enorme confusdo®. A partir do momento em que as correcdes para O
tamanho das criangas comecaram a ser realizadas, iniciou-se um novo desafio ja que os
tipos de correcdo utilizados e as variaveis analisadas variaram muito entre os estudos.
Outros problemas sdo o0 numero pequeno de individuos incluidos em cada estudo (por
ser uma doenca rara) e o perfil varidvel dos pacientes (DGH isolada, pan-
hipopituitarismo e até mesmo deficiéncia parcial de GH). Tudo isso torna muito dificil e
complexa a comparacdo entre os achados e inviabiliza a obtencdo de respostas claras

sobre a massa 0ssea das criancas e dos adolescentes com DGH.

50, 111, 115, 116

Alguns estudos, mas nédo todos , mostraram que, apos correcoes

|6, 8

adequadas para o tamanho da crianca, a massa 6ssea ou CMO CT & normal™ ° e que a
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DMOv CL ¢ apenas discretamente reduzida em relagcdo aos controles, sem aumento

durante a terapia com GH?®.

Entretanto, dizer que a DGH ndo afeta a DMO das criancas ndo implica que o
horménio ndo atue nos processos de aquisicdo de massa 0ssea e de mineralizacéo dssea.
O GH, como hormonio anabdlico, atua no crescimento dsseo longitudinal e nos
processos de modelamento, remodelamento e mineralizagdo dssea. Podemos pressupor
que todos esses processos estejam igualmente comprometidos na criangca com DGH e
que, portanto, a densidade ndo seja afetada. Nesse sentido, a crianca com DGH
apresentaria comprometimento do crescimento (sseo proporcional nos eixos
longitudinal e transversal, a aquisicdo de massa Ossea seria proporcionalmente menor,

assim como a deposicéo de mineral na massa 6ssea adquirida.

Além disso, a DMO é apenas uma das varidveis que influenciam a resisténcia
Ossea, sendo outras caracteristicas como geometria, arquitetura e organizagdo
tridimensional das trabéculas 6sseas igualmente importantes*®. O encontro de DMO
normal em criancas com DGH ndo significa que outros aspectos relacionados a
qualidade 6ssea, por exemplo, estejam normais. A USQ de falanges mostrou qualidade

7, 112

Ossea diminuida nesses pacientes , mas esse aspecto ainda foi muito pouco

explorado e deve ser mais estudado para que conclusdes definitivas sejam obtidas.

O Unico estudo que avaliou o osso da crianca com DGH de maneira
tridimensional, utilizando a TCQp, mostrou uma espessura cortical diminuida mesmo
quando foi feito ajuste para o tamanho da crianga. Os autores encontraram uma
densidade cortical normal**® **. Esse achado, entretanto, deve ser interpretado com
cautela, j& que uma densidade cortical normal ndo significa, necessariamente, que o

0sso trabecular e a densidade Gssea sejam normais.

Outra consideracdo é que ndo podemos extrapolar os achados da crianca para o
adulto. Com o fechamento epifisario, cessa 0 crescimento 0sseo longitudinal, mas a
aquisicdo de massa 0ssea continua até que seja atingido o pico de massa 0ssea. Se esse
processo € GH dependente, entdo adultos jovens com DGH néo tratados nessa fase
poderiam apresentar ganho de massa 6ssea aquém do esperado e risco de osteoporose
no futuro. Ou seja, o fato do GH ndo aumentar a densidade mineral 0ssea durante a
infancia (e realmente ndo é esperado que a densidade volumétrica fosse aumentando

com a idade), ndo quer dizer que 0 mesmo ocorra no adulto. Entretanto, cuidado deve
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ser tomado na interpretacdo da DMOa de adultos com DGH de inicio na infancia e que

apresentam baixa estatura, pelos mesmos motivos ja expostos na crianca”.

Por fim, criangas com DGH podem reunir inimeros outros fatores que
contribuiriam para uma elevada morbidade Ossea. Muitas delas possuem outras
deficiéncias hormonais hipofisarias além da DGH e a reposi¢cdo hormonal inadequada
poderia levar ou agravar o dano 6sseo. Ademais, com o inicio do GH, essas crian¢as
entram em crescimento de recuperacao, a velocidade de crescimento é acelerada e a
elevada aquisicdo de massa 0ssea demanda uma elevada taxa de deposi¢cdo mineral.
Com isso, as necessidades de célcio e vitamina D podem estar aumentadas, fazendo
com que uma nutricdo adequada seja muito importante. Uma abordagem preventiva

nesses pacientes é imprescindivel para garantir o crescimento saudavel do esqueleto.

Em conclusdo, os efeitos do GH na saude 6ssea da crian¢a e do adolescente sdo
documentados de maneira insuficiente e sdo controversos. Apesar das ja conhecidas
acOes do GH no metabolismo 6sseo, ainda ndo esta claro se pacientes com DGH em
reposicdo hormonal apresentam uma salde Ossea adequada tanto do ponto de vista
quantitativo quanto qualitativo e se outros fatores poderiam ajudar na prevencdo de
morbidade Ossea presente ou futura. Novos estudos sdo necessarios para compreender

de forma mais profunda esses aspectos.
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3 OBJETIVOS

O objetivo principal desse estudo foi avaliar a salude Gssea de criangas e
adolescentes com DGH, em tratamento com GH, por meio da densitometria 0ssea
(DXA), da ultrassonografia 0ssea quantitativa (USQ) de falanges e de parametros

bioquimicos.
Os objetivos secundarios foram:

e Verificar se existe correlacdo entre as caracteristicas clinico-laboratoriais dos

pacientes e as variaveis densitométricas e ultrassonogréaficas obtidas;

e Avaliar o desempenho da USQ de falanges em relacdo a DXA.
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4 PACIENTES E METODOS
4.1 Desenho do estudo

Trata-se de estudo transversal, utilizando uma amostra de conveniéncia que
incluiu 36 pacientes com diagndstico confirmado de deficiéncia de hormonio do
crescimento (DGH), em tratamento e 45 individuos sadios, pareados por idade e género,

como grupo controle.

4.2 Populacao
Pacientes

Foram incluidos todos os pacientes com idades entre quatro e 20 anos
incompletos, com diagnostico confirmado de DGH classica, em tratamento com
horménio do crescimento (GH), que estavam em acompanhamento regular, a cada trés
meses, na divisdo de Endocrinologia Pediatrica do Hospital das Clinicas da
Universidade Federal de Minas Gerais (HC-UFMG), durante o periodo da coleta de
material para o estudo (abril a setembro de 2013) e que ndo preenchiam nenhum critério

de exclusao.

O diagnostico de DGH foi realizado de acordo com critérios rigidos
estabelecidos pelas literaturas nacional e internacional™ ?: baixa estatura (escore-Z de
altura < -2 desvios-padrdo para idade e género), baixa velocidade do crescimento
(percentil da velocidade de crescimento < 25 para idade e género), baixo IGF-1 (escore-
Z do IGF-1 < -2 desvios-padrdo para idade e género) e falha em mostrar uma
concentracdo sérica de GH > 5 pg/L (medido por ensaio de quimioluminescéncia) apos
dois testes provocativos com estimulo pela clonidina (0,15 mg/m?) e pela insulina (0,05
U/Kg). Ressonancia magnética de cranio com estudo da sela tarcica foi realizada em
todos os pacientes para ajudar na confirmacdo do diagndstico e avaliar a causa da

doenca.

Todos os pacientes estavam em tratamento regular com GH na dose média de 28
+ 3,3 pg/Kg/dia (0,62 + 0,07 U/Kg/sem), em seis ou sete aplicacdes semanais, via
subcutanea. A dose do GH era ajustada para manter as concentragdes de IGF-1 dentro

dos valores de referéncia para a faixa etaria e estava de acordo com a dose recomendada
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para o tratamento da DGH durante a fase de crescimento (25-50 pug/Kg/dia ou 0,52-1,05
U/Kg/sem)>.

Os pacientes que apresentavam outras deficiéncias hormonais hipofisarias, além
da DGH, estavam recebendo terapia de reposi¢do adequada ha pelo menos seis meses.
Os pacientes com deficiéncia de TSH, ACTH e ADH faziam uso de levotiroxina via
oral (posologia para manter o T4 livre sérico dentro dos valores de referéncia), acetato
de hidrocortisona via oral (10mg/m?/dia) e desmopressina via intranasal (posologia para
manter osmolaridade sérica adequada), respectivamente. Apenas pacientes do sexo
masculino tinham deficiéncia de LH e FSH confirmada a época do estudo. Neste caso,
todos estavam em uso de testosterona via intramuscular, iniciada a partir de 14 anos de

idade, em doses crescentes para mimetizar o desenvolvimento puberal normal.

Os critérios de exclusdo utilizados no estudo foram: ndo estar em reposicao
hormonal adequada; apresentar doencas dsseas congénitas ou adquiridas; histéria de
doenca gastrointestinal e méa-absorcdo; doencas cronicas hepaticas ou renais; ou fazer
uso de qualquer medicamento que pudesse interferir no metabolismo 6sseo, incluindo

suplementacéo de calcio e vitaminas.

Controles

O grupo controle foi composto por criangas e adolescentes higidos, pareados por
idade e género com o grupo DGH, recrutados em escola da rede publica de ensino de
Belo Horizonte (Instituto de Educacdo de Minas Gerais). Essa escola foi escolhida pelos
pesquisadores por abranger a faixa etaria de interesse, apresentar estrutura fisica
adequada para a sele¢do dos alunos (possuia enfermaria onde os mesmos podiam ser
avaliados) e pela sua localizagdo proxima ao HC-UFMG, o que facilitava a logistica do
estudo. Para a selecdo da amostra, os pesquisadores sortearam individuos da idade e
género de interesse, na proporcao de 2:1 com o grupo DGH, enviaram convite para 0s
pais ou responsaveis dos sorteados e, aqueles que concordaram em participar do estudo,

foram avaliados clinicamente.

A auséncia de doenca aguda ou cronica atual foi determinada por meio de
anamnese e exame fisico. Os critérios de exclusdo foram: ter histéria pregressa de

condicdo que pudesse ser prejudicial para a saude 0ssea (prematuridade extrema ou
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doenga grave, por exemplo) apresentar baixo peso, baixa estatura, sobrepeso ou
obesidade, de acordo com as curvas de referéncia da Organizacdo Mundial da Saude

(OMS)? e fazer uso de medicamentos, incluindo suplementago vitaminica e mineral.

4.3 Protocolo do estudo

A avaliacdo clinico-laboratorial de todos os participantes foi realizada

pessoalmente, por pesquisadores treinados, numa mesma ocasido e consistiu de:

e Anamnese dirigida por questionarios estruturados com investigacdo da idade,
género, historia pregressa e atual de doencas, uso de medicacdes e vitaminas,
histéria de fratura, nivel sdcio-econdmico, ingestdo média diaria de célcio e
calorias, habitos de exposicdo ao sol e pratica de atividade fisica (anexos
1,2,3,4,5).

e Exame fisico com mensuracdo da pressdo arterial sistémica, avaliacdo da cor da
pele, do estadio puberal e realizacdo de antropometria: peso, altura e indice de
massa corporal (IMC).

e Coleta de sangue para dosagem de calcio total, fésforo, magnésio, fosfatase
alcalina, ureia, creatinina, IGF-1, T4 livre, 25-OH vitamina D, paratormdnio
(PTH), osteoprotegerina (OPG), osteopontina (OPN) e fator de crescimento de
fibroblastos-23 (FGF-23).

¢ Realizacdo de raio-X de méo e punho esquerdos para avaliar a idade 6ssea pelo
método de Greulich e Pyle*.

¢ Realizacdo de densitometria 0ssea.

¢ Realizagdo de ultrassonografia 6ssea quantitativa de falanges.

Avaliagéo clinica e antropométrica

Dados como a causa da DGH, idade de inicio do GH, dose e tempo de tratamento
com GH, reposicdo de outras deficiéncias hormonais hipofisarias e adeséo ao tratamento

foram obtidos dos prontuarios dos pacientes.
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Duas ou mais fraturas no mesmo 0sso, causadas pelo mesmo trauma, foram
contabilizadas como uma fratura. Foi considerado trauma de baixo impacto aquele
causado por forgas exercidas pelo individuo traumatizado (queda da propria altura, por

exemplo), de acordo com a classificagdo proposta por Landin®.

A situacdo socioecondmica das familias foi classificada utilizando-se o
questionario desenvolvido pela Associacdo Brasileira de Empresas de Pesquisa (Critério

de Classificacdo Econdmica Brasil, 2012) (anexo 2)°.

Para avaliar o consumo alimentar habitual utilizou-se questionario quantitativo
de frequéncia alimentar, recordatorio alimentar do dia anterior a entrevista e
recordatorio de trés dias ndo consecutivos posteriores a entrevista (anexo 3). Para tornar
a avaliacdo mais acurada foi utilizado um livro de fotos com varios tipos de alimentos,
preparacdes e tamanho das porcdes’. Utilizou-se o programa Dietpro® (verséo 5i) para
analise da ingestdo diaria de calorias e calcio para cada método de avaliacdo e obteve-se
a média da ingestdo dos trés métodos. A composicdo quimica dos alimentos foi obtida
pela Tabela Brasileira de Composicdo de Alimentos - TACO v.ll, 2.ed 2006, ja
disponivel no programa. Segundo o Institute of Medicine (IOM), a ingestdo dietética
recomendada (RDA - recommended dietary allowance) diaria de célcio é de 1000 mg
para criancas entre 4 e 8 anos, 1300 mg entre 9 e 18 anos e 1000 mg entre 19 e 20 anos
de idade. Considerou-se ingestdo deficiente de calcio aquela que era menor que a
necessidade média estimada (EAR - estimated average requirement), como

recomendado®.

O hébito de exposicdo a luz solar foi avaliado por questionario especifico
adaptado® e forneceu a média de horas que a crianca permanecia exposta ao sol por
semana (anexo 4). Foi considerada suficiente a exposic¢ao ao sol por mais de duas horas
por semana™, independentemente do horério de exposicéo e utilizando trajes habituais.
O habito de se proteger do sol (como uso de filtro solar, boné e camiseta com manga
que cobre os ombros) também foi avaliado pelo mesmo questionario®, com obtencdo de
escore que variava de 1 a 5. A protecdo solar foi considerada suficiente quando o escore

era superior a trés.

Para avaliar a pratica de atividade fisica das criangas utilizou-se o questionario
de atividade fisica para criancas (PAQ-C) (anexo 5)*. Esse questionario foi traduzido

anteriomente para o portugués, modificado para exclusdo de atividades esportivas ndo
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praticadas no Brasil e validado. E composto por perguntas sobre a pratica de esportes e
jogos, atividades fisicas na escola e no tempo de lazer, incluindo o final de semana.
Cada questdo tem valor de 1 a 5 e o escore final é obtido pela média das questdes,
variando de 1 (muito sedentario) a 5 (muito ativo). Os escores 2, 3 e 4 indicam as
categorias sedentdrio, moderadamente ativo e ativo, respectivamente. Foram
considerados ativos aqueles que tiveram escore > 3 e sedentarios os individuos com
escore < 3" Além disso, foi contabilizado o tempo gasto por dia em atividades

sedentérias (TV, computador e videogames).

A raca foi estabelecida por exame clinico, fundamentalmente de acordo com a
cor da pele e categorizada inicialmente em quatro tipos: branca, parda, preta e amarela.
Posteriormente, para fins de andlise, as cores parda, preta e amarela foram agrupadas em

categoria “ndo-branca”.

Os dados antropométricos foram obtidos com as criancas descalcas e usando
roupas leves. A estatura foi obtida no estadidmetro de Harpenden com precisdo de 1
mm e o0 peso em balanca digital com escala de 100 g. O IMC foi calculado pela formula
peso (Kg) + altura (m)2. Os escores-Z de altura e IMC para idade foram obtidos a partir
das curvas de referéncia da OMS® utilizando os programas WHO Anthro® (versdo
3.2.2) e WHO AnthroPlus® (versd01.0.4). A idade altura foi definida como a idade em
que a altura da crianca estava na mediana. O estadio puberal foi avaliado pelos critérios

de Tanner®,

Coleta e processamento das amostras

A coleta de sangue foi realizada no laboratério central do HC-UFMG, em veia
periférica, entre 7 e 9 horas da manha, apds jejum de 12 horas. Todas as coletas foram
realizadas durante o inverno para minimizar variacdes nas concentraces séricas da

vitamina D.

As andlises do célcio total, fosforo, magnésio e ureia foram realizadas pelo
método colorimétrico; da creatinina e fosfatase alcalina pelo método cinético enzimatico
e do T4 livre por quimioluminescéncia, todos no aparelho Vitros 5600, da Johnson &
Johnson (Rochester, NY, EUA). A dosagem do PTH foi feita pelo método de

guimioluminescéncia no aparelho Architect, da Abbott (Chicago, IL, EUA). Ja as



65

dosagens da 25-OH vitamina D e do IGF-1 foram feitas pelo método de
quimioluminescéncia no equipamento Liaison da Diasorin (Saluggia, Italia) em
laboratério terceirizado. Os valores de referéncia e coeficientes de variacdo

disponibilizados pelo laboratério estdo listados no quadro 1.

Quadro 1: Valores de referéncia para a faixa etaria estudada e coeficientes de variacao
dos parametros laboratoriais.

Parametros Valores de referéncia CV (%)
Célcio total 8,8 a10,8 ng/dL 1,31-3,61
Fdsforo 3,7a5,8 mg/dL 0,89-2,76
Magnésio 1,6 22,3 mg/dL 1,51-3,0
Fosfatase alcalina 75a 390 U/L 1,75-4,22
Ureia 15 a 36 mg/dL 1,52-2,74
Creatinina 0,5a0,8 mg/dL 2,15-6,52

Idade: Masculino: Feminino:

2 meses a 5 anos: 33,5a171,8 ng/mL 27,4 a113,5 ng/mL
IGE-1 6 a 8 anos: 79,8 a 244,0 ng/mL 54,9 a 206,4 ng/mL 57

9 a 11 anos: 87,4 2 399,3 ng/mL 85,2 a 248,8 ng/mL '

12 a 15 anos: 188,4 a 509,9 ng/mL 115,4 a 498,2 ng/mL

16 a 20 anos: 267,5a470,8 ng/mL 247,3 a 481,7 ng/mL
T4 livre 0,78 a 2,19 ng/dL 2,91-7,69
25-0OH vitamina D Deficiéncia: abaixo de 10 ng/mL, Insuficiéncia: 10 a 30 ng/mL 9.0

Suficiéncia: 30 a 100 ng/mL, Toxicidade: maior que 100 ng/mL '
PTH 15,0 a 68,3 pg/mL 7,03-7,77

CV: coeficientes de variagdo; IGF-1: fator de crescimento insulina-simile tipo 1; PTH: paratorménio.

Os participantes foram classificados em relacdo as concentracdes séricas de
vitamina D segundo recomendacdo da Endocrine Society (2011) em suficientes,
quando iguais ou maiores que 30 ng/mL, insuficientes, quando entre 20 e 29 ng/mL e
deficientes se abaixo de 20 ng/mL.

Para analise da OPG, OPN e do FGF-23 as amostras de sangue foram coletadas
em tubos estéreis com gel separador e transportadas em ar ambiente até o Laboratério
Interdisciplinar de Investigacdo Médica (L1IM) da Faculdade de Medicina da UFMG,

onde foram feitos os ensaios imunoenzimaticos. Todas as amostras foram processadas
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em até duas horas apds a coleta, de acordo com o seguinte protocolo: centrifugacéo a 4°
C na velocidade de 1000 x g por 20 minutos. O soro sobrenadante foi aliquotado em
tubos estéreis de 0,5 ml e armazenado em freezer a -80° C até a data do ensaio (janeiro
de 2014).

Ensaios imunoenzimaticos

As concentracfes séricas de OPG e OPN foram avaliadas pelo ensaio
imunoenzimético (ELISA) sanduiche utilizando-se os kits da R&D Systems
(Minneapolis, MN, EUA). A analise do FGF-23 foi realizada utilizando-se o kit Human
FGF-23 (c-Term) ELISA kit da Immutopics Inc (San Clemente, CA, EUA). Os ensaios

foram realizados de acordo com os protocolos determinados pelos fabricantes.

Para as analises da OPG e da OPN, a cada poco da placa de ELISA foram
adicionados 100 pL de solugéo contendo anticorpo monoclonal contra OPG e OPN
diluidos em solugdo de PBS (anticorpo de captura). As placas foram incubadas por pelo
menos 12 horas a 4° C. Os anticorpos ndo aderidos nas placas foram descartados por
inversdo e lavagem em PBS-Tween 0,1% (Sigma-Aldrich, MO, EUA). Em seguida, as
placas foram bloqueadas com uma solucdo contendo albumina de soro bovino (BSA)
1% (Sigma-Aldrich), durante 2 horas a temperatura ambiente (200 puL/po¢o). Ap6s nova
lavagem das placas (PBS-Tween 0,1%), em cada poco foi adicionado 100 pL das
amostras ou da proteina padrdo. As placas foram novamente incubadas por pelo menos
12 horas a 4° C e em seguida lavadas (PBS-Tween 0,1%). Apos lavagem, as placas
foram incubadas com anticorpos conjugados com biotina e diluidos em BSA 0,1%, por
duas horas a temperatura ambiente. Em seguida, apés nova lavagem (PBS-Tween
0,1%), acrescentou-se 100 pL/pogo de estreptavidina conjugada com peroxidase as
placas, que foram incubadas por 30 minutos a temperatura ambiente. Finalmente, apds
nova lavagem (PBS-Tween 0,1%), adicionou-se o cromégeno @-fenileno-diamina
(OPD) (Sigma-Aldrich) as placas, na auséncia de luz. A reacdo foi interrompida com
solucéo contendo acido sulfurico 1M. A leitura da intensidade de marcacéo foi realizada
em leitor de ELISA no A de 490 nm.

Para a dosagem do FGF-23, a placa ja conjugada com o anticorpo de captura,

foram adicionados, a cada poco, 100 uL do padréo ou das amostras. Em seguida, 50 pL
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de solucdo contendo anticorpo biotinilado e estreptavidina foram adicionados na
proporcédo de 1:1 a todos os pocos. A placa foi selada e incubada por 3 horas. Apos esse
tempo a placa foi lavada 5 vezes com 350 uL de solucdo de lavagem. Adicionou-se em
seguida 150 pL da solugdo de substrato tetrametilbenzidina (TMB) com perdxido de
hidrogénio a placa. A mesma foi incubada por 30 minutos a temperatura ambiente.
Transcorrido o tempo, a leitura da intensidade de marcacdo foi realizada em
espectrofotometro no A de 620 nm. Imediatamente apos a leitura, a reagdo enzimatica
foi interrompida (solugdo de 4cido sulfurico a IM) e a placa foi novamente lida no A de
450 nm.

Todas as leituras da intensidade de marcagdo foram realizadas em leitor de ELISA

acoplado ao software SOFTmax Pro — versdo 2.2.1 (Sunyvale, CA, EUA).

Avaliagdo da massa 6ssea

A DXA foi realizada no instituto Jenny de Andrade Faria (anexo do HC-
UFMG), sempre pelo mesmo operador e no mesmo aparelho modelo Discovery W da
marca Hologic Inc. (Waltham, MA, EUA), software versdo APEX 3.3. As medidas
densitométricas foram obtidas e interpretadas de acordo com as recomendacfes da
International Society for Clinical Densitometry (2013)*. A coluna lombar (CL) entre as
vértebras L1 e L4 e o corpo total sem a cabeca (CTsc) foram avaliados empregando-se
técnicas de posicionamento padronizadas. Da CL foram obtidos os parametros de area
6ssea da coluna lombar (Area CL; em cm?) e contelido mineral 6sseo de coluna lombar
(CMO CL; em @) e calculou-se a densidade mineral dssea volumétrica estimada da
coluna lombar (DMOv CL), em g/cm®, utilizando-se a férmula; DMOv CL= CMO CL +
Area CL*®. Esse modelo matematico foi proposto por Carter et al., assumindo-se que a
vértebra tenha um formato cubdide’® e o objetivo do calculo é obter uma medida de
densidade gque sofre menos influéncia do tamanho corporal e que é mais apropriada para
avaliacdo da crianca e do adolescente em crescimento®. J& em relacdo ao CTsc, foram
obtidos os seguintes parametros: conteddo mineral 6sseo de corpo total sem a cabeca
(CMO CTsc; em @), massa magra corporal total (MMCT; em g) e porcentagem de
gordura corporal total (% GCT; em %), sendo que o CMO CTsc foi expresso em
escores-Z para idade e para altura, utilizando-se as curvas de referéncia pediatricas da
National Health and Nutrition Examination Survey (NHANES) 2008, disponibilizadas
pelo software do aparelho®’. Essas curvas contém dados de referéncia do CMO CTsc
para idades entre 8 e 20 anos e para alturas entre 120 e 192,5 cm, para ambos os géneros
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(anexo 6). Os participantes do estudo com menos de 8 anos de idade ou menos de 120
cm de altura ndo tiveram seus escores-Z calculados e por isso ndo foram incluidos nas
analises desses dados padronizados. Os subgrupos analisados para essas variaveis
permaneceram pareados por idade e género. A calibracdo da méaquina foi realizada
diariamente utilizando-se o phantom disponibilizado pelo fornecedor.

A USQ foi realizada no Centro Especializado em Ultrassonografia (CEU),
sempre pelo mesmo examinador e no mesmo aparelho DBM Sonic Bone Profiler,
modelo BP0O1, IGEA Clinical Biophisics, Carpi, Modena, Italia. Os parametros que
avaliam o status ésseo foram medidos segundo o protocolo padrdo do fabricante, na
extremidade distal da diafise das falanges proximais da mdo nao dominante, nos dedos
de Il a V. Os condilos na extremidade distal das diafises sdo um ponto de referéncia
para reproducdo das medidas necessarias, pois contém camada cortical, trabecular e
pequeno canal medular, além de ndo possuir placa de crescimento, o que poderia ser
uma fator confundidor. O sistema de medida deste equipamento é constituido de um
compasso que acopla dois transdutores de 12 mm de diametro cada, um emissor e outro
receptor, com alta precisdo, de cerca de 0,02 milimetros. Os transdutores foram
posicionados na superficie lateral de cada dedo, emitindo ondas sonoras de 1,25 MHz,
rastreando as trabéculas 6sseas. O equipamento forneceu, automaticamente, de forma
ndo obervador-dependente, as medidas de velocidade, amplitude e tempo de transmissao
das ondas sonoras pelo osso. Os parametros AD-SoS (velocidade do som amplitude
dependente - amplitude-dependent speed of sound) e BTT (tempo de transmissdo dssea -
bone transmission time) foram fornecidos a partir da média de 96 aquisi¢cbes dos quatro
dedos e expressos em escores-Z para idade e altura, utilizando-se as curvas de referéncia
disponibilizadas pelo aparelho. Essas curvas foram construidas com dados de 3044
individuos italianos sadios de 2 a 21 anos de idade, de ambos os géneros®®. A colocagéo
dos transdutores em posicdo correta € essencial para a reprodutibilidade das medidas. A
precisdo de curto prazo, foi avaliada, in vivo, medindo-se as variaveis ultrassonogréaficas
em 10 adultos jovens sadios. Foram realizadas quatro medidas de cada um, apds
reposicionamento do transdutor, no mesmo dia e pelo mesmo operador. Os coeficientes
de variagdo dos parametros AD-SoS e BTT foram calculados como descrito por

Bonnick et al.*®

e os valores encontrados foram de 0,56% e 2,30%, respectivamente.
O termo “status mineral 6sseo”, j& empregado por outros autores?’, foi utilizado

para descrever a saude éssea avaliada tanto pela DXA quanto pela USQ, ja que essa
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ultima ndo avalia apenas a massa ou a densidade 6ssea, mas também outros pardmetros
relacionados a qualidade 6ssea. O individuo foi considerado como tendo baixo status
mineral 6sseo quando a medida era menor ou igual a -2 desvios-padrdo, em qualquer

dos dois métodos, como ja utilizado anteriormente?".

4.4 Andlise estatistica

As variaveis quantitativas foram descritas como média e desvio-padrdo (DP)
quando tinham distribuicdo normal e mediana e intervalo interquartil (IQR=Q3-Q1)
quando nao tinham distribuicdo normal. A normalidade das variaveis foi verificada pelo
teste de Shapiro Wilk. As comparacfes entre duas variaveis quantitativas foram
realizadas pelos testes T de Student (quando tinham distribuicdo normal) e teste de
Mann Whitney (distribuicdo ndo normal). O teste T univariado foi utilizado para
comparar médias dos escores-Z com populacGes de referéncia. Para comparacfes entre
trés grupos foi utilizado o teste de Kruskal Wallis (distribuicdo ndo normal). Quando o
resultado foi significativo ao nivel de 0,05 utilizou-se o teste de Mann Whitney com

correcdo de Bonferroni, assim o nivel de significancia foi de 0,017.

Para comparar o desvio-padréo (variabilidade) entre dois grupos foi utilizado o
teste de Levine.

As varidveis qualitativas foram expressas em frequéncias absolutas e
porcentagem. As comparacdes entre os grupos foram realizadas pelo teste Qui-quadrado
de Pearson Assintotico (20% dos valores esperados estavam entre 1 e 5 e 80% maiores

ou iguais a 5).

Para analise de associacdo entre as variaveis quantitativas do estudo, utilizou-se
o teste de correlacdo de Pearson quando as varidveis tinham distribuicdo normal e o

teste de correlagcdo de Spearman quando nao tinham distribuicdo normal.

Para se estimar o valor de uma variavel quantitativa em funcédo de outra utilizou-
se 0 modelo de regresséo linear simples. Tomou-se o cuidado de nao utilizar no modelo
ajustado os dados da criancga para a qual a estimativa seria obtida. Calculou-se o escore-
Z da medida estimada pela férmula: escore-Z = medida estimada - média populacional
da medida / DP.
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Para andlise de concordancia entre os métodos de densitometria e
ultrassonografia no diagnostico de baixo status mineral 6sseo foi utilizado o indice
Kappa. Finalmente, para medir o poder da ultrassonografia de discriminar individuos
com baixo status mineral 6sseo pela DXA, considerada o0 método padrdo-ouro, utilizou-
se a curva ROC (receiver operating characteristic curve).

Os gréficos utilizados para descrever os achados mais importantes foram Box-
plot, grafico de dispersdo e grafico de pontos. O nivel de significancia utilizado foi de
0,05. Toda a analise estatistica foi realizada no software SPSS, versdo 20.0, exceto o

teste de variabilidade que foi realizado no programa Minitab, versdo 16.1.1.

4.5 Aspectos éticos

O Comité de Etica em Pesquisa (COEP) da UFMG aprovou o estudo mediante
parecer de nimero 327.308 (anexo 7). Todos 0s participantes e seus responsaveis foram
esclarecidos sobre a natureza do estudo por meio da leitura e andlise do termo de
consentimento livre e esclarecido. Os pacientes portadores de DGH e as criangas e
adolescentes saudaveis foram incluidos no estudo somente mediante concordancia e
assinatura do termo de consentimento por parte do responsavel e do préprio paciente,
conforme a idade (anexo 8). O protocolo de pesquisa ndo interferiu com qualquer
recomendacdo ou prescricdo meédica. Ressalta-se, ainda, que o seguimento clinico-
laboratorial e a abordagem terapéutica dos pacientes seriam assegurados, mesmo no
caso de recusa em participar do estudo. Além disso, apds os resultados da avaliacédo
clinico-laboratorial, todos os participantes foram orientados e tratados de acordo com a
necessidade.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
Artigo original 1

Saude dssea de criangas e adolescentes com deficiéncia de hormonio do
crescimento em tratamento: avaliacdo laboratorial, densitométrica e
ultrassonografica

RESUMO

Introducdo: Grande parte da massa Ossea de um individuo é adquirida durante a
infancia e a adolescéncia. A deficiéncia de hormonio do crescimento (DGH) pode
prejudicar esse processo. E controverso se a reposi¢do hormonal adequada durante essa
fase da vida é suficiente para reverter o impacto negativo da doenca sobre 0 0sso.

Objetivos: Avaliar a salde 0ssea de criancas e adolescentes com DGH, em tratamento
com hormoénio do crescimento (GH), por meio da densitometria (DXA), da
ultrassonografia 6ssea quantitativa (USQ) de falanges e do estudo do metabolismo
6sseo, comparando com individuos sadios da mesma faixa etaria. Avaliar o desempenho
da USQ de falanges em relagdo a DXA.

Meétodos: Foram selecionados 36 criancas e adolescentes com DGH, em reposicao
hormonal adequada, com idades entre 4 e 20 anos incompletos, acompanhados na
divisdo de Endocrinologia Pediatrica do Hospital das Clinicas da Universidade Federal
de Minas Gerais (HC-UFMG) e 45 individuos sadios pareados por idade e género.
Foram excluidos aqueles com doencas ou em uso de medicamentos interferentes do
metabolismo ésseo. O protocolo do estudo consistiu em avaliacdo da ingestdo de calcio,
exposicdo ao sol e pratica de atividade fisica; avaliacdo laboratorial do metabolismo
6steo-mineral e estudo da quantidade e qualidade 6sseas pela DXA e USQ de falanges.
A DXA foi realizada no aparelho Discovery W, Hologic e a USQ no aparelho DBM
Sonic, IGEA. A andlise estatistica incluiu testes de comparacdo (T de Student, Mann
Whitney ou Qui-quadrado de Pearson Assintético, quando apropriados), testes de
correlagéo (de Pearson ou de Spearman), o teste de regresséo linear simples, o teste de
concordancia Kappa e a curva ROC. Os dados foram analisados no software SPSS, com
nivel de significancia de 0,05. O estudo foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa
(COEP) da UFMG.

Resultados: N&o houve diferenca em relagdo a idade, género, peso, estadio puberal,
raca e classe socioeconémica entre o grupo DGH e os controles. Os pacientes (27
meninos, média de idade de 12,3 * 4,3 anos) faziam uso de GH por tempo mediano de
3,7 anos, mas eram significativamente mais baixos do que seus pares. O grupo com
DGH ingeria menos célcio e era menos ativo em relagcdo aos controles. Detectou-se
elevada prevaléncia de hipovitaminose D em ambos os grupos. Os pacientes com DGH
ndo mostraram evidéncia clinica de fragilidade Ossea. A avaliagdo pela DXA e pela
USQ de falanges foi semelhante entre os grupos quando as variaveis foram ajustadas
para a altura. Os pacientes que consumiam menor quantidade de célcio tiveram uma
pior avaliacdo quantitativa e qualitativa da massa 0ssea para a idade. Houve uma forte
correlacdo positiva entre as variaveis medidas pela DXA e pela USQ de falanges e uma
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concordancia significativa entre os métodos ap0s ajuste das populacées de referéncia. A
USQ de falanges demonstrou 6timo desempenho diagnostico pela curva ROC.

Conclus6es: Apesar dos fatores e comportamentos considerados de risco para a saude
Ossea, 0s pacientes com DGH em tratamento apresentaram quantidade e qualidade
Osseas para altura, comparaveis as criancas sadias. A USQ de falanges se mostrou uma
técnica confiavel em relacdo a DXA, mas que também demanda cuidados na
interpretacdo dos achados em criangas com baixa estatura.

Palavras-chave: horménio do crescimento, deficiéncia; doenca 0ssea, metabolica;
vitamina D; densitometria; ultrassonografia.
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ABSTRACT

Introduction: Much of a subject's bone mass is acquired during childhood and
adolescence. Growth hormone deficiency (GHD) may be detrimental to this process. It
is controversial if adequate hormone replacement during this phase of life is enough to
reverse the negative impact of the disease on bone.

Objectives: To assess bone health in children and adolescents with GHD, treated with
growth hormone (GH), through densitometry (DXA), quantitative bone ultrasound
(QUS) of the phalanges and the study of bone metabolism, comparing with healthy
subjects from the same age. To evaluate the performance of phalangeal QUS in relation
to DXA.

Methods: Thirty six children and adolescents with GHD, on appropriate hormone
replacement, aged between 4 and 20 years of old and followed at the Pediatric
Endocrinology Clinic of Hospital das Clinicas at Federal University of Minas Gerais
(HC-UFMG), were selected. Forty five healthy subjects matched for age and sex were
recruited. Subjects with diseases or in use of drugs that interfere in bone metabolism
were excluded. Research protocol consisted of evaluation of calcium intake, sun
exposure and physical activity; laboratory evaluation of bone-mineral metabolism and
study of bone quantity and quality by DXA and QUS of phalanges. DXA was
performed on Discovery W, Hologic and QUS on DBM Sonic, IGEA equipment.
Statistical analysis included comparison tests (Student’s T, Mann Whitney or
Asymptotic Pearson’s chi-square, when appropriate), correlation tests (Pearson’s or
Spearman’s), the simple linear regression test, the Kappa test and the ROC curve. Data
were analyzed using SPSS software, with a significance level of 0.05. The study was
approved by the local research ethics committee (COEP) of UFMG.

Results: There was no difference regarding age, sex, weight, pubertal stage, race and
socioeconomic class between GHD group and the controls. Patients (27 boys, mean age
12.3 + 4.3 years) were using GH for a median period of 3.7 years, but they were
significantly shorter than their peers. The GHD group consumed less calcium and was
less active in relation to controls. A high prevalence of hypovitaminosis D was found in
both groups. No clinical evidence of bone fragility was demonstrated. DXA and
phalangeal QUS evaluations were similar for both groups when variables were adjusted
for height. Patients with lower calcium consumption showed worse bone mass ratings
for age. There was a strong positive correlation between the variables measured by
DXA and those measured by QUS of phalanges and a significant agreement between
the two methods after reference population adjustments. QUS of phalanges
demonstrated good diagnostic performance by ROC curve.

Conclusions: Despite the presence of several risk factors for bone health, GHD
patients, on GH treatment, showed bone quantity and quality for height comparable to
healthy children. QUS of phalanges was found to be a reliable technique in relation to
DXA, but it also requires care in the assessment of children with short stature.

Keywords: growth hormone, deficiency; bone disease, metabolic; vitamin D;
densitometry; ultrasonography.
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Introducéo

Grande parte da massa 6ssea de um individuo é adquirida durante a infancia e a
adolescéncia até que se atinja o pico de massa 0ssea (PMO) no inicio da vida adulta.
Essa fase da vida é, portanto, um periodo critico de oportunidade, mas também de
vulnerabilidade para a saude esquelética futura'. O PMO é um dos principais
determinantes do risco de osteoporose e fraturas e esta sob forte controle genético?,
além de ser determinado por fatores modificaveis como habitos alimentares, atividade
fisica, estado nutricional e equilibrio hormonal do individuo®. Devido em parte & maior
sobrevida de criangas com doengas cronicas e a exposicdo das mesmas a tratamentos
potencialmente tdxicos ao esqueleto, a osteoporose estd cada vez mais sendo
identificada em individuos mais jovens®. Em casos graves de baixa massa ¢ssea na
infancia, a crianca ja pode apresentar fraturas. Em formas mais leves e cronicas, a
crianga assintomatica pode ndo atingir o seu potencial de massa Gssea geneticamente

determinado e tera elevado risco de osteoporose na idade adulta®.

Criangas com deficiéncia de hormonio do crescimento (DGH) podem reunir
indmeros fatores que contribuem para uma elevada morbidade déssea. Além da DGH,
outras deficiéncias hormonais hipofisarias e suas respectivas terapias de reposicao,
podem contribuir com o dano 6ssea®. Varios autores ja demonstraram que a sadde 6ssea
dessas criangas é comprometida, com prejuizo da quantidade e qualidade 6sseas, mesmo
quando é feito o ajuste para o tamanho das criancas®®. Entretanto, massa 6ssea
adequada para altura também jé foi observada® *°. Em uma revisdo recente, Hogler et
al.' argumentaram que a DGH é erroneamente percebida como uma causa de baixa
densidade mineral Gssea e osteoporose secundaria na crianca. Na verdade, a salde dssea
de criancas e adolescentes com DGH é documentada de maneira insuficiente, as vezes

de forma equivocada e 0s estudos sdo controversos.

A densitometria ou absorciometria por duplo feixe de raios-X (DXA) tem sido o
método mais utilizado para avaliar a saude déssea do adulto e também da crianca e do
adolescente. Porém, a ultrassonografia 6ssea quantitativa (USQ) tem surgido como uma
modalidade de avaliagdo alternativa, com as vantagens de ser feita em aparelho portatil,
ser ndo invasiva, ser barata, de rapida realizacdo, livre de radiacdo, além de fornecer uma
avaliacdo qualitativa do 0sso™. Possui boa correlagdo com a DXA™ e se mostrou

comparavel a ela na determinagéo do risco de fratura 6ssea™* *°.
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O presente estudo teve como objetivo avaliar a saude dssea de criancas e
adolescentes com DGH, em tratamento com horménio do crescimento (GH), por meio
de parametros bioguimicos, da DXA e da USQ de falanges, comparando os achados
com individuos sadios da mesma faixa etdria. Procurou-se, também, avaliar o
desempenho da USQ de falanges em relacgdo a DXA na identificacdo de

comprometimento ¢sseo dos participantes.

Pacientes e métodos
Desenho do estudo

Trata-se de estudo transversal, utilizando uma amostra de conveniéncia que
incluiu 36 pacientes com diagnéstico confirmado de DGH em tratamento e 45

individuos sadios, pareados por idade e género, como grupo controle.

Populacao
Pacientes

Foram incluidos todos os pacientes com idades entre quatro e 20 anos
incompletos, com diagnoéstico confirmado de DGH classica e em tratamento com GH,
que estavam em acompanhamento regular na divisdo de Endocrinologia Pediatrica do
Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais (HC-UFMG), durante o
periodo da coleta de material para o estudo (abril a setembro de 2013) e que néo

preenchiam nenhum critério de excluséo.

O diagndstico de DGH foi realizado de acordo com critérios rigidos
estabelecidos pelas literaturas nacional e internacional™® ’: baixa estatura (escore-Z de
altura < -2 desvios-padrdo para idade e género), baixa velocidade do crescimento
(percentil da velocidade de crescimento < 25 para idade e género), baixo IGF-1 (escore-
Z do IGF-1 < -2 desvios-padrdo para idade e género) e falha em mostrar uma
concentragdo sérica de GH > 5 pg/L (medido por ensaio de quimioluminescéncia) apos
dois testes provocativos com estimulo pela clonidina (0,15 mg/m?) e pela insulina (0,05

U/Kg). Ressonancia magnética de cranio com estudo da sela tarcica foi realizada em
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todos os pacientes para ajudar na confirmacdo do diagnostico e avaliar a causa da

doenca.

Todos os pacientes estavam em tratamento regular com GH na dose média de 28
+ 3,3 pg/Kg/dia (0,62 + 0,07 U/Kg/sem), em seis ou sete aplicacdes semanais, via
subcutanea. A dose do GH era ajustada para manter as concentracfes de IGF-1 dentro
dos valores de referéncia para a faixa etéria e estava de acordo com a dose recomendada
para o tratamento da DGH durante a fase de crescimento (25-50 pug/Kg/dia ou 0,52-1,05
U/Kg/sem)*’.

Os pacientes que apresentavam outras deficiéncias hormonais hipofisarias, além
da DGH, estavam recebendo terapia de reposi¢do adequada ha pelo menos seis meses.
Os pacientes com deficiéncia de TSH, ACTH e ADH faziam uso de levotiroxina via
oral (posologia para manter o T4 livre sérico dentro dos valores de referéncia), acetato
de hidrocortisona via oral (10mg/m?/dia) e desmopressina via intranasal (posologia para
manter osmolaridade sérica adequada), respectivamente. Apenas pacientes do sexo
masculino tinham deficiéncia de LH e FSH confirmada a época do estudo. Neste caso,
todos estavam em uso de testosterona via intramuscular, iniciada a partir de 14 anos de

idade, em doses crescentes para mimetizar o desenvolvimento puberal normal.

Os critérios de exclusdo utilizados no estudo foram: ndo estar em reposicédo
hormonal adequada; apresentar doencas dsseas congénitas ou adquiridas; histéria de
doenca gastrointestinal e ma-absor¢do; doencas crbnicas hepaticas ou renais ou fazer
uso de qualquer medicamento que pudesse interferir no metabolismo 6sseo, incluindo

suplementacdo de calcio e vitaminas.

Controles

O grupo controle foi composto por criancas e adolescentes higidos, pareados por
idade e género com o grupo DGH, recrutados em escola da rede publica de ensino. A

participacdo no estudo foi voluntaria.

A auséncia de doenca atual foi determinada por meio de anamnese e exame fisico.
Os critérios de exclusdo foram: ter histdria pregressa de condicdo que pudesse ser

prejudicial para a saude Ossea (prematuridade extrema ou doenca grave, por exemplo)
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apresentar baixo peso, baixa estatura, sobrepeso ou obesidade, de acordo com as curvas
de referéncia da Organizacdo Mundial da Sadide (OMS)* e fazer uso de medicamentos,

incluindo suplementacdo vitaminica e mineral.

Protocolo do estudo

A avaliacao clinico-laboratorial dos participantes foi realizada pessoalmente, por

pesquisadores treinados, numa mesma ocasido e consistiu de:

e Anamnese dirigida por questiondarios estruturados com investigacdo da idade,
género, historia pregressa e atual de doencas, uso de medicacGes e vitaminas,
histéria de fratura, nivel sdcio-econdmico, ingestdo média diaria de célcio e

calorias, habitos de exposicao ao sol e pratica de atividade fisica.

e Exame fisico com mensuracdo da pressao arterial sistémica, avaliacdo da cor da
pele, do estadio puberal e realizacdo de antropometria: peso, altura e indice de

massa corporal (IMC).

e Coleta de sangue para dosagem de calcio total, fésforo, magnésio, fosfatase
alcalina, ureia, creatinina, IGF-1, T4 livre, 25-OH vitamina D e paratorménio
(PTH).

e Realizacdo de raio-X de mdo e punho esquerdos para avaliar a idade 6ssea pelo

método de Greulich e Pyle'®.
¢ Realizagdo de DXA.

¢ Realizacdo de USQ de falanges.

Avaliacdo clinica e antropométrica

Dados como a causa da DGH, idade de inicio do GH, dose e tempo de tratamento
com GH, reposicdo de outras deficiéncias hormonais hipofisarias e adesdo ao tratamento

foram obtidos dos prontuérios dos pacientes.
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A situagdo socioecondmica das familias foi avaliada pelo Critério de

Classificacdo Econdmica Brasil, de 2012%.

Para avaliar o consumo alimentar habitual utilizou-se questionario quantitativo
de frequéncia alimentar, recordatorio alimentar do dia anterior a entrevista e
recordatério de trés dias ndo consecutivos posteriores a entrevista. Utilizou-se o
programa Dietpro® (versdo 5i) para anélise da ingestdo diéria de calorias e calcio para
cada método de avaliacdo e obteve-se a média da ingestdo dos trés métodos. Segundo o
Intitute of Medicine (IOM), a ingestdo dietética recomendada (RDA - recommended
dietary allowance) diaria de célcio é de 1000 mg para criancas entre 4 e 8 anos, 1300
mg entre 9 e 18 anos e 1000 mg entre 19 e 20 anos de idade. Considerou-se ingestdo
deficiente de célcio aquela que era menor que a necessidade média estimada (EAR -

estimated average requirement), como recomendado®.

O héabito de exposicdo a luz solar foi avaliado por questionario especifico
adaptado e forneceu a média de horas que a crianca permanecia exposta ao sol por
semana®. Foi considerada suficiente a exposicdo ao sol por mais de duas horas por
semana®. O hébito de se proteger do sol (como uso de filtro solar, boné, camiseta com
manga que cobre os ombros) também foi avaliado pelo mesmo questionario®, com
obtencdo de escore que variava de 1 a 5. A protecdo solar foi considerada suficiente

quando o escore era superior a trés.

Para avaliar a pratica de atividade fisica das criangas utilizou-se o questionario
de atividade fisica para criancas (PAQ-C)*, modificado e validado no Brasil. Cada
questdo tem valor de 1 a 5 e o escore final é obtido pela média das questdes, variando de
1 (muito sedentério) a 5 (muito ativo). Foram considerados ativos aqueles que tiveram
escore > 3 e sedentarios os individuos com escore < 3%. Além disso, foi contabilizado o

tempo gasto por dia em atividades sedentarias (TV, computador e videogames).

Os dados antropométricos foram obtidos com as criancas usando roupas leves e
sem sapatos. A estatura foi obtida no estadidmetro de Harpenden com preciséo de 1 mm
e 0 peso em balanca digital com escala de 100 g. O IMC foi calculado pela formula peso
(Kg) + altura (m)2. Os escores-Z de peso, altura e IMC para idade foram obtidos a partir
das curvas de referéncia da OMS™® utilizando os programas WHO Anthro® (versdo
3.2.2) e WHO AnthroPlus® (versd01.0.4). A idade altura foi definida como a idade em
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que a altura da crianca estava na mediana. O estadio puberal foi avaliado pelos critérios

de Tanner?®.

Coleta e processamento das amostras

A coleta de sangue foi realizada em veia periférica, entre 7 e 9 horas da manha,
apos jejum de 12 horas. Todas as coletas foram realizadas durante o inverno para

minimizar variagdes nas concentracfes séricas da vitamina D.

As anélises do célcio total (VR: 8,8-10 ng/dL), foésforo (VR: 3,7-5,8 mg/dL),
magnésio (VR: 1,6-2,3 mg/dL) e ureia (VR: 15-36 mg/dL) foram realizadas pelo
método colorimétrico; da creatinina (VR: 0,5-0,8 mg/dL) e fosfatase alcalina (VR: 75-
390 U/L) pelo método cinético enzimatico e do T4 livre (VR: 0,78-2,19 ng/dL) por
quimioluminescéncia, todos no aparelho Vitros 5600, da Johnson & Johnson
(Rochester, NY, EUA). A dosagem do PTH (VR: 15,0-68,3 pg/mL) foi feita pelo
método de quimioluminescéncia no aparelho Architect, da Abbott (Chicago, IL, EUA).
Ja as dosagens da 25-OH vitamina D e do IGF-1 (VR: 27,4-509,9 ng/mL de acordo com
a faixa etaria e o género) foram feitas pelo método de quimioluminescéncia no
equipamento Liaison da Diasorin (Saluggia, Italia) em laboratério terceirizado. Os
coeficientes de variacdo de todos os analitos foram menores do que o maximo

recomendado para o periodo.

Os participantes foram classificados em relacdo as concentracGes séricas de
vitamina D, segundo recomendacdo da Endocrine Society (2011)*, em suficientes,
quando iguais ou maiores que 30 ng/mL, insuficientes, quando entre 20 e 29 ng/mL e

deficientes se abaixo de 20 ng/mL.

Avaliacdo da massa 6ssea

A DXA foi realizada sempre pelo mesmo operador € no mesmo aparelho modelo
Discovery W da marca Hologic Inc. (Waltham, MA, EUA), software versdo APEX 3.3.
Da coluna lombar (CL) foram obtidos os seguintes parametros: area 0ssea da coluna
lombar (Area CL; em cm?) e conteido mineral 6sseo de coluna lombar (CMO CL; em

g), a partir dos quais calculou-se a densidade mineral 6ssea volumétrica estimada da
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coluna lombar (DMOv CL), em g/cm® utilizando-se a formula; DMOv CL = CMO CL +
Area CL*®. Esse modelo matematico foi proposto por Carter et al., assumindo-se que a
vértebra tenha um formato cubéide®®. J4 do corpo total (CT), foram obtidos o contelido
mineral 6sseo de corpo total sem a cabeca (CMO CTsc; em @), a massa magra corporal
total (MMCT; em g) e a porcentagem de gordura corporal total (% GCT; em %). O
CMO CTsc foi expresso em escores-Z para idade e para altura conforme recomendacéo
da International Society for Clinical Densitometry (2013)*. Os escores-Z foram
fornecidos automaticamente pelo aparelho, a partir das curvas de referéncia pediatricas
da National Health and Nutrition Examination Survey (NHANES), 2008*. Essas curvas
contém dados de referéncia do CMO CTsc para idades entre 8 e 20 anos e para alturas
entre 120 e 192,5 cm, para ambos 0s géneros. Os participantes do estudo com menos de
8 anos de idade ou menos de 120 cm de altura ndo tiveram seus escores-Z calculados e
por isso ndo foram incluidos nas analises desses dados padronizados. Os subgrupos

analisados para essas variaveis permaneceram pareados por idade e género.

A USQ foi realizada sempre pelo mesmo examinador e no mesmo aparelho
DBM Sonic Bone Profiler, modelo BP01, IGEA Clinical Biophisics, Carpi, Modena,
Itdlia. Os parametros que avaliam o status 6sseo foram medidos segundo o protocolo
padrdo do fabricante, na extremidade distal da diafise das falanges proximais da méo
ndo dominante, nos dedos de Il a V. O equipamento forneceu automaticamente as
medidas da velocidade do som amplitude dependente (AD-SoS - amplitude dependent
speed of sound) e do tempo de transmissdo 6ssea (BTT - bone transmission time), que
foram expressas em escores-Z para idade e altura, a partir de curvas de referéncia
contidas no software do aparelho. Essas curvas de referéncia foram construidas com
dados de 3044 individuos italianos sadios de 2 a 21 anos de idade, de ambos os
géneros. Os coeficientes de variacdo das medidas foram calculados como descrito por
Bonnick et al.*? e os valores encontrados foram de 0,56% para a AD-SoS e de 2,30%
parao BTT.

O termo “status mineral 6sseo”, j& empregado por outros autores*?, foi utilizado
para descrever a saude dssea avaliada tanto pela DXA quanto pela USQ, ja que essa
ultima n&o avalia apenas a massa ou a densidade 6ssea, mas também outros parametros
relacionados a qualidade 0ssea. O individuo foi considerado como tendo baixo status
mineral 6sseo quando a medida era menor ou igual a -2 desvios-padrdo, em qualquer

dos dois métodos, como ja utilizado anteriormente™.
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Andlise estatistica

As variaveis quantitativas foram descritas como meédia e desvio-padrdo (DP)
quando tinham distribuicdo normal e mediana e intervalo interquartil (IQR=Q3-Q1)
quando ndo tinham distribuicdo normal. A normalidade das variaveis foi verificada pelo
teste de Shapiro Wilk. As comparagdes das varidveis quantitativas foram realizadas
pelos testes T de Student (quando tinham distribuicdo normal) e teste de Mann Whitney
(distribuicdo ndo normal). O teste T univariado foi utilizado para comparar médias dos

escores-Z com populacgdes de referéncia.

As varidveis qualitativas foram expressas em frequéncias absolutas e
porcentagem. As comparacdes entre 0s grupos foram realizadas pelo teste Qui-quadrado
de Pearson Assintético (20% dos valores esperados estavam entre 1 e 5 e 80% maiores
ou iguais a 5).

Para andlise de associagdo entre as varidveis quantitativas do estudo, utilizou-se
o teste de correlacdo de Pearson quando as varidveis tinham distribuicdo normal e o

teste de correlacdo de Spearman quando nao tinham distribuicdo normal.

Para se estimar o valor de uma variavel quantitativa em funcdo de outra utilizou-
se 0 modelo de regressédo linear simples. Tomou-se o cuidado de ndo utilizar no modelo
ajustado os dados da crianca para a qual a estimativa seria obtida. Calculou-se o escore-
Z da medida estimada pela férmula: escore-Z = medida estimada - média populacional
da medida / DP.

Para andlise de concordancia entre os métodos de densitometria e
ultrassonografia no diagnostico de baixo status mineral 6sseo foi utilizado o indice
Kappa. Finalmente, para medir o poder da ultrassonografia em discriminar esses
individuos, considerando a densitometria 0 método padrdo-ouro, utilizou-se a curva

ROC (receiver operating characteristic curve).

O nivel de significancia utilizado foi de 0,05. Toda a analise estatistica foi

realizada no software SPSS, versao 20.0.
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Aspectos éticos

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (COEP) da UFMG. Os
participantes foram incluidos no estudo somente mediante concordancia e assinatura do
termo de consentimento por parte do responsavel e do proprio paciente, conforme a
idade.

Resultados
Caracterizacéo do grupo DGH e compara¢do com grupo controle

Um total de 37 criancas e adolescentes com diagndstico de DGH classica, em
reposicdo hormonal adequada e com idades entre quatro e 20 anos incompletos, faziam
acompanhamento regular na divisdo de Endocrinologia Pediatrica do HC-UFMG, a
época do estudo e foram recrutados. Uma adolescente de 13 anos de idade teve que ser
excluida da amostra por fazer uso de medicacdo anti-convulsivante interferente do
metabolismo 0sseo. Dessa forma, 36 pacientes com DGH foram comparados com 45

individuos sadios, totalizando 81 participantes no estudo.

Entre os 36 pacientes com DGH, 27 eram do sexo masculino e a média de idade
foi de 12,3 £ 4,3 anos, variando de 4 a 19 anos. A idade média de inicio do GH foi de
7,86 = 4,79 anos. A mediana do tempo de uso do GH foi de 3,70 (IQR: 4,60) anos.
Dezenove pacientes (52,8%) ainda apresentavam altura abaixo do -2 DP para a idade a
época do estudo e vinte e oito (77,8%) apresentavam uma ou mais deficiéncias
hormonais hipofisarias, além da DGH e estavam recebendo terapia de reposicdo
adequada, conforme critério de inclusdo. Vinte e seis tinham diagndstico de
hipotireoidismo, 21 de hipocortisolismo, 7 de hipogonadismo e 3 de diabetes insipidus.
Os outros oito pacientes com DGH isolada tinham alteracdo de sela turcica a
ressonancia magnetica de cranio, evidenciando hipofise hipoplésica e neuro-hipofise
ectdpica. Do total, trinta e um pacientes (86,1%) tinham hipopituitarismo congénito, 0s
outros cinco restantes apresentavam a forma adquirida da doenca, secundaria a remogéo
cirurgica de lesdo no sistema nervoso central (craniofaringioma, meduloblastoma ou

adenoma) (anexo 9).
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Foram realizadas anélises comparativas das principais variaveis estudadas entre
os participantes com DGH isolada e aqueles com hipopituitarismo. Como ndo houve
diferenca entre os dois grupos, o restante das analises foi realizado levando-se em

consideracdo o grupo total de pacientes.

Quando foram realizadas comparacfes entre o grupo com DGH e o grupo
controle, ndo houve diferenca significativa em relacdo a idade (p=0,939) e género
(p=0,221), mostrando um pareamento adequado. Os pacientes com DGH eram
significativamente mais baixos para a idade em relacdo ao grupo controle (p<0,0001) e
a idade Ossea era significativamente mais atrasada (p=0,049). Os demais parametros
sociodemogréficos (raca e classe socioecondémica) e antropométricos (peso, escore-Z do

IMC para idade e estadio puberal) ndo diferiram entre os dois grupos (tabela 1).

Tabela 1: Comparacdo dos parametros sociodemograficos e antropométricos entre 0s
grupos DGH e controle.

Parametros DGH n=36 Controle n=45 Valor p
Idade (anos)” 12,3+43 122+4,1 0,939 (1)
Idade altura (anos)* 96+35 123+4,1 0,003 (1)
Idade Gssea (anos)* 9,2 (7,8) 11,5 (7,5) 0,049 (2)
Género**

Feminino 9 (25,0) 17 (37,8) 0,221 (3)
Masculino 27 (75,0) 28 (62,2)

Classe socioecondmica**

A2+ Bl +B2 12 (33,3) 22 (48,9) 0,159 (3)
Cl1+C2+D 24 (66,7) 23 (51,1)

Raca**

Branca 9 (25) 13 (28,9) 0,696 (3)
N&o Branca 27 (75) 32 (71,1)

Dados antropométricos

Peso (Kg)* 39,9+137 355+13.2 0,149 (1)
Altura (cm)* 136,2 + 20,8 149,2 + 20,5 0,006 (1)
Altura (2)* -1,93+ 1,69 0,12 £ 0,92 <0,0001 (1)
IMC (2)* -0,04+15 -0,49 +0,78 0,107 (1)
Estadio puberal (Tanner)**

1 20 (55,6) 16 (35,6) 0,198 (3)
2-3 6 (16,7) 11 (24,4)

4-5 10 (27,8) 18 (40,0)

DGH: Deficiéncia de hormonio do crescimento; IMC: indice de massa corporal.

#Valores expressos em média e desvio-padro; (1) Teste T;

* Valores expressos em mediana e intervalo interquartil; (2) Teste de Mann Whitney;

**Valores expressos em nimero e porcentagem; (3) Teste Qui-quadrado de Pearson Assintético.
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Os participantes do grupo DGH consumiam, em média, quantidade diaria
significativamente mais baixa de calorias (p=0,004) e de calcio (p=0,016) por dia, em
relacdo aos controles da mesma idade. O consumo de célcio supriu, em média, apenas
50,8% (variando de 22,5 a 167,2%) da RDA de célcio nestes pacientes e 74,6%
(variando de 17,1 a 215,6%) nos controles. O consumo de calcio permaneceu baixo
entre os membros do grupo DGH e comparativamente aos controles, mesmo quando foi
calculada a RDA para a idade altura (tabela 2). Apenas 25% dos doentes e 42% dos

controles tinham ingestdo de célcio adequada, isto é, maior ou igual & EAR.

Quanto aos habitos de exposi¢do solar, ambos os grupos ndo diferiram quanto as
horas por semana de exposi¢do ao sol (p=0,527) e 97,2% dos individuos com DGH e
86,7% dos controles tiveram exposicdo ao sol considerada suficiente. Os dois grupos
tiveram escore de protecao solar insuficiente, mas os pacientes com DGH se protegiam
mais (p=0,001) (tabela 2).

A maioria dos participantes do estudo foi considerada sedentaria pelo escore
médio obtido pelo questionario de atividade fisica (< 3): 97% dos pacientes com DGH e
83,3% dos controles eram sedentarios. O grupo com DGH teve um escore
significativamente mais baixo do que o grupo controle (p=0,004). Ambos 0s grupos ndo
diferiram em relacdo ao tempo gasto por dia em atividades sedentarias (p=0,700) e
permaneciam aproximadamente trés horas por dia na TV, computador e videogames
(tabela 2).

Tabela 2: Comparacdo dos parametros referentes a ingestdo alimentar e aos habitos de
exposicdo solar e de atividade fisica entre individuos com DGH em tratamento e o
grupo controle, pareado por idade e género.

Parametros DGH n=36 Controle n=45 Valor p

Calorias (Kcal/dia)* 1619,11 (640,10) 2153,57 (1486,34) 0,004 (2)
Ingestdo de calcio (mg/dia)* 657,06 (418,76) 885,25 (428,28) 0,016 (2)
% RDA de célcio para idade* 50,88 (44,7) 74,68 (37,30) 0,016 (2)
% RDA de célcio para idade altura* 54,98 (31,40) 74,69 (34,20) 0,022 (2)
Exposicao ao sol (horas/semana)* 13,00 (13,00) 13,00 (12,00) 0,527 (2)
Escore de protecéo solar” 2,99 + 0,69 2,49 £ 0,60 0,001 (1)
Escore de atividade fisica” 2,03+0,45 2,45+0,70 0,004 (1)
Atividades sedentarias (horas/dia)* 3,25 (3,00) 3,00 (3,00) 0,700 (2)

DGH: Deficiéncia de horménio do crescimento; RDA: ingestéo dietética recomendada®.

# Valores expressos em média e desvio-padro; (1) Teste T; * Valores expressos em mediana e intervalo interquartil; (2) Teste de
Mann Whitney.
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N&o houve diferenca na incidéncia relatada de fratura entre os dois grupos: DGH
(16,7%) e controle (20%) (p=0,701). Nao houve relato de fratura secundaria a trauma de

baixo impacto.

Em relacdo aos exames laboratoriais, ndo houve diferenca entre as concentracfes
de célcio total, fosforo, magnésio, fosfatase alcalina, ureia, creatinina, T4 livre, 25-OH
vitamina D e PTH entre os dois grupos. As concentragdes de IGF-1 foram

significativamente mais baixas nos doentes (p=0,007) (tabela 3).

Tabela 3: Comparagdo dos parametros bioquimicos entre os individuos com DGH em
tratamento e o grupo controle, pareado por idade e género.

Parametros DGH n=36 Controle n=45 Valor p

Calcio total (mg/dL)” 9,95+ 0,36 9,83+£0,34 0,146 (1)
Fésforo (mg/dL)” 531+0,55 5,17 £ 0,80 0,369 (1)
Magnésio (mg/dL)* 2,00 £ 0,17 2,00+ 0,16 0,928 (1)
Fosfatase alcalina (U/L)" 211,78 + 60,48 202,53 + 87,40 0,591 (1)
Ureia (mg/dL)" 23,69+ 7,78 25,07 +5,2 0,346 (1)
Creatinina (mg/dL)* 0,56 (0,17) 0,55 (0,27) 0,280 (2)
IGF-1 (ng/mL)* 233,90 (269) 336,00 (227) 0,007 (2)
T4 livre (ng/dL)* 1,15+ 0,26 1,20+0,18 0,266 (1)
25-OH vitamina D (ng/mL)* 23,00 (11,00) 26,00 (10,0) 0,458 (2)
PTH (pg/mL)* 51,30 (23,20) 42,90 (29,20) 0,425 (2)

DGH: deficiéncia de horménio do crescimento; IGF-1: fator de crescimento insulina-simile tipo 1; PTH: paratormédnio.
# Valores expressos em média e desvio-padréo; (1) Teste T;

* Valores expressos em mediana e intervalo interquartil; (2) Teste de Mann Whitney.

A mediana da 25-OH vitamina D foi de 23,0 ng/mL (variou de 13 a 52) no grupo
com DGH, sendo que oito pacientes (22,2%) eram deficientes, dezoito (50%)
apresentavam concentracOes insuficientes e apenas 10 (27,8%) eram suficientes em
relacdo a vitamina. A proporcédo de individuos deficientes, insuficientes e suficientes no
grupo controle (17,8%, 46,7% e 35,6%, respectivamente), foi similar ao grupo com
DGH (p=0,768).

Encontrou-se correlagdo positiva significativa entre horas por semana de
exposicdo solar e as concentragdes séricas de 25-OH vitamina D, entre todos os
participantes do estudo (r=0,279; p=0,012). Também foi encontrada correlagdo positiva

significativa entre o escore de atividade fisica e as horas por semana de exposi¢do ao sol



88

(r=0,255; p=0,026) e as concentracdes séricas de 25-OH vitamina D (r=0,258; p=0,025)

nessa mesma amostra.

N&o houve associacdo entre as concentracbes de 25-OH vitamina D e as

concentracdes de IGF-1 entre os pacientes com DGH (r=0,056; p=0,747).

Em relacdo aos achados da DXA, os pacientes com DGH apresentaram medias
de CMO CTsc e CMO CTsc Z idade significativamente menores em relacdo aos
controles (p=0,022 e <0,0001, respectivamente). J& a DMOv CL e 0 CMO CTsc Z
altura ndo foram diferentes entre os dois grupos (tabela 4 e figura 1). O grupo controle
apresentou médias de CMO CTsc para a idade e para a altura significativamente
menores do que as respectivas médias da populacdo de referéncia disponibilizada pelo
software da DXA (-0,35 £ 0,94; p=0,026 e -1,02 + 0,87; <0,0001, respectivamente).

A composicao corporal dos dois grupos ndo diferiu, com massa magra corporal
(MMCT) e porcentagem de gordura corporal total (% GCT) semelhantes (tabela 4).

Tabela 4: Comparacdo dos parametros medidos pela DXA entre os grupos DGH e
controle, pareados por idade e género.

Parametros DGH (n=36) Controle (n=45) Valor p
DMOv CL(g/cm®)* 0,1 (0,02) 0,1 (0,03) 0,348 (2)
CMO CTsc (g)* 754,03 (491,87) 912,07 (662,96) 0,022 (2)

CMO CTsc Z idade®  -1,62+1,08(n=30)  -0,35+0,94 (n=38)  <0,0001 (1)
CMO CTsc Z altura®  -0,63 +1,04 (n=26)  -1,02+0,87 (n=40) 0,109 (1)
MMCT (g)* 24.335,7 £10.429,3  27.917,1+10.644,7 0,136 (1)
% GCT (%)* 26,8 (16,9) 26,4 (11,8) 0,206 (2)

DXA: densitometria 6ssea; DGH: deficiéncia de hormonio do crescimento; DMOv CL: densidade mineral 6ssea volumétrica
estimada da coluna lombar; CMO CTsc: conteido mineral 6sseo de corpo total sem a cabeca; MMCT: massa magra corporal total;
% GCT: porcentagem de gordura corporal total.

# Valores expressos em média e desvio-padréo; (1) Teste T;

* Valores expressos em mediana e intervalo interquartil; (2) Teste de Mann Whitney.
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Figura 1: CMO CTsc Z idade (a esquerda) e CMO CTsc Z altura (a direita), avaliados
pela DXA, dos grupos DGH e controle, pareados por idade e género.

Os valores de AD-SoS e BTT medidos pela USQ de falanges foram
significativamente menores no grupo DGH em relagdo ao grupo controle (p=0,001 e
0,029, respectivamente). O mesmo ocorreu quando se comparou o0s escores-Z da AD-
SoS e do BTT para a idade, entre os dois grupos (p<0,0001). Em contrapartida, quando
foi realizado ajuste para a altura, ambas as varidveis ndo apresentaram diferenca entre 0s
grupos (tabela 5 e figuras 2 e 3). O grupo controle apresentou médias de AD-SoS Z
idade, AD-SoS Z altura, BTT Z idade e BTT Z altura significativamente maiores do que
as respectivas médias da populacdo de referéncia disponibilizada pelo software da USQ
de falanges (0,88 £ 1,23; 0,84 + 1,13; 0,40 + 0,96; 0,39 + 0,97, respectivamente; p<0,05

para todos 0s parametros).

Tabela 5: Comparacdo dos parametros medidos pela USQ de falanges entre 0s grupos
DGH e controle, pareados por idade e género.

Parametros DGH n=36 Controle n=45 Valor p
AD-SoS (m/s)* 1925,00 (92,00) 1982,00 (150,00) 0,001 (2)
AD-S0S Z idade” -0,76 £1,40 0,88+ 1,23 <0,0001 (1)
AD-SoS Z altura* 0,00 (1,00) 1,00 (2,00) 0,112 (2)
BTT (us)* 0,94 (0,33) 1,14 (0,57) 0,029 (2)
BTT Z idade” -0,84 £1,44 0,40 + 0,96 <0,0001 (1)
BTT Z altura” 0,41 + 1,05 0,39 + 0,97 0,895 (1)

USQ: ultrassonografia 6ssea quantitativa; DGH: deficiéncia de hormdnio do crescimento; AD-SoS: velocidade do som amplitude
dependente; BTT: tempo de transmissdo 0ssea.

# Valores expressos em média e desvio-padrdo; (1) Teste T; * Valores expressos em mediana e intervalo interquartil; (2) Teste de
Mann Whitney.
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Figura 2: AD-SoS Z idade (a esquerda) e AD-SoS Z altura (a direita), avaliados pela
USQ de falanges, dos grupos DGH e controle, pareados por idade e género.
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Figura 3: BTT Z idade (a esquerda) e BTT Z altura (a direita), avaliados pela USQ de
falanges, dos grupos DGH e controle, pareados por idade e género.

Correlacdo entre parametros clinico-laboratoriais e as variaveis densitométricas e
ultrassonograficas nos pacientes com DGH

Encontrou-se uma correlagdo negativa significativa entre idade de inicio do GH
e 0 CMO CTsc Z idade medido pela DXA (r=-0,577; p=0,001) e o AD-SoS Z idade (r=
-0,448; p=0,007) e 0 BTT Z idade (r=-0,614; p<0,0001) medidos pela USQ de falanges.
Houve uma correlagdo positiva significativa entre o tempo de tratamento com GH e o
CMO CTsc Z idade medido pela DXA (r=0,531; p=0,003) e 0 BTT Z idade medido pela
USQ de falanges (r=0,411; p=0,014). N&o foi encontrada associacdo entre a idade de
inicio do GH e o tempo de tratamento com as variaveis densitométricas e

ultrassonograficas ajustadas para a altura (CMO CTsc Z altura, AD-SoS Z alturae BTT
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Z altura). N&o houve associacao entre o numero de deficiéncias hormonais e qualquer

variavel medida pela DXA ou pela USQ de falanges.

Uma correlacdo positiva significativa foi encontrada entre ingestdo de calcio
(porcentagem da RDA) e CMO CTsc Z idade (r= 0,375; p=0,04), AD-SoS Z idade
(r=0,340; p=0,046) e BTT Z idade (r=0,462; p=0,005) nos pacientes com DGH. Nao
houve associacdo entre a ingestdo de calcio e as medidas densitométricas e

ultrassonograficas ajustadas para a altura.

N&o houve associacdo entre habitos de exposicdo ao sol ou pratica de atividade
fisica e as variaveis densitométricas e ultrassonograficas. O mesmo ocorreu entre as
concentragdes sericas de 25-OH vitamina D e as medidas 6sseas. As concentracdes de
vitamina D ndo foram diferentes entre pacientes com medidas menores ou iguais a -2

DP, entre -2 e -1 DP e maiores que -1 DP na densitometria e na ultrassonografia.

Desempenho da USQ de falanges em relacdo a DXA

Para avaliar o desempenho da USQ de falanges em relacdo a DXA, testes de
correlagdo, concordéancia e a curva ROC foram realizados, inicialmente, nos grupos
DGH e controle separadamente e, em seguida, incluindo todos os participantes do
estudo. Como todas essas analises apresentaram o0 mesmo padrdo, optou-se por

apresentar essa Ultima, com a maior amostra.

Observou-se uma forte correlacdo positiva entre os resultados das varidveis
ultrassonograficas AD-SoS e BTT (r=0,905; p<0,0001).

Observou-se, também, uma forte associacdo positiva entre os valores absolutos
de CMO CTsc medidos pela DXA e os valores de AD-SoS e BTT medidos pela USQ
de falanges (r=0,784; p<0,0001 e r=0,898; p<0,0001, respectivamente) (figura 4).
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Figura 4: Correlacdo entre os valores absolutos de CMO CTsc medidos pela DXA e de
AD-SoS e BTT medidos pela USQ de falanges, em todos os participantes do estudo.

Correlacdo positiva significativa também foi encontrada em relacdo a essas

mesmas variaveis padronizadas para idade e altura, embora com menor intensidade:
e 1=0,633; p<0,0001, entre CMO CTsc Z idade e AD-SoS Z idade;
e r=0,786; p<0,0001, entre CMO CTsc Z idade e BTT Z idade;
e 1=0,366; p=0,002, entre CMO CTsc Z altura e AD-SoS Z altura;

e r=0,597; p<0,0001, entre CMO CTsc Z alturae BTT Z altura.

Apesar da elevada correlacdo entre as variaveis da DXA e da USQ de falanges,
ndo foi encontrada concordancia entre os dois métodos no diagnostico de baixo status
mineral 6sseo. Do total de oito individuos com CMO CT Z altura < -2 DP pela DXA,
nenhum foi identificado pela USQ de falanges (tinham AD-SoS e BTT maiores que -2
DP) (Kappa: -0,028; p=0,708).

Para testar se a ndo concordancia ocorreu por caracteristicas intrinsecas de cada
método, ou por diferencas nas populacfes de referéncia utilizadas por cada um deles,
optou-se por ajustar as variaveis estudadas a uma unica populacdo de referéncia. Para
isso, um modelo de regressdo linear simples foi ajustado e estimou-se a variavel
densitométrica (CMO CTsc) a partir da variavel ultrassonografica (AD-SoS ou BTT).

Em seguida, um novo escore-Z foi calculado para essa medida estimada, utilizando-se a
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populagéo de referéncia norte-americana, disponibilizada no software da DXA. Dessa
forma, um novo teste de concordancia foi realizado entre os dois métodos com todos o0s

escores-Z obtidos da mesma populacgéo de referéncia.

Ap0s esse ajuste, houve uma concordancia fraca, mas significativa, entre DXA e
USQ de falanges no diagndéstico de baixo status mineral dsseo para altura, utilizando a
medida ultrassonografica AD-SoS (Kappa: 0,289; p=0,005) (tabela 6).

Tabela 6: Concordancia entre DXA (CMO CTsc) e USQ de falanges (AD-SoS) na
identificagdo de individuos com baixo status mineral dsseo (escore Z < -2 DP).

i AD-SoS Z ALTURA
VARIAVEIS
<-2DP >-2DP TOTAL
<-2DP 6 2 8
CMO CTsc
7 ALTURA > -2 DP 15 43 58
TOTAL 21 45 66

DXA: densitometria 6ssea; CMO CTsc: conteido mineral 6sseo de corpo total sem a cabega; USQ: ultrassonografia dssea
quantitativa; AD-SoS: velocidade do som amplitude dependente.

Utilizando o BTT, a concordancia foi moderada e, dos oito individuos
identificados pela DXA, sete também o foram pela USQ de falanges. Além disso, outros

doze foram diagnosticados apenas pela USQ (Kappa: 0,419; p<0,0001) (tabela 7).

Tabela 7: Concordancia entre DXA (CMO CTsc) e USQ de falanges (BTT) na
identificacdo de individuos com baixo status mineral 6sseo (escore Z < -2 DP).

] BTT Z ALTURA
VARIAVEIS
<-2DP >-2DP TOTAL
<-2DP 7 1 8
CMO CTsc
Z ALTURA >-2DP 12 46 58
TOTAL 19 47 66

DXA: densitometria 6ssea; CMO CTsc: conteido mineral 6sseo de corpo total sem a cabega; USQ: ultrassonografia 6ssea
quantitativa; BTT: tempo de transmissdo ossea.
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A andlise das curvas ROC, realizada ap0s ajuste das populacGes de referéncia,
mostrou que os parametros ultrassonograficos AD-SoS e BTT tiveram um elevado
poder para discriminar individuos com baixo status mineral 6sseo daqueles com status

mineral 6sseo normal pela DXA (tabela 8 e figura 5).

Tabela 8: Area sob a curva (ASC) e intervalo de confianca de 95% (IC 95%) dos
parametros ultrassonograficos AD-SoS e BTT.

Parametros ASC IC 95%
AD-SoS Z altura 0,845 0,727-0,963
BTT Z altura 0,916 0,833-0,999

AD-So0S: velocidade do som amplitude dependente; BTT: tempo de transmissdo dssea.

1,0

= = =AD-S05 Z ALTURA
—FBTT Z ALTURA
i Linha de referéncia
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0,2

00— ~— 7 ~— [ Ty T T
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Figura 5: Curvas ROC avaliando o desempenho diagndstico dos parametros
ultrassonograficos AD-SoS e BTT em relagdo a DXA, considerada padrao-ouro.
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Uma AD-SoS Z altura < -2 DP identificou os casos diagnosticados pela DXA
com sensibilidade de 75% e especificidade de 74,1%. Utilizando esse mesmo ponto de
corte, 0 BTT apresentou sensibilidade de 87,5% e especificidade de 79,3%. Adotando-
se 0 ponto de corte de -1,3 DP para ambos os parametros ultrassonogréficos, 100% dos
casos foram identificados, com uma especificidade de 60,3% para a AD-SoS e de 69%
parao BTT.

Discussao

Nossos resultados demonstraram que criancas e adolescentes com DGH, em
tratamento com GH (mediana do tempo de uso de 3,7 anos), tinham baixo CMO CTsc
em relacdo a individuos sadios da mesma idade, possivelmente devido a baixa estatura.
Quando foi feito ajuste para o tamanho dos pacientes, calculando-se o escore-Z do
CMO CTsc para a altura, a massa 6ssea medida pela DXA n&o apresentou diferenga. As
varidveis ultrassonograficas (AD-SoS e BTT) mostraram 0 mesmo padrdo, com

semelhanca entre os grupos apos ajuste feito para a altura.

O estudo do CMO CTsc para altura ndo fornece rigorosamente a densidade
volumétrica do 0sso, mas é a avaliacdo densitométrica disponivel e recomendada em
criancas e adolescentes com distirbios do crescimento®. No presente estudo, ndo foi
encontrada diferenca na DMOV estimada da coluna lombar entre o grupo DGH e o0s
controles, sugerindo que a densidade do corpo total também seja normal. Dois estudos
recentes também detectaram que o CMO de corpo total das criancas com DGH foi
comparavel ao dos controles ap6s correcdo para a altura, mas as criangas nao tinham
iniciado o tratamento com GH® *°. Um deles encontrou que o CMO para altura diminuiu
durante os dois primeiros anos de tratamento com o GH, provavelmente pelo aumento
da taxa de remodelagéolo. Com esses achados podemos pressupor que a doenga nédo
afeta 0 CMO para a altura, que no inicio do tratamento o GH pode inclusive diminui-lo,
com recuperacdo em seguida. Entretanto, Ekbote et al.’, encontraram resultado
discordante, com baixo CMO de corpo total (média do escore-Z abaixo de -2 DP) nas
criangas com DGH antes do inicio do tratamento, que persistiu mesmo apos ajuste para
idade altura, idade Ossea, area 0ssea e massa magra. Esse estudo avaliou um grupo de

criangas indianas com DGH e deficiéncias nutricionais importantes, como
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hipovitaminose D, hipocalcemia e hiperparatireoidismo secundario, o que pode ter sido

a causa da diferenca encontrada.

As variaveis medidas pela USQ de falanges sofrem pouca influéncia da largura
do 0ss0*. Entretanto, em concordancia com nossos achados, alguns autores j4 relataram
que as variaveis ultrassonogréficas, assim como ocorre com as medidas da DXA, se
correlacionam com a estatura e que a interpretacdo das mesmas também deve ser feita
com cautela, levando-se em consideracdo essa correlacio® *. Isso provavelmente ocorre
porque as variaveis ultrassonograficas ndo refletem puramente a densidade (que se
mantém relativamente constante até a puberdade)®®, mas também a geometria,
microarquitetura e elasticidade, outros indicadores de resisténcia 6ssea'® ** . A
geometria dGssea, por exemplo, sofre influéncia da altura, ja que o esqueleto vai se
adaptando as forcas biomecanicas aplicadas sobre ele, com o crescimento™.

Até o momento, apenas dois estudos avaliaram a saude déssea de criangas com
DGH utilizando a USQ® 8. Ambos encontraram AD-SoS e BTT, ajustados para altura e
idade Ossea, significativamente reduzidos em relacdo aos controles saudaveis. Essa
discordancia com nossos achados pode ter ocorrido devido a diferencas na populagédo
estudada, pois ambos os estudos incluiram na analise criangas que nunca fizeram uso do
GH, além de criancas ja em tratamento. Com nossos dados, poderiamos especular que a
qualidade e estrutura d6sseas avaliadas pela USQ de falanges estdo deterioradas pela
doenca e melhoram com o tratamento, justificando o achado de normalidade em
pacientes com mediana de uso do GH de 3,7 anos.

Foi possivel perceber que nosso grupo controle, constituido por criangas e
adolescentes sadios, apresentou CMO CTsc para idade e para altura reduzidos em
relacdo a populacdo de referéncia disponibilizada pelo software da DXA. Alguns
individuos, inclusive, apresentaram escore-Z menor que -2 DP. Isso pode ter acontecido
pelo fato da curva de referéncia utilizada ter sido construida com dados obtidos de
criancas norte-americanas, com aspectos genéticos e ambientais que podem diferir da
nossa populacdo®. Em contrapartida, esse mesmo grupo controle apresentou melhor
status mineral 6sseo medido pela USQ de falanges quando comparado com a populagéo
de referéncia disponibilizada pelo software desse aparelho, construida com dados de
criancas italianas®’. Um estudo brasileiro, que avaliou grande nimero de criancas e
adolescentes sadios, também encontrou medidas ultrassonogréficas melhores em relacéo

a essa populagéo38. Sabemos que a aquisi¢do de massa 6ssea estd sob forte controle
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233 1ss0

genético, além de ser influenciada por fatores ambientais modificaveis
demonstra a importancia de utilizarmos curvas de referéncia apropriadas, obtidas com
criancas e adolescentes da mesma populacdo de origem, com raca e habitos de vida
semelhantes. A comparagdo do nosso grupo de pacientes com essas referéncias
internacionais poderia ter nos levado a interpretagdes equivocadas, com classificagéo de
individuos com massa 6ssea adequada como doentes ou vice e versa. Para evitar erros
diagnosticos, curvas de referéncia com grande nimero de criancgas e adolescentes sadios

brasileiros devem ser construidas.

Em concordancia com nossos achados de normalidade nos exames de
densitometria e ultrassonografia 6sseas, ndo encontramos maior incidéncia de fraturas
nas criancas com DGH, em tratamento, em relacdo aos controles. A incidéncia obtida
foi, inclusive, semelhante a relatada para a faixa etaria pediatrica (cerca de 180 fraturas
para cada 10.000 criancas por ano)*. Muitos estudos tém relatado uma incidéncia
aumentada de fraturas em adultos com DGH, sendo que a maioria dos participantes

4L 42 Nossa

desses estudos apresentam multiplas deficiéncias hormonais pituitarias
amostra também era composta por pacientes com hipopituitarismo, mas todos estavam
em reposi¢do hormonal adequada. Além disso, estudos avaliando a incidéncia de
fraturas em adultos ndo podem ser extrapolados para as criancas e, na faixa etaria
pediatrica, os relatos sdo escassos e com nimero limitado de pacientes*. Apesar dos
nossos pacientes com DGH nao mostrarem fragilidade dssea no presente, a aquisi¢do de
um PMO adequado ndo esta garantida e ainda existe o risco de fragilidade dssea futura,
0 que deve ser uma preocupagao constante e real.

A menor idade ao inicio do GH e a maior duracdo do tratamento foram
associadas a melhor status mineral ésseo para idade, em concordancia com o relato de
Mussa et al.®, mas é provavel que esses achados estejam relacionados ao ganho em
altura. Ndo conseguimos demonstrar correlacdo entre essas variaveis e as medidas
Osseas ajustadas para a altura, mas a grande variabilidade da populacdo doente e o
pequeno numero de individuos prejudicou essa andlise, inviabilizando conclusbes

definitivas.

No presente estudo a ingestdo de calcio observada foi inadequada para a maioria
dos participantes, mas foi pior no grupo com DGH. Ingestdo deficiente de calcio tem
sido citada em diversos trabalhos em criancas e adolescentes saudaveis**®. Um estudo

brasileiro em criangas entre 2 e 6 anos mostrou ingestdo inadequada em até 45% das
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criancas com mais de 4 anos®. Outro estudo feito em S&o Paulo com adolescentes e
adultos demonstrou ingestao de calcio inadequada em 70% dos participantes e a menor

ingestdo foi associada & menor renda familiar e nivel educacional®®

. Os pacientes com
DGH tinham classificagdo socioecondémica semelhante ao grupo controle e a ingestdo
permaneceu deficiente mesmo ap6s ajuste para a idade altura. Uma possivel explicagdo
para a menor ingestdo de célcio seria o fato da DGH levar a uma diminuicdo do
apetite’, o que justificaria também a menor ingestdio de calorias nesse grupo.
Teoricamente, entretanto, o tratamento com GH seria capaz de reverter o problema*’, o
que ndo ocorreu com a dose de GH, aparentemente adequada, utilizada pelos pacientes.

Observou-se, também, elevada prevaléncia de hipovitaminose D em ambos o0s
grupos, mas sem diferenca significativa entre eles. Entretanto, a prevaléncia encontrada
ndo diferiu da relatada em estudos com adolescentes brasileiros*® *8. No Brasil, ndo
existe o habito de ingestdo de alimentos ricos em vitamina D, como salméo, sardinha e
cogumelos e a fortificacdo de produtos alimenticios ndo é obrigatdria. Com isso, a
principal fonte da vitamina é a sintese na pele, mediada pela exposicdo & luz do sol“.
No presente estudo encontramos que, de maneira geral, os individuos que tinham o
habito de praticar mais atividade fisica se expunham mais ao sol e possuiam
concentracdes séricas mais elevadas de vitamina D. O habito de exposicdo solar foi
considerado suficiente entre 0s participantes da pesquisa, com média muito superior aos
15-20 minutos diarios recomendados* e o escore de protecéo solar foi baixo, o que foi
contraditério com o achado de alta prevaléncia de hipovitaminose D nos dois grupos,
avaliada pelas concentracGes séricas de 25-OH vitamina D. Dentre as possiveis
explicacbes, as mais provaveis seriam a inadequacdo do método para avaliacdo da
exposicdo solar ou dos valores de referéncia para definicdo de hipovitaminose D. Na
realidade, existe muita controvérsia em relacdo ao ponto de corte que define a
hipovitaminose. Segundo o I0M, um nivel sérico de vitamina D de 20 ng/mL supre as
necessidades de 97,5% da populag51021. Seguindo essa referéncia, 77,8% das criangas
com DGH e 82,2% dos controles teriam concentragdes satisfatorias da vitamina (> 20
ng/mL) e ndo 27,8 e 35,6%, respectivamente, seguindo o ponto de corte para suficiéncia
da Endocrine Society (> 30 ng/mL)*".

Foi observado que as criancas e os adolescentes com DGH que consumiam
maior quantidade de calcio tiveram melhor status mineral dsseo para idade tanto pela

DXA quanto pela USQ de falanges, embora ndo tenha sido encontrada associacdo entre
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as concentracOes séricas de 25-OH vitamina D e as medidas 6sseas. Nem sempre se
consegue estabelecer uma relacdo entre parametros modificaveis no curto prazo com
parametros 0sseos, mais estaveis e as concentracGes de 25-OH vitamina D medidas
podem ndo refletir o status da vitamina ao longo do tempo. Como a grande maioria dos
pacientes tinha ingestdo de célcio bem abaixo da recomendada, mesmo aqueles com
niveis considerados adequados de vitamina D poderiam ter prejuizo na aquisicdo de
massa 6ssea. O calcio € um importante componente estrutural do 0sso, necessario para
se adquirir uma massa 6ssea adequada. J& a vitamina D é necesséria para uma absor¢do
adequada de calcio, que atenda as necessidades da crianca em crescimento®. Em
criancas e adolescentes com DGH, em tratamento com GH, a velocidade de crescimento
é acelerada e a elevada aquisicdo de massa 6ssea demanda uma elevada taxa de
deposicao mineral. Com isso, as necessidades de célcio e vitamina D estdo aumentadas,
fazendo com que uma nutricdo adequada seja muito importante. Em concordancia com
nossos achados, Ekbote et al.>*, em estudo piloto experimental, randomizado e
controlado, relataram que a suplementacdo de célcio e vitamina D, em associacdo a
terapia com GH, em criangas com DGH e deficiéncias nutricionais, teve o potencial de
aumentar o ganho de massa 6ssea ajustado para a altura, sendo que esse efeito foi
melhorado com a adi¢do da suplementacdo de zinco. Um estudo anterior ja havia
demonstrado uma melhora similar no ganho de massa 6ssea com a suplementacédo de

célcio durante a terapia com 0 GH™.

Outro ponto relevante referente a vitamina D € a sua relacdo com o IGF-1. Uma
correlagdo positiva tem sido demonstrada em individuos saudaveis®® e o tratamento com
colecalciferol aumentou significativamente as concentragdes circulantes de IGF-1 em
criancas e adultos com deficiéncia da vitamina® °. Parece haver uma associacdo causal
entre vitamina D e IGF-1, embora 0os mecanismos ndo estejam bem estabelecidos. A
vitamina D pode atuar na hipofise, aumentando a sintese do GH, ou mais provavelmente
no figado e localmente nos tecidos periféricos, aumentando a sintese de IGF-1°°. Ameri
et al.> estudaram adultos com DGH em terapia de reposicdo com GH e relataram que
nos pacientes com niveis de vitamina D mais elevados, era necessaria uma dose menor
de GH para manter as concentracdes de IGF-1 dentro da normalidade. No presente
estudo ndo foi possivel calcular o desvio-padréo do IGF-1 para a idade, pela auséncia de
valores de referéncia disponiveis, o que pode ter sido a razdo por ndo ter sido

encontrada uma correlagdo entre as concentracfes séricas de vitamina D e de IGF-1.
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Entretanto, isso nos chama a atencdo para o fato de que concentracGes de vitamina D
insuficientes em criancas com DGH podem ser prejudiciais ndo so para a aquisicao de
massa 0ssea adequada, mas também para a resposta ao tratamento com GH em termos
estaturais. Mais estudos sdo necessarios para elucidar essa questdo, inclusive para tentar

estabelecer o nivel ideal da vitamina nesses pacientes.

Em relacdo a atividade fisica, a populagcdo estudada se mostrou sedentaria. A
atividade fisica é outro fator importante para aquisicdo de massa 6ssea’’ e, de forma
semelhante aos nossos achados, tem sido relatada como baixa no Brasil e no mundo,
pelo maior tempo gasto em atividades sedentarias em ambientes fechados®. Entetanto,
0 grupo com DGH apresentou-se ainda menos ativo. Estudos em adultos com DGH ja
demonstraram que a reposicdo com GH, além de melhorar a composic¢do corporal
aumentando a massa muscular, melhora a capacidade aerébica para o exercicio®.
Nossos pacientes estavam em uso de dose considerada adequada de GH, com niveis de
IGF-1 dentro dos valores de referéncia e, possivelmente, adequados para a idade 6ssea e
a composicdo corporal era normal. Apesar disso, uma menor tolerdncia ao exercicio,
com menor escore de atividade fisica, poderia ocorrer. Outra questdo é que a baixa
estatura na DGH pode fazer com que as criancas e os adolescentes, em particular, se
sintam menos favorecidos e menos aptos a pratica de esportes em relacdo aos individuos

sadios da mesma idade.

Constatamos, portanto, que as criangas e 0s adolescentes com DGH
demonstraram varios comportamentos de risco para a saude 6ssea, embora ndo tenha
sido possivel identificar alteracdes a imagem que sugerissem uma baixa densidade

mineral éssea.

Encontramos uma forte correlacdo entre as varidveis medidas pela DXA e pela
USQ de falanges. Isso demonstra que os dois métodos avaliam caracteristicas 0sseas
que estdo fortemente relacionadas, além de sugerir que a USQ de falanges seja um
método confiavel. Correlacdo positiva significativa ja foi relatada entre AD-SoS medida
pela USQ de falanges e DMO de antebrago medida pela DXA (r=0,66; p<0,000001),

1.5 também

em criancas com doencas genéticas'. Recentemente, Goncalves et a
encontraram uma correlacdo significativa (que variou de 0,59-0,72; p<0,001), entre os
parametros da USQ de falanges e da DXA de corpo total e coluna lombar em pacientes

com hiperplasia adrenal congénita. Um fato que nos chamou a atencdo durante a anélise
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inicial dos dados foi a completa auséncia de concordancia entre os dois métodos no
diagnostico de baixo status mineral dsseo, apesar da elevada correlacdo entre eles. Outro
dado interessante observado foi uma melhor correlacdo entre as varidveis absolutas,
quando comparada com a correlagdo entre as varidveis padronizadas. Dessa maneira,
uma possivel explicacdo para a ndo concordancia inicialmente encontrada foram as
diferentes populacdes de referéncia utilizadas para o calculo dos escores-Z em cada
método, hipotese essa ja levantada por outros autores®. De fato, até mesmo a
concordéncia entre dois aparelhos iguais de DXA pode ser prejudicada se cada um deles
utilizar uma referéncia distinta®. Diante dessa hip6tese, o ajuste das variaveis estudadas
para a mesma populacdo de referéncia mostrou-se oportuno: apds o ajuste, houve uma
concordancia significativa entre as duas técnicas. Percebeu-se ainda, que a concordancia
foi melhor com o uso do BTT do que com o uso da AD-SoS, provavelmente porque a
primeira varidvel, diferentemente da segunda, ndo sofre interferéncias do tecido mole,
sendo mais fidedigna na avaliagdo 6ssea’?. As medidas AD-SoS e BTT foram capazes
de identificar quase todos os casos diagnosticados pela DXA, mas também apontaram
varios outros casos ndo diagnosticados pela mesma. 1sso pode ter ocorrido por
caracteristicas metodoldgicas da USQ de falanges, como, por exemplo, o fato da mesma
prover apenas medidas indiretas do status mineral 6sseo (a velocidade do som e o tempo
de transmissdo Ossea e ndo propriamente a massa 6ssea, como a DXA), ou, ainda, por
realizar a avaliagdo em um sitio dsseo diferente da densitometria, o que poderia, por si
s6, ser causa de discordancia, mesmo intra-método®™ ®2. Uma outra explicacdo, que,

alias, ja foi utilizada por outros autores®® ®

, seria a possibilidade da USQ de falanges
prover informacdo dssea distinta, ou adicional em relagdo a DXA. Dessa forma, um
paciente ja poderia ser identificado pela USQ de falanges, mesmo apresentando massa
6ssea normal pela DXA. Somando-se as analises de correlacdo e concordancia, a curva
ROC confirmou o 6timo desempenho da USQ de falanges na discriminacdo de criancas
e adolescentes com baixa massa 6ssea pela DXA. Apesar de todas essas consideracoes,
na pratica clinica, como as populagdes de referéncia disponiveis para cada metodo sao
diferentes, ndo havera concordancia entre eles e os pontos de corte aqui estabelecidos
pela curva ROC ndo serdo aplicaveis. Entretanto, a uniformizagdo das populacGes de
referéncia foi extremamente valida no presente estudo, ja que apenas dessa maneira foi
possivel uma avaliacdo efetiva e confidvel do real desempenho da USQ de falanges em
relacdo a DXA, método mais conhecido e utilizado. O novo desafio a partir de agora,

sera adotarmos curvas de referéncia mais apropriadas para ambos os metodos.
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As principais limitacdes desse estudo foram a pequena amostra de individuos
doentes e a impossibilidade de incluir nela apenas pacientes com DGH isolada, embora
esses fatos sejam justificados pela raridade da doenca e pelo fato de que, quando a DGH
é grave, esta frequentemente associada a outras deficiéncias hormonais hipofisarias.
Outras limitacdes foram: a variabilidade da populagdo doente em relagdo ao tempo de
tratamento com GH e a impossibilidade de estudar a satde 6ssea dos pacientes antes do
inicio do tratamento, pela natureza transversal do estudo. Dentre os pontos fortes
destacamos a inclusdo de um grupo controle constituido por individuos sadios pareados
por idade, género, estadio puberal, raca e nivel socio-econémico, o que possibilitou um
melhor estudo comparativo. Além disso, a salde Ossea foi estudada por dois métodos,
possibilitando o estudo tanto quantitativo quanto qualitativo do osso e as variaveis
obtidas foram ajustadas para a altura e para uma mesma populacéo de referéncia, o que
nos permitiu a analise correta dos dados.

Conclusodes

Esse estudo sugere que criangas e adolescentes com DGH, em tratamento com
GH, tém quantidade e qualidade 6sseas para altura, avaliadas pela DXA e pela USQ de
falanges, comparaveis aos seus pares sadios. Entretanto, a populacdo estudada
apresentou varios comportamentos considerados de risco para a salde Ossea. A
manutencdo de baixa ingestdo de célcio, niveis insuficientes de vitamina D, além do
sedentarismo por longos periodos durante a infancia e adolescéncia, fases criticas para a
salde esquelética, podem influenciar negativamente o crescimento, o ganho de massa

Ossea e a obtencdo de um PMO adequado, ja incertos nesses pacientes.

A USQ de falanges se mostrou uma técnica confiavel em relacdo a DXA, mas
que também demanda cuidados na interpretacdo dos achados em criangas e adolescentes
com baixa estatura. Por ser uma técnica ndo invasiva, Se mostrou promissora num
cenario caracterizado por demanda crescente de avaliacdo dos efeitos de patologias

cronicas e seus tratamentos sobre a salude ¢ssea da crianca e do adolescente.

Mais estudos sdo necessarios para avaliacdo de medidas preventivas e
terapéuticas que poderiam otimizar o status mineral 0sseo das criangas e adolescentes
com DGH.
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Artigo original 2

Osteoprotegerina, Osteopontina e FGF-23 em criangas e adolescentes com
deficiéncia de hormonio do crescimento em tratamento

RESUMO

Introducgéo: Osteoprotegerina (OPG), osteopontina (OPN) e fator de crescimento de
fibroblastos-23 (FGF-23) sdo peptideos sintetizados predominantemente por células
Osseas, que participam da regulacdo do equilibrio entre formacdo e reabsor¢do Gssea.
Estudos avaliando esses mediadores do metabolismo 0sseo em pacientes com
deficiéncia de horménio do crescimento (DGH) sdo incipientes.

Objetivo: Comparar as concentragdes séricas de OPG, OPN e FGF-23 entre criancas e
adolescentes com DGH, em tratamento com hormoénio do crescimento (GH) e
individuos sadios da mesma faixa etaria.

Metodologia: Foram selecionados 36 criancas e adolescentes com DGH, em reposicao
hormonal adequada, com idades entre 4 e 20 anos incompletos, acompanhados na
divisdo de Endocrinologia Pediatrica do Hospital das Clinicas da Universidade Federal
de Minas Gerais (HC-UFMG) e 45 individuos sadios pareados por idade e género,
recrutados em escola pablica. Foram excluidos aqueles com doengas ou em uso de
medicamentos interferentes do metabolismo 6sseo. Todos foram submetidos a avaliacdo
médica, laboratorial, densitométrica e ultrassonografica para estudo da salde 6ssea. As
concentracOes seéricas de OPG, OPN e FGF-23 foram avaliadas pelo método ELISA,
segundo os protocolos dos fabricantes. A densitometria (DXA) foi realizada no aparelho
Discovery W, da marca Hologic e a ultrassonografia 6ssea quantitativa (USQ) de
falanges no aparelho DBM Sonic, IGEA. A andlise estatistica incluiu testes de
comparagao (T de Student, Mann Whitney, Kruskal Wallis, de Levine ou Qui-quadrado
de Pearson Assintético, quando apropriados) e testes de correlacdo (de Pearson ou de
Spearman). Os dados foram analisados nos softwares SPSS e Minitab, com nivel de
significancia de 0,05. O estudo foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa (COEP)
da UFMG.

Resultados: N&o houve diferenca em relacdo a idade, género, peso, estadio puberal,
raca e classe socioeconémica entre o grupo DGH e os controles. Os pacientes (27
meninos, média de idade de 12,3 + 4,3 anos) faziam uso de GH por tempo mediano de
3,7 anos, mas eram significativamente mais baixos do que seus pares. As concentragdes
de OPG foram mais elevadas e de OPN mais baixas no grupo com DGH, em tratamento
com GH, em relacdo ao grupo controle. Ja a mediana do FGF-23 n&o foi diferente entre
o0s dois grupos, apesar da menor variabilidade nos valores desse hormonio nos pacientes
com DGH. As concentracbes de OPN foram influenciadas pelo tempo de tratamento
com GH, com concentra¢cdes mais baixas no inicio do tratamento. N&o foi encontrada
correlacdo significativa entre as concentragdes de OPG, OPN e FGF-23 e as variaveis
densitométricas e ultrassonograficas.

Conclus6es: As concentracdes sericas de OPG e OPN de criangas e adolescentes com
DGH, em tratamento com GH, diferem de seus pares sadios. Nossos resultados sugerem
que a elevacgédo da OPG e a diminui¢cdo da OPN s&o mecanismos envolvidos no processo
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de recuperacdo da massa Ossea desses individuos durante a terapia com o GH, com
normalizacdo mais rapida da OPN durante o tratamento.

Palavras-chave: horménio do crescimento, deficiéncia; doenca Ossea, metabdlica;
osteoprotegerina; osteopontina e fator de crescimento de fibroblastos-23.
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ABSTRACT

Introduction: Osteoprotegerin (OPG), osteopontin (OPN) and fibroblast growth factor-
23 (FGF-23) are peptides synthesized predominantly by bone cells that participate in the
regulation of the balance between bone formation and resorption. Studies evaluating
these mediators of bone metabolism in patients with growth hormone deficiency (GHD)
are incipient.

Objective: To compare the serum levels of OPG, OPN and FGF-23 among children and
adolescents with GHD, in treatment with growth hormone (GH), and healthy subjects of
the same age range.

Methods: Thirty six children and adolescents with GHD, on appropriate hormone
replacement, aged between 4 and 20 years of old and followed at the Pediatric
Endocrinology Clinic of Hospital das Clinicas at Federal University of Minas Gerais
(HC-UFMG), were selected. Forty five healthy subjects matched for age and sex were
recruited in a public school. Subjects with diseases or in use of drugs that interfere in
bone metabolism were excluded. All participants were submitted to a medical,
laboratorial and radiological evaluation. Serum levels of OPG, OPN and FGF-23 were
evaluated by ELISA method, according to manufacturer’s protocols. Densitometry
(DXA) was performed on Discovery W, Hologic device and quantitative ultrasound
(QUS) of phalanges on DBM Sonic, IGEA equipment. Statistical analysis included
comparison tests (Student’s T, Mann Whitney, Kruskal Wallis, Levine’s or Asymptotic
Pearson’s chi-square, when appropriate) and correlation tests (Pearson’s or
Spearman’s). Data were analyzed using softwares SPSS and Minitab, with a
significance level of 0.05. The study was approved by the local research ethics
committee (COEP) of UFMG.

Results: There was no difference in relation to age, sex, weight, pubertal stage, race and
socioeconomic class between the GHD group and the control group. Patients (27 boys,
mean age 12.3 + 4.3 years) were using GH for a median time of 3.7 years, but they were
significantly shorter than their peers. OPG levels were higher and OPN levels were
lower in the GHD group, on GH treatment, in relation to the control group. FGF-23
median was not different between the two groups, despite the lower variability of the
values of this hormone in GHD patients. OPN levels were influenced by the duration of
GH treatment, with lower levels in the beginning of the treatment. No significant
correlations were found between OPG, OPN and FGF-23 levels and densitometric or
ultrasonographic variables.

Conclusions: Children and adolescents with GHD, on GH treatment, have OPG and
OPN levels that differ from their healthy peers. Our results suggest that the increase of
OPG and the decrease of OPN are mechanisms involved in the process of bone mass
recovery of these subjects during GH therapy, with faster normalization of OPN during
treatment.

Keywords: growth hormone, deficiency; bone disease, metabolic; osteoprotegerin;
osteopontin and fibroblast growth factor-23.
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Introducéo

O horménio do crescimento (GH) é um dos principais reguladores da
homeostase 0ssea. Durante a infancia e adolescéncia, a deficiéncia de GH (DGH) nao
tratada leva a prejuizo na aquisicdo de massa 0Ossea, com atraso na maturacdo
esquelética e baixa estatura grave® %, embora seja controversa sua repercusséo sobre a

densidade mineral 6ssea e sobre a obtengdo de um pico de massa 6ssea adequado®.

O equilibrio entre formacédo e reabsorcéo 0sseas, importante para 0 acimulo de
massa Ossea durante o crescimento, € regulado por multiplos mediadores.
Osteoprotegerina (OPG), osteopontina (OPN) e fator de crescimento de fibroblastos-23
(FGF-23), peptideos sintetizados, predominantemente, por células d&sseas, estdo
envolvidos nesse processo e tém sido estudados em doencgas que cursam com alteracdo
da massa 6ssea*®. A OPG é uma citocina que participa do processo de remodelamento,
inibindo a osteoclastogénese’. A OPN é uma proteina ndo coldgena da matriz 6ssea® que
parece ter agdo inibitoria sobre a mineralizagdo® e estimulatéria sobre a reabsorcao®. Ja
0 FGF-23 é um hormonio regulador da homestase mineral que diminui as concentracoes
plasmaticas de fosfato'' e também parece ter acBes inibitorias diretas sobre a

mineralizagdo 6ssea™.

Estudos avaliando esses mediadores do metabolismo 6sseo na DGH séo
incipientes. Pelo nosso conhecimento, as concentracfes de OPG e de FGF-23 foram
relatadas apenas uma Unica vez em criangas com DGH e as concentragdes de OPN
nunca foram avaliadas em criancas ou adultos com a doenca. O GH parece estimular a
sintese de OPG in vitro™, mas n&o foi encontrada diferenca nas concentracdes dessa
citocina entre criangas com secrecdo deficiente de GH e controles™. J& as concentragdes
séricas de FGF-23 aumentaram em criangcas com DGH logo apds o inicio do tratamento

com o GH™>.

Em criancas e adolescentes com DGH a avaliacdo desses mediadores poderia
proporcionar um estudo mais aprofundado e ao mesmo tempo menos invasivo,
complementando o estudo da massa 6ssea, extremamente complexo nesses pacientes™.
Além disso, poderia também fornecer dados importantes para a compreensdo da

fisiopatologia da DGH no 0sso.
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Dessa maneira, 0 objetivo desse estudo foi avaliar as concentragdes séricas de
OPG, OPN e FGF-23 nas criangas e adolescentes com DGH, em tratamento com GH e
comparar o0s resultados com grupo controle constituido por individuos sadios da mesma

faixa etéria.

Pacientes e métodos
Desenho do estudo

Trata-se de estudo transversal, utilizando uma amostra de conveniéncia que
incluiu 36 pacientes com diagnostico confirmado de DGH, em tratamento e 45
individuos sadios, pareados por idade e género, como grupo controle.

Populagédo
Pacientes

Incluiu todos os pacientes com idades entre quatro e 20 anos incompletos, com
diagnostico confirmado de DGH cléassica, em tratamento com GH, que estavam em
acompanhamento regular na divisdo de Endocrinologia Pediatrica do Hospital das
Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais (HC-UFMG) durante o periodo da
coleta de material para o estudo (abril a setembro de 2013) e que ndo preenchiam

nenhum critério de exclusao.

O diagnostico de DGH foi realizado de acordo com critérios rigidos
estabelecidos pelas literaturas nacional e internacional” '®: baixa estatura (escore-Z de
altura < -2 desvios-padrdo para idade e género), baixa velocidade do crescimento
(percentil da velocidade de crescimento < 25 para idade e género), baixo IGF-1 (escore-
Z do IGF-1 < -2 desvios-padrdo para idade e género) e falha em mostrar uma
concentracdo sérica de GH > 5 pg/L (medido por ensaio de quimioluminescéncia) apos
dois testes provocativos com estimulo pela clonidina (0,15 mg/m?) e pela insulina (0,05
U/KQ).

Todos os pacientes estavam em tratamento regular com GH na dose média de 28

+ 3,3 pg/Kg/dia (0,62 + 0,07 U/Kg/sem), em seis ou sete aplicagbes semanais, via
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subcutanea. A dose do GH era ajustada para manter as concentracfes de IGF-1 dentro

dos valores de referéncia para a faixa etaria.

Os pacientes que apresentavam outras deficiéncias hormonais hipofisarias, além
da DGH, estavam recebendo terapia de reposi¢do adequada ha pelo menos seis meses.
Os pacientes com deficiéncia de TSH, ACTH e ADH faziam uso de levotiroxina via
oral, acetato de hidrocortisona via oral e desmopressina via intranasal, respectivamente.
Apenas pacientes do sexo masculino tinham deficiéncia de LH e FSH confirmada a
época do estudo. Todos estavam em uso de testosterona via intramuscular, iniciada a
partir de 14 anos de idade, em doses crescentes para mimetizar o desenvolvimento

puberal normal.

Os critérios de exclusdo utilizados no estudo foram: ndo estar em reposicao
hormonal adequada; apresentar doenca Gssea ou outra doenca crénica; ou fazer uso de
qualquer medicamento que pudesse interferir no metabolismo 06sseo, incluindo

suplementacdo de calcio e vitaminas.

Controles

O grupo controle foi composto por criancgas e adolescentes higidos, pareados por
idade e género com o grupo DGH, recrutados em escola da rede pablica de ensino. A

participacdo no estudo foi voluntaria.

A auséncia de doenca atual foi determinada por meio de anamnese e exame fisico.
Os critérios de exclusdao foram: ter histéria pregressa de condicdo que pudesse ser
prejudicial para a salde déssea (prematuridade extrema ou doenca grave, por exemplo)
apresentar baixo peso, baixa estatura, sobrepeso ou obesidade, de acordo com as curvas
de referéncia da Organizacdo Mundial da Sadide (OMS)™ e fazer uso de medicamentos,

incluindo suplementag&o vitaminica e mineral.

Protocolo do estudo

A avaliacdo clinico-laboratorial dos participantes foi realizada pessoalmente, por

pesquisadores treinados, numa mesma ocasido e consistiu de:
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e Anamnese dirigida por questionario estruturado com investigacdo da idade,

género, historia pregressa e atual de doencas, uso de medicagdes e vitaminas.

e Exame fisico com mensuracao da pressdo arterial sistémica, avaliacdo da cor da
pele, do estadio puberal e realizacdo de antropometria: peso, altura e indice de
massa corporal (IMC).

e Coleta de sangue para dosagem de calcio total, fésforo, magneésio, fosfatase
alcalina, ureia, creatinina, IGF-1, T4 livre, 25-OH vitamina D, paratormonio
(PTH), OPG, OPN e FGF-23.

e Realizacdo de densitometria 6ssea (DXA) e ultrassonografia dssea guantitativa
(USQ) de falanges.

Avaliacdo clinica e antropométrica

Dados como a causa da DGH, idade de inicio, dose e tempo de tratamento com
GH, reposicdo de outras deficiéncias hormonais hipofisarias e adesdo ao tratamento

foram obtidos dos prontuérios dos pacientes.

A estatura foi obtida no estadidometro de Harpenden com precisdo de 1 mm e o
peso em balanca digital com escala de 100 g. O IMC foi calculado pela formula peso
(Kg) + altura (m)?. Os escores-Z de altura e IMC para idade foram obtidos a partir das
curvas de referéncia da OMS™, utilizando os programas WHO Anthro® (versdo 3.2.2) e
WHO AnthroPlus® (versd01.0.4). O estadio puberal foi avaliado pelos critérios de

Tanner®,

Coleta e processamento das amostras

A coleta de sangue foi realizada em veia periférica, entre 7 e 9 horas da manhg,
apos jejum de 12 horas. Para analise da OPG, OPN e do FGF-23 as amostras foram
coletadas em tubos com gel separador, centrifugadas e o soro congelado a -80° C até a
data do ensaio (janeiro de 2014). Os demais exames foram analisados logo apds a

coleta.
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Ensaios imunoenzimaticos

As concentragBes sericas de OPG e OPN foram avaliadas pelo ensaio
imunoenzimatico (ELISA) sanduiche utilizando-se os Kkits da R&D Systems
(Minneapolis, MN, EUA). A analise do FGF-23 foi realizada utilizando-se o kit Human
FGF-23 (c-Term) ELISA kit da Immutopics Inc. (San Clemente, CA, EUA). Os ensaios

foram realizados de acordo com os protocolos determinados pelos fabricantes.

Avaliagdo da massa 6ssea

A avaliacdo da massa 6ssea pela DXA foi realizada sempre pelo mesmo
operador e no mesmo aparelho modelo Discovery W da marca Hologic Inc. (Waltham,
MA, EUA), software versdo APEX 3.3. Conforme recomendacdo da International
Society for Clinical Densitometry, 2013, o contetido mineral 6sseo de corpo total sem
a cabeca (CMO CTsc; em g) foi obtido e expresso em escores-Z para a idade e para a
altura, utilizando-se as curvas de referéncia pediatricas da National Health and
Nutrition Examination Survey (NHANES) 2008, disponibilizadas pelo software. Por
falta de valores de referéncia, os participantes do estudo com menos de 8 anos de idade
ou menos de 120 cm de altura ndo tiveram seus escores-Z calculados e por isso néo
foram incluidos nas anélises desses dados padronizados. Os subgrupos analisados para

essas variaveis permaneceram pareados por idade e género.

A USQ foi realizada sempre pelo mesmo examinador e no mesmo aparelho
DBM Sonic Bone Profiler, modelo BP01, IGEA Clinical Biophisics, Carpi, Modena,
Italia. Os parametros que avaliam o status 6sseo foram medidos segundo o protocolo
padrdo do fabricante, na extremidade distal da diafise das falanges proximais da méo
ndo dominante, nos dedos de Il a V. O equipamento forneceu automaticamente as
medidas da velocidade do som amplitude dependente (AD-SoS - amplitude dependent
speed of sound) e do tempo de transmissdo dssea (BTT - bone transmission time), que
foram expressas em escores-Z para idade e altura, a partir de curvas de referéncia

pediatricas contidas no software do aparelho?.
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Andlise estatistica

As variaveis quantitativas foram descritas como meédia e desvio-padrdo (DP)
quando tinham distribuicdo normal e mediana e intervalo interquartil (IQR=Q3-Q1)
quando ndo tinham distribuicdo normal. A normalidade das variaveis foi verificada pelo
teste de Shapiro Wilk. As comparagdes entre duas variaveis quantitativas foram
realizadas pelo teste T de Student (quando tinham distribuicdo normal) e teste de Mann
Whitney (distribuicdo ndo normal). Para comparag6es entre trés grupos foi utilizado o
teste de Kruskal Wallis (distribuicdo ndo era normal). Quando o resultado do Kruskal
Wallis foi significativo ao nivel de 0,05, utilizou-se o teste de Mann Whitney com
correcdo de Bonferroni, assim o nivel de significancia foi de 0,017.

Para comparar o desvio-padréo (variabilidade) entre dois grupos foi utilizado o
teste de Levine.

As varidveis qualitativas foram expressas em frequéncias absolutas e
porcentagem. As comparagdes entre os grupos foram realizadas pelo teste Qui-quadrado
de Pearson Assintotico (20% dos valores esperados estavam entre 1 e 5 e 80% maiores

ou iguais a 5).

Para analise de correlacdo entre as variaveis quantitativas do estudo, utilizou-se
0 teste de correlacdo de Pearson quando as varidveis tinham distribuicdo normal e o
teste de correlagdo de Spearman quando ndo tinham distribuicdo normal.

O nivel de significAncia utilizado foi de 0,05. Toda a andlise estatistica foi
realizada no programa SPSS, versdo 20.0, exceto o teste de variabilidade que foi

realizado no programa Minitab, versdo 16.1.1.

Aspectos éticos

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (COEP) da UFMG. Os
participantes foram incluidos somente mediante concordancia e assinatura do termo de

consentimento por parte do responsavel e do proprio paciente, conforme a idade.
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Resultados
Caracterizagéo do grupo DGH e comparagdo com grupo controle

Um total de 81 individuos participaram do estudo, sendo 36 com DGH, em

tratamento com GH e 45 sadios.

Entre os 36 participantes com DGH, 27 eram do sexo masculino e a média de
idade foi de 12,3 £ 4,3 anos, variando de 4 a 19 anos. A idade média de inicio do GH foi
de 7,86 + 4,79 anos. A mediana do tempo de uso do GH foi de 3,70 (IQR: 4,60) anos.
Dezenove pacientes (52,8%) ainda apresentavam altura abaixo do -2 DP para a idade a
época do estudo e vinte e oito (77,8%) apresentavam uma ou mais deficiéncias
hormonais hipofisarias, além da DGH e estavam recebendo terapia de reposicao
adequada, conforme critério de inclusdo. Vinte e seis tinham diagndstico de
hipotireoidismo, 21 de hipocortisolismo, 7 de hipogonadismo e 3 de diabetes insipidus.
Os outros oito pacientes com DGH isolada tinham alteracdo de sela turcica a
ressonancia magnética de cranio, evidenciando hipofise hipoplasica e neuro-hipofise
ectdpica. Do total, trinta e um pacientes (86,1%) tinham hipopituitarismo congénito, 0s
outros cinco restantes apresentavam a forma adquirida da doenga, secundaria a remocao
cirargica de lesdo no sistema nervoso central (craniofaringioma, meduloblastoma ou

adenoma) (anexo 9).

Foram realizadas analises comparativas das principais variaveis estudadas entre
os participantes com DGH isolada e aqueles com hipopituitarismo. Como ndo houve
diferenca entre os dois grupos, o restante das analises foi realizado levando-se em

consideracdo o grupo total de pacientes.

Quando foram realizadas comparacfes entre o grupo com DGH e o grupo
controle, ndo houve diferenca significativa em relagédo a idade (p=0,939) e género
(p=0,221), mostrando um pareamento adequado. Os pacientes com DGH eram
significativamente mais baixos para a idade em relagdo aos membros do grupo controle
(p<0,0001). Os demais parametros (raca, peso, escore-Z do IMC para idade e estadio

puberal) ndo diferiram entre os dois grupos (tabela 1).
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Tabela 1: Comparacdo dos parametros sociodemograficos e antropométricos entre o
grupo com DGH e o grupo controle.

Parametros DGH n=36 Controle n=45 Valor p
Idade (anos)” 12,3+4,3 122+4,1 0,939 (1)
Género**

Feminino 9 (25,0) 17 (37,8) 0,221 (2)
Masculino 27 (75,0) 28 (62,2)

Raga**

Branca 9 (25) 13 (28,9) 0,696 (2)
Né&o Branca 27 (75) 32 (71,1)

Dados antropométricos

Peso (Kg)* 39,9 +13,7 35,5 + 13,2 0,149 (1)
Altura (cm)” 136,2 £ 20,8 149,2 £ 20,5 0,006 (1)
Altura (2)* -1,93+ 1,69 0,12 +0,92 <0,0001 (1)
IMC (2)* -0,04 £ 1,5 -0,49 +0,78 0,107 (1)
Estadio puberal (Tanner)**

1 20 (55,6) 16 (35,6) 0,198 (2)
2-3 6 (16,7) 11 (24,4)

4-5 10 (27,8) 18 (40,0)

DGH: Deficiéncia de hormonio do crescimento; IMC: indice de massa corporal.
#Valores expressos em média e desvio-padréo, (1) Teste T;

**Valores expressos em nimero e porcentagem, (2) Teste Qui-quadrado de Pearson Assintdtico.

N&o houve diferenca entre as concentracBes de célcio total, fosforo, magnésio,
fosfatase alcalina, ureia, creatinina, T4 livre, 25-OH vitamina D e PTH entre o grupo
com DGH e os controles. As concentragfes de IGF-1 foram significativamente mais
baixas nos doentes (p=0,007), mas estavam dentro da faixa de normalidade (tabela 2).

Tabela 2: Comparacdo dos resultados dos parametros bioguimicos entre os individuos
com DGH em tratamento e o grupo controle, pareado por idade e género.

Parametros DGH n=36 Controle n=45 Valor p

Célcio total (mg/dL)* 9,95+ 0,36 9,83+0,34 0,146 (1)
Fésforo (mg/dL)" 5,31+ 0,55 5,17 +£0,80 0,369 (1)
Magnésio (mg/dL)* 2,00+£0,17 2,00£0,16 0,928 (1)
Fosfatase alcalina (U/L)* 211,78 + 60,48 202,53 + 87,40 0,591 (1)
Ureia (mg/dL)* 23,69+ 7,78 25,07 +5,2 0,346 (1)
Creatinina (mg/dL)* 0,56 (0,17) 0,55 (0,27) 0,280 (2)
IGF-1 (ng/mL)* 233,90 (269) 336,00 (227) 0,007 (2)
T4 livre (ng/dL)* 1,15+0,26 1,20+£0,18 0,266 (1)
25-OH vitamina D (ng/mL)* 23,00 (11,00) 26,00 (10,0) 0,458 (2)

PTH (pg/mL)* 51,30 (23,20) 42,90 (29,20) 0,425 (2)

DGH: deficiéncia de hormdnio do crescimento; IGF-1: fator de crescimento insulina-simile tipo 1; PTH: paratorménio.
# Valores expressos em média e desvio-padréo, (1) Teste T;
* Valores expressos em mediana e intervalo interquartil, (2) Teste de Mann Whitney.



119

Os pacientes com DGH apresentaram valores médios de CMO CTsc para idade
significativamente menores em relacdo aos individuos sadios da mesma faixa etaria
(p<0,0001). Ja os valores médios de CMO CTsc para altura ndo foram diferentes entre
os dois grupos (p=0,109). O mesmo padrdo foi observado em relacdo as variaveis
ultrassonograficas AD-SoS e BTT, sem diferenca entre 0s grupos apos ajuste para a
altura (tabela 3).

Tabela 3: Comparagdo dos resultados densitométricos e ultrassonograficos entre os
grupos DGH e controle, pareados por idade e género.

Parametros DGH (n=36) Controle (n=45) Valor p

DXA
CMO CTsc Zidade”  -1,62+1,08 (n=30)  -0,35+0,94 (n=38)  <0,0001 (1)
CMO CTsc Z altura®  -0,63+1,04 (n=26)  -1,02+0,87 (n=40) 0,109 (1)

USQ de falanges

AD-S0S Z idade” -0,76 £1,40 0,88 £1,23 <0,0001 (1)
AD-S0S Z altura* 0,00 (1,00) 1,00 (2,00) 0,112 (2)
BTT Z idade” -0,84+£1,44 0,40 £ 0,96 <0,0001 (1)
BTT Z altura” 0,41 + 1,05 0,39 + 0,97 0,895 (1)

DGH: deficiéncia de horménio do crescimento; DXA: densitometria 6ssea; CMO CTsc: conteido mineral 6sseo de corpo total sem
a cabega; USQ: ultrassonografia 6ssea quantitativa; AD-SoS: velocidade do som amplitude dependente; BTT: tempo de transmissao
Ossea.

# Valores expressos em média e desvio-padrao, (1) Teste T;

* Valores expressos em mediana e intervalo interquartil, (2) Teste de Mann Whitney.

Comparacao das concentracdes séricas de OPG, OPN e FGF-23 entre o grupo com
DGH e o grupo controle

As concentracdes de OPG foram significativamente mais elevadas nos pacientes
com DGH, em tratamento com GH, em relacdo aos individuos sadios (mediana de
1.115,97 pg/mL; IQR: 368,63, versus 818,18 pg/mL; IQR:578,9, respectivamente)
(p<0,0001) (figura 1).
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Figura 1: Comparacdo das concentracGes séricas de OPG entre os grupos DGH e
controle, pareados por idade e género.

As concentragdes de OPN foram significativamente menores no grupo com
DGH (mediana de 2.886,92 pg/mL; IQR: 3.047,97) quando comparadas aos controles
(mediana de 5.460,40 pg/mL; IQR: 3.545,72) (p<0,0001) (figura 2).
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Figura 2: Comparacdo das concentracGes séricas de OPN entre os grupos DGH e
controle, pareados por idade e género.

Ja a mediana do FGF-23 néo foi diferente entre os dois grupos (32,92 pg/mL;
IQR: 11,37 nos doentes e 32,11 pg/mL; IQR:32,02 nos controles) (p=0,743). Entretanto,
foi encontrada uma diferenga no desvio-padrdo e o grupo controle apresentou uma
variabilidade maior nas concentracdes de FGF-23 em relagdo ao grupo com DGH (DP
de 32,84 versus 9,37, respectivamente) (p<0,0001) (figura 3).
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Figura 3: Comparacdo das concentracOes séricas de FGF-23 entre os grupos DGH e
controle, pareados por idade e género.

Para avaliar a associacdo das concentracdes séricas de OPG, OPN e FGF-23 com
0 tempo de tratamento com GH, o grupo DGH foi dividido em dois (com 18 pacientes
cada): < 4 anos versus > 4 anos de tratamento, comparando-Se ambos 0s grupos com 0
grupo controle. Nao houve diferenca significativa nas concentracGes de OPG entre 0s
grupos com DGH com menor (1.232,96 pg/mL; IQR: 437,30) ou maior tempo de
tratamento (1.090,56 pg/mL; IQR: 321,31) (p=0,383). Os dois grupos apresentaram
concentragfes mais elevadas da proteina em relacdo aos controles (818,18 pg/mL; IQR:
578,91) (p=0,002 e p=0,008, respectivamente). As concentracbes de OPN foram
significativamente mais baixas no grupo DGH com menos de 4 anos de tratamento com
GH (2.456,92 pg/mL; IQR:1.645,91) em relagdo ao grupo com mais de 4 anos de
tratamento (4.832,42 pg/mL; 1QR:3.116,75) e em relacdo ao grupo controle (5.460,40
pg/mL; IQR: 3.545,72) (p=0,005). N&o houve diferenga nas concentragbes de OPN
entre os dois ultimos grupos (p=0,047). Em relacdo ao FGF-23, ndo houve diferenca

entre os trés grupos (p=0,946).

Correlagdo entre as concentracfes de OPG, OPN e FGF-23 e os dados clinico-

laboratoriais, densitométricos e ultrassonograficos nos pacientes com DGH

As concentragdes de OPG se correlacionaram negativamente com as
concentragOes de PTH (r=-0,371; p=0,026).
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N&o houve correlacdo entre as concentragdes de OPG, OPN e FGF-23 e os
demais parametros clinico-laboratoriais. Também ndo houve associagdo com as

variaveis densitométricas ou ultrassonograficas.

Discussao

Pelo nosso conhecimento, esse é o primeiro estudo que avaliou as concentracdes
de OPN e o segundo que avaliou as concentracGes de OPG e de FGF-23 em criancas e
adolescentes com DGH. Nossos resultados mostraram concentragbes de OPG mais
elevadas e de OPN mais baixas em criancas e adolescentes com DGH, em tratamento
com GH, em relacdo a individuos sadios da mesma faixa etaria, sem diferenca nas
concentracdes medianas de FGF-23 entre os dois grupos. Os resultados sugerem que as
concentragdes de OPN sdo influenciadas pelo tempo de tratamento com GH, com

concentragfes mais baixas no inicio do tratamento.

As alteragBes encontradas no metabolismo 6sseo poderiam ser devidas a propria
DGH ou ao tratamento com GH. A OPG €é uma citocina pertencente a familia do fator
de necrose tumoral alfa (TNF-a), produzida pelas células da linhagem osteoblastica e
fundamental na regulacdo da atividade osteoclastica. Agindo como um receptor
competitivo, impede a ligagdo do RANKL ao seu receptor RANK, inibindo a
reabsorcdo Ossea’. Superexpressio de OPG em ratos transgénicos resulta em
osteopetrose grave por inibicdo da osteoclastogénese®. Pelo contrério, ratos deficientes
em OPG desenvolvem osteoporose devido & atividade do RANKL sem oposicdo®. O
sistema OPG/RANKL/RANK tem sido implicado na patogénese da reducdo da massa
6ssea em diversas doencas cronicas® ® 2#?°. OPG sérica elevada foi demonstrada em
algumas dessas condicdes, tendo sido sugerido que esse achado possa ser um
mecanismo de compensacdo em resposta & reabsorcéo 6ssea aumentada® ** 2" 2. Qutras
doencgas foram associadas a OPG diminuida, sendo proposto o envolvimento direto da
citocina na perda ssea™ 2> % 28, \arios hormonios, fatores de crescimento, citocinas e
protaglandinas regulam o sistema OPG/RANKL/RANK®. O eixo GH/IGF-1 parece
modular duplamente esse sistema, com o GH estimulando a produgéo de OPG® e 0
IGF-1 induzindo a sintese de RANKL®'. O GH aumentou as concentracdes de OPG no
sangue e no tecido 6sseo de adultos com DGH* **, Um Unico e pequeno estudo que

avaliou 13 criangas com baixa estatura e secrecdo deficiente de GH, ndo encontrou
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diferenca nas concentracdes de OPG e RANKL em relagdo ao grupo controle, antes do
inicio do tratamento com o horménio®*. Baseando-se nesses dados, podemos pressupor
que as criancas e os adolescentes com DGH do presente estudo tinham concentragdes
mais elevadas de OPG em relacdo aos participantes sadios provavelmente porque se
encontravam em processo de recuperagdo, com metabolismo voltado para a formagéo
Ossea em detrimento da reabsorcdo, condicdo secundaria aos efeitos anabodlicos do
tratamento com o GH. Os dados sugerem também que esse processo parece ocorrer
durante todo o tempo de tratamento. Em contrapartida, o PTH favorece a reabsorgéo
6ssea, inibindo a expressdo do gene da OPG*, o que poderia explicar a correlacdo

negativa encontrada entre eles.

As concentracdes de OPN foram significativamente mais baixas nos pacientes
com DGH em relacdo aos controles e essa diferenca ocorreu devido aos niveis mais
baixos encontrados naqueles pacientes com menos tempo de uso do GH. A OPN é uma

proteina 4cida altamente fosforilada, multifuncional®

, pertencente a familia das
proteinas SIBLINGs (small, integrin-binding ligand, N-linked glycoproteins)®’. No
0sso, é produzida por osteoblastos e osteoclastos® e influencia os processos de
mineralizacdo e remodelamento® ** *°. A OPN parece inibir a mineralizacdo 6ssea,
ligando-se aos cristais de hidroxiapatita e impedindo a formagéo e o crescimento dos
mesmos® “°. Além disso, tem sido demonstrado que ela é capaz de estimular a migragdo
e adesdo dos osteoclastos e consequentemente a reabsorcdo 6ssea™. Ratos deficientes
em OPN mostraram mineralizacdo 6ssea aumentada®, funcdo osteoclastica diminuida e
aumento da massa 6ssea'’. A deficiéncia de OPN impediu a ativagdo dos osteoclastos e
a perda 6ssea na deficiéncia estrogénica® e na estimulacio pelo PTH*®. Pelo contrério,
concentracdes aumentadas de OPN foram encontradas em modelos animais de
osteomalécia® *°. Em concordancia com os achados de OPG mais elevada no grupo
com DGH, as concentracbes de OPN poderiam estar mais baixas em relacdo aos
controles também de forma secundaria ao tratamento com GH, para promover o ganho
de massa Ossea e a mineralizacdo nesses pacientes. Isso justificaria o achado de
concentragfes mais baixas de OPN em individuos no inicio do tratamento. N&o
encontramos trabalhos avaliando as concentracfes de OPN em criancas ou adultos com
DGH. Alguns estudos mostraram niveis de OPN significativamente mais elevados em
mulheres pds-menopausicas em relacdo as mulheres pré-menopausicas e esses niveis

foram inversamente associados & densidade mineral 6ssea™ *® . Foi sugerido, inclusive,
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que a OPN poderia ser utilizada como um marcador para o diagnostico precoce de
osteoporose em mulheres apés a menopausa®®. A administracdo de PTH de forma
intermitente nas mulheres com osteoporose foi capaz de diminuir as concentracdes de
OPN e promover melhora concomitante da massa 6ssea’®. Assim, as acdes anabélicas
do GH no osso podem ser semelhantes as do PTH, sendo mediadas, pelo menos em

parte, pela diminuicdo das concentracdes de OPN.

N&o encontramos diferenca nas concentragdes medianas de FGF-23 entre o0s
participantes com DGH em tratamento e os controles. O FGF-23 € uma proteina
produzida principalmente pelos osteoblastos e ostedcitos que funciona como um
hormonio regulador da homeostase mineral. O principal 6rgao alvo do FGF-23 é o rim,
onde causa a internalizacdo dos co-transportadores sodio-fosfato nas células tubulares
renais proximais e supressdo da atividade da 1-alfa hidroxilase. Com isso, provoca
aumento da excrecdo renal de fosfato e diminuigdo da 1,25(OH), vitamina D o que leva
a uma diminuicdo das concentragdes plasmaticas de fosfato''. Além disso, tem sido
demonstrada uma agdo direta do horménio na inibicdo da mineralizacdo éssea’?. A
expressao do FGF-23 é estimulada pela 1,25(0OH), vitamina D, por niveis aumentados
de fosfato sérico e possivelmente também pelo PTH*. Acdo excessiva ou deficiente do
FGF-23 resulta em varias doencas que cursam com hipofosfatemia e hiperfosfatemia,
respectivamente, além de raquitismo e osteomalacia® °!. Além disso, o FGF-23 pode
aumentar em doencas que cursam com aumento das concentracdes de fosfato, como um
mecanismo compensatorio®2. O GH favorece a retencdo de fosfato, aumentando o limiar
renal do fosfato, um efeito que é independente do PTH e da vitamina D*3. Esse efeito é
importante para garantir uma mineralizacdo ¢ssea adequada durante a fase de
crescimento. O Unico estudo que avaliou as concentracdes séricas de FGF-23 em
criancas com DGH néo encontrou diferenca nas concentracfes desse hormonio entre as
criancas antes do inicio do tratamento com GH e os controles sadios. Entretanto, foi
observado um aumento do FGF-23 nos primeiros oito meses de tratamento com o GH,
concomitantemente ao aumento da taxa de reabsorcao de fosfato. Os autores concluiram
que o GH parece exercer uma influéncia positiva direta na reabsor¢do de fosfato,
independentemente do FGF-23 e que 0 aumento nas concentracdes desse hormonio apos
inicio do GH poderia ser um mecanismo compensatorio pelo aumento das
concentracdes séricas do fosfato'®. Contrariamente, ndo encontramos, no presente

estudo, concentra¢des aumentadas de FGF-23 no grupo com DGH, em tratamento com
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GH, em relagdo ao grupo sadio. A discordancia observada pode ter ocorrido devido ao
maior tempo de uso do GH dos pacientes estudados. Pode ser que os niveis de FGF-23
aumentem no inicio do tratamento com o GH, com o intuito de normalizar as
concentragbes séricas de fosfato e, em seguida, com o restabelecimento das
concentragfes do mineral, ocorra normaliza¢do dos niveis desse horménio. Apesar de
ndo termos encontrado diferenca nas medianas do FGF-23 entre os dois grupos, foi
possivel perceber uma menor variabilidade nos valores do horménio dos pacientes em
relagdo aos controles, o que pode indicar uma alteragédo nos mecanismos de feedback do
FGF-23 em razdo do uso do GH.

Esse estudo apresentou algumas limitacbes que devem ser consideradas na
interpretacdo dos seus resultados. Primeiramente, a natureza tranversal do estudo, com a
impossibilidade de estudar os pacientes antes do inicio do tratamento para avaliar a
influéncia da prépria DGH nas concentracfes de OPG, OPN e FGF-23 e a variabilidade
da populacdo doente quanto ao tempo de tratamento com o GH. Outra questdo, foi a
impossibilidade de dosar os marcadores de formacéo e reabsorcdo 0ssea e 0 RANKL.
Esses dados seriam importantes para a confirmacdo das nossas suposi¢cdes sobre as
causas das alteracdes encontradas. J& foi demonstrado que a relagdo OPG/RANKL é um
melhor marcador do metabolismo 6sseo quando comparado com as concentraces
séricas individuais dessas protefnas®*. Como o eixo GH/IGF-1 parece influenciar
duplamente e de forma antagbnica esse sistema, seria de grande valia avaliar a relagédo
entre as duas citocinas nesses pacientes. O encontro de turnover 06sseo e relacdo
OPG/RANKL aumentados confirmaria nossa hipotese de um estado de recuperacao da
massa 6ssea, secundario aos efeitos anabdlicos do GH. Outras limitagcGes encontradas
ndo sdo exclusivas do nosso trabalho, sendo inerentes a dosagem das citocinas OPG e
OPN. Essas proteinas ndo sdo produzidas apenas no tecido dsseo, circulam no sangue
sob diferentes formas e é incerto se as concentracdes séricas avaliadas refletem suas

atividades no microambiente 0sseo.

Dentre os pontos fortes do estudo destacamos a adogdo de critérios rigidos de
incluséo dos pacientes e dos controles e a utilizagéo de protocolo bem estabelecido para
a dosagem dos marcadores 6sseos. Outro ponto forte foi a avaliacdo densitométrica e
ultrassonografica de todos os participantes da pesquisa, 0 que nos permitiu uma

avaliacdo mais ampla das criancas.
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Podemos concluir que as concentracdes séricas de OPG e OPN de criancgas e
adolescentes com DGH, em tratamento com GH, diferem de seus pares sadios. N0ssos
resultados sugerem que a elevacdo da OPG e a diminuicdo da OPN sdo mecanismos
envolvidos no processo de recuperacdo da massa 0ssea desses individuos durante a

terapia com o GH, com normalizagdo mais rapida da OPN durante o tratamento.

Estudos longitudinais e prospectivos sdo necessarios para confirmar esses
achados, aumentando nosso conhecimento sobre os determinantes da aquisicdo da
massa 0ssea nos pacientes com DGH, antes e durante o tratamento. Uma possivel

aplicabilidade clinica da monitorizagdo desses mediadores também poderia ser avaliada.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo teve como principal objetivo avaliar a salde dssea de criangas
e adolescentes com deficiéncia de hormonio do crescimento (DGH) em tratamento com
GH. Para isso, foi realizada ampla investigacdo desses pacientes, com avaliacdo dos
habitos de vida que poderiam interferir na aquisicdo de uma massa 0ssea adequada
(ingestdo de célcio, exposicdo ao sol e préatica de atividade fisica), avaliacdo laboratorial
do metabolismo ésteo-mineral, além do estudo da quantidade e da qualidade 6sseas por
meio da densitometria (DXA) e da ultrassonografia 0ssea quantitativa (USQ) de

falanges.

Nossos resultados sugeriram que criancas e adolescentes com DGH, em
tratamento com GH, tém massa 0ssea reduzida fundamentalmente pela baixa estatura e
ndo por baixa densidade mineral éssea. Verificou-se, ainda, que esses pacientes se
encontram em estado de recuperacdo da massa 0ssea, com metabolismo ésseo voltado
para a formacdo em detrimento da reabsorcdo e que mediadores como a

osteoprotegerina (OPG) e a osteopontina (OPN) estdo envolvidos nesse processo.

Outro achado bastante relevante foi que a populagdo estudada apresentou Vvarios
fatores e comportamentos considerados de risco para a salde 6ssea (baixa ingestdo de
calcio, elevada prevaléncia de hipovitaminose D e sedentarismo), que, se mantidos por
longo periodo, poderdo prejudicar a obtencdo de um pico de massa Ossea adequado.
Diante disso, reforcamos a necessidade de uma abordagem preventiva sistematica
desses pacientes, com estimulo a adogdo de habitos de vida mais saudaveis para

minimizar e/ou prevenir danos ésseos futuros.

Uma contribuicdo mais ampla e muito importante foi a demonstracdo da
confiabilidade da USQ de falanges na avaliacdo da massa Ossea da crianca e do
adolescente. Apds andlise estatistica cuidadosa e de forma surpreendente até mesmo
para os pesquisadores do presente estudo, a USQ de falanges se mostrou um método
diagnostico com elevada capacidade para discriminar individuos com massa 0ssea

comprometida daqueles com massa 6ssea normal pela DXA.

A DXA, método mais conhecido, estudado e utilizado, é considerada o padrao-

ouro para avaliacdo da massa 6ssea em todas as faixas etarias, mas ndo é adequada para
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estudos preventivos em criangas e adolescentes, pelo seu elevado custo, disponibilidade

apenas em centros terciarios e utilizacdo de radiacéo ionizante.

O otimo desempenho da USQ de falanges abre novas perspectivas na avaliacao
da saude Ossea da crianca e do adolescente, cuja demanda é crescente. Pela sua
praticidade, podera ser utilizada ndo s6 na investigacdo de pacientes com doengas
cronicas potencialmente deletérias ao esqueleto, mas também em individuos, a
principio, sadios e que demonstram comportamentos de risco para saude 0ssea, tao

comuns na atualidade.

Alertamos, porém, sobre os problemas das populacdes de referéncia tanto da
DXA quanto da USQ de falanges. Nenhum dos dois métodos utiliza uma populacédo
brasileira como referéncia, o que pode nos levar a interpretac6es equivocadas de exames
individuais na pratica clinica. Pelos dados encontrados no presente estudo, a utilizacao
da populacdo de referéncia norte-americana (NHANES, 2008) pode superestimar 0s
casos de criancas e adolescentes brasileiros com baixa massa 0ssea. Ja a populagédo
italiana pode subestimar nossos casos. Dessa forma, temos que ter uma visdo critica

sobre os resultados de avaliagdes individuais.

A opcéo por realizar a USQ de falanges e adotar a populagdo norte-americana
como referéncia (a mesma utilizada pela DXA) € valida, no sentido de permitir a
comparacgado dos resultados obtidos nesse exame com a DXA, até que uma populacao de
referéncia brasileira esteja disponivel para ambos os métodos. Pensando nisso, um
modelo de regresséo linear simples foi ajustado, a partir dos dados do grupo controle e
obteve-se uma equacdo que podera ser utilizada para se estimar a variavel
densitométrica CMO CTsc a partir da variavel ultrassonografica BTT (que se mostrou

mais fidedigna do que a AD-SoS):
CMO CTsc estimado = - 360,485 + 1170,748 x BTT

Com o CMO CTsc estimado, pode-se calcular o seu respectivo escore-Z
utilizando-se a curva de referéncia norte-americana, disponivel no anexo 6 dessa tese,

pela formula:

Escore-Z = CMO CTsc estimado - CMO CTsc/ DP
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Enfatizamos que comparacBes equivocadas entre os dois métodos ocorrerdo se
ndo for realizada essa uniformizacdo das populacdes de referéncia e reforcamos
novamente que, o ideal, seria termos, para ambos 0s métodos, uma curva apropriada

para a nossa populagéo.

Uma ultima consideragdo, € que os dados aqui encontrados ndo podem ser
extrapolados para a populacdo adulta, que possui suas particularidades. Ademais,
devemos ter o cuidado para ndo realizar generalizacbes em relacdo a USQ, pois

diferentes dispositivos ndo podem e ndo devem ser comparados.
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7 ANEXOS

Anexo 1: PROTOCOLO PARA AVALIAGCAO DA SAUDE OSSEA DE CRIANGAS E
ADOLESCENTES COM DEFICIENCIA DE HORMONIO DO CRESCIMENTO E
CONTROLES

I. IDENTIFICACAO Data_ /[
NUmero
1. Paciente 2. Controle
Registro SAME

Nome:
Mée:
Pai:
Sexo: 1. Masculino 2. Feminino
Data Nascimento: /[
Idade Atual: _ anos____meses
Cor: 1. Branca 2.Parda (morena) 3. Negra 4. Amarela
Naturalidade:
Endereco:
Cidade: Estado:
Telefones: (__)
e-mail

1. HMA

1) PACIENTES: ) ) A
(DADOS RELACIONADOS A DEFICIENCIA DE HORMONIO DO CRESCIMENTO)

Causa da doenca: 1. Congénita 2. Orgénica. Se organica, qual?
Hipopituitarismo? 1. Sim 2. Néo
Se sim, quais deficiéncias hormonais? Hipotireoidismo 1. Sim 2. Néo
Hipogonadismo? 1. Sim 2. Ndo 3. N&o se aplica
Hipocortisolismo? 1. Sim 2. Nao
Diabetes insipidus? 1. Sim 2. N&o
Usa outros medicamentos ou vitaminas?: 1. Sim 2. Ndo Se sim, Quais?
Idade ao diagndstico da DGH
Tratamento com GH: 1. Sim 2. Néo
Idade ao inicio do GH: Tempo de uso:

Dose semanal Ul/Kg/sem (apresentacdo )
Uso regular?

2) CONTROLES:
Tem algum problema de satde? 1. Sim 2. N&o. Se sim, qual
Usa algum medicamento/vitamina? 1.Sim 2. N&o. Se sim, qual? Tempo de uso

I11: HISTORIA PREGRESSA

Parto: 1. Pré-termo 2.Termo 3.Pés-termo (Idade gestacional )

Peso ao nascimento: Comprimento ao nascimento:

Historia de fratura? 1. Sim 2. Ndo. Se sim, quantas vezes? Qual(is)
0ss0(s)? Trauma de baixo impacto? 1. Sim 2. Ndo

Ja teve algum problema de satde? 1. Sim 2.Nao. Se sim,qual?
Usou algum medicamento? 1.Sim 2. N&o. Se sim, qual? Tempo de uso
Usou corticoides (oral ou inalatério)? 1. Sim 2. No.

Se sim, qual? Tempo de uso Dose

IV.HISTORIA FAMILIAR

Pais consanguineos? 1. Sim 2. Nao

Historia familiar de deficiéncia de hormonio do crescimento? 1. Sim 2. Nao
Historia familiar de problemas ésseos? 1. Sim 2. Ndo Se sim, qual?
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Anexo 2: Questionario para classificagdo socioeconémica

Posse de itens

Quantidade de Itens
1 p 3 4ou+

Televisdo em cores

Radio

Banheiro

Automovel

Empregada mensalista

Magquina de lavar

Videocassete e/ou DVD

Geladeira

Freezer (aparelho independente ou parte da geladeira duplex)

[=]

OO0 0000 00O
MNOE NN WE B PE e
NOBENNBESNOUNN
NOBENNDD OO W W
NOBENNREONSRE R

Grau de Instrucio do chefe de familia

Nomenclatura Antiga Nomenclatura Atual

Analfabeto/ Priméario incompleto Analfabeto/ Fundamental 1 Incompleto 0
Primédrio completo/ Ginasial incompleto Fundamental 1 Completo / Fundamental 2 Incompleto 1
Ginasial completo/ Colegial incompleto Fundamental 2 Completo/ Médio Incompleto B
Colegial completo/ Superior incompleto Médio Completo/ Superior Incompleto 4
Superior completo Superior Completo 8

CORTES DO CRITERIO BRASIL

Classe Pontos

Al 42 - 46
A2 35-41
Bl 25 -34
B2 225028
C1 18 - 22
Cc2 14 -17
D 8-13

E )= 7y



Anexo 3: Questionarios para avaliar o consumo alimentar

QUESTIONARIO DE FREQUENCIA DE CONSUMO ALIMENTAR

Home:

Sexo: Nascimento: / /

Data: j

ALIMENTOS E BEBIDAS

GRUPOQS DOS ALIMENTOS CONSUMO

CARNES Preparacio usual ©® @ pia | Sem | Mens | Raro |Med.ca

Carne bovina de 1* Frito {o|cozido|grelh.

Alcatra

Picanha

Filé Mignon

Ch4 de dentro

Carne bovina de 2°

Acém

Dobradinha

Costela

Capa de Costela

Midgculo

Visceras

Figado

Dobradinha

outros

Lingua

Coragéo

Carne suina de 1?

Pernil [ [ |

Lombo [ [ |

Carne suina de 2*

Costela | | |

pernil dianteira | | |

Visceras

Rins [ [ [

Figado | | |

Aves

Peito de frango

Coxa e sobrecoxa de frango

Aga de frango

Carcaga de frango

Miidos de frango

Asa de peru

pescogo de peru

Coxa e sobhrecoxa de peru

Utiliza pele

Mo utiliza pele

Outros

Lingliga

Chourigo

Hamburguer

ALIMENTOS E BEBIDAS

GRUPO DOS ALIMENTOS CONSUMO
CARNES/DIVERSOS Preparagio usual © 2 Dia | Sem. | Mens | Med.cas
outros Frito |assado| cozido
martadela
MNuggets(empanados)
Presurtaria
Peixes

Afum (conserva em Sausl

Afum (conserva em dleo)

Bacalhau

Cavalinha

Camaréo

Fil& de Merluza

Filé de pescada

Frutas do mar

MexilhEo

Peixelposta)

Salmio

Sardinha

Sardinha em conserva

Sardinha

Surubim

Hani Kams

outros

Quos

Ovo de galinha

Owvos de codorns

omelete

Gorduras

Azeite

Banha

Bacan

Gordura vegetal hidrog

Margaring comum

hargaring Light

Maionese

haionese Light

hanteiga

Feijfn

Tutu de feiifio

Gréo de bico

Lentilhas

Soja

Amido

Arroz polido

Arroz integral

Angu

Macarréo

Mol

Mhogue

Lasanha

P&o Francés

Péo de forma
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ALIMENTOS E BEBIDAS

GRUPO DOS ALIMENTOS

CONSUMO

VEGETAIS

Prepargao Usual

©

&)

S

Dia

Sem.

Mens

Med.cas

Grupo A

Cozido

Cru

Acelga

ALIMENTOS E BEBIDAS CONSUMO
Grupo dos alimentos Dia |Semana| Mens Nunca | Med.cas
Amido
Pé&o sirio
Péo de centeio
P&n doce

Agridio

Péo de gueijo

Aipo

Bolacha Maisena

Alface

Bolacha dgua e sal

Alrneirdo

Farinha de Milho

Aspargos

Fatinha de Mandioca

Cebola

Bolacha Cream Cracker

Cheiro verde

Eolacha Salpet

Chicdria

Biscoito Pit Stop

Couve

Biscoito de Palvilho

Couve de bruxelas

Eiscoito Recheado

Couve flor

Ealo

Cogumelos

Tarrada

Dente de Ledo

Cereais integrais

Escarola

Fatinha Lactea

Espinafre

Sanduiches

Funcho

Misto guente

Jild

Hamburguer simples

Maxixe

Cheesburguer

Mostarda

sanduiche natural

Mabo

Queijos

Oropronobis

Cottage

Palmito

Minas

Pepino

Palenguinho

Pirmentéo

Rabanete

FPolenguinho Light

Repalho

Ricota

Serralha

Mussarela

Taioha

Prata

Tormate

Provolone

Grupo B

Requeijio

Abdbora

Requeijdo Light

Abobrinha

Chedder

Eeterraba

LEITE

Berinjela

Leite Integral

Eroto de Feijdo

Leite desnatado

Cenoura

Leite em pd integral

Chuchu

Leite em pd desnatado

Ervilha

logurte integral

CQuiabo

logurte desnatado

Moranga

Leite industrializado de soja

“agem

Leite em po de soja

Grupo C

Leite condensado

Batata Inglesa

Creme de leite

Batata Baroa

Leite fermentado

Inhame

Cappucino comum

Mandioca

Cappucino Diet

Milho vende enlat.

FPuré de batatas
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ALIMENTOS E BEBIDAS

CONSUMO

FRUTAS ©

Dia

Semana | Mensal

Med.cas

Frutas frescas

Abacaxi

Abacate

ALIMENTOS E BEBIDAS CONSUMO
Doce/Sobremesa @ ® Dia |Semana| Mens |Med.cas|
Achocolatado
Agidcar
Balas

Agai (polpa)

Barras de cereal

Ameixa

Bornbom caseiro

Amara

Chocolate ao leite

Banana

Chocolate ao leite diet

Caja

Doce de fruta em barra

Caju

Doce de fruta erm calda

Cagui

Doce de leite

Carambala

Rapadura

Cereja

Sonetes diversos

Damascao

Sorvetes diversos Light

Figo

Sundae

Fruta do conde

Gelatina

Goiaba

Gelatina Light

Graviala

Pavé

Jabuticaba

Torta doce

Kiwi

]

Jaca

Agua Mineral

Jambo

Café com agdcar

Laranja

Café sem agdcar

Lima

Cha com agicar

ché sem aclcar

Magd

Suco natural

Manga

Suco de garrafa

Mamio

Suco em pd

Maracuja

Suco em po light

Marmelo

Refrigerante comurm

Melancia

Refrigerante dietdight

Meldo

Cereja

Marango

Cachaga

Roma

“inho seco

Tangetina

Yinho suave

Uva

Whisky

Frutas secas e oleaginosas

outras behidas

Arnéndoa

Ali tos norl P

nao incluidos no

Azeitona

Feijoada

Ayeld

Canjica

Amendoim

Canjiguinha

Castanha

Fubd suado

Cdca

sopa de legures

Mozes

sopa de legumes com macarrio

Uva passa

Canja de galinha

Arroz com pequi
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RECORDATORIO ALIMENTAR DE 24 HORAS
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Horario: Tipo da refeigdo:

Onde realiza:

Descrigao:

Horario: Tipo da refeigdo:

Onde realiza:

Descrigao:

Horario: Tipo da refeigdo:

Onde realiza:

Descrigao:

Horario: Tipo da refeicdo:

Onde realiza:

Descrigao:

Horario: Tipo da refeicdo:

Onde realiza:

Descrigado:

Horario: Tipo da refeigdo:

Onde realiza:

Descrigao:
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REGISTRO ALIMENTAR

NOME: Data:
DESJEJUM :

Alimento Quantidade Horario
LANCHE MANHA:
ALMOCO:

Alimento Quantidade Horario
LANCHE DA TARDE:

Alimento Quantidade Horario
JANTAR:

Alimento Quantidade Horario
CEIA:

Alimento Quantidade Horario
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Anexo 4: Questiondrio para avaliar os h&bitos de exposi¢éo ao sol

1

2)

Em média, quanto tempo por dia vocé/o seu filho fica ao ar livre (lugar onde bate sol) durante a
semana? (de segunda a sexta-feira)

0 zero
0 30 minutos ou menos
0 31 minutos a 1 hora
0 2 horas

0 3 horas

0 4 horas

0 5 horas

0 6 horas ou mais

Em média, quanto tempo por dia vocé/o seu filho fica ao ar livre (lugar onde bate sol) durante o
fim de semana? (sdbado e domingo).

0 zero
0 30 minutos ou menos
0 31 minutos a 1 hora
0 2 horas

0 3 horas

0 4 horas

0 5 horas

0 6 horas ou mais

Para as seguintes perguntas, pense sobre o que vocé/o seu filho faz quando sai ao ar livre em um dia
guente e ensolarado:

3)

Com que frequéncia vocé/seu filho usa PROTETOR SOLAR?

onunca o raramente o algumas vezes o frequentemente o sempre

4)

Com que frequéncia vocé/seu filho usa CAMISETA (com mangas que cobrem os ombros)?

onunca o raramente o algumas vezes o frequentemente o sempre

5)

Com que frequéncia vocé/seu filho usa CHAPEU OU BONE?

onunca o raramente o algumas vezes o frequentemente o sempre

6)

Com que frequéncia vocé/seu filho fica na SOMBRA ou DEBAIXO DE UMA
SOMBRINHA/GUARDA-SOL?

O nunca o raramente o algumas vezes O frequentemente 0 sempre

CONCLUSAO:

Tempo de exposicao a luz solar: h/sem

Adota medidas de protecdo solar? 1.sim 2. nédo



Anexo 5: Questiondrio para avaliar a pratica de atividade fisica

Questionario sobre Atividade Fisica regular - PAQ-C
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Gostaria de saber que tipos de atividade fisica vocé praticou NOS ULTIMOS SETE
DIAS (nessa Ultima semana). Essas atividades incluem esporte e danga que fagam
vocé suar ou que facam vocé sentir suas pernas cansadas, ou ainda jogos (tais
como pique), saltos, corridas e outros, que fagam vocé se sentir ofegante.

LEMBRE-SE:

A. Nao existe certo ou errado — este questionario ndo é um teste.

B. Por favor, responda todas as questdes de forma sincera e precisa — é muito
importante para o resultado.

1. Vocé fez alguma atividade Fisica NOS ULTIMOS SETE DIAS (na semana passada)? Se sim, quantas

vezes?

Marque apenas um Xx por tipo de atividade

Tipo de atividade

Nenhum
avez

1-2
vezes

3-4
vezes

5-6
vezes

7 vezes ou
mais

01.Saltos

02.Atividade no parque ou playground

03.Pique

04.Caminhada

05.Andar de bicicleta

06.Correr ou trotar

07.Ginastica aero6bica

08.Natacao

09.Danca

10.Andar de skate

11.Futebol

12.Voleibol

13.Basquete

14.“Queimado”

15.0utros (liste no espaco)

lcNoNoNeNoRoNoNoNoNoRoNoNo o)

cloNoNeNoNeoNooNoNoRoRoNoNo)

2. Nos ultimos 7 dias, durante as aulas de Educacéo Fisica, o quanto vocé foi ativo (jogou intensamente,

correu, saltou e arremessou)?

Marque apenas uma das alternativas

EUNEO0 fago @S AUIAS .o e

Raramente
Algumas vezes
Frequentemente
Sempre

cloNoNeNoNeoNooNoNoRoRoNoNo)

lcNoNoNeNoRoNoNoNoNoRoNoNo o)

O000000O0O0O0O0OO0OO0OO

00000
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3. Nos ultimos 7 dias, o que vocé fez na maior parte do intervalo de aula?

Marque apenas uma das alternativas

Ficou sentado (conversando, lendo, ou fazendo trabalho de casa) .........cccccovvieeiiiiiieinie e O
Ficou em pé, parado oU @ndOuU .........cceoeviriiiieiieieei e .0
Correu ou jogos um pouco ........ e
Correu ou jJOgou UM BOCAAO ... oo O
Correu ou jogou intensamente a maior parte do tempo ... O

4, Nos ultimos 7 dias, o que vocé fez normalmente durante o horario de almo¢o (além de almocar)?

Marque apenas uma das alternativas

Ficou sentado (conversando, lendo, ou fazendo trabalho de casa) ... O
Ficou em pé, Parado OU @NAOU .......oooieieiieiee et e e e e e et e e emeeeaseee e e e e eneeaesneeansneaneeanes O
Correu ou jogos um pouco .

Correu ou JOgou UM BOCAAO ... oo O
Correu ou jogou intensamente a maior parte do tempo ... O

5. Nos ultimos 7 dias, quantos dias da semana vocé praticou algum esporte, danca ou jogos em que vocé
foi muito ativo, LOGO DEPOIS DA ESCOLA?

Marque apenas uma das alternativas

NeNUM dia . .0
1 VeZ NA SEMANA PASSAUA. ...ttt

2 ou 3 vezes na semana passada. .
4 VEZES NA SEME@NA PASSAUE. ... e ereieieie ettt ettt e ee e st ee e e eeeamea e s et aseeeeaataanseeeaeeeeaneaansneeanseeenneean
5 VeZES NA SEMENA PASSAU@ . ... oo

6. Nos ultimos 7 dias, quantas vezes vocé praticou algum esporte, danga ou jogos em que vocé foi muito
ativo, A NOITE?

Marque apenas uma das alternativas

NENNUM QI8 ..o (6]
1VEZ Na SemMana PaSSAAA. ... O
2 — 3 vezes na semana passada... o)
4 — 5 vezes na semana passada... ... O
6 — 7 VEZES NA SEMANA PASSAUE. . .....ecueeeuieieieieeeieie e e ie e et e e et et ee e et e s s eeameeeaeneeaesneeanneeeaneeaasneeaneas O

7. NO ULTIMO FINAL DE SEMANA, quantas vezes vocé praticou algum esporte, danga ou jogos em que
vocé foi muito ativo?

8. Em média quantas horas vocé assiste televisido por dia? horas.
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9. Qual das opgdes abaixo melhor representa vocé nos ultimos 7 dias?
LEIA TODAS AS 5 AFIRMATIVAS ANTES DE DECIDIR QUAL E A MELHOR OPCAOQ

Todo, ou quase todo, o meu tempo livre eu utilizei fazendo coisas que envolvem pouco esforco fisico (assistir TV,
fazer trabalho de casa, jogar video Qames) o]

Eu pratiquei alguma atividade fisica (1-2 vezes na ultima semana) durante o0 meu tempo livre (Ex: Praticou

esporte, correu, nadou, andou de bicicleta, fez ginastica aerdbica) ... (o]
Eu pratiquei atividade fisica no meu tempo livre (3-4 vezes na semana passada.__..__._.._........__._._. 0]
Eu geralmente pratico atividade fisica no meu tempo livre (5-6 vezes na semana passada .............._. 0]

Eu pratiquei atividade fisica regularmente no meu tempo livre na semana passada (7 ou mais vezes)O

10. Comparando vocé com outras pessoas da mesma idade e sexo, como vocé se considera?

Marque apenas uma das alternativas

Muito maisem forma...... .0
MaiS &M FOIa .
lgualmente em forma.
M EN0S B O T Na
Completamente fora de forma. L 0

11. Vocé teve algum problema de saude na semana passada que impediu que vocé fosse normalmente
ativo?

Se sim, o que impediu vocé de ser normalmente ativo?

12. Comparando vocé com outras pessoas da mesma idade e sexo, como vocé se classifica em funcao
da sua atividade fisica nos ultimos 7 dias?

Marque apenas uma das alternativas

Eu fui muito menos ativo que oU OUIT0S . e o]
Eu fui um pouco menos ativo que 05 OUIrOS (o]
Eu fui igualmente ativo. . 0
Eu fui um pouco mais ativo que os outros. .. .0
Eu fui muito mais ativo que 05 OUTOS .. 0

13. Marque a freqliéncia em que vocé praticou atividade fisica (esporte, jogos, danga ou outra atividade
fisica) na semana passada.

Marque apenas uma das alternativas em cada dia da semana

Nenhuma vez  Algumas vezes Poucas vezes  Diversas vezes Muitas vezes

SEGUNDA 0] o} 0 o 0]
TERCA 0] o} 0 (0] 0]
QUARTA o] (0] O (0] o]
QUINTA 0] o} 0 (0] 0]
SEXTA 0] o} 0 (0] 0]
SABADO 0] o} 0 (0] 0]
DOMINGO 0] o} 0 (0] 0]
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Anexo 6: Curvas NHANES, 2008: CMO CTsc para altura e idade, em ambos 0s géneros
Dados retirados do software APEX 3.3 do aparelho de DXA modelo Discovery W da marca Hologic Inc.

Altura MENINAS |CMO CTsc D.P. L Altura MENINOS |[CMO CTse  [D.P. L
120 s26,7712| 42,748 0,37 121,1 S66,0770| 56,852 1,836
121 540,4353| 45,328| 0,325 122 575,5763| 57,698 1,730
122 553,9386| 47,968 0,28 123 586,2803 58,649 1,737
123 567,1247| 50,651| 0,235 124]  S9%36Sl] 93,637 1,683
124 5g0,0342| 53,376| 0,191 125 60%,0018| 60,684] 1,633
125 592,8697| 56,153 0,147 126 621,703 61,804] 1,581
126 605,8994| 58,993| 0,103 127 633,852 62,953 1,530
127 £19,3583| 61,928| 0,059 128 66,8171 64,249 L7
129 £59,9874] 65,569 1,429
128 633,606| 64,963 0,016 130 673,4547] 66,970 1,379
129 £48,5309| 68,086| -0,027 o o87.1400] 68,456 Lo
130 663,5609| 71,23 -0,068 137 700,9869| 70,090 1,283
131 678,64) 74,386 -0,108 133 715,0975| 7.,714] 1,237
132 £94,0428| 77,581| -0,145 134 729,4156] 73,512 1,101
133 703,7821|  80,83| -0,179 135 743,7957| 75,418 1,147
134 T25,7751| 84,144| -0,2098 136 758,3868 77,456 1,104
135 742,186| 87,554 -0,236 137 773,3846) 79,652 1,062
136 759,2944| 91,102| -0,259 138 729,0532( 92,028 1,023
137 777,4838| 94,84 -0,278 139 805,6337] 84,609 0,986
138 797,1377| 98,819| -0,289 140 833,1980] 87,404 0,931
139 818,4269| 103,068| -0,297 141 841,6208) 90,410/ 0,919
140 841,273 107,575| -0,299 142 BE0,8462| 93,640 0,883
141 865,5741| 112,304 -0,295 143 880,9192| 97122| 0,862
142 891,4191| 117,236] -0,234 144  901,9683) 100,888| 0,838
123 319,1025| 122,388] 0,266 145 924,7345) 104,979 0,816
a2 538,6921| 127,74] 0243 146 9480840 109,445 0,797
147 973,7036| 114,315 0,720
145 J60,0483| 133,23| 0,213 148]  1001,1460) 119,604 0,766
145 1013,123) 138,803] -0,183 143|  1030,3740| 125,304] 0,753
147 1047,674| 144,393 -0,147 150]  1061,2400) 131,391 0,743
148 1083,317| 143,316| -0,107 151] 10936280 137,839 0,734
143 1115,801] 135,311 -0,064 152]  1127,5200] 144631 0,727
150 1156, 754 160,521) -0,018 153 1162,9540| 151,751 0,722
151 1133,766| 165,473 0,029 154  1199,8010] 159,171 0,718
152 1230,271| 170,121| 0,076 155|  1237,9040) 166,847 0,715
153 1365,84| 174,33| 0,121 156| 12770480 174,723 0,714
154 1300,064| 178,252| 0,162 157]  1316,9640] 132,731 0,713
155 1332,759| 181,711| 0,198 158|  1357,3900] 190,795 0,713
156 1364,047| 184,816| 0,229 159 1398,1570( 198,846 0,714
157 1294,176| 187,64 0,252 160 14359,0620( 208,823 0,715
158 142348 190,28| 0,269 161 14799420 214671 0,716
159 1452.375| 192,834] 0,277 162|  1520,6780| 222,341 0,718
160 1481,203| 195,358] 0,276 163]  1s61,2150] 229,801 0,720
el 1510,326| 197,932] 0,268 164|  1e01,5700] 237036 0,722
e 1533.538] 200.637] 0253 165  1641,7700] 244,036 0,724
166]  1681,7530] 250,778 0,725
163 1570,117) 203,514) 0,231 167|  1721,4600) 257,252 0,724
164 1600, 706 206,552 0,206 168|  1760,6250) 263,467 0,723
165 1631,534| 208,732| 0,177 169]  1799,7730] 263,412 0,721
166 1662,783) 215,033| 0,147 170] 183,350 275,086] 0,719
167 1654,24) 216,42 0,117 171|  1875,7180| 280,387 0,716
leg 1726,033| 215,878| 0,088 172 1915,0060| 285,614 0,714
169 1758,307| 223,437 0,055 173 19533030 290,465 0,711
170 1791,15| 227,111| 0,024 174 19917080 295,069 0,709
171 1824,606| 230,911| -0,007 175|  2030,2790| 299,476 0,707
172 1858, 714| 234,861| -0,038 176|  2069,0430] 203,729 0,705
173 1893,469| 238,976 -0,07 177 2108,0580| 307,869 0,703
174 1928,853| 243,26| -0,102 178 2147,3830( 311,926 0,700
175 1964,856| 247,709] 0,134 179| 21870450 215,923 0,696
176 2001,438| 252,32| -0,167 180) 22270470 319,886 0,692
177 2038,543| 257,085| 0.2 181  2267,3930| 323,837 0,687
P 2076,117 262] 0,234 182]  z2308,0730] 327,788 0,681
e 2114.105] 267,058] -0.267 183]  2349,0750] 33L747] 0,675
184|  7390,3770| 335,718 0,663
180 2152,488| 272,251 -0,301
105]  2431,9460) 339,695 0,661
181 2131,208) 277,567] -0,336 186]  2473,7410) 343,662 0,653
182 2230,772| 782,396| -0,37 187|  7515,7120| 347,603 0,646
183 2263,484| 288,524| -0,405 188| 25578210 351,507 0,638
184 2308,345| 234,133| -0,44 183]  2600,0320] 355,366] 0,630
183 2348,557| 299,826| -0,473 1390 2642,3090| 359,170 0,622
186 2388,273| 305,571 -0,51 191 2684,6150| 362,912 0,615
187 2428,049| 311,353 -0,545 192]  2726,9310] 366,589 0,607

1872 2436,006) 312,52| -0,552 192,35 2745,0910| 368,405 0,603
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ldade MENINAS |CMO CTsc D.P. L

g 563,2166 38,974 -0,044
3 690,7777 120,804 -0,055
10 828,9326| 144,335 -0,087
11 987,9702| 171,258 -0,08
12 1147,121 157,91 -0,094
13 1281,206| 213,91k -0,108
14 1376,9| 235,036 -0,124
15 1436,231| 243,718 -0,141
16 1472,821 243,38 -0,158
17 1498,622| 251,114 -0,176
13 1515,053] 252,199 -0,134
19 1517,699| 250,539 -0,0211
20 1511,001] 248,272 -0,277

Idade MENINOS |CRMO CTsc D.P. L

2 638,9023| 122,188 -0,5

9 726,9958| 139,402 -0,011
10 821,5312 157,593 0,025
11 943,7373| 181,836 0,068
12 1099,012| 212,122 0,11
13 1285773 248,416 0,15
14 1488,54| 287,728 0,18
15 1680,706| 324,636 0,228
16 1836, 427 354,377 0,265
17 1540,503| 373,983 0,301
18 1993,67| 383,671 0,236
13 2014,024| 387,004 0,371
20 2024,122| 388,408 0,403
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE £~ @latoform
MINAS GERAIS asil

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: AVALIACAO DA SAUDE OSSEA DE CRIANCAS COM DEFICIENCIA DE HORMO
DO CRESCIMENTO PELA ULTRASSONOGRAFIA OSSEA QUANTITATIVA E ¢
RELACAO COM OS NIVEIS SERICOS DE VITAMINA D

Pesquisador: Ivani Novato Silva

Area Tematica:

Versédo: 2

CAAE: 05809312.7.0000 5149

Instituicao Proponente: Faculdade de Medicina da UFMG

Principal: Fi to Préprio

DADOS DO PARECER

Nimero do Parecer: 327.308
Data da Relatoria: 02/07/2013

Apresentacao do Projeto:

Trata-se de um estudo clinico, longitudinal, prospectivo e controlado. As criancas com DGH e os contr
serdo submetidos & avaliacéo clinicolaboratorial e comparados no inicio do estudo em relacéo aos seguil
parametros:

-Peso, altura, IMC e estagio puberal (comparados aes dados da OMS)

-ldade ¢ssea (pelo método de Greulich and Pyle)

-Ultrassom dsseo quantitativo

-Dosagens de IGF1, calcio, fosforo, magnésio, fosfatase alcalina, PTH, 250H vitamina D e osteocal
(marcador de formacéo 6ssea) no sangue

-Dosagens de calcio, creatinina e telopeptideo N-terminal do colageno tipo 1 (marcador de reabsor
ossea) em amostra Unica de urina.

Serdo investigados os habitos de vida das criancas, por meio de questionarios aplicados na consulta ini
A ingestdo média diaria de calcio sera calculada utilizando-se o software DietPro, apés aplicacéo de
questionario quantitativo de freqiéncia alimentar validado. A classificacédo donivel de atividade fisica ¢
realizada apds aplicacéo do questionario internacional de atividade fisica (IPAQ). A exposicédo a luz s
sera avaliada por questionario elaborado pelos proprios pesquisadores. A cor da pele sera registrada Id
ao diagnostico, tempo de tratamento, reposicéo

Endereo:  Av. Presidente Anténio Carlos, 6627 2° Ad 12005
Bairro: - Unidade Administrativa Il CEP: 31270-901
UF: MG Municipio: BELO HORIZONTE

Telefone: (31)3409-4592 E-mail: coep@prpa.ufmg.br

Pigna 01

UNIVERSIDADE FEDERAL DE £ Plataforma
MINAS GERAIS %M

Continuag8o do Parscer. 327.308

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Estudo relevante e Em 26/06/32013 solicitagéo de adendo ao projeto que pede

incluséio do exame de densitometria 6ssea

Consideragdes sobre os Termos de apresentagéo obrigatéria:

Estéo presentes:

-Protocolo de pesquisa (instrumentos de coleta de dados)

-TCLEs segundo faixa etéria e grupo pesquisado (controle e caso)
-Registro na DEPE/HC

-Parecer da Camara Departamental

-Anuéncia escola

-Anuéncia da Unidade Funcional responsavel no HC/UFMG

- Adendo ao projeto que pede a incluséio do exame de densitometria 6ssea.

Recomendagédes:

O projeto de pesquisa em questéo AVALIAGAO DA SAUDE OSSEA DE CRIANGAS COM DEFICIENCI,
DE HORMONIO DO CRESCIMENTO PELA ULTRASSONOGRAFIA OSSEA QUANTITATIVA E SU,
RELAGCAO COM 0S NIVEIS SERICOS DE VITAMINA D solicita incluséo do exame de densitometria 6sset
c 5es ou éncias e Lista de

Somos pela aprovacéio do adendo ao projeto "AVALIACAO DA SAUDE OSSEA DE CRIANGCAS COM
DEFICIENCIA DE HORMONIO DO CRESCIMENTO PELA ULTRASSONOGRAFIA OSSE,
QUANTITATIVA E SUA RELAGAO COM OS NIVEIS SERICOS DE VITAMINA D" da pesquisadora Ivar

Situagéo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:

Néo

Consideragdes Finais a critério do CEP:
Aprovado o adendo conforme parecer.

Enderego: Av. Presidente Antonio Carlos, 6627 2° Ad S1 2005
Unidade Administrativa Il CEP: 31270-901
UF: Municipio: BELO HORIZONTE

Telefone: (31)3409-4592 Em

coep@prpq.ufmg br
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de outras deficiéncias hormonais hipofisarias e a causa da doenca seréo obtidos dos prontuarios médicos
Todas as criancas serdo orientadas para a manutencdo de aporte adequado de calcio. As criancas com
DGH detectadas com deficiéncia de vitamina D receberéo suplementacéo oral da vitamina. As criancas
deficientes em vitamina D do grupo controle serdo excluidas do estudo e serdo encaminhadas para
acompanhamento adequado.
‘O Ultrassom asseo quantitativo sera realizado sempre pelo mesmo observador na Clinica CEU Diagnosticos
utilizando-se o aparelho DBM Senic Bone Profiler, Model BP01, IGEA Clinical Biophisics, Carpi, Modena,
Italia. Os parametros que medem a densidade mineral 6ssea serao avaliados segundo o protocolo padréao
do fabricante, na metafise distal das falanges proximais da méo néo dominante, nos dedos de Il a V. O
sistema de medida deste equipamento @ constituido de um compasso que acopla dois transdutores de 12
mm de didmetro cada, um emissor e outro receptor, com alta preciséo, de cerca de 0,02 milimetros. Estes
transdutores seréo posicionados na superficie lateral de cada dedo, emitindo ondas sonoras de 1,25 MHz,
que rastreardo as trabéculas dsseas. O i fara as medidas de ,
e tempo de fr: das ondas sonoras pelo osso. Os parametros ADSoS (amplitude-
dependent speed of sound) e BTT (bone transmission time) serédo fornecidos a partir da média de 96
aquisicdes dos quatro dedos. Estes parametros seréo correlacionados com a idade, estatura, peso e estagio
puberal dos pacientes e seréo expressos em percentis.

Objetivo da Pesquisa:

‘Objetivo Primario:

Avaliar a saude 6ssea de criancas com deficiéncia de hormonio do crescimento durante o intervalo de um
ano de tratamento com o horménio do

crescimento, por meio do ultrassom ¢sseo quantitativo (USQ) e marcadores bioqui
Gsseo.

‘Objetivo Secundario:

‘Correlacionar os achados da salde 6ssea dessas criancas com as caracteristicas clinicas, laboratoriais e
terapéuticas: dados antropométricos, a velocidade de crescimento, os marcadores de reabsorcédo e
formac#o osseas e as concentracdes séricas de 250H vitamina D.

0s do metabolismo

iacédo dos Riscos e
Estéo previstos e descritos no projeto, bem como sua minimizac&do.

Enderego:  Av. Presidente Antdnio Carlos,6627 2° Ad SI 2005

Bairro: Unidade Administrativa Il CEP: 31270-901

UF: MG Municipio; BELO HORIZONTE

Telefone:  (31)3409-4592 E-mail: coep@prpa.ufmg.br

Paginac2de 01

UNIVERSIDADE FEDERAL DE Plataforma
MINAS GERAIS %cﬁ

Continuagiio do Parecer: 327.308

BELO HORIZONTE, 05 de Julho de 2013

Assinador por:
Maria Teresa Marques Amaral
(Coordenador)

Endereo: Av. Presidente Anténio Carlos,6627 2° Ad SI 2005
Bairro: Unidade Administrativa Il CEP: 31270-901
UF: MG Municipio: BELO HORIZONTE
Telefone:  (31)3409-4592 E-mail: coep@prpq.ufmg br

Pigina 04 de 04
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Anexo 8: TERMOS DE CONSENTIMENTO POS-INFORMACAO SEGUNDO ARTIGO IV DA
RESOLUCAO NUMERO 196 DO CONSELHO NACIONAL DE SAUDE DE 10 DE OUTUBRO
DE 1996. Os modelos apresentados sdo para pacientes e controles de 7 a 12 anos. Os termos para as outras
faixas etarias sofreram minimas modificacdes.

A) Informacdes aos pacientes

Vocé estd sendo convidado (a) a participar de uma pesquisa que estamos realizando para
aumentar o conhecimento sobre a salide dssea de criangas e adolescentes com deficiéncia de horménio do
crescimento.

Atualmente, estdo sendo publicadas pesquisas cientificas que demonstram que pacientes com
esta doenga podem apresentar alteragdes Gsseas. A pesquisa que estamos realizando tem o objetivo de
esclarecer melhor o desenvolvimento e evolugao dessas alteracOes e se elas ja estdo presentes em vocé. Se
vocé concordar em participar, sera realizada uma consulta médica e uma Unica coleta de sangue no inicio
da pesquisa para a realizacdo de alguns exames laboratoriais, como 0s que vocé ja realiza habitualmente
para o seu controle. Os riscos relacionados a coleta de sangue sdo baixos e incluem: desconforto ou dor
minima durante o procedimento, formacdo de equimose (mancha roxa) transitéria, inchaco e infeccao
locais e flebite (inflamacdo da veia). Sera realizada também uma ultrassonografia 6ssea nos dedos das
maos e o0 exame de densitometria para avaliagdo das caracteristicas do 0sso. A consulta médica e 0s
exames serdo previamente agendados com voce.

A deteccdo precoce de alguma alteracdo nos exames clinicos, laboratoriais ou radiol6gicos
permite a tomada de medidas de prevencdo e em alguns casos de tratamento de problemas com a satide do
0ss0 e com 0s nhiveis de vitamina D no sangue. Se alguma alteracdo for detectada vocé seré orientado (a)
para o seu tratamento e controle.

Caso vocé ndo queira participar, continuara a receber toda a atengdo e o tratamento a que vocé ja
esta acostumado (a). Vocé podera, também, desistir de participar a qualquer momento e isso ndo lhe
causara nenhum problema.

B) Declaragédo de termo de consentimento pés-informagéo.

Declaro que fui suficientemente informado (a) a respeito dos objetivos da pesquisa e da natureza,
riscos e beneficios dos exames citados.

Concordo em participar da pesquisa e consinto que seja feita a consulta médica, a coleta de
sangue para realizacdo dos exames laboratoriais e radiol6gicos.

Declaro ainda, concordar com a minha participaco nesta pesquisa, ndo tendo recebido nenhum
tipo de pressdo para que isso ocorresse.

Por outro lado, estou ciente de que poderei impedir o prosseguimento da mesma, se tiver ddvidas
sobre os esclarecimentos que me forem dados, sem prejuizo para 0 meu acompanhamento pela equipe
médica.

Recebi as informagdes sobre a pesquisa e, depois de ter tirado todas as dividas, dou permissao
para o exame clinico, laboratorial, ultrassonografico e densitométrico.

Assinaturas:
Pai:

Mae:

Paciente:

Local e Data: Belo Horizonte, de de 20

Pesquisadoras responsaveis:
Dra Isabela Leite Pezzuti
Tel: (31) 3224-0681 ou (31) 9197-0570- Disponivel para ligacdes a cobrar

Dra lvani Novato Silva
Tel (31) 34099773

Comité de Etica em Pesquisa (COEP): Avenida Antonio Carlos, 6627. Unidade Administrativa Il — 2°
andar — sala 2005; Campus Pampulha — Belo Horizonte — MG. CEP: 31270-901.
Fone: (31) 34094592.
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A) Informac0es aos pacientes sadios

Vocé estd sendo convidado (a) a participar de uma pesquisa que estamos realizando para
aumentar o conhecimento sobre a salide dssea de criangas e adolescentes com deficiéncia de horménio do
crescimento.

Atualmente estdo sendo publicadas pesquisas cientificas que demonstram que pacientes com esta
doenga podem apresentar alteragcBes Osseas. A pesquisa que estamos realizando tem o objetivo de
esclarecer melhor sobre o aparecimento dessas alteraces. E importante que sejam realizadas avaliacdes
clinicas, laboratoriais e rediol6gicas em pessoas sadias para comparagcdo com o0s pacientes portadores de
deficiéncia de hormdnio do crescimento com o objetivo de esclarecer se as alteracdes encontradas séo
associadas com a doenca. Se vocé concordar em participar, serdo realizadas uma consulta médica e coleta
de sangue no inicio da pesquisa para a realizacdo de alguns exames laboratoriais. Os riscos relacionados a
coleta de sangue sdo baixos e incluem: desconforto ou dor minima durante o procedimento, formacéo de
equimose (mancha roxa) transitoria, inchaco e infeccdo locais e flebite (inflamacdo da veia). Sera
realizada também uma ultrassonografia nos ossos dos dedos das mdos e um exame de densitometria. A
consulta médica e os exames serdo previamente agendados com voce.

A detecgdo precoce de alguma alteragdo nos exames clinicos, laboratoriais ou radiol6gicos
permite a tomada de medidas de prevencdo e em alguns casos de tratamento de problemas com a satde do
0ss0 e com os niveis de vitamina D no sangue. Se alguma alteracdo for detectada vocé serd orientado (a)
para o seu tratamento e controle.

Caso vocé ndo queira participar, continuara a receber toda a atencdo a que vocé j& estd
acostumado (a). Vocé podera, também, desistir de participar a qualquer momento e isso ndo lhe causara
nenhum problema.

B) Declaragéo de termo de consentimento pds-informagéo.

Declaro que fui suficientemente informado (a) a respeito dos objetivos da pesquisa e da natureza,
riscos e beneficios dos exames citados.

Concordo em participar da pesquisa e consinto que seja feita a consulta médica, coleta de sangue
para realizacdo dos exames laboratoriais, ultrassonografia dos 0ssos dos dedos das méos e densitometria.

Declaro ainda, concordar com a minha participacdo nesta pesquisa, ndo tendo recebido nenhum
tipo de presséo para que iSSO ocorresse.

Por outro lado, estou ciente de que poderei impedir o prosseguimento da mesma, se tiver davidas
sobre os esclarecimentos que me forem dados, sem prejuizo para 0 meu acompanhamento pela equipe
médica.

Recebi as informagdes sobre a pesquisa e, depois de ter tirado todas as dividas, dou permissao
para o exame clinico, laboratorial, ultrassonogréafico e densitométrico.

Assinaturas:

Pai:

Mae:

Paciente:

Local e Data: Belo Horizonte, De de 20

Pesquisadoras responsaveis:
Dra Isabela Leite Pezzuti
Tel: (31) 3224-0681 ou (31) 9197-0570- Disponivel para ligacdes a cobrar

Dra lvani Novato Silva
Tel (31) 34099773

Comité de Etica em Pesquisa (COEP)

Avenida Antdnio Carlos, 6627

Unidade Administrativa Il —2° andar — sala 2005

Campus Pampulha — Belo Horizonte — MG. CEP: 31270-901
Fone: (31) 34094592
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Anexo 9: Caracterizagdo do grupo DGH

Etiologia do hipopituitarismo e nimero de deficiéncias hormonais entre os pacientes do
estudo

DEFICIENCIAS HORMONAIS
ETIOLOGIA DO

HIPOPITUITARISMO DGH isolada Hipopituitarismo (n=28)

(n=8) GH TSH ACTH LH/FSH ADH

Congénita (n=31)

Agenesia ou hipoplasia 8 23 22 17 3 0
da hipofise e neuro-

hipofise ectopica

Adquirida (n=5)

Craniofaringeoma 0 3 3 3 3 3
Meduloblastoma 0 1 1 0 0 0
Adenoma 0 1 0 1 1 0

DGH: deficiéncia de hormonio do crescimento; GH: horménio do crescimento; TSH: hormonio tireotré6fico; ACTH: hormonio
corticotrofico; LH: horménio luteinizante; FSH: horménio foliculo estimulante; ADH: hormonio anti-diurético.
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PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENGIAS DA SAUDE

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS U FmG
SAUDE DA CRIANGA E DO ADOLESCENTE ]

ATA DA DEFESA DE TESE DA ALUNA
ISABELA LEITE PEZZUTI

Realizou-se, no dia 13 de janeiro de 2015, s 13:00 horas, na sala 062, andar térrec
da Faculdade de Medicina, da Universidade Federal de Minas Gerais, a defesa de
tese, intitulada “AVALIAGAO LABORATORIAL E POR IMAGEM DA SAUDE
OSSEA DE CRIANCAS E ADOLESCENTES COM DEFICIENCIA DE HORMONIO
DO CRESCIMENTO EM TRATAMENTO”, apresentada por ISABELA LEITE
PEZZUTI, nimero de registro 2012655240, graduado no curso de MEDICINA, como
requisito parciai para a obteng&o do grau de Doutor em Ciéncias da Salide - Sadde
da Crianga e do Adolescente, & seguinte Comisso Examinadora formada pelos
professores doutores: lvani Novato Silva - Orientadora (UFMG), Ana Lucia Pimenta
Starling (UFMG), Luana Caroline dos Santos (UFMG), Git Guerra Janior {UNICAMP)
e Waldemar Naves do Amaral (UFG).

A Comissfo considerou a tese:
( /0) Aprovada
( ) Reprovada

Finalizados os trabalhos, lavrei a presente ata que, lida e aprovada, vai assinada por
mim e pelos membros da Comisséo,
Belo Horizonte, 13 de janeiro de 2015.

< ol 1

Prof® /lvani Novato Silva ( Doutora )

Prof. Luana Carolihe dos Santos { Doutor )

ou
Prof. Gil Guefra Janior { tor )

Prof. Waldemar N@s%;;rg&i)oumr )
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AVALIACAC LABORATORIAL E POR IMAGEM DA SAUDE OSSEA DE
CRIANCAS E ADOLESCENTES COM DEFICIENCIA DE HORMONIO DO
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ISABELA LEITE PEZZUTI

‘Tese submetida 4 Banca Examinadora designada pclo Colegiado do Programa de Pos-
Graduagio em Ciéneias da Safide - Satde da Crianga ¢ do Adolescente, como requisito para
obtengdio do grau de Doutor em Ciéncias da Satde - Satide da Crianga e do Adolescente, 4rea de
concentracio Ciéncias da Saide.

Aprovada em 13 de janeiro de 2015, pela banca constituida pelos membros:

Prof, lﬁgc;zto Silva ~ Orientadora

UFMG

Prof'. Luana Caroline dos Santos
UFMG

Belo Horizonte, 13 de janeiro de 2013.



