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NOTA EXPLICATIVA

A presente dissertacdo foi organizada sob a forma de artigos, de acordo com a resolucao
03/2010 de 05/02/2010 do Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncias da Sadde, Area de
concentracdo Salde da Crianca e do Adolescente, da Faculdade de Medicina da Universidade
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_2010_regulamenta_formato_de_teses_e_dissertacoes.pdf).

O primeiro artigo consiste em uma revisdo da literatura sobre o metabolismo 6sseo em
criancas e adolescentes portadores de Distrofia Muscular de Duchenne (DMD). O objetivo foi
sumarizar e discutir os achados relevantes da literatura até 0 momento. As possiveis influéncias
do tratamento na massa 0ssea e 0s metodos de avaliagdo também foram revisados. O segundo
artigo teve como objetivo avaliar os marcadores do metabolismo ésseo de criangcas e
adolescentes portadores de DMD por meio de analise sanguinea, andlise urinéria e

densitometria 6ssea (DXA), comparando- os com individuos sadios da mesma faixa etaria.

As referéncias bibliograficas estdo dispostas ao final de cada artigo e secdo. Para as
citacbes do texto foi utilizado o sistema denominado Vancouver, elaborado por um grupo de
editores das principais publicacdes biomédicas internacionais da 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

Introducdo: A Distrofia Muscular de Duchenne (DMD) é a forma mais comum e severa
de distrofia muscular na infancia. Ela é uma doenca progressiva, causada por mutacdes
no gene da distrofina, culminando em fraqueza muscular progressiva. Apesar do rapido
avanco na genética, essa doenca ainda ndo possui cura. Os glicocorticoides (GC) sdo o
pilar do tratamento, e, embora tenham acgdo benéfica, agem suprimindo a formacao 6ssea.
A salde do 0sso é parte importante do cuidado destes pacientes e a reducdo da densidade
mineral 6ssea (DMO) associada ao aumento do risco de fraturas é a evidéncia mais forte
para a qualidade éssea degradada. Objetivos: Avaliar os marcadores do metabolismo
mineral 6sseo em criangas e adolescentes com DMD, por meio de marcadores
bioquimicos de formacao e reabsorcdo Gssea e avaliar a massa 6ssea pela densitometria
6ssea. Metodologia: Foram avaliadas 29 criancas e adolescentes com DMD em
acompanhamento na Unidade de Neurologia Pediatrica do Hospital das Clinicas da
UFMG e 13 criangas e adolescentes higidas, que constituiram o grupo controle. A analise
laboratorial incluiu dosagem de célcio, fésforo, fosfatase alcalina, uréia, creatinina,
250H vitamina D e paratormonio (PTH) no sangue, e coleta de amostra de urina de 24
horas para dosagem de célcio, citrato, fosfato e creatinina. Para a analise estatistica
pacientes e controles foram pareados por idade e os pacientes foram divididos em
subgrupos: cadeirantes e ndo cadeirantes e usuarios e nao usuarios de corticoides.
Resultados: Entre cadeirantes e ndo cadeirantes foi observada diferenca significativa
para idade, peso, estatura e presenca de escoliose. A presenca da escoliose foi observada
em 48,3% e a historia de fratura de 0ssos longos em 27,6%. Foram observados niveis
séricos baixos de 250H vitamina D, de creatinina, fosfatase alcalina sérica e da excrecéo
de creatinina e citrato urinarios, quando comparou-se pacientes e controles. Observou-se
niveis séricos maiores de fosforo e da reabsorcéo tubular de fosfato (TP de fosfato) que
aquele dos controles. Entre cadeirantes e ndo cadeirantes houve diferenca significativa
para a creatindria (mg/Kg/dia) e TP de fosfato, menores no grupo de cadeirantes, e para
0 PTH, com niveis maiores nos cadeirantes. Entre os usuarios e ndo usuarios de
corticoides apenas o PTH foi significativo, menor no grupo dos usuarios. Os pacientes
do estudo apresentaram um escore-Z da DMOa da coluna lombar (CL) reduzido em
relacdo aos controles e ndo foi observada diferenca significativa entre os subgrupos. Foi
observada correlacdo negativa entre a DMOa da CL e a citratUria mg/g creatitina em
usuarios de corticoide, entre a CMO da CL e fésforo sérico no grupo DMD e entre a
CMO da CL e a citraturia mg/g creatinina no grupo que usou corticoide. Conclusdes: Os
pacientes com DMD apresentaram diferencas significativas clinicas e laboratoriais e uma
reducdo global da DMO, comparados com controles saudaveis. Ndo houve diferenca
significativa entre o grupo com histéria de uso de GC e aquele sem historia. Houve
correlacdes negativas significativas entre os sitios 0sseos avaliados e a excrecdo urinaria
de citrato e de creatinina, que sugerem envolvimento dessa molécula na saiude déssea
desses pacientes.

Palavras-chave: Distrofia muscular de Duchenne. Hormodnio Paratireoidiano. Vitamina
D. Célcio. Fosforo. Citrato. Densidade mineral 6ssea. Glicocorticoides.



ABSTRACT

Duchenne Muscular Dystrophy (DMD) is the most common and severe form of childhood
muscular dystrophy. It is a progressive disease, caused by mutations in the dystrophin gene,
culminating in progressive muscle weakness. Despite the rapid advance in genetics, this disease
has no cure yet. Glucocorticoids (CG) are the mainstay of treatment and, although beneficial,
act by suppressing bone formation. Bone health is an important part of the care of these patients
and the reduction in bone mineral density (BMD) associated with increased fracture risk is the
strongest evidence for degraded bone quality. Objectives: To evaluate bone mineral metabolism
markers in children and adolescents with DMD by means of biochemical markers of bone
formation and resorption and to evaluate bone mass by bone densitometry. Methodology:
Twenty-nine children and adolescents with DMD were followed-up at the Pediatric Neurology
Unit of the Hospital das Clinicas of UFMG and 13 healthy children and adolescents, which
constituted the control group. Laboratory analysis included blood calcium, phosphorus, alkaline
phosphatase, urea, creatinine, 250H vitamin D and parathyroid hormone (PTH) measurements,
and 24-hour urine collection for calcium, citrate, phosphate, and creatinine measurements. For
statistical analysis patients and controls were matched for age and patients were divided into
subgroups: wheelchair users and non-wheelchair users and users and non-users of
corticosteroids. Results: Between wheelchair and non-wheelchair users a significant difference
was observed for age, weight, height and presence of scoliosis. The presence of scoliosis was
observed in 48.3% and the history of long bone fracture in 27.6%. Low serum levels of 250H
vitamin D, creatinine, serum alkaline phosphatase and urinary creatinine and citrate excretion
were observed when patients and controls were compared. Higher serum phosphorus and
phosphate tubular reabsorption (phosphate TP) levels were observed than controls. Between
wheelchair and non-wheelchair users there was a significant difference for creatinuria (mg / kg
/ day) and phosphate TP, lower in the wheelchair group, and for PTH, with higher levels in the
wheelchair. Among users and non-users of corticosteroids only PTH was significant, lower in
the group of users. The study patients had a reduced lumbar spine BMD (CL) z-score compared
to controls and no significant difference was observed between the subgroups. Negative
correlation was observed between CL BMD a and creatatine citraturia mg / g in corticosteroid
users, between CL BMC and serum phosphorus in the DMD group and between CL BMC and
creatinine citraturia mg / g in the corticosteroid group. Conclusions: Patients with DMD had
significant clinical and laboratory differences and an overall reduction in BMD compared with
healthy controls. There was no significant difference between the group with history of CG use
and the one without history. There were significant negative correlations between the evaluated
bone sites and urinary citrate and creatinine excretion, which suggest involvement of this
molecule in the bone health of these patients.

Keywords: Duchenne muscular dystrophy. Parathyroid Hormone. Vitamin D. Calcium.
Phosphorus. Citrate. Bone Mineral Density. Glucocorticoids.
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1- CONSIDERACOES INICIAIS

As doencas neuromusculares sd&o um grupo de doencas decorrentes do
acometimento primario da unidade motora, composta pelo motoneurénio medular, raiz
nervosa, nervo periférico, juncdo mioneural e masculo. Nas criangas a maior parte
destas afeccOes é geneticamente determinada, sendo as doencas neuromusculares
adquiridas bem mais raras do que em adultos (1).

Estima-se uma prevaléncia de uma em cada 3000 pessoas com doenca
neuromuscular, que geralmente acomete progressivamente a parte motora, com
preservacdo intelectual (2,3). Atualmente, ainda ndo é possivel obter cura dessas
enfermidades, porém o avanco diagnostico possibilita detectar doencas pré-clinicas,
identificar portadores e fazer diagnostico pré-natal. Portanto, a possibilidade de
tratamento de cura num futuro proximo torna-se uma realidade (1).

A distrofia muscular de Duchenne, também conhecida como distrofia muscular
pseudo-hipertrofica, € uma das mais prevalentes e graves incapacidades entre as
miopatias infantis, afetando um em cada 3.000 a 6.000 meninos nascidos vivos. E uma
doenca genética progressiva, que possui heranca recessiva ligada ao cromossomo X.
Portanto, afeta a metade dos membros masculinos da familia, e a metade dos membros
do sexo feminino sdo portadores assintomaticos (1,3-5)° Em um terco dos casos o
paciente pode apresentar uma mutagdo nova e, consequentemente, sua mae ndo seria
uma portadora. O gene anormal localiza-se no braco curto do cromossomo X, lécus
Xp21, sub banda Xp212. Em condi¢des normais o gene € o responsavel pela producgéo
de uma proteina chamada distrofina, localizada no sarcolema das fibras musculares.
No musculo esquelético, a distrofina, junto a varias outras glicoproteinas, forma um
complexo que atua na estabilidade da fibra muscular (4-6). A deficiéncia da expressédo
da distrofina afeta a formacédo deste complexo glicoproteina-distrofina, favorecendo a
necrose da fibra muscular, o que é considerado o gatilho para o estado inflamatério do
musculo esquelético nestes pacientes (4-7).

A DMD caracteriza-se por apresentar um periodo pré-clinico, iniciando 0s
sinais clinicos entre trés e cinco anos de idade, geralmente associados ao atraso dos
marcos de desenvolvimento motor (1,8). A fraqueza muscular é simétrica e acomete

inicialmente extensores da coxa e da coluna. Com a progressdo da doenga, ha
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comprometimento da musculatura dos membros superiores inicialmente proximais e
depois dos grupos distais (1,3).

A fragueza muscular torna-se evidente por volta dos cinco anos de idade,
quando as criangas apresentam sintomas iniciais, tais como dificuldade de deambular,
pular e correr, além de quedas frequentes (2,4,5). A forca muscular, tanto extensora do
joelho quanto do quadril, ndo € suficiente para permitir a extensao voluntaria do tronco
quando o paciente levanta-se do solo, desencadeando o sinal de Gowers. Nesta
manobra observa-se a dificuldade da crianga em se levantar do chdo, confirmando a
fraqueza muscular proximal. A crianca geralmente usa como alternativa a “escalada”,
onde estabiliza suas pernas com os bracos e vai se “escalando” até ficar de pé
(3,4,9,10).

A medida que a doenca evolui a fraqueza dos musculos gliteo médio e minimo
resulta em inclinacdo da pelve quando a criangca se mantém em bipedestacdo. Com a
progressdo da doenca essa inclinagdo fica ainda mais perturbada, assumindo um
aspecto tipico devido ao excesso de movimento em cintura pélvica, a denominada
marcha miopatica ou anserina (1,2,4,9). Outros sintomas iniciais comumente
encontrados sdo a marcha na ponta dos pés, desorganizacdo e aumento no tamanho de
varios grupos musculares, como por exemplo, os gastrocnémios, musculos infra-
espinais e deltdide, apresentando uma consisténcia firme quando palpados (3,4,9).

A perda da capacidade de deambulagdo ocorre em torno de doze anos de idade
e a dinamica respiratoria estara alterada mais tardiamente, pelo comprometimento dos
musculos intercostais. A medida que a musculatura respiratoria se atrofia, a tosse se
torna ndo efetiva e as infeccdes sdo mais frequentes, muitas vezes levando o paciente
a morte precoce. Ainda, ha envolvimento da musculatura cardiaca em 70% dos casos,
e problemas ortopédicos, que surgem em fase mais avancada da doenca (4,9,11,12).

A suspeita diagnostica da DMD ocorre em casos de histéria familiar associada
a um dos seguintes fatores: achados clinicos de fraqueza muscular em crianca do sexo
masculino, aumento sérico de CPK, e aumento sérico inexplicavel de transaminases.
O diagnostico pode ser confirmado através de bidpsia muscular, evidenciando a
auséncia da proteina distrofina, e pelo estudo molecular do gene da distrofina, que
pode revelar delegOes e duplicagdes (1,3-5,9,13).

A doenca ainda ndo possui cura e com o rapido avango no conhecimento sobre
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genética na DMD novos tratamentos para corre¢cdo do defeito genético vem surgindo
e comecam a ser disponibilizados aos pacientes ( oligonucleotideos antissense,
PTC124). Os objetivos do tratamento s&o reduzir as incapacidades, prevenir
complicacGes, prolongar a mobilidade e melhorar a qualidade de vida (1,3,11,14).
Consistente com essas observacdes, o0s glicocorticoides, como a prednisona e
deflazacorte, sdo utilizados com o objetivo de atrasar a perda da for¢ca muscular e a
perda da capacidade respiratoria (1,9,15,16). Estudos observaram a melhora da forca
muscular apds dois a quatro meses de terapia com esteroides, com melhora da
deambulagéo por pelo menos dois anos (17— 19).

Mais recentemente, a abordagem ortopédica mostrou-se fundamental na
correcdo da escoliose, que é progressiva e traz repercussdes pulmonares (5,9,11).
Métodos ndo-invasivos de ventilagdo mecénica sdo hoje abordagens paliativas
importantes na qualidade de vida destes pacientes (11-13).

O envolvimento do sistema esquelético na DMD é muito comum. A perda
Ossea é caracterizada por reducdo da massa 0ssea e deterioracdo na microarquitetura
do tecido 6sseo, aumentando a fragilidade dos 0ssos e a probabilidade de fraturas. A
reducdo da densidade mineral 0ssea é observada em muitos pacientes, e mais de um
terco destes sdo acometidos por fraturas patologicas em 0ssos longos e vértebras. As
fraturas tém um impacto significativo na mobilidade e qualidade de vida dos
pacientes, mas o mecanismo envolvido na dindmica 6ssea ainda € incerto (15,20,21).
Dados na literatura sdo escassos, porém sabe-se que ha uma reducdo da densidade
mineral 6ssea na DMD, independente da terapia com glicocorticoide (6,17,22,23).

Para monitorizar o grau de perda 6ssea € importante a avaliacdo de marcadores
do metabolismo mineral 6sseo como 0s niveis séricos de célcio, fosforo, fosfatase
alcalina, 250H vitamina D, paratorménio (PTH); e os niveis urinarios de célcio,
citrato, fosfato e creatinina. A densitometria 6ssea € utilizada como coadjuvante para
avaliar a qualidade do 0sso e sua densidade mineral ¢ssea (4,7,16,18,24). De acordo
com as recomendacdes da Sociedade Internacional de Densitometria Ossea, 0 sitio
utilizado é a coluna lombar entre as vértebras L1 — L4, com correcdo para a idade, ou
seja, 0 escore- Z (25).

Estudos clinicos e experimentais tém demonstrado a participacéo de citocinas,

em particular o TNF-(J, a IL-1 e a IL-6, no processo de reabsorcao 0ssea nos pacientes
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com DMD (6,21,26-28). As alteracBes Osseas sdo secundarias ndo apenas a faléncia
da tracdo muscular, mas também ao marcante desequilibrio da atividade entre
osteoblastos e osteoclastos, causado pela circulagdo e producdo local de citocinas
(18,20,24).

O fator de crescimento fibroblastico 23 (FGF-23) tem participacéo especial no
metabolismo mineral e tem sido indicado como um marcador muito precoce de doenga
mineral &éssea. Sua alteracdo sanguinea é muito anterior aquela dos habituais
marcadores de lesdo dssea, facilitando identificar o inicio da reabsorcdo 6ssea muito
precocemente. A relacdo entre os valores do FGF-23 circulante e a doenca Gssea da
DMD sdo ainda desconhecidas (5,20,21,29).

Nesse escopo, 0 presente estudo teve como objetivos avaliar os marcadores

“tradicionais” do metabolismo mineral ésseo de criancas e adolescentes com DMD.
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2- ARTIGO 1: ARTIGO DE REVISAO

DISTROFIA MUSCULAR DE DUCHENNE E SUAS ALTERACOES
OSTEO METABOLICAS
RESUMO

Poucos estudos avaliando a densidade mineral 6ssea (DMO) e o metabolismo mineral
6sseo nos pacientes com Distrofia Muscular de Duchenne (DMD) foram relatados até
o momento. O presente estudo é uma revisao bibliografica ndo sistematica, cujo
objetivo foi rever a literatura referente a DMD e suas alteracdes osteo-metabolicas.
Foram utilizadas as bases de dados PubMed/MEDLINE e LILACS, com as palavras-
chave distrofia muscular de Duchenne, hormonio paratireoidiano, fésforo, calcio,
250H vitamina D, densidade mineral 0ssea, biomarcadores e citocinas. A DMD ¢é a
forma mais comum e severa de distrofia muscular na infancia. Ela é uma doenca
progressiva, ligada ao cromossomo X, causada por mutagdes no gene da distrofina que
levam a auséncia de expressdo dessa proteina no tecido muscular, culminando em
fraqueza muscular progressiva, com preservacao das habilidades cognitivas. Apesar
do rapido avango atual no conhecimento sobre geneética, essa doenca ainda ndo possui
cura. Os glicocorticoides (GC) sdo o pilar do tratamento para a DMD, e séo oferecidos
para 0s meninos que deambulam e que ja ndo estdo ganhando habilidades motoras, ou
cujas habilidades motoras estdo em declinio. Seu mecanismo de acdo ainda nao esta
claro e, embora 0s GC tenham acgéo benéfica no musculo retardando a perda da forca
muscular, eles também agem suprimindo a formacdo déssea devido ao aumento da
apoptose osteoblastica e aumentam a reabsor¢do Ossea devido ao aumento da
osteoclastogénese. Ainda é controverso se a propria DMD afeta diretamente a massa
Ossea e quais as outras possiveis causas, mas € certo que a perda éssea e 0 aumento do
risco de fraturas sdo alguns dos efeitos colaterais indesejados do tratamento com GC
em longo prazo. A salde do o0sso é parte importante do cuidado de pacientes com
DMD e a reducdo da DMO associada ao aumento do risco de fraturas € a evidéncia
mais forte para a qualidade 6ssea degradada, nestes pacientes. A manutencdo de um
estado nutricional apropriado é fundamental para o desenvolvimento do esqueleto e da
salde 6ssea e marcadores bioguimicos e exames de imagem podem ser utilizados para
monitorizacdo e controle do metabolismo dsseo, predizendo precocemente o risco de
fraturas. Uma abordagem preventiva é imprescindivel para garantir o crescimento
saudavel do esqueleto e intervencdes que aumentem a formacdo dGssea devem ser
consideradas.

Palavras-chave: Distrofia Muscular de Duchenne. Hormdnio Paratireoidiano,
Fosforo. Célcio. 250H vitamina D. Densidade Mineral Ossea. Biomarcadores e
citocinas.
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DUCHENNE MUSCULAR DYSTROPHY AND ITS OSTEO METABOLIC
ALTERATIONS (REVIEW ARTICLE)

ABSTRACT

Few studies evaluating bone mineral density (BMD) and bone mineral metabolism in
patients with Duchenne Muscular Dystrophy (DMD) have been reported to date. This
study is a non-systematic literature review, whose objective was to review the
literature concerning DMD and their osteo-metabolic changes. We used the bases of
PubMed / MEDLINE and LILACS data, keywords Duchenne Muscular Dystrophy,
parathyroid hormone, phosphorus, calcium, 25 OH Vitamin D, BMD, and cytokine
biomarkers. DMD is the most common and severe form of muscular dystrophy in
childhood. It is a progressive disease, X-linked, caused by mutations in the dystrophin
gene that lead to the absence of expression of this protein in muscle tissue, resulting
in progressive muscle weakness with preservation of cognitive abilities. Despite the
rapid advancement in current knowledge of genetics, this disease does not have any
cure. Glucocorticoids (GC) are the mainstay of treatment for DMD, and are offered
for boys who roam and are no longer gaining motor skills, or whose motor skills are
declining. Its mechanism of action is unclear and although the GC have a beneficial
effect in slowing muscle loss of muscle strength, they also act suppressing bone
formation due to increased osteoblast apoptosis and increase bone resorption due to
increased osteoclastogenesis. It is still controversial whether the very DMD directly
affects bone mass and what other possible causes, but it is certain that bone loss and
increased risk of fractures are some of the unwanted side effects of treatment with GC
long-term. The bone health is an important part of the care of patients with DMD and
BMD reduction associated with an increased risk of fractures is the strongest evidence
for the degraded bone quality in these patients. Maintaining an appropriate nutritional
status is essential for skeletal development and bone health and biochemical markers
and imaging can be used for monitoring and control of bone metabolism, early
predicting the risk of fractures. A preventive approach is essential to ensure the healthy
growth of the skeleton and interventions that increase bone formation should be
considered.

Keywords: Duchenne Muscular Dystrophy. Parathyroid Hormone. Phosphorus.
Calcium. 25 OH Vitamin D. BMD. Biomarkers and cytokines.
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2.1 INTRODUCAO

A Distrofia Muscular de Duchenne (DMD) é a forma mais comum e grave de
distrofia muscular na infancia, que resulta em fraqueza muscular progressiva e
debilitante, com incapacidade grave e morte precoce quando ndo tratada'“. E uma
doenca hereditéria progressiva que afeta um em cada 3.000 a 6.000 nascimentos do
sexo masculino, que possui herancga ligada ao cromossomo X. Portanto, afeta a metade
dos membros masculinos da familia, e a metade dos membros do sexo feminino sdo
portadores assintomaticos>35’.

A DMD ¢ a primeira doenga genética em que o defeito foi identificado por
clonagem posicional. Aproximadamente 65% dos pacientes apresenta delegdes
intragénicas com rearranjo genético e aproximadamente 10% tém duplicacGes de um
ou mais éxons do gene da distrofina. Os demais pacientes apresentam mutacées
pontuais ou outros rearranjos genéticos menores (delecdes intronicas puras, inser¢ées
de sequéncias repetitivas, mutacdes no local de emenda). Dependendo do tipo de
mutacdo, pode haver uma grave reducdo ou auséncia de distrofina no musculo, o que
resulta no fendtipo DMD, ou uma proteina-truncada parcialmente funcional,
resultando na distrofia muscular de Becker, um quadro de distrofia mais brando®?%* .

O gene anormal localiza-se no braco curto do cromossomo X, lécus Xp21, sub
banda Xp212. Em condic¢Ges normais o gene € o responsavel pela producdo de uma
proteina chamada distrofina, localizada no sarcolema das fibras musculares. Sem a
distrofina, a estrutura de glicoproteina do sarcolema é menos estavel, levando a
instabilidade da membrana. Em consequéncia, ocorre lesdo muscular com iniciacéo de
uma cascata inflamatdria que contribui ainda mais para o dano muscular, necrose e
fibrose. A fragilidade do complexo glicoproteico também altera a permeabilidade da
membrana, levando a ruptura da homeostase®!®’. A elevacio resultante dos niveis de
calcio intracelular provocam o aumento dos radicais de oxigénio pela mitocéndria,
contribuindo para a perpetuacdao do ciclo de estresse oxidativo, dano sarcolemal e
morte celular®’*,

A ativacdo crénica das vias de sinalizacdo envolvidas na resposta inflamatoria
e a degeneracdo muscular agravam a doenca, alterando a histocompatibilidade do
complexo glicoproteico e secretando mediadores inflamatdrios, como neutrofilos,
macrofagos e citocinas, o que resulta em maior lesdo tecidual. Ocorre também o

comprometimento do mecanismo de repara¢do dos miofibroblastos, levando a fibrose
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e perpetuacdo da inflamagéo!10118.7,

Uma contribuigdo significativa neste processo inflamatério envolve a ativacdo
da via do fator nuclear kappa B (NF-kB) pelo fator de necrose tumoral a (TNF-a) . O
fator nuclear kappa B induz a ativagdo transcricional do gene da interleucina e aumenta
a producéo de interleucinas. As alteracdes deletérias da homeostase do calcio, o dano
aos miofibroblastos pelos radicais livres de oxigénio e a falha da proliferacdo dos
miofibroblastos contribuem para a falha de regeneracdo eficaz do musculo
esquelético®!214, A osteopontina (OPN) foi descrita recentemente e promove a fibrose
na fibra muscular do paciente com distrofia, modulando as células imunes e o fator de
crescimento fibroblastico (FGF). Estudos mostraram também que a OPN é um fator
determinante da gravidade da doenca nestes pacientes e que a mutacdo do gene
promotor da OPN esta associada a perda precoce da forca muscular e da

deambulagio®®®,

2.1.1 MANIFESTACOES CLINICAS

As manifestacfes clinicas nos pacientes portadores de DMD normalmente
comegam na infancia, geralmente nos trés primeiros anos de vida. As alteracdes
funcionais iniciam-se com o enfraquecimento muscular, que ocorre gradualmente e de
forma ascendente, simétrica e bilateral, com inicio na cintura pélvica e membros
inferiores. Os musculos séo afetados ao nascimento, mas os sintomas clinicos de
fraqueza muscular proximal geralmente se manifestam entre trés e cinco anos de
idade>*2,

A apresentacdo comum € de atraso dos marcos do desenvolvimento, com
perturbacdes na marcha e dificuldade em levantar do chdo. A fraqueza muscular torna-
se evidente por volta dos cinco anos de idade, quando as criangas apresentam sintomas
iniciais, tais como dificuldade de deambular, pular e correr, além de quedas
frequentes'®!®, Ao contrario de sua fraqueza muscular que é progressiva, suas
habilidades cognitivas ndo deterioram ao longo do tempo, e apenas 30% dos casos
estdo associados a deficiéncia mental e distarbios de linguagem®1°8, A maneira como
essas criancas levantam do chdo é caracteristica. A for¢ca muscular tanto extensora do
joelho quanto do quadril ndo € suficiente para permitir a extensdo voluntaria do tronco
guando o paciente levanta-se do solo, desencadeando o sinal de Gowers. Nesta

manobra observa-se a dificuldade da crianga em se levantar do chdo, confirmando a
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fraqueza muscular proximal. A crianca geralmente usa como alternativa a “escalada”,

onde estabiliza suas pernas com os bracos e vai se “escalando” até ficar de pé>1°=,

A medida que a doenca evolui, a fraqueza dos mésculos gliteo médio e minimo
resultam em inclinacdo da pelve quando a crianca se mantém em bipedestacdo. Para
suportar melhor esta posicao da pelve, a crianca realiza uma compensagéo alargando
sua base de sustentag&o, assumindo o aspecto tipico da marcha do tipo anserina®!. A
fraqueza do musculo gliteo maximo (o0 mais potente extensor do quadril) também
induz a inclinacdo anterior da pelve, que € compensada com o aumento da lordose
lombar. Com o encurtamento dos musculos responsaveis pela flexdo dorsal dos pés,
ocorre a adocdo de marcha na ponta dos pés, com deslocamentos laterais do
tronco®®2, A hiperlordose lombar é a deformagio mais precoce resultante da fraqueza
do musculo gliteo maximo e abdominais. A pelve fica em anteversdo. A fim de
compensar esse desequilibrio e se manter em pé, o individuo projeta o tronco paratras,
aumentando ainda mais a curvatura lombar®2°,

As deformidades ortopédicas sdo devidas a posi¢cdes viciosas nas varias
articulacdes. Tais posicdes levam frequentemente a retracbes musculo-tendinosas,
envolvendo varios grupos musculares agindo numa mesma articulagdo. As
deformidades sdo progressivas, surgindo contraturas e retracdes fibrotendineas,
sobretudo nas articulacGes do tornozelo e joelho, tornando-se evidentes em torno do
sétimo e oitavo anos de vida. Nesta fase a crianca torna-se incapaz de esticar o braco
por completo e, ao deambular, apoia-se na ponta dos pés*??2, Nos membros
superiores, em estagios intermediarios, observa-se o envolvimento do musculo peitoral
maior, grande dorsal, biceps, triceps e braquiorradial. Tardiamente, a forca se mantém
mais preservada nos musculos flexores do punho, inversores do pé e extensores do
pescogo, mas suas agdes estardo limitadas pelas extensas lesdes articulares®?®.

As alteracdes 0sseas ndo sdo decorrentes da falha genética, mas decorrentes
exclusivamente do desuso, incluindo a rarefacdo encontrada na extremidade dos 0ssos
longos e formacdo de ossos chatos. Em estagios tardios ocorre a descalcificacdo e
distorcBes grosseiras com a desorganizacdo do sistema esquelético. Estas alterac6es
tornam 0s 0ssos dos pacientes bastante susceptiveis a fraturas por pequenos
traumas6-213.23,

A progressdo da perda da forca muscular e das contraturas leva a perda da

deambulagéo e ao confinamento na cadeira de rodas por volta dos 10 a 12 anos, e 0s
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primeiros anos da adolescéncia sdo marcados pelo desenvolvimento de escoliose
progressiva®®242° Apés a restricdo no leito, o paciente apresenta rapida perda da forca
muscular devido & imobilidade, o que vem acarretar complicacfes respiratorias. A
apneia obstrutiva do sono ocorre em até um terco dos pacientes e € a causa
predominante de respiracdo desordenada durante o sono na primeira década de vida,
evoluindo muitas vezes com a dependéncia de ventiladores na segunda década. A
medida que a musculatura respiratoria se atrofia, a tosse torna-se inefetiva e as
infeccbes sdo mais frequentes, muitas vezes levando o paciente a morte
precoce5'25'26'19'27.

Ainda, h4 envolvimento da musculatura cardiaca em 70% dos casos, com
quadros de arritmias, cardiopatia dilatada e insuficiéncia cardiaca congestiva, que
surgem em fase mais avancada da doenga®>%?22", A enfermidade também se complica
com alteracbes na degluticdo, perda de peso, dilatacdo géstrica, constipacdo e
alteracdes no controle vesical. Classicamente o prognéstico é ruim, com a morte
ocorrendo entre 18 e 25 anos de idade, principalmente devido a insuficiéncia

respiratoria (> 80% dos casos) e insuficiéncia cardiaca (10-20%)2>26:1921,

2.2.2 DIAGNOSTICO

O diagnostico da DMD pode ser estabelecido, na maioria dos casos, através da
historia familiar, de achados clinicos, laboratoriais e genéticos, podendo ser utilizados
eventualmente, exames eletrofisioldgicos e histologicos®>!31°, A suspeita diagnostica
deve ser considerada independentemente da historia familiar e geralmente é
desencadeada devido a: (1) a mais comum que € a observacdo da funcdo muscular
anormal em uma crianca do sexo masculino; (2) a deteccdo de aumento de creatina
quinase no soro testada para indica¢fes ndo relacionadas; ou (3) ap0s a descoberta de
aumento de transaminases (aspartato aminotransferase, alanina aminotransferase que
sdo produzidas por musculo, assim como as células do figado)®12,

A cretina quinase no soro (CK) geralmente é extremamente elevada (10-100
vezes 0 valor normal desde o nascimento) e deve ser a primeira investigacdo quando
se suspeita de DMD. O valor de CK normal exclui o diagndstico. Os niveis de CK
caem com a progressao da doenca, refletindo a perda da massa muscular e a reducgdo
da atividade fisica. Portanto CK ndo é um teste de triagem de confianga em criancas

ja usudrias de cadeiras de rodas'?*°. A eletromiografia (EMG) pode mostrar alteragdes
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inespecificas e ndo tem qualquer papel na investigacdo de DMD. N&o deve ser
solicitada de rotina®318,

O fluxograma para confirmacao diagndstica depende da disponibilidade local
e confiabilidade dos testes, que devem ser interpretados em conjunto com a
apresentacéo clinica, devido & gama de possiveis mutagdes da distrofinal®3. O teste
para a detec¢do de mutacdo nos pacientes com DMD sdo sempre necessarios, mesmo
que primeiro tenha sido confirmada a auséncia da proteina distrofina na bi6psia
muscular. Os resultados do teste genético fornecem informacBes necessarias para o
aconselhamento genético, diagndstico pré-natal e informacBes para futuros
tratamentos®>131°. Os testes genéticos comuns utilizados para identificar mutacdes da
distrofina sdo o multiplex PCR, multiplex MLPA (multiplex-ligation probe
amplification), SCAIP (single-condition amplification/internal primer) e o MAPH
(multiplex amplifiable probe hybridization)?. Mais recentemente, através de
sequenciamento de nova geragdo, 0 sequenciamento completo do gene da distrofina
tornou-se viavel e passou a ser aplicado na prética clinica.

O PCR é amplamente disponivel e tem menor custo, entretanto, ndo analisa
todos os exons, de modo que uma mutacdo ou delecdo pode nédo ser identificada. Os
testes genéticos MPLA e MAPH conseguem cobrir todos os éxons e identificar as
delecBes e duplicacdes. Ja o teste SCAIP cobre estes recursos e ainda apresenta as
informacGes em sequéncia genética. Nenhuma destas técnicas é universalmente
disponivel*?12228 Se a analise por meio de uma ou mais destas técnicas identificar e
caracterizar uma mutacdo da distrofina, nenhum outro teste posterior € necessario.
Entretanto, se ndo for identificada delecdo ou duplicacdo, o sequenciamento deve ser
feito buscando mutag@es pontuais ou pequenas delegbes’. A caracterizagdo completa
da mutacdo é necessaria para permitir a correta correlacdo com o quadro clinico, e é
considerado o principal fator determinante da variacdo fenotipica bem como o
determinante para elegibilidade dos possiveis tratamentos®28,

A bidpsia muscular continua sendo o padrdo ouro diagnéstico embora ndo seja
mais rotina em alguns centros, sendo realizada somente nos casos onde o teste genético
é negativo, ou o fendtipo clinico é atipico®*%?*. A microscopia Gtica as alteracdes
precoces incluem fibras musculares em degeneracdo necroticas com invasdo por
macrofagos, bem como grupos de fibras musculares em regeneracdo de tamanho
intermediario, contendo citoplasma basofilico. O aumento da variabilidade do

tamanho da fibra muscular também é visto, inicialmente como maior do que o normal,
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e inversdo desse padrédo com a progressdo da doenga. Em fases avangadas da doenga
ha substituicdo significativa de fibras musculares por gordura e tecido conjuntivo
endomisial>1%18.21,

A auséncia ou diminuicdo importante da distrofina em bidpsias musculares de
meninos com DMD pode ser demonstrado em imunohistoquimica e/ou andlise de
Western blot, utilizando anticorpos dirigidos contra diferentes epitopos da distrofina.
Geralmente, os anticorpos que reconhecem os dominios amino-terminal e carboxi-
terminal da haste sdo os utilizados. A imunocoloragdo utilizando anticorpos amino-
terminal ou dominio haste mostra uma coloracdo sarcolemal fraca em até 60% dos
pacientes com DMD. A imunorreatividade para anticorpos carboxi-terminal,
entretanto, esta ausente na DMD, sendo util na diferenciagdo entre a DMD e a Distrofia
Muscular de Becker!®1%18 A anélise de Western blot permite a quantificacdo da
quantidade de proteina distrofina bem como a avaliacdo do tamanho da proteina
presente. Na DMD observa-se a presenca de quantidade inferior a 5% do normal de
distrofina quando os anticorpos carboxi-terminal sdo utilizados, e de até 25% dos
niveis normais de distrofina com o uso de anticorpos de dominio haste'®8, Para
diagnostico pré- natal, a analise molecular é mais segura do que a deteccédo
imunohistoquimica de distrofina, sendo o procedimento sempre bem sucedido nos

casos de delecGes ja identificadas em outro irmdo acometido®6:2,

2.2.3 TRATAMENTO E SEUS EFEITOS COLATERAIS

Apesar do rapido avanco no conhecimento sobre genética na DMD, essa
doenca ainda ndo possui cura. Os objetivos do tratamento sdo reduzir as incapacidades,
prevenir complicag@es, prolongar a mobilidade e melhorar a qualidade de vida3291%22,
Vérias estratégias de tratamento estdo sendo estudadas. Elas incluem técnicas de
transferéncia de miofibroblastos e terapia génica, e varios medicamentos, como 0s
corticosteroides*. Os glicocorticoides (GC) sdo o pilar do tratamento paraa DMD, e
sdo oferecidos para 0s meninos de cinco anos de idade e mais velhos, que ja ndo estdo
ganhando habilidades motoras, ou cujas habilidades motoras estdo em declinio!332,
A corticoterapia esta sendo universalmente empregada para diminuir o ritmo de perda
da forca e fungdo muscular, retardar de um a trés anos a época do confinamento a
cadeira de rodas, melhorar a funcdo pulmonar e retardar a progresséo da cifoescoliose

e da miocardiopatia®>?**, Seu mecanismo de agdo ainda ndo estd claro e varias

28



hipoteses tém sido propostas®*, como agBes na alteragdo da regulacio de genes nas
fibras musculares, na desaceleracdo da taxa de lesbes musculares esqueléticas, na
reducdo das células T citotdxicas e da concentracdo de célcio intracelular, e no
aumento da reparagdo miogénica®!830, Foi também observado que os esterdides
podem agir sobre a regulacdo do sinal de transducéo e tém um efeito direto nuclear.
No caso do Deflazacorte, o efeito benéfico no mdsculo tem sido associado com a
ativacio da via de calcineurina / NF-AT32353%,

Estudos de transcricdo por analise microarray e no nivel protéico estdo em
curso na DMD, buscando identificar alvos geneticos e proteinas responsaveis pela
resposta dos esteroides®’. Um efeito direto na degeneracéo do musculo foi observado
em Caenorhabitidis elegans®®, no qual a prednisona reduziu a degeneracéo da célula
muscular em 40%. Outras hipdteses sdo de que os esteroides reduziriam a necrose e a
inflamacéo muscular por meio de ac¢Ges nas vias alternativas da modulacao da resposta
inflamatdria, havendo inclusive deposicdo de complemento nas fibras distroficas.
Alternativamente, os esteroides podem aumentar a proliferacdo das células precursoras
miogénicas ou 0s mioblastos, e assim, aumentar o crescimento e a regeneracdo do
musculo devido ao seu efeito anabdlico#3°, Acredita-se que o seu efeito pode se
manter por trés ou mais anos, e ¢ encarado como uma forma de “comprar tempo” para
o0 doente a espera de uma eventual terapia eficaz. Assim, o ideal é comecéa-la por volta
de cinco a seis anos, quando o musculo esta preservado e ainda ndo se iniciou a fase
de declinio mais rapido da forca muscular®'“°. E necessaria uma monitoracio
cuidadosa dos numerosos efeitos colaterais possiveis, mas, de um modo geral, pode-
se considerar que os efeitos colaterais sdo de ambito menor, e muito raramente obrigam
a suspensdo da droga*>*%4l, Os principais efeitos colaterais da terapia de
glicocorticoides incluem ganho significativo de peso, baixa estatura, reducdo da
densidade mineral 6ssea (DMO) e puberdade atrasada®334142,

Um consenso sobre o papel dos corticosteroides em DMD esta emergindo apds
avaliacdo cuidadosa das vantagens e desvantagens do tratamento em longo prazo, com
base em estudos clinicos?!®. Os corticosteroides devem ser oferecidos aos meninos
enquanto eles ainda deambulam. Devem ser iniciados precocemente entre quatro e seis
anos de idade e na maioria das criangas mais velhas ambulantes, a menos que
contraindicado®3443,  Revisdes regulares permitem adequado monitoramento,
dosagem e gestdo dos efeitos adversos. E importante otimizar a salide Gssea em

pacientes tratados com corticosteroides, incluindo aconselhamento dietético em
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relagdo célcio e vitamina D, e suplementacdo se os niveis plasmaticos de vitamina D
forem baixos?>44041,

Dois corticosteroides tém sido amplamente utilizados: prednisona e
deflazacort, com diferentes esquemas. A dose inicial 6tima de prednisolona 0,75
mg/kg/dia muitas vezes nao é tolerada em longo prazo e, ao longo de anos, é
necessario um ajuste cuidadoso da dose, com alguns estudos citando seu uso em dias
alternados®3443, Outros estudos foram realizados usando esterdides com um esquema
intermitente por 10 dias por més, alguns intercalando 10 dias de uso com 10 dias de
folga, e outros s6 nos finais de semana. O esquema intermitente demonstrou beneficios
nos parametros funcionais com menos efeitos colaterais**33. O regime com uso apenas
no final de semana permitiu o crescimento linear, mas nao preveniu contraturas, o que
resultou na perda da deambulagdo com dez anos em 25% dos tratados**. Outros
regimes com baixa dose diaria de prednisona (0,35 mg/kg/dia) foram realizados
visando a reducdo da dose cumulativa de ester0ide, mas ndo mostraram alto
beneficio®24°.

Em 2005, a Academia Americana de Neurologia (AAN) e a Sociedade de
Neurologia Infantil (CNS) definiram alguns parametros de manejo a partir de estudos
baseados em evidéncia. Sete estudos de classe | e numerosos ensaios menos rigorosos
demonstraram que o tratamento com corticosteroides por seis meses com prednisona
(0,75 ou 1,5 mg/kg/dia) aumentou a forca muscular, o desempenho e a funcéo
pulmonar, além de ter diminuido significativamente a progressdo da fraqueza. Dois
ensaios de classe | examinaram o efeito da menor dose de prednisona (0,30 e 0,35
mg/kg/dia), e demonstraram menores beneficios, mas com menor frequéncia de efeitos
colaterais (por exemplo, o0 ganho de peso). Os Unicos efeitos secundarios significativos
em todos os ensaios de classe | foram o ganho de peso e o desenvolvimento de uma
aparéncia facial cushingdide®?>334%, Um ensaio de longo prazo de prednisona dose
diaria (0,3 a 0,7 mg/kg/dia), estudo de classe Ill, apresentou prolongamento da
capacidade funcional e uma progressdo mais lenta de fraqueza durante trés anos de
tratamento (3). Um estudo classe 1V, ensaio aberto de prednisona em dias alternados
(2 mg/kg por dois meses, em seguida, dois tercos da dose a cada dois dias) observou
um prolongamento de aproximadamente dois anos na deambulagédo em comparagédo
com pacientes ndo tratados®334%43, Um estudo randomizado controlado realizado com
64 meninos com DMD (idades de 4 a 10 anos) também observou a igual eficacia para

a dose diaria padréo de prednisona (0,75mg/Kg/dia) em relacdo a dose de prednisona
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realizada apenas no final de semana de prednisona (10 mg/kg por semana dado ao
longo de dois dias)®. A andlise de perfis de efeitos colaterais demonstrou
tolerabilidade global de ambos os regimes de tratamento®.

O deflazacort € um derivado de oxazolina de prednisona também utilizado no
tratamento e geralmente recomendado na dose de 0,9mg/kg/dia, com uma equivaléncia
de dosagem prevista de 1:1,3, comparativamente com prednisona. Ele pode preservar
a funcdo muscular, mas muitas vezes sem a tendéncia de ganho de peso excessivo
encontrado na maioria dos meninos tratados com prednisona diariamente3%3440, Ele
ndo é aprovado nos EUA pela Food and Drug Administration (FDA), mas encontra-
se disponivel como um produto farmacéutico licenciado no Canada e em alguns paises
europeus, asiaticos e sul-americanos'?. Estudos apontados pela AAN e CNS em 2005
observaram melhorias semelhantes com o uso do deflazacort na forca e na funcéo
muscular, quando comparado ao uso da prednisona. O perfil de efeitos secundarios
também foi semelhante, embora em alguns estudos com deflazacort tenha sido
observado menor ganho de peso e maior incidéncia de catarata assintomatica333646,
Com base nesses estudos, alguns centros de referéncia tém indicado preferencialmente
o0 deflazacort para pacientes com DMD que estéo predispostos a obesidade de acordo
com seu biotipo ou histdria familiar334748,

Dados clinicos disponiveis sobre o impacto do deflazacort na funcao cardiaca
em pacientes com DMD séo limitados. Em um estudo de coorte retrospectivo com 33
pacientes com DMD foi observada maior preservacao da funcéo cardiaca naqueles em
uso de deflazacort do que naqueles que ndo receberam a medicacdo?24°. Resultados de
varios estudos ndo randomizados sugerem que o tratamento com corticoides para
DMD reduz a progressdo da cardiomiopatia e reduz a mortalidade por meio de uma
reducdo no nimero de mortes relacionadas com a insuficiéncia cardiaca*??. Dados
retrospectivos também sugerem que a terapia em longo prazo com glicocorticoides
para DMD reduz o risco de escoliose e prolonga a deambulacio?*%°. Alguns estudos,
entretanto, observaram maior risco de osteoporose em 0ssos longos e fraturas por
compresséo vertebral®®2°,

Os beneficios e os efeitos secundarios da terapia com GC devem ser
monitorados para avaliagdo dos riscos potenciais. Testes musculares funcionais
cronometrados, testes de funcdo pulmonar e cardiacos geralmente sdo parametros Uteis
para avaliar os beneficios. Efeitos colaterais como o ganho de peso, aparéncia

cushingoide, hiperglicemia, diabetes, catarata, baixa estatura, diminuicdo do
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crescimento linear, puberdade atrasada, fraturas de ossos longos e vértebras, acne,
crescimento excessivo de pelos, sintomas gastrointestinais, e mudancas de
comportamento sdo citados®:*%3342 para qualquer crianga com DMD é essencial
documentar o peso e definir claramente o ponto em que o0 ganho de peso torna-se um
evento adverso substancial. E importante que seja realizado um acompanhamento
dietético, reduzindo os alimentos de alto teor calérico e controlando o excesso de peso,
que podem causar reducio da mobilidade®!.

A reducdo da DMO é observada em meninos com DMD, mesmo antes do uso
de esteroides e esti associada a um risco aumentado de fraturas dos membros.
Provavelmente, isto est4 relacionado a baixa atividade fisica, embora estudos recentes
tenham mostrado que as criangas com DMD podem ter niveis anormalmente baixos
de vitamina D e osteoporose, mesmo no momento do diagnostico®*1°2, As fraturas
vertebrais sdo raramente vistas em pacientes com DMD que ndo séo tratados com
esteroides e 0 aumento da incidéncia de fraturas por fragilidade vertebral ndo pode ser
explicada exclusivamente pelo seu uso®. Demostrou-se um periodo de laténcia de 40
meses entre o inicio do uso do corticoide e o inicio do quadro de fraturas vertebrais,
com uma incidéncia de 75% de fraturas vertebrais apés 100 meses de uso da terapia®*.
Uma meta-analise com mais de 80 estudos demonstrou a associacdo do uso da
prednisolona (> 5mg/dia de prednisolona ou de equivalente) com redugdes
significativas na DMO e aumento no risco de fraturas dentro de trés a seis meses ap0os
0 inicio do tratamento, e com 0 aumento do risco de fratura independente da idade do
paciente, sexo e doenca de base®.

Foi demonstrado que 0s GC estimulam inicialmente a atividade osteoclastica
(primeiros seis a 12 meses de terapia), seguido por diminuicdo na formacgédo dos 0ssos,
que ocorre devido a reducédo da atividade osteoblastica e reducdo da funcédo e tempo
de vida dos osteoblastos, promovendo maior nivel de apoptose dos osteoblastos e
ostedcitos®#247 A¢Bes combinadas dos GC sobre a remodelagio Gssea podem,
portanto, causar osteoporose, aumentando o risco de fraturas. Além disso, tem sido
relatado que as criancas tratadas com GC via oral tém menos massa 6ssea>®. Nesses
pacientes, observa-se desmineralizacdo do 0sso trabecular e aumento da incidéncia de
fraturas de vértebras e costelas. Em contraste, o 0sso cortical é poupado e fraturas
apendiculares sdo raras. Assim, meninos com DMD tém redugdo da DMO, da massa
muscular, maior massa gorda e maior incidéncia de fraturas por fragilidade do que os

meninos sadios da mesma faixa etaria. Isto é em parte devido a mobilidade reduzida,

32



perda de massa muscular e tratamento com corticosterdides em longo prazo®*54’, Ao
contrério de pacientes com outras formas de Osteoporose Induzida pelo Uso de
Glicocorticoides (GIOP), as criangas com DMD também tém anormalidades
estruturais e funcionais adicionais de seu musculo. Os efeitos combinados da GIOP e
progressdo da DMD podem contribuir para a distor¢do da unidade musculo-6ssea
e aumentar a fragilidade 6ssea*’. Alguns estudos com uso de GC mostraram redugao
significativa no risco de escoliose sem associagdo com 0 aumento de fraturas em 0ssos
longos, entretanto, confirmaram um maior risco de fraturas vertebrais?#°653,

Nenhuma dose segura de GC parece existir, uma vez que observou-se aumento
nas fraturas vertebrais com doses baixas como 2,5 mg de prednisona por dia®. Foram
relatados como fatores associados a indugdo da osteoporose induzida pelos GC: a
inibicdo da osteoprotegerina (OPG), inibicdo da absorcéo intestinal do célcio, e a
estimulacdo do fator-kB nuclear (RANK-L)®°. Uma das consequéncias classicas do
tratamento com GC ¢ a reducdo do nimero e da funcéo dos osteoblastos, influenciando
diretamente os processos de sintese, replicacdo e apoptose celular. Além disso, inibem
a producéo de fatores de crescimento pelo 0sso, como o insulin-like growth factor 1
(IGF-1) e o transforming growth fator  (TGF-B), que tém atividade anabolica sobre o
tecido Gsseo®®.

Ha grande preocupacédo sobre a prevencdo e tratamento de reducdo da DMO
em pacientes com DMD tratados com esteroides e a préatica rotineira e o tratamento de
problemas relacionados com a massa 0ssea variam consideravelmente. Varios centros
de referéncia orientam a suplementacéo de célcio e vitamina D e outros orientam o uso
de bisfosfonados (BPs). Em mdos experientes, os bisfosfonados sdo um bom
tratamento para a fratura vertebral e para a dor ¢ssea causada por micro fraturas em
pacientes com baixa DMO. Recomenda-se ainda a promocao do exercicio fisico e a
exposicao solar3!:394059,

Os bisfosfonados estdo sendo considerados e estudados em criancas com
reducdo da massa 0ssea associada ao esteroide, podendo ser usados com seguranca e
sem efeito negativo sobre o crescimento linear ou mineralizacdo 6ssea®. Eles sdo
anadlogos endogenos dos pirofosfatos e apresentam elevada afinidade pela
hidroxiapatita presente no 0sso. Sdo geralmente bem tolerados, embora os efeitos
adversos possam envolver todos os principais sistemas, incluindo osteonecrose da
mandibula. Seu mecanismo de acdo ainda € desconhecido, mas sabe-se que atuam na

estrutura do osteoclasto, bem como em sua funcéo e viabilidade®*®3. O alendronato e
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risedronato foram os primeiros BPs utilizados em GIOP e sua eficacia foi demonstrada
na prevencgdo e tratamento da perda dssea associada com GC. Estudo realizado com
alendronato oral em criangas com DMD tratadas com deflazacort confirmou a
associacdo com a manutencdo da DMO em relacdo aos meninos saudaveis da mesma
faixa etaria®®.

No contexto da distrofia muscular, existem varias maneiras pelas quais 0s
bifosfonados podem atuar. Aqueles ndo aminos agem na formacéo de andlogos néo-
hidrolisaveis de trifosfato de adenosina dentro dos osteoclastos e, assim, promovem a
inibicdo das principais enzimas metabdlicas envolvidas no crescimento, diferenciacéo
e ativagdo celular. Em comparacao, os amino bisfosfonados alteram a reabsorcao 6ssea
através da inibicdo da via do mevalonato, afetando assim as pequenas proteinas de
sinalizagdo (GTPases) que regulam o processo®®2, Um importante efeito dos amino
bisfosfonados é sua influéncia no metabolismo do calcio. Na DMD, a auséncia de
distrofina conduz a perda da estabilizacdo da membrana produzindo aumento da
concentracdo de célcio intracelular. Este aumento de calcio intracelular causa uma
contracdo localizada sustentada, contribuindo para a miofibrilacdo e ativacdo das
proteases, tal como a calpaina, que tem sido implicada na patogénese da DMD. Assim,
baixando os niveis de célcio extracelulares, os BPs poderiam aumentar a viabilidade
das células do misculo®®4, Os amino bisfosfonados também podem efetuar a apoptose
normal através de varias vias e também podem modificar a apoptose, inibindo a
proteina quinase C e suprimindo o fator ativador de plasminogénio uPA. Por
conseguinte, sua acdo na DMD pode resultar na inibicdo da atividade celular
patoldgica na fibrose, inibindo a viabilidade dos fibroblastos®2%4,

Estudo foi realizado com 44 criancas selecionadas para receber terapia de
bisfosfonados por quadro de declinio da DMO e risco de fraturas. Foi observada
associacdo notavel entre a longevidade e o tratamento com a combinacdo dos
esteroides e bisfosfonados em comparagdo ao tratamento com esteroides isolado. O
efeito foi também associado a duracdo do tratamento com BPs, sendo melhor naqueles
tratados por mais tempo®. Apesar dos estudos ja realizados e daqueles em andamento,
ainda ndo existe protocolo que oriente o uso profilatico dos BPs orais em pacientes em
uso prolongado de corticoterapia. Protocolos de tratamento padronizados devem ser
desenvolvidos para confirmar os efeitos de tais agentes sobre a reducdo das fraturas

por fragilidade®*,
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Outras terapias imunossupressoras tém sido estudadas para o tratamento da
DMD. A oxandrolona, um esteroide anabolizante, tem mostrado alguma promessa no
aumento da forca muscular quantitativa. Esta droga poderia ser Gtil antes de iniciar a
terapia com GC porque é segura e acelera o crescimento linear. No entanto, seu efeito
benéfico para retardar a progressdo da fraqueza nao € de magnitude suficiente para
justificar seu uso rotineiro®3°43,

Ainda agentes imunossupressores como azatioprina e ciclosporina também
foram estudados!®“°. A azatioprina ndo mostrou nenhum beneficio. A ciclosporina A
em combinagdo com a prednisona ou isoladamente ndo mostrou melhora da forca
muscular ou das habilidades funcionais em 77 criancas ambulantes com DMD®.
Entretanto, estudos sugeriram possivel potencializacdo da corticoterapia com a
ciclosporina A e melhoria da forga muscular®®®’.

Ha evidéncias de estudos controlados e aleatorizados que o tratamento com
creatina aumenta a forca muscular, melhora a atividade diaria e é bem tolerado em
pacientes com disfuncdo muscular e miopatias inflamatorias®®%8. No entato, nio foram
estabelecidas recomendagbes para seu uso na DMD?86  Suplementos como a
coenzima Q10, carnitina, aminoacidos (glutamina, arginina), anti inflamatérios /
antioxidantes (0leo de peixes, a vitamina E, extrato de cha verde) e outros, estdo sendo
usados em alguns paises e sdo endossados por alguns médicos, mas ndo héa
recomendacdes definidas%18:39,

Fowler e colaboradores relatam os resultados de um estudo pequeno com
salbutamol oral no tratamento de criancas com DMD e distrofia muscular de Becker.
Os pesquisadores observaram melhora da for¢ca muscular, principalmente dos
musculos da coxa, apds trés meses de uso do salbutamol®®. Terapias génicas e
recombinantes também tem sido alvo de inimeras pesquisas atuais. Como o codigo da
distrofina € um mRNA com 14 kb, varias técnicas de transferéncia de regides criticas
do gene através de virus recombinante (rAAV) e vetores de plasmideo ndo virais estdo
sendo exploradas®7°.

Oligonucleotideos também podem ser utilizados com o objetivo de produzir
uma distrofina parcialmente funcionante. Isto € ideal para a maioria das mutacdes de
DMD, que sdo dele¢des ou duplicacOes de exons. LimitacOes a esta forma de terapia
incluem assegurar efeito benéfico sustentado e seguro do oligonucleotideo, tal como a
administracdo repetida ao longo da vida. Alem disso, diferentes dele¢cdes exigirdo

diferentes oligonucleotideos, tornando a producgdo dificil e dispendiosa em grande
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escala®®’®, Alguns antibiéticos aminoglicosideos como a gentamicina também séo
citados como terapia por causarem alteragdes nas regibes de mutacdo. O PTC124 é
uma nova droga oral que promove a leitura ribossomal, permitindo a continuagéo da
traducdo e a producdo de uma proteina funcional. Foi mostrada restauracdo dos niveis
de distrofina em ratinhos mdx com melhoria associada da fungdo muscular e

diminuicdo dos niveis de CK18:66.70,

Mais estudos clinicos estdo em andamento. A terapia com células-tronco
mostrou resultados positivos nos primeiros experimentos com mioblastos
transplantados. Entretanto, estudo subsequente mostrou rejeicdo pela resposta imune
do hospedeiro. Células-tronco miogénicas com menor risco de rejeicdo e células
tronco derivadas da medula ¢ssea estdo também em estudo. A utrofina, um homdlogo
da proteina da distrofina no sarcolema, também tem sido alvo de pesquisas, e seus
fatores de expressio como a heregulina e a L-arginina estdo sendo
explorados?18:40.70.71,

A elucidacdo de novos biomarcadores e alvos potenciais das drogas também
tém sido uma tarefa desafiadora devido ao numero limitado de amostras bioldgicas
disponiveis®”"2. Um biomarcador candidato para a DMD é metaloproteinase-9 da
matriz de soro (MMP9), a qual esté envolvida na degradacdo da matriz extracelular,
nomeadamente colageno IV e V. Foi observada correlagdo do aumento nos niveis de
soro de MMP9 com a progressdo da doenca em pacientes com DMD?'. Outro estudo
também evidenciou o gene regulador do SPP1 (Osteopoitina) como modificador
genético da severidade da doencga”.

Em geral, os reguladores de genes correspondem aos principais processos que
ocorrem no musculo distréfico, tais como inflamacéo, fibrose e regenera¢do muscular.
Entre os reguladores de genes podemos separar membros de varias cascatas de
sinaliza¢do conhecidos: NFKJ, sinalizacdo de angiotensina (AGT, classe funcional do
receptor de angiotensina Il, quimase (CMAL)), de sinalizacdo TGF (familia TGF
classe funcional, TGFB1, TGFB2, BMP 2, classe funcional SMAD, SMADY7), e
sinalizacdo interferon gamma (IFNg, STAT1, IRF1), sugerindo que essas vias podem
estar perturbadas na DMD?*'. A constatagdo de que as células T infiltram o musculo do
paciente com DMD também tem sido objeto de estudo. Os linfocitos T podem
expressar a perforina, molécula prejudicial para a funcdo dos linfécitos, e promover

efeito deletério muscular, como ocorre na Polimiosite. As citocinas Th2 prototipos IL-
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4 e IL- 13 sdo potentes fatores fibrogénicos: células Th2 podem estar envolvidas nos
estagios finais de DMD, quando a fibrose € proeminente. As células T reguladoras
(Tregs) compreendem células que produzem ativamente TGF-3, uma outra molécula
com acao fibrética, que também é conhecida por limitar o recrutamento de células
precursoras miogénicas, o que poderia dificultar a reparacdo do musculo danificado
favorecendo a formacdo de cicatriz’*. Estudos observaram niveis aumentados de
MRNAs de citocinas osteoclastogénicos IL6, IL11, inibina-Ba, e TGFb2 nestes
pacientes e apontaram a IL6 como um mediador importante da perda da massa 6ssea
em DMD, sugerindo que a terapia direcionada anti-1L6 possa ter um impacto positivo

sobre o fendtipo 6sse0®’ 17,

2.2 METABOLISMO MINERAL OSSEO EM PACIENTES COM DMD

O metabolismo 6sseo ainda ndo foi profundamente investigado nos pacientes
com DMD e poucos dados sobre a densidade mineral e remodelacdo Gsseas estéo
disponiveis. Ainda é controverso se a propria DMD afeta diretamente a massa 0ssea,
mas é certo que a perda 0ssea e 0 aumento do risco de fraturas sdo alguns dos efeitos
colaterais indesejados do tratamento com GC em longo prazo, tornando-se as
principais preocupacdes em todas as doencas cronicas que necessitam de tal terapia®.
Do mesmo modo, a escoliose € uma complicacao frequente (68 - 90%) da DMD. Um
estudo com 123 meninos com DMD mostrou associacdo significativa entre a
deambulacgéo prolongada e risco de desenvolvimento de escoliose reduzido. O uso de
GC parece estar associado com aparecimento mais tardio de escoliose®.

A DMO e o metabolismo mineral ésseo foram investigados em criangas
afetadas pela DMD, com ou sem tratamento com esteroides. Observou-se reducéo da
DMO, aumento do metabolismo ésseo e baixos niveis sericos de 25(0OH)2D,
particularmente em criancas que tomavam GC’’. A partir destas consideracdes, outro
estudo foi realizado e evidenciou-se reducdo do conteudo mineral 6ssea (CMO) e da
DMO em todos os pacientes. Nesse mesmo estudo, apos dois anos de terapia com
calciferol e dieta rica em calcio, observou-se aumento significativo da CMO e da DMO
em mais de 65% dos pacientes, e normalizacdo dos pardmetros do metabolismo ¢sseo
e dos marcadores de remodelagio 6ssea em 78,8% dos pacientes®. No quadro 1 podem

ser encontrados toda a literatura que avaliou a DMO em pacientes com DMD.
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Quadro 1 — Resumo dos achados na literatura sobre DMO em pacientes com DMD

Autor - ano| Tratamento | N° pacientes | Achados DMO Fraturas
GC
Palmieri N3&o relatado | 19 DMO reduzida (escore Z -1,0)
et al Houve correlacdo negativa entre | Nao relatado.
199678 idade e escore Z da DMO: baixo
desenvolvimento da massa 6ssea.
Larson etal | Ndo 40/36 com | N&o cadeirantes: média do escore | 18 (44%)
20007 DXA. Z -0,8; Cadeirantes: média do
escore Z 1,7 com piora progressiva
até -3,9.
Aparicio Né&o 10 nédo De acordo com escore Z colo do N&o relatado.
et al cadeirantes. fémur: 8 com osteoporose, 2 com
20028 redugio da DMO. Na coluna 5/10
dom reducdo da DMO.
Louis N3o relatado | 12 DMD e 3 | DMO aumentou 3% em 5 ainda | N&o relatado.
et al Becker ndo cadeirantes.
20038
Bianchi 22 - Dose | 32 DMO (escore Z) é menor que 0 | 6 pacientes (18%)
et al cronica de normal para a idade em todos 0s | tinham historia de
20037 0,75 pacientes, mesmo Nno grupo | fraturas antes o
mg/kg/dia tratado com esteroides. estudo. Depois do
38,56,8m estudo ndo houve
eses fraturas.
Douvillez | Nao 22(idade O CMO era menor e diminuiu | A prevaléncia de
et al 20052 | relatado. 11,4+4,0 anos). | antes da perda da deambulacao e | fraturas foi alta .
estava correlacionado com
a fraqueza muscular.
Hawker Deflazacortd | 42:11/16 com | 23/43 (antes do tratamento com | 2 fraturas antes do
et al ose inicial | Alendronato alendronato)  tinham  DMO | tratamento com
2005% 0,9 (pré-puberais). | reduzida (escore Z < -1,0) na | alendronato.
mg/kg/dia coluna e corpo total. Nenhuma  fratura
até 6 a 7 Ap0s 2 anos o escore Zndo havia | apdés o tratamento
anos. modificado para 16 pacientes. | foi relatada.
Média da idade dssea: 9,2 anos
(5,5-14,5).
Soderpal 16- 24 DMD Reduzida DMO em todos os sitios | 6 de 24 (25%)
m et al | prednisolon0 | (2,3-19,7 avaliados no grupo de pacientes | pacientes tiveram
2007 22 a 0,35 angg) com DMD. A diferenca entre o | fraturas e todas
mg/kg/dia 11 grupo DMD e os controles | ocorreram antes da
4 pacientes controles aumentaram com a idade. DMO inclusdo no estudo.
pararam o sadios da coluna vertebral nos pacientes
tratamento com DMD era -2,5+1,9 e fora da
porque pareados coluna era -0,1+1,1. Marcadores
ganharam pela idade. de formacdo e reabsorcio 6ssea
muito  peso, mostraram reduzido
mas usaram remodelamento
dose de

281 mg/kg

0sse0 nos pacientes.
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Bianchi Prednisona: | 33 Escore Z do CMO e da DMO | Durante o periodo de
et al 1,25 diminuiram progressivamente na | observagdo houve 4
2011 mg/kg cada 2 coluna lombar, com o tratamento; | fraturas em 4
dias. mas tiveram aumento | pacientes enquanto
estatisticamente significativo. | durante o periodo de
Apbs 2 anos de tratamento o CMO | tratamento (2
da coluna lombar aumentou em | anos) houve 2
relacido ao pré- tratamento | fraturas em 2
(p<0,01) em 22 pacientes. 8 ndo | pacientes.
tiveram aumento significativo e 3
continuaram piorando.
Crabtree Prednisolona | 25 A érea 6ssea craniana para alturae | Antes do tratamento
et al regime 0 CMO subcraniano para a area | com esteroides 6
2010% intermitentel estavam significativamente | criangas com histéria
0 dias com e reduzidos. Apdés 30 meses de | de fraturas. Um
10 dias sem. terapia com esteroides houve paciente perdeu a
Dose: aumento significante da area 6ssea deambulago durante
0,75 craniana  para altura mas
mg/kg/dia. significante  redugao c!o CMO ?rat:ﬁ::tc(j) 0 ar;o d2e
subcraniano para a 4area. Na . .
coluna lombar ndo houve | MeNINOS tiveram
mudancas significativas. fraturas  (dedo e
fémur).
Rufoetal | Ndo 16 DMD e 11 | Em 6 pacientes (37%) o escore-Z | N&o relatado.
2011% Controles da BMD era menor que -1,0; em 3
sadios era entre -1,1 e -2,0; e nos outros 3
pareados. era abaixo de -2,0. A DMO foi
ajustada para o volume da vértebra
e calculada a DMO volumeétrica. O
escore-Z foi calculado baseado em
controles pareados e sadios
italianos.
Mayo et | Deflaza- 39 Antes da terapia com deflazacorte | 9 fraturas de 0ssos
al | corte com 0 escore-Z da CL corrigido para a | longos ocorreram em
2012% terapia em idade e o corrigido para a altura | 8 ndo cadeirantes. 7
longo prazo foram reduzidos. Apds a terapia | fraturas vertebrais
(0,9mg/ kg com deflazacorte ndo houveram | ocorreram em 6
/ dia) alteragBes  significativas  no | cadeirantes apés 5
escore-Z ajustado para a altura e | anos de deflazacorte.
houve uma mudanca significativa | O deflazacorte néo
(p <0,05) no escore- Z corrigido | aumentou o risco de
para a idade. fraturas em 0ss0s
longos.
Soder- 13paciente 30 (18 com | Osvaloresda CMOe DMO foram | 7 dos 18 pacientes
palmetal | Com pred- | DMD significativamente menores no | com DMD (um
2012% nisona e 6 Becker); 6 | grupo com DMD >10 anos em | deles com relato de
excluidos comparagao com os pacientes com | fratura vertebral) e 4

Becker com a mesma idade. No
grupo com DMD >10 anos houve
reducdo significativa da DMO CT
e CL.

dos 6 com Becker
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especificado

em quantos dos

pacientes nem
esquema ou
tipo de
corticoide
utilizados.

King et | 12 pacientes| 22 Pacientes com DMD tém menores | N&o relatado.
al com escores-Z DMO para a idade do
2014% histéria de que individuos saudaveis para
uso. todas as regibes, exceto para a
Esquema e cabeca. Pacientes que usaram GC
tipo de apresentaram menor DMO para
corticoide idade, menor DMO para estatura
ndo foram para a idade, e menor CMO areal
relatados. do que aqueles que n&o usaram.
Vuillerot 21 tratados | 29 Observaram aumento | Né&o relatado.
et al | (20 c/ pred significativo da massa magra em
201487 nisona pacientes com DMD tratados com
0,75mg/kg/ GC (p <0,0001). Os ndo tratados
dia e 1 ¢/ apresentaram  deterioracdo na
Img/kg de composicdo corporal confirmada
48/48h); e 8 por um aumento significativo na
nédo percentagem de gordura corporal.
tratados.
Houston 29  (todos | 39 O escore-Z foi significativamente N&o relatado.
et al | tratados com menor no quadril do que na CL
2014% GC, alguns (p<0,0001). N&o houve diferenca nos
c/ escores-Z no quadril total entre os
deflazacort e pacientes que receberam e ndo
outros receberam GC, no entanto, 0s
c/predni- pacientes tratados com GC tiveram
sona escore-Z da DMO CL menor do que
0s nao tratados (p <0,001). Com o
uso do alendronato o0s escores-Z
DMO CL tenderam ao aumento
Tian et Uso relatado, 408 A prevaléncia da osteoporose foilA  prevaléncia  de
al 2014% porém néo semelhante: 4,4%, 20,9% e 58,3%fraturas totais foi de

em idades de 5,10 e 18 anos,
respectivamente.

de DMO e CMO, que aumentaram
com a idade e variaram com o local

de medicdo.

Foram observados baixos escores-z[vertebrais foi de 4,4%,

16,5%, 37,4% e 83,3%
em idades 5, 10 e 18
anos, e de fraturas

19,1% e 58,3% nas

mesmas idades.

Modificada de Morgenroth et al*®

2.2.1 SAUDE DO 0SSO

O esqueleto € um 6érgdo dinamico, metabolicamente ativo que esta em

constante fluxo. Os 0ssos servem para duas funcdes principais: fungdo metabdlica,

como reservatorio de célcio e fosfato necessarios para a homeostase do soro; e fungéo

estrutural, de alojar e proteger os 6rgdos vitais, e servir como um suporte para fixacdo

muscular, permitindo o movimento®. A forca do 0sso é determinada pela sua massa,

tamanho, geometria e qualidade. Fraturas por fragilidade ocorrem quando a forga do

0ss0 é muito reduzida®®.

A maior parte da massa 0ssea é atingida durante a terceira década de vida.
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Impossibilidade de atingir o pico maximo de massa ¢ssea aumenta o risco de fratura
por toda a vida®. Dentre os fatores que podem influenciar a forca 6ssea, a mobilidade
é provavelmente 0 mais importante. Quanto maior a quantidade de carga ou tensao
sobre o esqueleto, maior a influéncia sobre a massa 6ssea e sua geometria. A atividade
no inicio da vida pode fazer os o0ssos mais fortes. Por outro lado, até mesmo curtos
periodos de auséncia de peso podem levar a perda éssea. A puberdade é um periodo
critico para a producdo de 0sso saudavel. Os esterdides sexuais estdo relacionados ao
aumento da quantidade mineral 6ssea bem como ao tamanho e forma dos 0ssos em
crescimento. Atrasos na puberdade podem resultar em pico de massa dssea
reduzida®°192,

Propriedades que contribuem para a resisténcia éssea incluem a taxa de
renovacao 6ssea, DMO, geometria, micro-arquitetura e o grau de mineralizacao.
Coletivamente, essas propriedades sdo muitas vezes referidas como a qualidade do
0SS0, 0 que da& ao 0sso a capacidade para resistir a fraturas apos vigor trivial ou
trauma’. E a satide do 0sso é importante no cuidado dos pacientes com DMD ao longo

de suas vidas?.

2.2.2 REMODELACAO OSSEA

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 sdo continuamente modificadas e ronovadas por esses dois processos, sendo que
ambos envolvem formagdo e reabsorgdo Osseas®. O modelamento Gsseo € um
processo que ocorre principalmente durante a fase de crescimento e envolve a¢des nao
equilibradas de formacao e reabsor¢do dsseas. 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 dssea atingido no inicio da vida adulta®.

Ja o remodelamento Gsseo é um processo coordenado de reabsorcao e formacao
Osseas que ocorre nas “unidades metabdlicas dsseas”. Envolve a remogdo de osso
mineralizado pelos osteoclastos seguida pela formacdo de matriz Ossea pelos
osteoblastos que em seguida se torna matriz mineralizada®. O remodelamento dsseo
ocorre mais frequentemente em sitios esqueléticos ricos em 0sso trabecular como as
vértebras, fémur proximal, calcaneo e radio ultradistal®®. A remodelaco é um processo

essencial para a manutengdo do crescimento do esqueleto e é essencial para a
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prevencdo e recuperacdo de fraturas dsseas. Ele fornece elasticidade ao tecido 6sseo e
produz uma fonte estavel de calcio extracelular®®.

O processo de remodelamento 6sseo ocorre em locais especificos em ciclos de
aproximadamente 120 dias e inicia-se com a ativacao de osteoblastos de superficie. Os
sinais para a iniciacdo incluem mudangas na concentracdo serica de uma série de
fatores sistémicos, como o horménio da paratireoide (PTH), tiroxina, hormonio do
crescimento e estrogénio. As citocinas e fatores de crescimento (IL-1, IL-6 e IL-11,
IGF -1, TGF-B) desencadeiam a atividade de sintetizagio dos osteoblastos®*. Uma vez
que o osteoblasto é ativado, ocorre a sintese de citocinas que estimula o recrutamento
e diferenciacdo dos osteoclastos na superficie da remodelacdo. Estas células de
reabsorcdo Gssea especializadas secretam proteases que dissolvem a matriz mineral e
quebram o colageno. O ciclo de remodelacéo esta concluido quando a massa dssea €
restaurada. Um desequilibrio nas taxas de atividade dos osteoblastos e osteoclastos
leva a mudangas na estrutura 6ssea e massa dssea°’. A osteopoitina (OPN) é citada
como um fator importante neste processo™.

Um aumento do risco de fraturas € a evidéncia mais forte para a qualidade 6ssea
degradada. Outras consequéncias da baixa qualidade da massa dssea citadas na DMD
incluem a osteopenia, osteoporose, dor 0ssea, escoliose e a reducdo da qualidade de

vida®*

Modeling Remodeling

! Osteoblasts Osteoblasts

Osteoclasts

Remodeling

Mineralized bone

Figura 1- Remodelamento Osseo - Adaptado por US Department of Health and Human Services

Na modelagem, a acdo dos osteoblastos e osteoclastos ndo esta ligada e podem ocorrer mudancas rapidas na
quantidade, forma e posicdo do 0sso. Na remodelacdo, a acdo dos osteoblastos é acoplada a acdo anterior dos
osteoclastos. As alteragdes liquidas na quantidade e na forma do osso sdo minimas, a menos que haja um

desequilibrio na remodelacao.



2.2.3 QUALIDADE DA MASSA OSSEA

Existem dois principais tipos de 0sso: 0sso cortical que compde 80% de toda
massa 0ssea e o trabecular cuja proporcao € 20%, com especial concentracdo deste
altimo na coluna vertebral e os 0ssos longos distais. A reducdo da DMO no 0sso
cortical se manifesta primeiramente na superficie endosteal, alargando a cavidade da
medula Ossea e, em seguida, produzindo maiores lacunas no cortex. No 0SSO
trabecular, o efeito de descarga causada por fraqueza muscular leva a um afinamento
das trabéculas, perturbando a estabilidade micro-arquitetural, desconectando as
escoras trabeculares®.

Uma variedade de doencas da infancia e intervencdes farmacéuticas podem
resultar na perda de massa 6ssea ou no acimulo de massa Gssea abaixo do ideal®*%,
Condigdes que reduzem a mobilidade, incluindo a distrofia muscular, estdo associadas
a reducdo da DMO e ao risco aumentado de fraturas de ossos longos!®. Nessas
condicdes, a avaliacdo da salde Ossea é indicada, principalmente naqueles pacientes

usuarios de corticoterapia.

A interpretacdo de resultados de DMO ¢é muito mais complexa em pacientes
pediatricos. Dificuldades intrinsecas de interpretacdo dos dados densitométricos
incluem um esqueleto em crescimento em que o tamanho, forma e a DMO estéo
mudando rapidamente. Além disso, a comparagdo com controles sadios pareados por
sexo e da mesma faixa etaria pode ser inadequada na presenca de doencas crénicas que
afetam o crescimento do esqueleto e a maturacdo, podendo fornecer resultados
imprecisos em termos de perda de massa dssea real®’,

De acordo com os atuais critérios densitométricos para avaliacdo de massa
0ssea, a “baixa massa 6ssea” € definida como um Escore-Z da DMO menor ou igual
a -2 Desvios Padrdo. O Escore-T ndo deve ser utilizado, assim como 0s termos
“osteopenia e osteoporose”. O diagndstico de osteoporose ndo pode ser realizado
fundamentando-se unicamente no critério densitométrico e requer o antecedente de
uma fratura de osso longo de membro inferior, compressdo vertebral ou duas ou mais
fraturas de extremidades superiores, associado 8 DMO baixa®®%9°,

H& um grande nimero de métodos ndo-invasivos disponiveis para avaliar a
qualidade da massa 0Ossea, entretanto, a densitometria 6ssea com raio X de dupla
energia de absorcdo (DXA) para DMO, e os marcadores biologicos para a remodelagéo

Gssea sdo os mais utilizados na prética clinica®l. A radiografia simples no é um bom
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método para avaliar a qualidade da massa 6ssea porque para uma evidéncia radiolégica
de reducdo da DMO deve haver reducdo de 30-40% dessa DMO para que a mesma
possa ser diagnosticada. Como essas alteracGes ocorrem apenas com 0steoporose
avancada, a triagem radiologica de rotina para a osteoporose ndo € Util e geralmente
tem sido realizada por meio da DXA2%°1,

A DXA utiliza baixos feixes de radiacdo de diferentes energias e a atenuagéo
de dois feixes € detectada para dar uma medida de absorcdo. A medicdo da DMO €
dependente da area projetada, que é realizada de forma cbnica. Assim, ela fornece uma
leitura bidimensional para a massa 6ssea (g/cm?). Como consequéncia, os resultados
aparentes sdo determinados pelo tamanho do 0sso e 0ssos pequenos podem produzir
resultados falsamente baixos e vice-versa para 0S 0ssos grandes. Contraturas
articulares podem também interferir com os resultados. A interpretagdo da DXA em
criangas com 0ssos pequenos e deformados €, portanto, particularmente problematica
e estes fatores devem ser levados em conta na interpretagdo dos resultados®%.
Conforme supracitado, a DXA calcula apenas uma "area” da DMO (considerada a
razao entre a area do CMO e a projecdo dos o0ssos digitalizados). Isto € uma limitagédo
do método que por razbes matematicas, superestima o verdadeiro valor da DMO,
aumentando o volume de o0sso. Dessa maneira, corre¢fes apropriadas sao necessarias
para avaliar o valor real da DMO em individuos com um tamanho de corpo pequeno
para a idade. Para superar esta limitacdo, foram propostos diferentes métodos de
correcdo e nas criancas com crescimento reduzido os valores DXA devem ser sempre
devidamente corrigidos, a fim de evitar estimativas incorretas®%,

A coluna lombar entre L1 e L4, e as medidas corporais totais sdo 0s sitios mais
utilizados em criancas. No entanto, Bianchi e colaboradores relataram o uso da DXA
com a digitalizacdo do fémur distal lateral, que é bastante promissor para criangas com
deficiéncias motoras, tais como paralisia cerebral e também para as criancas com
DMD26’53.

Um aspecto importante da DXA é que ela pode ser usada para predizer o risco
de fraturas antes que elas ocorram. Ha evidéncias em criancas de forte relacdo entre
baixa DMO e risco aumentado de fraturas. Este aspecto pode ser muito relevante na
DMD, em que a taxa de fratura parece ser aumentada®®°>3. Um estudo demonstrou uma
perda 6ssea de 6-12% no primeiro ano de tratamento com GC e 0 aumento rapido do
risco de fratura nos primeiros trés meses de tratamento. Fraturas podem ocorrer em até

30-50% dos individuos adultos que recebem a terapia cronica com GC®%. A DMO
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da coluna vertebral é particularmente (til neste contexto, uma vez que o 0sso vertebral
parece ser particularmente vulneravel aos efeitos dos esteroides*9°.

Conhecer a(s) causa(s) da reducdo da massa 6ssea nos pacientes com DMD
pode ajudar a orientar as terapias eficazes para reduzir o risco de fratura. O workshop
Birmingham propds um algoritmo de tratamento delineando uma abordagem gradual
para a intervencdo, com medidas de suporte para todos os pacientes, tais como a
manutenc¢do dos niveis de vitamina D, a garantia de ingestdo adequada de célcio, e a
otimizagdo do peso com atividade fisica®>!. O arsenal terapéutico para o tratamento
da reducdo da DMO em criangas é baseado nos mesmos agentes utilizados nos adultos.
Os suplementos de célcio e vitamina D e 0s seus metabolitos ativos tém sido
amplamente usados, além do uso dos bisfosfonados. Entretanto, os bisfosfonados ndo
sdo usados de rotina e existem poucos estudos sobre sua eficacia. Estudos com
horménio do crescimento e horménio da paratoredide também séo citados, mas ainda

carecem de evidéncias?®7:%,

Bianchi e colaboradores avaliaram a DMO e o metabolismo 6sseo em criangas
afetadas pela DMD, com ou sem tratamento com esteroides, e observaram reducéo da
DMO, aumento do metabolismo 0sseo e baixos niveis séricos de 250H vitamina D,
particularmente em criancas que tomam GC’’. Os mesmos autores avaliaram
posteriormente a eficacia e seguranca de um tratamento com colecalciferol e adequada
ingestdo de célcio nas criangcas com DMD tratadas com GC. Na maioria dos pacientes
o colecalciferol e a ingestdo adequada de célcio foram uma abordagem eficaz de
primeira linha para controlar a remodelacao 0ssea, corrigir a deficiéncia de vitamina
D e aumentar o CMO e a DMO. Né&o houve resposta para o controle da remodelagédo
Gssea que permaneceu persistentemente elevada®?.

Em 2010, o “DMD Care Considerations Working Group” publicou as
recomendacdes para 0 manejo da salde 6ssea na DMD. Os autores postularam que a
salide Ossea € uma parte importante do cuidado desses pacientes e recomendam a
seguinte avaliacdo da massa Ossea: testes bioquimicos no sangue — calcio, fosfato,
fosfatase alcalina, 250H vitamina D, magnésio e PTH; na urina — célcio, creatinina e

sddio; exames de imagem — DXA, radiografia da coluna vertebral e idade dssea?.

2.2.4 MARCADORES BIOQUIMICOS DO METABOLISMO OSSEO

Os marcadores bioquimicos da remodelacdo 0ssea podem ser utilizados para
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avaliar as taxas de formacdo e reabsorcdo do 0sso. Esses marcadores podem ser
avaliados no sangue e na urina através da medida da atividade enzimatica ou
componentes da matriz ¢ssea liberados na circulagdo durante o metabolismo 6sseo. Os
marcadores 0sseos ndo diferenciam as alteracfes do remodelamento Gsseo entre 0s
componentes cortical e trabecular do 0sso. Eles expressam as alteragdes dos processos
de formacdo e reabsorcao Gsseas, sem no entanto, estimarem o excesso da reabsor¢do
sobre a formacdo. Os niveis circulantes destes marcadores podem ser influenciados
por outros fatores além do remodelamento 6sseo tais como o seu préprio clearance
metabdlico (captacdo hepadtica, ligacdo ao cristal 6sseo e a excrecdo renal) e
caracteristicas do “kit” de analise.

Os marcadores de formagdo 6ssea no sangue sao: procolageno peptideo tipo I,
fosfatase alcalina (total e 0sso-especifica) e osteocalcina. Os marcadores de reabsor¢édo
Ossea no sangue sdo fosfatase acida tartarato-resistente, carboxiterminal telopeptideo
do colageno tipo I (C telopeptideo) e aminoterminal telopeptideo do colageno tipo |
(N telopeptideo). Os marcadores de reabsor¢do 6ssea na urina sao: hidroxiprolina,
hidroxilisina, piridinolina (total e livre), deoxipiridinolina (total e livre) e
aminoterminal telopeptideo do colageno tipo | (N telopeptideo). Os principais
marcadores de formacéo e reabsor¢do 0ssea podem ser vistos na tabela 1.

Os marcadores de formacdo Ossea refletem a atividade osteoblastica e os
marcadores de reabsorcao dssea refletem a atividade osteoclastica. A interpretacdo da
atividade desses marcadores na crianca e no adolescente pode ser dificil considerando
que eles refletem de forma inespecifica os processos de modelamento, remodelamento

e 0 crescimento epifisario®31°,

Quadro 2 - Principais marcadores de formacdao e reabsorcdo 6ssea

Marcadores de Origem Acéo
formagéo
Sangue
Fosfatase alcalina 6ssea | Enzimas na membrana plasmatica de | Degradacdo do inibidor da
osteoblastos mineralizagdo do pirofosfato
alcalino
Osteocalcina Proteinas  ndo-colagenas  de  o0ssos | Influéncias na mineralizacdo do

formagdo dssea e  conectados a | negativo durante o processo
hidroxiapatita de remodelago 6ssea

produzidas pelos osteoblastos durante a | osteoide. Funciona com feedback
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Propeptideo
aminoterminal do
coldgeno tipo | (PINP)

Produto especifico da proliferacdo de
osteoblastos e fibroblastos

Clivagem da protease pré
colageno de tipo 1, durante o
processo de formacéo do
colageno tipo 1

Marcadores de Origem Acéo

reabsorcéo

Sangue

Ligante do ativador do| Produzido por osteoblastos, ativado por | Se liga ao RANK, que é
receptor do Kappa-B| célulasBeT expresso em osteoclastos e seus
(RANKL) precursores, estimulando a sua

diferenciacdo e ativagio

Osteoprotegerina

Secretada pelos osteoblastos

Receptor RANKL, reduz a
reabsorcdo Ossea através da
ligagdo a a0 RANKL e previne a
osteoclastogenese

Osteopontina

Proteina ndo colagena da matriz da matriz
0ssea organica

Acdo inibitéria sobre sobre a
mineralizagdo Ossea e
estimulatdria sobre a reabsorcédo
Ossea

Fator de Produzido principalmente pelos Hormonio fostatlrico e parece

Crescimento ostedcitos ter acOes inibitorias diretas

Fibrablastico sobre a mineralizacdo dssea

(FGF23)

Esclerotina Secretada principalmente pelos | Antagonista de sinalizacdo Whnt,
ostedcitos inibe a formac&o de 0sso

Sangue e urina

C-telopeptideo (CTX)

Isomerizacdo de beta aspartil que ocorre
no coldgeno maduro

Clivagem do colageno tipo 1
pela Catepsina K na reabsorcdo
0ssea

N-telopeptideo (porcéo
Amino-terminal do
Colégeno tipo 1)

Colégeno tipo 1 do 0sso

Clivagem do colageno tipo
1 pela Catepsina K na reabsorcédo
0ssea

Modificado de Bandeira et al**

Outros marcadores de formacdo e reabsor¢do Ossea urinarios e sanguineos

podem ser utilizados na avaliacdo da massa 6ssea. No sangue: fosfatase alcalina,

fosforo, calcio, PTH e vitamina D. Na urina: calcio e citrato.

2.2.4.1 Fosfatase Alcalina

A enzima fosfatase alcalina (ALP) pertence a um grande grupo de proteinas

que aderem a superficie extracelular da célula utilizando anticorpos monoclonais com

preferéncia para 0 0sso. Embora a funcdo exata desta enzima seja desconhecida, no

0ss0 a ALP parece estar envolvida na quebra de pirofosfato, um potente inibidor da

deposicdo de fosfato de calcio ao nivel extracelulari®?, A ALP total (T-ALP) tem sido
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usada para monitorar a doenca éssea e a isoenzima ALP especifica dssea (B-ALP)
parece ser um excelente indicador da atividade de formacdo Ossea global.
Clinicamente as medicOes de B-ALP séo Uteis para 0 monitoramento terapéutico de

pacientes, pois estes niveis indicam a atividade metabdlica do 0sso'.

2.2.4.2 Céalcio e Fésforo

O calcio, o fosforo desempenham papel critico no desenvolvimento do
esqueleto e na salde dos 0ssos. A quantidade de célcio necessaria para atender as
necessidades nutricionais sdo diferentes na infancia, adolescéncia e idade adulta, e é
consideravelmente maior na adolescéncia para que se possa atingir o pico 6timo de
massa 6ssea®. Durante os periodos de crescimento mais lento, a relagdo entre a
excregdo urinaria de calcio e ingestdo de calcio € mais pronunciada do que durante o
periodo de crescimento rapido (adolescéncia) quando a necessidade de calcio é
elevada.

A excrecdo renal de calcio é regulada pelo PTH, estrogenos, e é também
influenciada pela proteina da dieta, em particular, pelo sodio. A alta ingestdo de sal
aumenta a perda de calcio na urina®’. Também desempenham papel critico na
formacdo do osso saudavel o calcitriol, hormdnio derivado da 1,250H Vitamina D e
a calcitonina. A 1,250H Vitamina D estimula a absorcao de célcio nos rins e de célcio
e fésforo no intestino. A calcitonina inibe a destruicdo dos 0ssos e protege contra a
hipercalcemia®.

Das influéncias sobre a absor¢do de calcio, a mais importante é a vitamina D,
que € necessaria para o transporte ativo de calcio através da mucosa intestinal*'. Num
estado suficiente de vitamina D, a absorcdo intestinal de célcio € de ate 30%, embora
possa atingir 60% a 80% durante periodos de crescimento ativo. Em um estado
deficiente em vitamina D, a absorc¢éo intestinal de calcio é de apenas 10% a 15% e nao
ha um decréscimo na reabsor¢do méaxima total de fosfato!®®. Em condigGes de
deficiéncia de vitamina D os niveis baixos de célcio ionizado estimulam a secrecéo do
PTH, que aumenta a reabsorc¢do do calcio nos tubulos renais e aumenta a atividade da
1- o hidroxilase, causando aumento da sintese do 1,25- di-hidroxivitamina D
Aumento dos niveis de PTH também causam perda de fésforo na urina. Até ha pouco
tempo, apenas trés principais reguladores do metabolismo do fosfato havia sido

identificados: (1) ingestdo de fosfato e sua absorgéo, (2) o calcitriol, que aumenta a
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absorcéo de fosfato no intestino e no 0sso, e (3) o PTH, que diretamente promove a
absorcdo de fosfato do osso diminui sua reabsor¢do no tubulo proximal, e
indiretamente por estimular a producdo de calcitriol. No entanto, estudos tém
demonstrado a importéancia fisioldgica do 0sso e das fosfatoninas, tal como o fator de
crescimento fibroblatico 23 (FGF23) na regulacgdo do fosfato?7-10°,

Reducdo dos niveis de fosforo (e também de célcio) e reducdo dos produtos
formados pelo fosfato e célcio estdo relacionados diretamente a reducdo da
mineralizagdo 6ssea'®®. Além disso, os niveis baixos de fosforo causam uma falha da
apoptose dos condrdcitos, levando a desorganizacdo da placa de crescimento. A falha
ou atraso da calcificacdo da matriz ostedide leva a osteomalacia nos 0ssos maduros®®,

A hipocalcemia deve ser tratada com suplementacdo de calcio. A dose de
ingestdo diaria de calcio (mg/dia) recomendada € 400-600 mg em criangas pequenas
(um a cinco anos), 800-1.200 mg para crian¢as mais velhas (oito a dez anos) e 1200-
1500 mg para adolescentes e adultos jovens (onze a vinte e quatro anos). A melhor
fonte de calcio é uma dieta saudavel e equilibrada e os produtos lacteos fornecem 75%
do célcio da dieta®. Em adicdo aos suplementos de célcio, o calcitriol pode sera as
vezes, necessario em doses de 20 a 100 ng/kg por dia, em 2 a 3 doses divididas até que

os niveis de calcio normalizem?°®,

2.2.4.3 Vitamina D

A vitamina D € Unica entre as vitaminas, pois funciona como um horménio e
pode ser sintetizada na pele a partir da exposic&o a luz solar'®®. O nivel sérico de 250H
vitamina D (25(OH)D) é o melhor indicador do conteudo corporal dessa vitamina ao
refletir a quantidade obtida a partir da ingestdo alimentar (Vitamina D2: ergocalciferol)
e da exposicao a luz solar (Vitamina Ds: colecalciferol - fotossintetizada sob exposicéo
da radiacdo ultravioleta B). Ambas as formas de vitamina D sdo convertidas no figado
e outros tecidos em 25(OH)vitamina D a partir dos depésitos adiposos no figado. A
25(0OH)D é a seguir, transformada em seu metabolito ativo, a 1,25(0OH).D3, pela
enzima 25-hidroxivitamina D 1-a-hidroxilase no rim, principalmente. J& seu
catabolismo é realizado pela 25-hidroxivitamina D 24- hidroxilase. A principal funcéo
da forma ativa, a 1,25(0OH)2Ds é a manutencdo dos niveis séricos normais de célcio
através do aumento da absorcao renal de célcio e intestinal de célcio e fosforo®.

Apesar de controverso, parece existir um consenso de que os valores
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plasméticos de 25(OH)D inferiores a 30-32 ng/ml indicam um déficit relativo de
vitamina D (110). A vitamina D é essencial para facilitar a absor¢éo de célcio (105) e
a regulagdo do eixo célcio-25-(OH)D-PTH estd bem estabelecida, estando ilustrada
pela relacdo inversa entre os niveis de 25(0OH)D e PTH no soro (110). A deficiéncia
grave de vitamina D causa raquitismo ou osteomalacia em que 0 0SS0 NOVO € pouco
mineralizado, torna-se amolecido e sofre deformidades. Deficiéncia menos grave de
vitamina D muitas vezes resulta em aumento da PTH no soro, resultando em
reabsorcdo 0ssea, osteoporose e aumento do risco de fraturas®®.

A prevaléncia de hipovitaminose D em pacientes com fratura de quadril aguda
foi relatado amplamente nos Gltimos anos, e o estado nutricional de vitamina D em tais
relatorios geralmente é avaliado com base em niveis seéricos de 25(OH)D (111). Duas
meta-analises publicadas nos ultimos 5 anos avaliaram o efeito de vitamina D e
suplementacdo de calcio na satde 0ssea e o risco de fratura . As analises concluiram
que s6 a vitamina D ndo foi eficaz na reducdo da taxa de fraturas (OR 1,01; IC 95%,
0,92- 1,12), no entanto, o consumo de vitamina D de pelo menos 800 Ul/dia
combinado com ingestéo de célcio entre 1000 e 1200 mg/d foi eficaz para a prevengéo
de fraturas®. Outro estudo também concluiu que a suplementagdo de vitamina D
associada a suplementacéo de calcio tem efeitos benéficos sobre a DMO, sobre fraturas
e quedas sem evidéncia de danost*2,

Semelhante a outras condi¢cdes de mobilidade reduzida, a reducdo da massa
Ossea é frequentemente observada em meninos com DMD. Os 0ssos tornam-se finos
e sofrem desmineralizacdo. Com a perda da deambulacdo, a DMO diminui
drasticamente, aumentando o risco de fraturas®. Apesar dos beneficios do tratamento
com GC, ha uma preocupacdo com os efeitos dessas drogas em longo prazo sobre a
qualidade da massa dssea’’. Além disso, os GC reduzem a agdo da vitamina D no
intestino e aumentam a excrecdo de calcio na urina, além de reduzir a liberacdo de
gonadotropina pela pituitaria, conduzindo a baixos niveis de estrogénio e androgénio
que sdo necessarios para a saude dos 0ssos. A reabsorcdo éssea esta aumentada
enquanto que a formagdo do osso é reduzida®l. O uso de corticosterdides em DMD
pode comprometer a salde dos 0ssos, mas nos relatorios iniciais ponderam que seu
uso ndo parece aumentar significativamente o risco de fraturas em ossos longos®.

Muitos meninos com DMD apresentam niveis de vitamina D insuficientes ou
deficientes. Estudo prospectivo realizado com 33 criangcas com DMD em uso de uma

dose fixa de prednisona (1,25 mg/kg - 1 a cada 2 dias) mostrou diminui¢do do CMO e
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da DMO em todos os pacientes. Apos a suplementacédo com vitamina D e célcio por
dois anos, observou-se aumento significativo do CMO e DMO em mais de 65% dos
pacientes®. Os autores também observaram que os pardmetros do metabolismo Gsseo
e 0s marcadores da remodelacdo Gssea normalizaram na maioria dos pacientes
(78,8%). Eles concluiram que a combinagdo da suplementacdo da vitamina D e
ingestdo adequada de célcio na dieta é um tratamento eficaz para a maioria dos
pacientes com DMD. Esses resultados s&o consistentes com a visdo de que a doenca
Gssea em pacientes com DMD apresenta-se com aspectos de osteomalacia e
osteoporose*’. O componente da osteomalacia é sugerido pela melhoria observada no
CMO e na DMO bem como pela formacéo dssea, indicadas pelas mudancgas no volume
0sseo em resposta a suplementacéo de vitamina D e célcio. Além disso, a incapacidade
de restaurar completamente a DMO em todos 0s pacientes e a presenga ou auséncia de
alteracdo nos marcadores 0sseos para atividade osteoclastogénica sugerem aspectos da
osteoporose, que ndo foram totalmente corrigidos pela suplementacao de vitamina D

e de calcio'®’.

2.2.4.4 Paratormoénio

O PTH ¢é liberado a partir de células principais das glandulas paratiredides
quando a concentracdo de calcio no plasma diminui, atuando como o regulador chave
da homeostase do calcio e fosfato e na reabsorcao ¢ssea. A resposta do 0sso depende
de interacGes entre osteoblastos e osteoclastos, uma vez que s6 0s osteoblastos
expressam o receptor da paratiroide, e variam dependendo da secrecdo de PTH2,
Nesse sentido, o PTH pode aumentar claramente a massa ¢ssea quando administrado
de forma intermitente, e esse efeito tem sido atribuido a uma acao direta e potente anti-
apoptotica do horménio em osteoblastos. A sinalizacdo do receptor de PTH em
ostedcitos também foi demonstrada, pelo aumento da massa 6ssea e da velocidade de
remodelagdo dssea, através do estimulo do LRP5 (receptor-related protein 5)1%2,

Estudo prospectivo com 28 pacientes com histéria de maltiplas fraturas
osteopordticas por compressdo vertebral tratados com PTH mostrou aumento da DMO
e ndo se observou nenhuma fratura vertebral recente durante o tratamento®. O PTH
foi aprovado pelo Food and Drugs Administations (FDA) como modalidade de
tratamento para homens e mulheres pds-menopausicas com osteoporose, apos ter sido

atestada sua poténcia em diminuir o risco de fraturas em humanos**,
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2.2.4.5 Marcadores Urinérios

A concentragdo de calcio numa amostra urinaria de 24 horas ou em uma
amostra da primeira urina da manhé corrigidos para a creatinina tem sido utilizada para
avaliar a perda esquelética. Embora os niveis possam ser substancialmente afetados
por fatores que incluem dieta, funcéo renal e os excessos de horménios, valores baixos
de célcio na urina (< 0,15 mg/mg creatinina) sdo improvaveis em doentes com elevada
remodelacio Osseal®115,

A determinacdo do &cido citrico na urina também é utilizada na investigacao
do metabolismo do fosforo e célcio, das tubulopatias e dos acidos do ciclo de Krebs.
O citrato é um inibidor da formacdo de calculos urinarios. Ele tem a competéncia de
se complexar com o célcio, limitando sua supersaturacdo, e consequentemente,
prevenindo a nucleacdo do oxalato e do fosfato de célcio. Ele previne tambem a
aglomeracgdo de cristais e seu crescimento, e pode prevenir a adesdo do oxalato de
calcio nas células do epitélio renal e reduzir a expressao da osteopontina urinaria. O
citrato tem entdo importancia marcante na avaliacdo da calculose urinaria recidivante
e a modulacdo de sua excrecao urinaria € influenciada por fatores como a ingestédo
aumentada de proteina animal, a sobrecarga acida com correspondente reducédo do pH

urinario, favorecendo o desenvolvimento de calculos de célcio e acido Gricot®’,

2.3 CONSIDERACOES FINAIS

A DMD é a forma mais comum e severa de distrofia muscular na infancia. Ela
é uma doenca progressiva, ligada ao cromossomo X, causada por mutacdes no gene
da distrofina, que levam a auséncia de expressdo dessa proteina no tecido muscular,
culminando em fraqueza muscular progressiva. Sem a distrofina, a estrutura da
glicoproteina do sarcolema é menos estavel, levando a instabilidade da membrana. Em
consequéncia, ocorre lesdo muscular com iniciagdo de uma cascata inflamatoria que
contribui ainda mais para o dano muscular, necrose e fibrose. Isto conduz a um estado
de inflamacédo crénica caracterizada pela infiltracdo de neutrofilos e macrofagos, e a
presenca das suas muitas citocinas e quimiocinas associadas, levando a morte
celular>68,

Apesar do rapido avanco atual no conhecimento sobre genética, essa doenca

ainda ndo possui um tratamento de cura definitivol?. Os GC sdo o pilar do tratamento
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para a DMD, e sdo oferecidos para 0os meninos que deambulam e que j& ndo estdo
ganhando habilidades motoras, ou cujas habilidades motoras estdo em declinio?3132,
Seu mecanismo de agdo ainda ndo esta claro e varias hipdteses tém sido propostas®,
baseadas numa acgdo potente anti-inflamatoria que reduziria a resposta inflamatdria no
musculo deficiente de distrofina, o que por sua vez retardaria a perda da forga muscular
prolongando a deambulag&o®33, Embora os GC tenham acéo benéfica na misculo das
criancas com DMD, eles também agem suprimindo a formacdo Ossea devido ao
aumento da apoptose osteoblastica, e aumentam a reabsorcao 6ssea devido ao aumento
da osteoclastogénese®>118, Esta agdo combinada dos GC no remodelamento 6sseo pode
evidentemente, causar osteoporose que aumenta o risco de fraturas em adultos®1°,
Foi demonstrado que também as criangas tratadas com GC orais tém massa 0ssea
reduzidat?®? entretanto, ainda ndo esta bem definida a relagdo entre a reducio da
massa 0ssea de criancas tratadas com GC e osteoporose e risco aumentado de fraturas
nesses pacientes.

Além do uso cronico de GC, ha ainda outras possiveis causas para a
deterioracdo da salde Ossea observada nestes pacientes com DMD. Dentre elas
podem ser citadas: (1) efeitos das citocinas e quimiocinas liberadas como resultado da
resposta inflamatéria no muasculo deficiente de distrofina; (2) ativacdo de
osteoclastos pelo metabolismo alterado no musculo (por exemplo, ativacdo do fator
nuclear de vias kBeta); (3) a perda da for¢a muscular; (4) o desuso da musculatura e
as posicOes viciosas mantidas pelos pacientes; (5) as alteracdo da homeostase do
calcio; (6) alteracdes da vitamina D; (7) alteracdes relacionadas ao estado nutricional;
(8) e o atraso puberal (estdo associados a obre satde dsseal®!?2, Finalmente, foram
relatadas associacdes da IL-6 com a perda éssea em pacientes com DMD, além de
acOes da IL-11, do fator de necrose tumoral, OPN e 0 FGF-2312:31:50:53,75,90.92,109,123

A manutencdo de um estado nutricional apropriado é fundamental para o
desenvolvimento do esqueleto e da salde dssea. A ingestdo de quantidade inadequada
de célcio, alteracdes da homeostase do eixo PTH-calcio e baixos niveis de exposi¢do
ao sol levando a deficiéncia de vitamina D sdo fatores que podem contribuir de forma
significativa para a ma salde 0ssea.

A salde do osso € parte importante do cuidado de pacientes com DMD e o
aumento do risco de fraturas é a evidéncia mais forte para a qualidade 6ssea degradada,
nestes pacientes?®**. Contribuem para a qualidade 6ssea 0s seguintes fatores: as taxas

do remodelamento 6sseo, a DMO, a geometria do 0sso, a micro-arquitetura ¢ssea € o
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grau de mineralizacdo. Aliados, esses fatores ddo aos 0ssos a capacidade de resistir a
fraturas apds trauma®?*,

O remodelamento Gsseo é um processo continuo de formacdo e reabsorcao
0ssea e ocorre frequentemente em locais onde ha osso trabecular (vértebras, fémur
proximal, calcaneo, radio ultradistal). Este remodelamento é essencial para a
manutengdo do crescimento do esqueleto e para a saude 6ssea. Pode ser avaliado e
monitorizado pelos marcadores bioquimicos do remodelamento dsseo e pela avaliagcdo
da massa 6ssea. Foi demonstrado que pacientes com DMD, com e sem uso de GC, tém
importante reducdo da DMO, aumento do remodelamento ésseo e baixos niveis de
25(0OH)D no grupo de pacientes em tratamento com GC. A mobilidade reduzida e a
terapia com GC poderiam entdo aumentar o risco de fraturas nos meninos com DMD
e esses pacientes seriam  mais propensos a fraturas do que a populacéo
gera|34,48,56,60,77,79,80,82,84,85,120.

A DXA ¢é atécnica mais utilizada para avaliar a saude éssea. O uso da DXA
em criancas esta recomendado, entretanto, sdo necessarias correcdes. O local mais
apropriado para a avaliacdo € a coluna vertebral entre L1 e L4. O termo osteopenia,
assim como osteoporose, ndo devem ser utilizados, a ndo ser que haja uma historia
significativa de fratura. Baixa massa 0ssea ou reducao da densidade mineral 0ssea sdo
0s termos adequados para um escore Z igual ou menor que -2 DP%%125127 Um aspecto
importante da DXA a ser considerado € que ela pode predizer o risco de fraturas antes
que elas ocorram, o que pode ser relevante para pacientes com DMD®%°3,

Os marcadores bioquimicos de formacdo e reabsor¢do ¢ssea Sdo uma
ferramenta clinica nova e potencialmente importante para a avaliacdo e controle do
metabolismo 6sseo. Estes marcadores sdo capazes de detectar mudancas sutis e
precoces no remodelamento dsseo, predizendo também precocemente o risco de
fratura56'75'77'83*102.

Concluindo, a redu¢do da DMO nos pacientes com DMD é multifatorial e uma
abordagem preventiva é imprescindivel para garantir o crescimento saudavel do
esqueleto. A doenca Gssea desses pacientes € muito importante e pode contribuir para
a perda da deambulacédo, perda da qualidade de vida e ainda, da longevidade. Cada
menino com DMD deve ser abordado e acompanhado individualmente. A frequéncia
deste acompanhamento é imprescindivel para evitar consequéncias ndo desejadas.

Finalmente, novos estudos sdo necessarios para a completa compreensao de

todos os aspectos da salde da massa 0ssea em pacientes com DMD.
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3-

OBJETIVOS:

O principal objetivo desse trabalho foi avaliar os marcadores tradicionais do

metabolismo mineral 6sseo em criancas e adolescentes portadoras da Distrofia
Muscular de Duchenne (DMD).

Obijetivos especificos:

a.

Avaliar a densidade mineral 6ssea (DMO) dos pacientes pediatricos com DMD
por meio da densitometria 6ssea;

Avaliar os marcadores sanguineos de remodelacdo ¢ssea: calcio, fosforo,
250H vitamina D, paratormdnio (PTH), fosfatase alcalina, dos pacientes
pediatricos com DMD;

Avaliar os marcadores urinarios de remodelacéo 6ssea: calcio, fosforo e citrato
dos pacientes pediatricos com DMD;

Comparar a DMO dos pacientes pediatricos com DMD com aquela dos
controles pareados por idade;

Comparar 0s marcadores sanguineos e urinarios de remodelacdo 0ssea dos
pacientes pediatricos com DMD com controles pareados por idade;

Verificar se existe correlacdo entre os marcadores de remodelacdo dssea
sanguineos e urindrios com a densitometria 0ssea dos pacientes pediatricos
com DMD.
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4- PACIENTES E METODOS:

4.1. DESENHO DO ESTUDO

Trata-se de estudo observacional, de corte transversal, com amostra nao
probabilistica desenvolvido no Ambulatério de Neurologia Pediatrica da Unidade de
Neurologia Pediatrica do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade Federal de Minas Gerais — UFMG. A amostra que incluiu inicialmente
39 pacientes com diagnéstico de Distrofia Muscular de Duchenne e 13 individuos

sadios, pareados por idade, como grupo controle.

4.2. PACIENTES
4.2.1 Critérios de Inclusao

Foram inicialmente recrutadas 39 criangas e adolescentes com diagndstico
estabelecido de Distrofia Muscular de Duchenne que estavam em acompanhamento
regular no Ambulatério de Neurologia Pediatrica da Unidade de Neurologia Pediatrica
do Hospital das Clinicas da UFMG durante o periodo de janeiro de 2013 a Dezembro
de 2014. O diagndstico de DMD foi realizado de acordo com os critérios estabelecidos
pela literatura internacional, que consideram portadores de DMD os pacientes que
apresentam confirmacéo da auséncia do gene da distrofina atraves de DNA ou biopsia
muscular (1,2). Foram incluidos pacientes com idade menor ou igual a 20 anos e que
estivessem ou ndo em uso de medicacdo no momento da entrevista. Desses 39
pacientes, 10 se recusaram a participar do estudo, portanto, 29 pacientes com DMD
que compreenderam e concordaram em participar do estudo assinando o Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) foram avaliados.

4.2.2 Critérios de Exclusao

Foram excluidos os pacientes que apresentavam doencas ou utilizavam
medicamentos outros que poderiam interferir na excrecdo urinaria de célcio ou no
metabolismo 0sseo, tais como: alteragdes Osteo-metabdlicas antes do diagnostico da
DMD (hiperparatireoidismo, hipercalcemia etc). Foram excluidos também aqueles
agudamente enfermos ou em uso de farmacos que poderiam induzir alteracdes Osteo-

metabolicas (beta-bloqueadores, tiazidicos, hormémio de crescimento etc)
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4.2.3 Controles

O grupo controle foi composto por 13 criangas e adolescentes higidos do sexo
masculino, com idade menor ou igual a 20 anos, pareados pela faixa etaria com o grupo
com DMD, que foram recrutados no Ambulatério de Pediatria do Hospital das Clinicas
da UFMG, anexo Bias Fortes, e que foram rastreados para doencas agudas e cronicas.
A auséncia de doenca aguda ou cronica atual foi determinada por meio de anamnese,
exame fisico e exames laboratoriais. Os critérios de exclusdo foram: historia pregressa
de condicdo que pudesse ser prejudicial para a satde dssea (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 Saude

(OMS) e fazer uso de medicamentos com a¢ao no metabolismo mineral 6sseo.

4.2.4 Grupos e Subgrupos

Além do grupo de pacientes (DMD) e do grupo controle (C), o grupo de
pacientes (DMD) foi subdividido em 4 subgrupos:

e DMD1.: subgrupo de pacientes cadeirantes
e DMD2: Subgrupo de pacientes ndo cadeirantes
e DMD3: subgrupo de pacientes em uso de corticoide

e DMD4: subgrupo de pacientes sem uso de corticoide

4.3 METODOS
4.3.1 Protocolo do Estudo

A coleta de dados foi realizada pela pesquisadora em 2 etapas: avaliagdo clinica,
exames complementares e consulta a prontuérios quando necessario.

Consistiu em:

e Auvaliacéo clinica e anamnese dirigida realizadas pela pesquisadora utilizando
questionérios estruturados com investigacdo dos seguintes dados (Anexo 1):

o ldade, data do diagnostico e método do diagndstico;
o Cadeirante ou ndo cadeirante e ha quanto tempo;

o Historia de fraturas, de cirurgias ortopédicas e de escoliose;



o Medicamentos em uso (corticoide, vitamina D) e por quanto
tempo;
o Uso de bipap;

o Presenca ou ndo de alteragdes metabdlicas antes do diagndstico;

o Presenca ou ndo de doenca aguda.

e Coleta de sangue para dosagem de calcio, fosforo, fosfatase alcalina total,
ureia, creatinina, 250H vitamina D e paratormdnio (PTH).

e Coleta de amostra de urina de 24 horas para dosagem de célcio, citrato, fosfato
e creatinina.

e Realizagio de Densitometria Ossea pela técnica da absorciometria por dois
fotons de raios X (DXA).

4.3.1.1 Avaliagdo clinica e antropométrica

Dados como data do diagndstico, método do diagnostico, idade de inicio do
corticoide, dose, tempo de tratamento e adesdo ao tratamento foram obtidos dos
prontuarios dos pacientes. Duas ou mais fraturas no mesmo 0sso, causadas pelo
mesmo trauma, foram contabilizadas como uma fratura.

Os dados antropométricos foram obtidos com as criancas descalcas e usando
roupas leves. O peso (P) foi aferido em balanca digital eletronica, marca Welmy®,
modelo W 200 LS, com capacidade maxima para 200 quilogramas (Kg), e registrado
em Kg, com variacdo em gramas. Para pacientes que ndo deambulavam, foi obtido
através da diferenca entre o P do paciente carregado por um familiar e o P do
familiar®®.

A estatura (E) dos pacientes que deambulavam foi aferida em antropémetro
vertical, acoplado a balanca, e registrado em metros (m), com variacdo em centimetros
(cm), com os pacientes descalcos, em pé, calcanhares juntos, costas retas e bracos
estendidos ao lado do corpo®. Para individuos que haviam perdido a marcha, estimou-
se a medida por meio da envergadura dos bracos, conforme recomendado por Bushby
et al (2010) e Stewart et al (2005)%*. Para a estimativa da E, os meninos mantiveram
os bracos estendidos, formando um angulo de 90° com o corpo. Mediu-se a distancia
entre os dedos médios das maos, utilizando-se uma fita métrica flexivel>®.

Os dados de P e E foram transferidos para Programa da Organizacdo Mundial de
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Saude (OMS) Anthro® (verséo 3.2.2) e WHO Anthro Plus, versdo 1.0.4., que realizou
o calculo do Indice de Massa Corporal (IMC), dividindo-se o P, em Kg, pela E, em m,
elevada ao quadrado, com subsequente definicdo dos escores-Z dos indices
antropométricos: indice de massa corporal por idade (IMC/I) e estatura por idade (E/I).
Utilizou-se como referéncia antropométrica as curvas de crescimento da OMS para

criancas acima de 5 anos de idade®’.

4.3.1.2 Coleta e Processamento das amostras

A coleta de sangue foi realizada no Laboratorio Central do Hospital das Clinicas-
UFMG, em veia periférica, entre 9 e 11 horas da manha, apos jejum de oito al2 horas.
As andlises sericas do célcio total, fosforo e ureia foram realizadas pelo método
colorimétrico; da creatinina e fosfatase alcalina total pelo método cinético enzimatico,
todos no aparelho Vitros 5600, da Johnson & Johnson (Rochester, NY, EUA). A
dosagem do PTH foi realizada pelo método de eletroquimioiluminescéncia e as
dosagens de 250H vitamina D foram feitas pelo método de quimioiluminescéncia,
ambos no equipamento da Liaison da DiaSorin ®, (Saluggia, Italia), em laboratorio
terceirizado (NASA em Sdo Paulo). Os valores de referéncia disponibilizados pelos

laboratdrios estéo listados no quadro abaixo.

Quadro 1 - Valores de referéncia dos parametros laboratoriais séricos avaliados de acordo com a faixa
etaria estudada

Parametros Valores de Referéncia

Calcio total 8,4 a 10,2 mg/di

Fésforo 3,3a5,4 mg/dl

Ureia 19 a 43 mg/di

Creatinina 0,66 a 1,25mg/dl

Fosfatase alcalina total 38a126 U/l

250H vitamina D Deficiéncia: abaixo de 10 ng/ml, Insuficiéncia: 10 a 30
ng/ml; Suficiéncia: 30 a 100 ng/ml, Toxicidade: maior

que 100 ng/ml
PTH 16 a 65 pg/ml

O valor limiar e até a nomenclatura utilizada para descrever o déficit de 250H
vitamina D é controverso, sendo usadas varias denominagdes por diferentes autores.

No entanto, existe uma concordancia de opinides que estabelece como baixo um valor
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de 250H vitamina D inferior a 30-32 ng/mI®°. Existem duas razGes para que o limite
inferior dos valores normais de 250H vitamina D seja 30 ng/ml, embora, isto possa
ser questionavel. Primeiro, estd demonstrado que é abaixo deste valor que os niveis de
PTH se elevam; segundo, a absorcdo ativa de célcio é ideal quando o nivel de 250H
vitamina D € 30 ng/ml. Os niveis séricos ideais de 250H vitamina D sdo aqueles para
0s quais a absorc¢do de célcio esté otimizada, os niveis de PTH reduzidos e séo obtidos
0s maiores beneficios para 0 0sso e para a fungdo muscular80-12,

As analises urinarias de célcio, fosforo, creatinina e citrato foram realizadas em
urina 24h, com o paciente sendo orientado sobre os cuidados da coleta. A coleta
propriamente dita foi feita do seguinte modo: esvaziou-se a bexiga pela manha,
coletou- se 0 volume de todas as urinas posteriores a primeira mic¢édo, incluindo o
periodo noturno, e a primeira mic¢do do dia seguinte. A urina foi mantida refrigerada
até a entrega para a analise no laboratorio. A dosagem de calcio e fosforo urinarios foi
realizada através do método colorimétrico; a dosagem de creatinina urinaria foi feita
através do metodo cinético enzimatico, todos no laboratorio do HC-UFMG; e a
dosagem de citrato urinario foi realizada pelo método da espectrofotometria em
laboratdrio terceirizado (NASA). Os valores de referéncia disponibilizados pelos

laboratdrios estdo listados no quadro abaixo (Quadro 2).

Quadro 2 - Valores de referéncia dos pardmetros laboratoriais urinarios avaliados de acordo com a faixa
etaria estudada

Parametros Valores de Referéncia
Caélcio Urina 24 horas 4 mg/Kg
Fésforo Urina 24 horas 400 — 1300 mg
Creatinina Urina 24 horas 2a3anos=6a22mg/Kg

> 3anos = 12 a 30 mg/Kg

Citrato Urina 24 horas 320 a 1240 mg

4.3.1.3 Avaliacdo da massa 6ssea

O método de avaliacdo da integridade 6ssea foi a densitometria ¢ssea, que foi
realizada fora do HC-UFMG, no Sistema Unico de Satde (SUS), sempre no mesmo
lugar. A técnica utilizada foi a absorciometria por dois fotons de raios X (DXA),
utilizando-se o aparelho de emissdo de fétons com fonte de Raio X Lunar DPX — IQ
2516. Empregou-se fonte de raio X de 76 KeV, filtro de atenuacdo e analisador de

pulso no detector, que decompde os fotos em dois componentes de alta e baixa energia.
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O principio da técnica de medida da densidade mineral 6ssea (DMO) é a mensuragao
da quantidade mineral 6ssea de determinada regido atraves da diferenca de absorcéao
de Raios X de duas diferentes energias sobre o corpo. Utilizando os diferentes niveis
de absorcdo é possivel avaliar a profundidade e composicdo de tecidos e gerar
medigdes de massa gorda e magra. As medi¢des podem ser feitas de todo o corpo como
bem de regides como a coluna lombar, quadril e radio distal. A escolha do local pode
ser importante devido as diferencas nas propor¢des de osso trabecular e cortical.
Algumas condi¢es como perda de massa 6ssea induzida por corticoide afetam
predominantemente 0 0sso trabecular e, portanto, seré visivel primeiramente na coluna
lombar®>14,

Para a avaliacdo da coluna lombar o paciente foi examinado em posicdo de
decubito dorsal com elevagdo parcial dos membros inferiores, objetivando a
retificacdo da coluna e uma 6tima separacgdo das vértebras lombares®®. As medidas
densitometricas foram obtidas e interpretadas de acordo com as recomendacfes da
International Society for Clinical Densitometry!*. A coluna lombar (CL) entre as
vértebras L1 e L4 foi avaliada e foram obtidos os parametros de sua area 0ssea
(DMOa CL; em cm?) e o contetido mineral 6sseo (CMO CL; em g) e calculou-se a
densidade mineral 6ssea volumétrica estimada (DMOv CL; em g/m®), utilizando-se a
formula: DMOv CL = CMO CL + Area (DMOa) CL. Esse modelo matematico foi
proposto por Carter e colaboradores!®!*, assumindo-se que a vértebra tenha um
formato cuboide e o objetivo do célculo é obter uma medida de densidade que sofra
menos influéncia do tamanho corporal e que é mais apropriada para a avaliacdo da
crianca e do adolescente em crescimento. Os valores da DMOa CL foram expressos
em escore-Z para idade, utilizando-se as curvas de referéncia pediatricas da National
Health and Nutrition Examination Survey (NHANES) 2008, disponibilizadas pelo
software do aparelho®®.

O termo “status mineral 6sseo”, j& empregado por outros autores, foi utilizado
para descrever a saude Ossea avaliada pela DXA (17). O individuo foi considerado
como tendo baixo status mineral 6sseo quando o escore-Z da DMO era menor ou igual

a -2 desvios padrio, de acordo com dados referenciados na literatura®®,

4.4 ANALISE ESTATISTICA

As informacdes obtidas na avaliacéo clinica e os resultados de exames foram
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registrados em planilhas especificas de banco de dados (plataforma Windows Excel,
2000, Microsoft Corp, Redmont, USA) para entdo serem analisados.

As variveis quantitativas foram descritas como média e desvio padréo (DP)
quando tinham distribuicdo normal e mediana e intervalo interquartil (IQR=Q3-Q1)
quando ndo tinham distribuicdo normal. A normalidade das varidveis foi verificada
pelo Teste de Shapiro Wilk.

As comparacOes entre duas variaveis quantitativas foram realizadas pelos
testes T de Student (quando tinham distribuicdo normal) e teste de Mann Whitney
(quando distribuicdo ndo normal). O teste T univariado foi utilizado para comparar
médias dos escores-Z com populacdes de referéncia. Para comparar o desvio-padrao
(variabilidade) entre dois grupos foi utilizado o teste de Levine.

As variaveis qualitativas foram expressas em frequéncias absolutas e
porcentagem. As comparacdes entre os 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) e pelo teste Qui-quadrado Exato de Fisher.

Para analise de associacdo entre variaveis quantitativas do estudo, utilizou-se
0 teste de correlacdo de Pearson quando as variaveis tinham distribuicdo normal e o
teste de correlacdo de Spearman (teste ndo-parameétrico) quando ndo tinham
distribuicdo normal. Este teste € interpretado da seguinte maneira:

R>0: indica relagdo direta , ou seja, um aumento em X é acompanhado por um
aumento em Y.

R<0: indica relagdo indireta, ou seja, um aumento em X é acompanhado por
um decréscimo em Y.

Um alto valor de R (negativo ou positivo) — proximo de 1 ou -1 — representa
forte relacéo linear, enquanto que um valor proximo de zero mostra que esta relagédo é
fraca.

Todos os resultados foram considerados significativos a um nivel de
significancia de 5% (p<0,05).

Os escores-Z de altura e IMC para idade foram obtidos a partir das curvas de
referéncia da OMS (7) utilizando os programas WHO Anthro® (verséao 3.2.2) e WHO
Anthro Plus® (versdo 1.0.4). O escore-Z é um indicador antropométrico recomendado
pela OMS para monitorizar a nutricdo e seu valor representa 0 numero de desvios
padrdo (DP) da média cuja faixa de normalidade para peso e estatura varia de +1 a -
27,

72



Os testes foram utilizados para andalise dos parametros clinicos e
antropométricos, sanguineos, urinarios e da densitometria ssea entre 0s grupos: grupo
DMD (Pacientes com DMD) e C (Controles). As mesmas avaliagcdes foram realizadas
entre 0s Subgrupos DMD1 (Pacientes com DMD cadeirantes) e DMD2 (Pacientes
com DMD néo cadeirantes), e entre os Subgrupos DMD3 (pacientes com DMD com
historia de uso de corticoide) e DMD4 (pacientes com DMD sem histéria de uso de

corticoide).

4.5. ASPECTOS ETICOS

O Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da UFMG aprovou o estudo mediante
parecer de numero 451.012 (ANEXO 1). Todos os participantes e seus responsaveis
foram esclarecidos sobre a natureza do estudo por meio da leitura e analise do Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). Os pacientes portadores de DMD e as
criancas e adolescentes saudaveis foram incluidos no estudo somente mediante
concordancia e assinatura do TCLE por parte do responsavel e do proprio paciente,
conforme a idade (ANEXO 2).

O protocolo de pesquisa nao interferiu com qualquer recomendacdo ou
prescricdo médica. Ressalta-se ainda, que o seguimento clinico-laboratorial e a
abordagem terapéutica dos pacientes foram assegurados, mesmo no caso de recusa em
participar do estudo. Além disso, apos os resultados da avaliacédo clinico-laboratorial,

todos os participantes foram orientados e tratados de acordo com a necessidade.
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5- ARTIGO 2:

ARTIGO ORIGINAL: Avaliagdo dos Marcadores do Metabolismo Mineral
Osseo em Pacientes com Distrofia Muscular de Duchenne

RESUMO

A Distrofia Muscular de Duchenne (DMD) é uma doenga muscular progressiva, ligada
ao cromossomo X, causada por mutacfes no gene da distrofina, culminando em
fraqueza muscular progressiva. As manifestacdes clinicas comecam na infancia e a
fraqueza muscular torna-se evidente por volta dos 5 anos de idade. Apesar do rapido
avanco, essa doenca ainda ndo possui cura. Os glicocorticoides (GC) séo o pilar do
tratamento, e, embora tenham acdo benéfica, agem suprimindo a formacdo dssea.
Assim, a salde do 0sso é parte importante do cuidado desses pacientes. Objetivos:
Avaliar os marcadores do metabolismo mineral 6sseo em criancas e adolescentes com
DMD, por meio de marcadores bioquimicos de formacéo e reabsorcdo 0ssea e avaliar
a massa 0ssea pela densitometria 6ssea. Metodologia: Foram avaliadas 29 criancas e
adolescentes com DMD em acompanhamento na Unidade de Neurologia Pediatrica do
Hospital das Clinicas da UFMG e 13 criangas e adolescentes higidas, que constituiram
0 grupo controle. A analise laboratorial incluiu dosagem de célcio, fésforo, fosfatase
alcalina, uréia, creatinina, 250H vitamina D e paratorménio (PTH) no sangue, e coleta
de amostra de urina de 24 horas para dosagem de calcio, citrato, fosfato e creatinina.
Para a andlise estatistica pacientes e controles foram pareados por idade e os pacientes
foram divididos em subgrupos: cadeirantes e ndo cadeirantes e usuarios e ndo Usuarios
de corticoides. Resultados: Entre os cadeirantes e ndo cadeirantes foi observada
diferenca na idade, peso, estatura e presenca de escoliose. A presenca da escoliose foi
observada em 48,3% e a historia de fratura de ossos longos em 27,6% dos pacientes.
Foram observados valores menores de 250H vitamina D, creatinina e fosfatase
alcalina séricas e da excrecdo de creatinina e citrato urinarios, quando comparou-se
pacientes e controles. Observou-se niveis séricos maiores de fosforo e da reabsor¢éo
tubular de fosfato (TP de fosfato) que aquele dos controles. Entre cadeirantes e ndo
cadeirantes houve diferenca para a creatindria em mg/Kg/dia e TP de fosfato, e para o
PTH. Entre os usuarios e ndo usudrios de corticoides apenas o PTH foi significativo.
Os pacientes do estudo apresentaram um escore-Z da DMOa da coluna lombar (CL)
reduzido em relacdo aos controles e ndo foi observada diferenca entre os subgrupos.
Foi observada correlacdo negativa entre a DMOa da CL e a citratiria mg/g creatitina
em usuarios de corticoide, entre a CMO da CL e fosforo sérico no grupo DMD e entre
a CMO da CL e a citrataria mg/g creatinina no grupo que usou corticoide. Conclusdes:
Os pacientes com DMD apresentaram diferencas clinicas e laboratoriais e uma reducéo
global da DMO em comparacdo com controles. Houve diferencas entre os cadeirantes
e ndo cadeirantes com DMD e ndo houve diferenca significativa entre o grupo com
historia de uso de GC e aquele sem histéria. Houve correlagGes negativas entre 0s
sitios Gsseos e a excrecdo urinaria de citrato em mg/m? SC e mg/g de creatinina. Nossos
resultados sugerem que as alteragbes metabdlicas encontradas podem estar
relacionadas a auséncia da distrofina e que mais estudos sdo necessarios.
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Palavras-chave: Distrofia Muscular de Duchenne. Hormonio Paratireoidiano.
Vitamina D. Calcio. Fosforo. Citrato. Densidade Mineral Ossea. Glicocorticoides.

ABSTRACT

Duchenne Muscular Dystrophy (DMD) is a progressive X-linked muscle disease caused by
mutations in the dystrophin gene, culminating in progressive muscle weakness. Clinical
manifestations begin in childhood and muscle weakness becomes evident around 5 years of
age. Despite the rapid advance, this disease has no cure yet. Glucocorticoids (CG) are the
mainstay of treatment and, although beneficial, act by suppressing bone formation. Thus, bone
health is an important part of the care of these patients. Objectives: To evaluate bone mineral
metabolism markers in children and adolescents with DMD by means of biochemical markers
of bone formation and resorption and to evaluate bone mass by bone densitometry.
Methodology: Twenty-nine children and adolescents with DMD were followed-up at the
Pediatric Neurology Unit of the Hospital das Clinicas of UFMG and 13 healthy children and
adolescents, which constituted the control group. Laboratory analysis included blood calcium,
phosphorus, alkaline phosphatase, urea, creatinine, 250H vitamin D and parathyroid hormone
(PTH) measurements, and 24-hour urine collection for calcium, citrate, phosphate, and
creatinine measurements. For statistical analysis, patients and controls were age-matched and
patients were divided into subgroups: wheelchair users and non-wheelchair users and users and
non-users of corticosteroids. Results: Between wheelchair and non-wheelchair users,
differences in age, weight, height and presence of scoliosis were observed. The presence of
scoliosis was observed in 48.3% and the history of long bone fracture in 27.6% of patients.
Lower values of 250H serum vitamin D, creatinine and alkaline phosphatase and urinary
creatinine and citrate excretion were observed when patients and controls were compared.
Higher serum phosphorus and phosphate tubular reabsorption (phosphate TP) levels were
observed than controls. Between wheelchair and non-wheelchair users there was a difference
for creatinuria in mg / kg / day and phosphate TP, and for PTH. Among users and non-users of
corticosteroids only PTH was significant. The study patients had a reduced lumbar spine BMD
(CL) z-score compared to controls and no difference was observed between the subgroups.
Correlation analysis showed a negative correlation between CL BMDa and creatatine citraturia
mg / g in corticosteroid users, between CL BMC and serum phosphorus in the DMD group and
between CL BMC and creatinine citraturia mg / g. group that used corticosteroids. Conclusions:
Patients with DMD had clinical and laboratory differences and an overall reduction in BMD
compared with controls. There were differences between wheelchair users and non-wheelchair
users with DMD and there was no significant difference between the group with a history of
GC use and the one with no history. There were negative correlations between bone sites and
urinary citrate excretion in mg / m2 SC and mg / g creatinine. Our results suggest that the
metabolic alterations found may be related to the absence of dystrophin and that further studies
are needed.

Keywords: Duchenne Muscular Dystrophy. Parathyroid hormone. Vitamin D. Calcium.
Phosphor. Citrate. Bone mineral density. Glycorticoids.



5.1 Introducgéo

A Distrofia Muscular de Duchenne (DMD) é a forma mais comum e severa de
distrofia muscular na infancia, causada por uma mutacdo no gene da distrofina no
braco curto do cromossoma X (local Xp21), que resulta em fraqueza muscular
progressiva e debilitante*. Afeta um em cada 3.000 a 6.000 nascimentos do sexo
masculino!®, e embora as anormalidades musculares estejam presentes desde o
nascimento, o aparecimento de sintomas clinicos e a progressdo da doenca variam de
acordo com a mutagdo presente no gene?®’.

As manifestagdes clinicas nos pacientes com DMD normalmente comegam na
infancia, geralmente nos trés primeiros anos de vida. A apresentagdo mais comum € o
atraso dos marcos do desenvolvimento, com perturbacdes na marcha e dificuldade em
levantar do chdo. A fragueza muscular torna-se evidente por volta dos cinco anos de
idade, quando as criangas apresentam sintomas iniciais, tais como dificuldade de
deambular, pular e correr, além de quedas frequentes®®°. A progressdo da perda da
forca muscular e das contraturas leva a perda da deambulacéo e ao confinamento na
cadeira de rodas por volta dos 10 a 12 anos, e 0s primeiros anos da adolescéncia sao
marcados pelo desenvolvimento de escoliose progressiva®%*2, A morte ocorre mais
frequentemente entre 20 e 25 anos de idade, por complicacBes respiratorias e
cardiacas®>1°,

O diagndstico da DMD pode ser estabelecido, na maioria dos casos, por meio
da historia familiar, de achados clinicos, laboratoriais e genéticos, porém a bidpsia
muscular continua sendo o padrdo ouro®>!, N&o ha nenhum tratamento especifico
para a enfermidade e atualmente os glicocorticdides (GC) séo o pilar desse tratamento.
A corticoterapia é utilizada com o objetivo de diminuir o ritmo de perda da forca e
funcdo muscular, retardar de um a trés anos a época do confinamento a cadeira de
rodas, melhorar a funcdo pulmonar e retardar a progressdo da cifoescoliose e da
miocardiopatial’-2°.

Duas classes de corticoides tém sido amplamente utilizadas: prednisona e
deflazacorte, com diferentes esquemas de utilizacdo. Ambos sdo eficazes para
melhorar a fungdo motora, entretanto, alguns estudos observaram menos efeitos
colaterais com o uso do deflazacorte, principalmente aqueles relacionados a menor
ganho de peso?24,

Nos Ultimos anos, muita atencdo tem sido dada as doencas metabdlicas do 0sso,
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e foi relatado que as criangas tratadas com GC via oral tém menor massa 0ssea.
Estudos confirmaram que as a¢cdes combinadas dos GC sobre a remodelacdo dssea
podem evidentemente causar osteoporose, aumentando o risco de fraturas por
fragilidade, mesmo em pacientes jovens!?2427,

Reducdo da densidade mineral éssea (DMO) é observada em meninos com
DMD, mesmo antes do uso de esteroides e esta associada a um risco aumentado de
fraturas dos membros. Estudos tém demonstrado reducdo da DMO nesses pacientes,
embora, os autores ndo tenham usado controles sadios pareados por idade?®®,
Sdderpalm e colaboradores estudando 24 meninos com DMD e 24 controles sadios
pareados por idade, demonstrou que os pacientes tinham menor DMO para 0 corpo
total, coluna, quadril, calcanhar e antebraco que os controles, e esta diferenca
aumentava com a idade®. Estudos também mostraram que as criangas com DMD
podem ter niveis anormalmente baixos de vitamina D e osteoporose, mesmo no
momento do diagndstico?22°30:3436 - Ag contrario de pacientes com outras formas de
Osteoporose Induzida pelo uso de Glicocorticoides (GIOP), as criangas com DMD
também tém anormalidades adicionais estruturais e funcionais de seu musculo. Os
efeitos combinados da GIOP e progressdo da DMD podem contribuir para a distor¢do
da unidade musculo-Gssea e aumentar a fragilidade 6ssea?®3"3°,

O metabolismo dsseo dos pacientes com DMD tem sido foco de pesquisas
recentes, entretanto, os dados sobre a DMO e o remodelamento 6sseo ainda ndo sao
suficientes para seu completo entendimento. Ainda é controverso se a propria DMD
afeta diretamente a massa 0ssea, mas € certo que a perda dessa massa 0ssea e aumento
do risco de fraturas sdo alguns dos efeitos colaterais indesejados do tratamento com
GC em longo prazo?426:31.34,

A massa 6ssea pode ser avaliada e monitorizada por meio dos marcadores
bioguimicos da remodelacdo 6ssea no sangue e na urina e por exames de imagem. Os
principais marcadores de formacdo Ossea sanguineo sdo: fosfatase alcalina 6ssea,
osteocalcina e propeptideo aminoterminal do colageno tipo I (PINP). Os principais
marcadores de reabsorcdo Gssea sanguineos sao: osteoprotegerina, osteopontina,
ligante do ativador do receptor do Kappa-B (RANKL), Fator de Crescimento
Fibroblastico (FGF-23) e esclerotina; e aqueles urinarios e sanguineos sdo: N-
telopeptideo e o C- telopeptideo*. A absorciometria por dois fotons de raios X (DXA)
é a técnica mais utilizada para avaliagdo da massa dssea e 0s sitios de preferéncia para

esta avaliagdo na crianga sdo a coluna lombar entre L1 e L4 e as medidas corporais
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totais30,4l-43

Outros marcadores de formacdo e reabsorgcdo Gssea urindrios e sanguineos
podem ser utilizados na avaliacdo da massa 6ssea. No sangue: fosfatase alcalina,
fosforo, célcio, paratormdnio (PTH) e 250H vitamina D. Na urina: célcio, fosforo e
citrato>#44°,

Comprometimento da massa 6ssea € um problema importante e presente nos
pacientes com DMD, os quais evoluem com DMO deficiente e incidéncia aumentada
de fraturas. O uso de GC para prolongar a deambulacéo pode ter efeitos diversos na
salde dssea desses pacientes. Neste escopo, 0 presente estudo teve como objetivo
avaliar o metabolismo 6sseo dos pacientes com DMD para melhor compreensao do
seu comprometimento 0sseo e para possibilitar intervencdes que aumentem a

formacdo 0Ossea.

5.2 Pacientes e métodos
5.2.1 Desenho do estudo

Trata-se de estudo transversal desenvolvido no Ambulatério de Neurologia
Pediatrica da Unidade de Neurologia Pediatrica do Hospital das Clinicas da Faculdade
de Medicina da Universidade Federal de Minas Gerais — HC-UFMG, utilizando uma
amostra que incluiu inicialmente 39 pacientes com diagnostico de Distrofia Muscular

de Duchenne e 13 individuos sadios, pareados por idade, como grupo controle.

5.2.2 Pacientes

Foram inicialmente recrutadas 39 criancas e adolescentes com diagndstico
estabelecido de DMD que estavam em acompanhamento regular no Ambulatorio de
Neurologia Pediatrica da Unidade de Neurologia Pediatrica do HC-UFMG, durante o
periodo de janeiro de 2013 a Dezembro de 2014. O diagndstico de DMD foi realizado
de acordo com os critérios estabelecidos pela literatura internacional, que consideram
portadores de DMD os pacientes que apresentam confirmagao da auséncia do gene da
distrofina através de DNA ou bidpsia muscular®®,

Foram incluidos pacientes com idade menor ou igual a 20 anos e que
estivessem em uso ou ndo de medicacdo no momento da entrevista. Foram excluidos

0S pacientes que apresentavam outras doencas ou utilizavam outros medicamentos
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diferentes dos GC que pudessem interferir no metabolismo de calcio ou no
metabolismo 6sseo, tais como: alteracdes Osteo-metabdlicas antes do diagnostico da
DMD (hiperparatireoidismo, hipercalcemia etc). Foram excluidos também aqueles
agudamente enfermos ou em uso de outros farmacos que pudessem induzir alteragdes
Osteo-metabdlicas (beta- bloqueadores, tiazidicos, horménio de crescimento etc). O
grupo de pacientes DMD foi dividido em 2 subgrupos: DMD1 e DMD2 que
compreendia 0s subgrupos de pacientes com uso de corticoide e sem uso de corticoide,
respectivamente; e DMD3 e DMD4 que compreendia 0s subgrupos com pacientes
cadeirantes e ndo cadeirantes, respectivamente.

Dos 39 pacientes inicialmente recrutados, 10 se recusaram a participar do
estudo, sendo portanto, 29 pacientes com DMD que compreenderam e concordaram
em participar do estudo assinando o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE), foram avaliados.

5.2.3 Controles

O grupo controle foi composto por 13 criangas e adolescentes higidos, menores
de 20 anos, pareados pela faixa etaria com o grupo com DMD, que foram recrutados
no Ambulatorio de Pediatria do Hospital das Clinicas da UFMG, anexo Bias Fortes.
A auséncia de doenca aguda ou crbnica atual foi determinada por meio de anamnese,
exame fisico e exames laboratoriais. Os critérios de exclusdo foram: histdria pregressa
de condicdo que pudesse ser prejudicial para a saude 6ssea (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 Saude

(OMS) e fazer uso de medicamentos com acdo no metabolismo mineral dsseo.

5.2.4 Protocolo do estudo
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A coleta de dados foi realizada pela pesquisadora em duas etapas: avaliacdo clinica,

exames complementares e consulta a prontuérios quando necessario.

Consistiu em :

e Avaliacao clinica e anamnese dirigida realizadas pela pesquisadora utilizando
questiondrios estruturados com investigacdo dos seguintes dados (Anexo 1):

o ldade, data do diagnostico e método do diagndstico;



o Cadeirante ou ndo cadeirante e ha quanto tempo;
o Historia de fraturas, de cirurgias ortopédicas e de escoliose;

o Medicamentos em uso (corticoide, vitamina D) e por quanto
tempo;
o Uso de bipap;

o Presenca ou ndo de alteragdes metabdlicas antes do diagndstico;
o Presenca ou ndo de doenca aguda.

e Coleta de sangue para dosagem de célcio, fosforo, fosfatase alcalina total, ureia,
creatinina, 250H vitamina D e paratorménio (PTH).

e Coleta de amostra de urina de 24 horas para dosagem de célcio, citrato, fosfato
e creatinina.

e Realizacio de Densitometria Ossea pela absorciometria com dois fotons de raios
X (DXA).

5.2.4.1 Avaliacao clinica e antropométrica

Dados como data do diagnéstico, método do diagnostico, idade de inicio do
corticoide, dose, tempo de tratamento e adesdo ao tratamento foram obtidos dos
prontuarios dos pacientes. Duas ou mais fraturas no mesmo 0sso, causadas pelo
mesmo trauma, foram contabilizadas como uma fratura.

Os dados antropométricos foram obtidos com as criancas descalgas e usando
roupas leves. O peso (P) foi aferido em balanca digital eletrdnica, marca Welmy®,
modelo W 200 LS, com capacidade maxima para 200 quilogramas (Kg), e registrado
em Kg, com variacdo em gramas. Para pacientes que ndo deambulavam, foi obtido
através da diferenca entre o P do paciente carregado por um familiar e o P do
familiar®>*C,

A estatura (E) dos pacientes que deambulavam foi aferida em antropdmetro
vertical, acoplado a balanca, e registrado em metros (m), com variagdo em centimetros
(cm), com os pacientes descalcos, em pé, calcanhares juntos, costas retas e bragos
estendidos ao lado do corpo®. Para individuos que haviam perdido a marcha, estimou-
se a medida por meio da envergadura dos bragos, conforme recomendado por Bushby
et al (2010) e Stewart et al (2005)*>°L, Para a estimativa da E, 0s meninos mantiveram

os bracos estendidos, formando um angulo de 90° com o corpo. Mediu-se a distancia
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entre os dedos médios das maos, utilizando-se uma fita métrica flexivel?>®3,

Os dados de P e E foram transferidos para Programa da Organizagdo Mundial de
Saude (OMS) Anthro® (verséo 3.2.2) e WHO Anthro Plus, versdo 1.0.4., que realizou
o calculo do Indice de Massa Corporal (IMC), dividindo-se o P, em Kg, pela E, em m,
elevada ao quadrado, com subsequente definicdo dos escores-Z dos indices

antropométricos: indice de massa corporal por idade (IMC/I) e estatura por idade (E/I).

Utilizou-se como referéncia antropométrica as curvas de crescimento da OMS para

criancas acima de 5 anos de idade®">4,

5.2.4.2 Coleta e processamento das amostras

A coleta de sangue foi realizada no laboratorio central do HC-UFMG, em veia
periférica, entre 9 e 11 horas da manhd, apés jejum de oito a 12 horas.

As analises seéricas do calcio total (VR: 8,4 a 10,2 mg/dl), fosforo (VR: 3,3 a
5,4 mg/dl) e ureia (VR: 19 a 43 mg/dl) foram realizadas pelo método colorimétrico;
aquelas da creatinina (VR: 0,66 a 1,25mg/dl) e fosfatase alcalina total (VR: 38 a 126
U/I) pelo método cinético enzimatico, todos no aparelho Vitros 5600, da Johnson &
Johnson (Rochester, NY, EUA). A dosagem do PTH (VR: 15 a 65 pg/ml) foi realizada
pelo método de eletroquimioiluminescéncia e as dosagens de 250H vitamina D (VR:
Deficiéncia: < 10 ng/ml, Insuficiéncia: 10-30 ng/ml, Suficiéncia: 30-100 ng/ml;
Toxicidade: >100 ng/ml) foram feitas pelo método de quimioiluminescéncia, ambas
no equipamento da Liaison da DiaSorin ®, (Saluggia, Italia) em laboratorio
terceirizado (NASA em S&o Paulo).

As andlises urinarias de célcio, fosforo, creatinina e citrato foram realizadas em
urina 24 horas, com o paciente sendo orientado sobre os cuidados da coleta. A
dosagem de calcio (VR: 4 mg/kg/24h) e fosforo (VR: 400 a 1.300mg/24h) urinarios
foi realizada pelo método colorimétrico; a dosagem de creatinina urinaria (VR: > 3
anos = 12 a 30 mg/kg/24h) foi feita pelo método cinético-enzimatico, todos no
laboratério do HC- UFMG,; e a dosagem de citrato urinario (VR: 320 a 1240 mg) foi
realizada pelo método de espectrofotometria em laboratdrio terceirizado (NASA em

Séo Paulo).

5.2.4.3 Avaliacao da massa 0ssea

O método de avaliacdo da integridade Ossea foi a densitometria dssea, que foi
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realizada fora do HC-UFMG no Sistema Unico de Satide, sempre no mesmo lugar. A
técnica utilizada foi a absorciometria por dois fotons de raios X (DXA), utilizando-se
0 aparelho de emissdo de fotons com fonte de Raio X Lunar DPX — 1Q 2516.
Empregou- se fonte de raio X de 76 KeV, filtro de atenuagdo e analisador de pulso no
detector, que decomp®e os fotos em dois componentes de alta e baixa energia.

O principio da técnica de medida da DMO ¢é a mensuragdo da quantidade
mineral 6ssea de determinada regido através da diferenca de absorcdo de raios X de
duas diferentes energias sobre o corpo. Utilizando os diferentes niveis de absorcéao
é possivel avaliar a profundidade e composicao de tecidos e gerar medigdes de massa
gorda e magra. As medicdes podem ser feitas de todo o corpo como bem como regides
como da coluna lombar, quadril e radio distal. A escolha do local pode ser importante
por causa das diferencas nas proporcdes de osso trabecular e cortical. Algumas
condicbes como perda de massa Ossea induzida por corticoide afetam
predominantemente o0 0sso trabecular e, portanto, deve primeiramente ser detectada na
coluna lombar**5,

Para a avaliagdo da coluna lombar o paciente foi examinado em posicao de
decubito dorsal com elevacdo parcial dos membros inferiores, objetivando a
retificacio da coluna e uma 6tima separagdo das vértebras lombares®®.

As medidas densitométricas foram obtidas e interpretadas de acordo com as
recomendacdes da International Society for Clinical Densitometry (ISCD)*%. A coluna
lombar (CL) entre as vértebras L1 e L4 foi avaliada empregando-se técnicas de
posicionamento padronizadas. Da CL foram obtidos os parametros de sua area 0ssea
(DMOa CL; em cm?) e o contetido mineral 6sseo (CMO CL; em g) e calculou-se a
DMO volumétrica estimada (DMOv CL; em g/m?), utilizando-se a férmula: DMOv
CL= CMO CL + Area (DMOa) CL. Esse modelo matematico foi proposto por Carter
et al, assumindo-se que a vertebra tenha um formato cuboide. O objetivo do célculo é
obter uma medida de densidade que sofra menos influéncia do tamanho corporal e que
seja mais apropriada para a avaliacio da crianca e do adolescente em
crescimento*24355:57,

Os valores obtidos para a DMOa CL foram expressos em escores-Z para idade,
utilizando-se as curvas de referéncia pediatricas da National Health and Nutrition
Examination Survey (NHANES) 2008, disponibilizadas pelo software do aparelho®?.
O termo “status mineral 6sseo” (densidade mineral 6ssea), j4 empregado por outros

autores, foi utilizado para descrever a satide dssea avaliada pela DXA%®, O individuo
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foi considerado como tendo baixo status mineral 6sseo quando a medida era menor ou

igual a -2 desvios padréo, de acordo com dados referenciados na literatura®*3,

5.2.5 Analise estatistica

As informagBes obtidas na avaliacdo clinica e os resultados dos exames
bioquimicos foram registrados em planilhas especificas de banco de dados (plataforma
Windows Excel, 2000, Microsoft Corp, Redmont, USA), para entdo serem analisados.
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 comparag0es entre duas variaveis quantitativas foram realizadas pelos testes
T de Student (distribuigdo normal) e teste de Mann Whitney (distribuigdo ndo normal).
O teste T univariado foi utilizado para comparar médias dos escores-Z com populacdes
de referéncia.

Os testes foram utilizados para andlise dos parametros clinicos e
antropometricos, sanguineos, urinarios e da densitometria ¢ssea entre 0s grupos DMD
(pacientes com DMD) e grupo C (controles); entre os Subgrupos DMD1 (pacientes
com DMD cadeirantes) e DMD2 (pacientes com DMD néo cadeirantes), e entre 0s
Subgrupos DMD3 (pacientes com DMD com historia de uso de corticoide) e DMD4
(pacientes com DMD sem historia de uso de corticoide).

As variaveis 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 um e
cinco, e 80% maiores ou iguais a 5) e pelo teste Qui-quadrado Exato de Fisher.

Para analise de associacdo entre variaveis quantitativas do estudo, utilizou-se
0 teste de correlacdo de Pearson quando as variaveis tinham distribuicdo normal e o
teste de correlacdo de Spearman (teste ndo-paramétrico) quando ndo tinham
distribuicdo normal. Este teste € interpretado da seguinte maneira:

R>0: indica relag&o direta, ou seja, um aumento em X € acompanhado por um
aumento emY.

R<O0: indica relacdo indireta, ou seja, um aumento em X é acompanhado por

um decréscimo em Y.
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Um alto valor de R (negativo ou positivo) — préximo de 1 ou -1 — representa
forte relacdo linear, enquanto que um valor proximo de zero mostra que esta relagdo é
fraca.

Todos os resultados foram considerados significativos a um nivel de
significancia de 5% (p<0,05).

Os escores-Z de altura e IMC para idade foram obtidos a partir das curvas de
referéncia da OMS (54) utilizando os programas WHO Anthro® (versdo 3.2.2) e WHO
Anthro Plus® (verséo 1.0.4).

5.2.6 Aspectos Eticos

O Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da UFMG aprovou o estudo mediante
parecer de niumero 451.012 (ANEXO 1). Todos os participantes e seus responsaveis
foram esclarecidos sobre a natureza do estudo por meio da leitura e analise do Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). Os pacientes portadores de DMD e as
criancas e adolescentes saudaveis foram incluidos no estudo somente mediante
concordancia e assinatura do TCLE por parte do responsavel e do proprio paciente,
conforme a idade (ANEXO 2).

O protocolo de pesquisa nao interferiu com qualquer recomendacdo ou
prescricdo médica. O seguimento clinico-laboratorial e a abordagem terapéutica dos
pacientes foram assegurados, mesmo no caso de recusa em participar do estudo. Além
disso, apds os resultados da avaliacao clinico-laboratorial, todos os participantes foram

orientados e tratados de acordo com a necessidade.

5.3 Resultados

5.3.1 Avaliacédo Clinica e Atropométrica

A média de idade dos pacientes foi 12,41+2,89 (7 a 18 anos). A mediana do
peso foi 43,6 Kg (29,5 a 49,5), e a média da estatura foi 145,91+13,95 cm (120 a 170).
A média do escore-Z do IMC foi -0,30£2,05. N&o houve diferencas entre pacientes e

controles em relagéo a idade, peso, estatura, IMC, e escore-Z do IMC (Tabela 1).
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Tabela 1 - Parametros antropomeétricos entre o grupo de pacientes (DMD) e o grupo controle (C)

Variaveis DMD C p
n=29 n=13

Idade* 12,4+2,9 10,6+4,0 0,107 (1)

Peso** 43,6 (29,5-49,5) 28,5 (20,3-45,3) 0,117 (2)

Altura* 145,9+13,9 138,6+23,3 0,307 (1)

IMC** 18,9 (15,1-21,2) 15,7 (15,1-18,7) 0,105 (2)

Escore-Z IMC* -0,30+2,05 -0,30+1,02 0,997 (1)

DMD: Distrofia Muscular de Duchenne; IMC: Indice de Massa Corporal. *Valores expressos em média
e desvio-padréo; (1) Teste T; **Valores expressos em mediana e intervalo inter-quartil Q1 e Q3; (2)

Teste de Mann Whitney.

Observou-se que a maioria dos pacientes era cadeirante (62,07%) e exposta ao
uso de corticoide (62,07%), dos quais a maioria (85%) com historia de uso pausado

(Tabela 2).

Tabela 2 - Caracteristicas clinicas do grupo DMD

Variaveis DMD
n=29

Idade do diagnéstico (anos)* 6,4+1,8

Tipo de diagndstico**

DNA 22 (75,9)

Bidpsia 7(241)

Cadeirante**

Sim 18 (62,07)

Ndo 11 (37.93)

Historia de fratura** Sim

Néo 8 (27,6)
21 (72,4)

Historia de escoliose** Sim

Néo 14 (48,3)
15 (51,7)

Uso de corticoide** Sim

Néo 20 (69,0)
9 (31,0

Tipo de corticoide em uso**

Deflazacorte (Pausado) 3 (15)

Prednisona 17 (85)

Tempo de uso de corticoide (meses)*

44,5 (24,0-81,0)

Uso de vitamina D**

Sim 12 (41,4)
Ay 17 (58.6)
Tempo de uso de vitamina D (meses)* 10,2+7,9
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Cirurgia ortopédica para corre¢do de escoliose em 10,3% dos pacientes. *Valores expressos em média e desvio-

padrdo; **Valores expressos em ndmero e porcentagem.

A comparagdo entre os subgrupos DMD e DMD2 mostrou diferencas



significativas em relacdo a idade, peso, estatura, e historia de escoliose (Tabela 3).

Tabela 3 - Comparacdo dos parametros antropométricos e das caracteristicas clinicas entre 0s

subgrupos DMD1 e DMD2

Variaveis DMD1 DMD2 p
n=18 n=11
Idade (anos)* 13,0 (12,0;15,3) 10,0 (9,0;11,0) 0,002 (1)
Peso (Kg)** 46,6£13,2 32,619,1 0,005 (2)
Altura (cm)** 152,8+12,3 134,6+7,8 <0,0001(2)
IMC** 19,845,3 17,8+3,8 0,286 (2)
Escore-Z IMC** -0,45+2,22 -0,05+1,79 0,619 (2)
Idade do diagnéstico (anos)* 6,0 (6,0;7,0) 6,0 (4,5;7,0) 0,406 (1)
Tipo de diagndstico***
DNA 13 (72,2) 9(81,8) 0,667 (3)
Biopsia 5(27,8) 2(18,2)
Histéria de fratura*** Sim
Néo 7(38,9) 1(9,1) 0,110(3)
11(61,1) 10,90,9)
Historia de escoliose”
Sim 12 (66,7) 2(18,2) 0,011 (4)
Nao 6 (33.3) 9 (8L8)
Uso de medica¢des*** Sim
Néao 16 (88,9) 9 (81,2) 1,000 (3)
2(11,1) 2(18,2)
Uso de corticoide®
Sim 11 (61,1) 9 (81,8) 0,273 (4)
Ndo 7(38,9) 2 (18.2)
Tipo de corticoide em uso***
Deflazacorte 1 (5,6) 2 (18,2) 0,422 (3)
Prednisona
NAO USa 10 (55,6) 7 (63,6)
7 (38,9) 2(18,2)
Tempo de uso de corticoide (meses)* 48,0 (36,0-84,0) 24,0(21,0-70,5) 0,321 (1)
Uso de vitamina D*** Sim
Nao 9 (50,0) 3(27,3) 0,273 (3)
9(50,0) 8 (72,7)
Tempo de uso de vitamina D (meses) 6,0 (3,0-12,0) 12,0 (12,0-18,0) 0,123 (1)

DMD: Distrofia Muscular de Duchenne. *Valores expressos em mediana e intervalo inter-quartil Q1 e

Q3; (1) Teste de Mann Whitney; **Valores expressos em média e desvio-padrdo; (2) Teste T;

***\/alores expressos em ndmero e porcentagem; (3) Teste Qui-Quadrado Exato; # Valores expressos

em ndmero e porcentagem; (4) Teste Qui-Quadrado de Pearson Assintdtico.

Comparou-se 0s subgrupos DMD3 e DMD4 e ndo houve diferenca

significativa em relagdo a nenhuma das variaveis avaliadas (Tabela 4).




Tabela 4 - Comparacdo dos parametros antropométricos e das caracteristicas clinicas entre 0s

subgrupos DMD3 e DMD4
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Variaveis DMD3 DMD4 p
n=20 n=9
Idade (anos)* 11,9+2,3 13,6+3,8 0,256 (1)
Peso (Kg)* 40,1+19,8 44,0+10,5 0,477 (1)
Altura (cm)* 141,7+12,5 155,4+12,6 0,011 (2)
IMC* 19,5¢54 18,0+3,1 0,457 (1)
Escore-Z IMC* 0,01+2,05 -0,98+1,97 0,235 (1)
Idade do diagndstico (anos)* 6,4 +1,7 6,4+2,1 0,952 (1)
Tipo de diagnostico**
DNA 16 (80,0) 6 (66,7) 0,642 (2)
Bidpsia 4 (20,0) 3(33,3)
Histéria de fratura** Sim
Né&o 7 (35,0) 1(11,1) 0,371 (2)
13 (65,0) 8 (88,9)
Histéria de escoliose™* Sim
Néo 9 (45,0) 5 (55,6) 0,700 (2)
11 (55,0) 4 (44,4)
Uso de vitamina D**
Sim 10 (50,0) 2 (22,2) 0,234 (2)
Nao 10 (50,0) 7(77.8)
Tempo de uso de vitamina D (meses)* 9,5+7,0 13,5+14,8 &

DMD: Distrofia Muscular de Duchenne. *Valores expressos em média e desvio-padrao; (1) Teste T; **Valores

expressos em nimero e porcentagem; (2) Teste Qui-Quadrado Exato. & N&o foi possivel realizar o teste pois o

grupo sem histéria de uso de corticoide que fez uso de vitamina D continha somente dois pacientes (n=2).

5.3.2 Avaliacéo Bioquimica

A comparacdo dos parametros bioquimicos séricos e urinarios entre o0 grupo

DMD e o grupo C, mostrou diferencas significativas em relacdo ao fésforo sérico,

creatinina, fosfatase alcalina, calciuria, reabsorcéo tubular de fosforo (TP), citratdria

em mg/1,73m?, e creatindria (Tabela 5).

Tabela 5 - Comparagdo dos parametros bioquimicos séricos e da urina 24h entre os grupos DMD e C

Variaveis DMD C p
n=29 n=13

Célcio sérico (mg/dl)* 9,7+0,3 9,4+0,5 0,054 (1)
Fésforo sérico (mg/dl)* 5,1+0,6 4,2+0,5 <0,0001 (1)
Creatinina (mg/dl)** 0,19 (0,17-0,27) 0,50 (0,40-0,75) <0,0001 (2)
Ureia (mg/dl)* 19,0+6,1 22,1456 0,126 (1)
Fosfatase alcalina (U/l)* 108,2+31,9 243,8+£70,5 <0,0001 (1)
PTH (pg/ml)** 29,0 (21,3;39,6) 25,0 (21,5;30,5) 0,308 (2)
Calcidria (mg/Kg/dia)** 1,2 (0,5-2,1) 2,6 (2,1-3,2) 0,003 (2)
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Fosfatdria (mg/24h)* 452,8+162,0 349,8+178,0 0,080 (1)
TP de fosforo (mg/%)* 4,7+0,6 3,9+0,6 <0,0001 (1)
Citratiria mg/1,73m2** 437,3 (275,1-624,4) 834,1 (687,4-979,8) 0,002 (2)
CitratUria mg/g 107,8 (64,9-197,9) 95,5 (72,5-139,5) 0,675 (2)
Creatinina**

Creatindria (mg/Kg/dia)* 7,8+3,9 18,215,6 <0,0001 (1)
Relacéo calcio/creatinina 0,21 (0,08-0,34) 0,15 (0,11-0,19) 0,416 (2)
urinaria**

DMD: Distrofia Muscular de Duchenne. *Valores expressos em média e desvio-padrdo; (1) Teste T;

**Valores expressos em mediana e intervalo inter-quartil Q1 e Q3; (2) Teste de Mann Whitney.

Em relagéo aos valores de 250H vitamina D observou-se que a grande maioria

dos pacientes (93,1%) tinha niveis abaixo dos valores de referéncia (Tabela 6).

Tabela 6 - Valores encontrados na analise de 25-OH vitamina D do grupo DMD

Variaveis DMD
25-OH vitamina D (ng/ml)* 17,5+6,9
Niveis de 25-OH vitamina D**

Deficiente (<10 ng/ml) 6 (20,7%)
Insuficiente (10-30 ng/ml) 21 (72,4%)
Suficiente (30-100 ng/ml) 2 (6,9%)
Toxicidade (>100 ng/ml) 0 (0,0%)

DMD: Distrofia Muscular de Duchenne. *Valores expressos em média e desvio-padrdo; **Valores
expressos em ndmero e porcentagem.

A comparacdo entre os subgrupos DMD1 e DMD2 mostrou diferencas

significativas em relacdo ao PTH, creatiniria e TP de fosforo (Figura 1). Nao houve

diferenca nos demais parametros (Tabela 7).
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Grafico 1 - Comparacdo entre os parametros bioquimicos séricos e urinarios [PTH (A), creatintria mg/Kg/dia
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Tabela 7 - Comparacdo dos parametros laboratoriais séricos e da urina 24h entre os subgrupos DMD1

e DMD2
Variaveis DMD1 DMD2 p
n=18 n=11
Célcio sérico (mg/dl)* 9,7+0,4 9,7+0,3 0,552 (1)
Fésforo sérico (mg/dl)* 4,9+0,6 5,4+0,5 0,051 (1)
Creatinina (mg/dl)** 0,19 (0,15-0,27) 0,21 (0,19-0,28) 0,430 (2)
Ureia (mg/dl)* 18,8+4,9 19,3+8,0 0,855 (1)
Fosfatase Alcalina (U/l)* 100,9+30,5 120,2+31,8 0,116 (1)
PTH (pg/ml)* 35,2+12,6 24,9450 0,005(1)
250H vitamina D (ng/ml)* 18,9+6,8 15,3+6,7 0,173 (1)
Calcidria (mg/Kg/dia)** 1,1 (0,4-2,0) 1,6 (0,7-2,3) 0,533 (2)
Fosfaturia (mg/24h)* 424,7+145,4 498,6+183,8 0,240 (1)
TP de fésforo (mg/%)* 4,5+0,6 5,0+0,6 0,049 (1)
Citratria mg/1,73m?* 463,2+289,1 642,9+510,4 0,251 (1)
CitratUria mg/g creatinina** 142,9 (67,8-200,6) 91,6 (47,6-201,6) 0,382 (2)
Creatindria (mg/Kg/dia)* 6,1+3,0 10,5+3,9 0,002 (1)
Relacdo célcio/creatinina** 0,22 (0,09-0,44) 0,16 (0,06-0,29) 0,303 (2)

DMD: Distrofia Muscular de Duchenne. *Valores expressos em média e desvio-padrdo; (1) Teste T;

**\alores expressos em mediana e intervalo inter-quartil Q1 e Q3; (2) Teste de Mann Whitney.

Nas comparagdes dos pardmetros bioquimicos sanguineos e urinarios entre 0s

subgrupos DMD3 e DMD4 observou-se diferenca significativa apenas para o PTH,

estando este maior no grupo de pacientes ndo usuarios de corticoide (Tabela 8).




Tabela 8 - Comparacdo dos parametros bioquimicos séricos e da urina 24h entre os subgrupos com

DMD3 e DMD4
Variaveis DMD3 DMD4 p
n=20 n=9

Célcio sérico (mg/dl)** 9,7 (9,4-10,0) 9,7 (9,6-9,9) 0,943 (2)
Fdésforo sérico (mg/dl)* 5,0+0,6 5,1+0,7 0,691 (1)
Creatinina (mg/dl)* 0,21+0,08 0,25+0,13 0,344 (1)
Ureia (mg/dl)* 19,4+5,7 18,0+7,1 0,576 (1)
Fosfatase Alcalina (U/l)* 106,4+27,4 112,2+41,8 0,658 (1)
PTH (pg/ml)** 24,2 (20,6-64,4) 34,5 (29,6-49,2) 0,010 (2)
250H vitamina D (ng/ml)* 17,8+7,4 17,045,7 0,791 (1)
Calcidria (mg/Kg/dia)** 1,6 (0,6-2,2) 1,0(0,3-1,9) 0,446 (2)
Fosfatlria (mg/24h)* 462,6+161,7 430,9+170,1 0,634 (1)
TP de fosforo (mg/%)* 4,740,6 4,740,7 0,853 (1)
CitratGria mg/1,73m?2** 418,5 (263,1-530,2) 520,2 (309,7-835,6) 0,382 (2)
CitratUria mg/g creatinina** 103,9 (52,1-182,5) 136,9 (67,7-352,1) 0,328 (2)
Creatindria (mg/Kg/dia)** 8,3 (5,3-10,3) 4,5(3,6-9,9) 0,239 (2)
Relagdo célcio/creatinina* 0,22+0,15 0,29+0,28 0,379 (1)

DMD: Distrofia Muscular de Duchenne. *Valores expressos em média e desvio-padréo; (1)Teste T;

**Valores expressos em mediana e intervalo inter-quartil Q1 e Q3; (2) Teste de Mann Whitney.

5.3.3 Avaliacéo Densitométrica

Em relacdo aos achados da densitometria 6ssea 0s pacientes tiveram valores

menores e estatisticamente significantes do escore-Z da DMOa da coluna lombar (CL)

quando comparados aos controles (Figura 2).

Gréfico 2 - Comparacéo dos valores do escore-Z da DMOa da coluna lombar medidos pela DXA entre 0s grupos
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Tabela 9 - Comparacdo dos parametros densitométricos entre os grupos DMD e C




Variaveis DMD C p
n=29 n=13

DMOa CL (g/cm?)* 0,66 (0,55-0,80) 0,73 (0,62-0,99) 0,131 (1)
DMOv CL (g/cm®)* 28,9 (13,9-40,1) 23,0 (20,9-35,7) 0,775 (1)
CMO CL (g)* 23,0 (16,9-34,2) 16,6 (13,0-36,8) 0,500 (1)
Escore-Z DMOa CL* -1,6 (-2,5;-0,5) 0,1(-0,3;0,4) <0,0001 (1)
Padrdo de DMD: Esperado

para idade Abaixo para 13 (44,8) 13 (100,0) 0,001 (2)

idade 16 (55,2) 0(0,0)

DMD: Distrofia Muscular de Duchenne; DXA: Técnica da Densitometria Ossea; DMOa CL: densidade
mineral dssea areal da coluna lombar L1-L4; DMOv CL: densidade mineral 6ssea volumétrica estimada
da coluna lombar L1-L4; CMO CL.: conteldo mineral 6sseo da coluna lombar L1-L4. Escore-Z DMOa
CL: Escore-Z da densidade mineral 6ssea da coluna lombar L1-L4; *Valores expressos em mediana e
intervalo inter-quartil Q1 e Q3; (1) Teste de Mann Whitney; **Valores expressos em nimero e
porcentagem; (2) Teste Qui-Quadrado Exato.

As comparagdes da densitometria 0ssea entre os subgrupos DMD1 e DMD2 e

entre os subgrupos DMD3 e DMD4 nao mostraram diferencas.

5.3.4 Correlactes

A correlacdo entre os parametros bioguimicos sanguineos e urinarios com a
DMOa da CL do grupo DMD e seus subgrupos mostrou correlagdo negativa
significativa para a citratiria mg/g creatinina em usuarios de corticoide (rp= -0,477,;
p=0,045). Observou-se também correlacdo negativa e significativa do fosforo sérico
com o CMO da CL no grupo DMD (rp= -0,441; p=0,035) e da citratlria mg/g
creatinina com o CMO da CL no grupo que usou corticoide (rp= -0,519; p=0,048).
Houve uma tendéncia para correlago negativa entre a citratdria em mg/1,73 m? SC e
0 CMO da CL também no grupo de usuérios de corticoide (rs = -0,450; p=0,092),
tendéncia para correlagdo negativa entre a citrattria em mg/1,73 m? SC e a DMOV (rs=
-0,351: p=0,073) da coluna lombar em todo o grupo de paciente, tendéncia para
correlacdo negativa entre a citratiria mg/g com o escore-Z da DMOa CL (rp= -0,442:
p=0,066), e uma tendéncia para correlacdo negativa entre a excrecao urinaria de citrato
em mg/g de creatinina e a DMOV (rs= -0,339: p=0,084).

Houve tendéncia para correlacdo positiva entre a fosfatlria em mg/24h o
escore- Z da DMOa CL (rp=0,421: p=0,064). Nao houve correlagOes para os demais
pardmetros bioquimicos. As correlacfes foram feitas com os testes de Pearson ou de
Spearman, conforme a indicagéo.

Nas anélises de correlacdo entre os valores séricos de 250H vitamina D e 0s




parametros densitométricos do grupo DMD néo foi observada nenhuma correlagao.
Do mesmo modo, ndo se observou correlacdo entre a DMOvV da CL e os parametros
sanguineos e urinarios dos grupos DMD, DMD1 e DMD3.

Nas anélises de correlacdo entre os valores séricos de 250H vitamina D e 0s

valores de PTH também nao foi observada correlacéo (rs=0,127; p=0,512).
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Gréfico 3 - (a) Correlacdo entre os valores de DMOa CL medidos pela DXA e a citratlria mg/g creatinina.

(b) Correlacao entre os valores absolutos de DMOv CL medidos pela DXA e a citratlria mg/g creatinina.

5.4 Discussao

A salide 0ssea € muito importante para pacientes com DMD e sua qualidade esta
associada a fraturas e escoliose. O uso de corticoide é consenso para aqueles pacientes
que ainda deambulam e pode piorar a massa 6ssea. Assim, abordagens clinicas que
otimizem a massa 0ssea sdo desejadas e para isto é necessario conhecer o metabolismo
0sseo desses pacientes. Este estudo avaliou o metabolismo mineral dsseo de 29
criancas e adolescentes com DMD usando marcadores bioquimicos de formacéo e
reabsorcdo 6ssea e medida da massa 6ssea com a densitometria pela DXA.

A média de idade dos pacientes foi 12,41+2,89 anos e a média de idade do
diagnostico da doenca foi 6,4+1,8 anos, mais alta que a média observada na literatura
(Tabela 1). Estudos realizados por Bothwell e colaboradores em 2003 e por Manzur e
colaboradores em 2008 observaram uma média de idade de diagnostico de 4 anos e
meio. Ciafaloni e colaboradores (2009) mostraram uma média de idade de diagndstico

de 5 anos, proxima ao encontrado pelos ltimos autores®!%3, Os valores mais altos



encontrados neste estudo podem estar relacionados a dificuldade inicial de diagndstico
e a dificuldade de encaminhamento para os centros de referéncia, considerando que o
quadro clinico geralmente torna-se evidente entre trés e cinco anos de idade.

O diagndstico de 75,9% dos pacientes foi realizado por meio de estudo genético
(Tabela 2), confirmando dados da literatura que orientam a bidépsia muscular somente
nos casos onde o teste genético é negativo, ou o fendtipo clinico é atipico®?’.

Grande parte dos pacientes era cadeirante (62,07%). Entre os subgrupos
cadeirantes e ndo cadeirantes foi observada diferenga significativa para a idade
(p=0,002), peso (p=0,005), estatura (p<0,0001) e presenca de escoliose (p=0,0011),
sendo aqueles cadeirantes mais velhos, mais pesados, mais altos e com mais escoliose
(Tabela 3). A evolucdo da doenca para o confinamento na cadeira de rodas favorece a
reducdo da atividade fisica, com maior ganho de peso e maior possibilidade de
deformidades toracicas como a escoliose, mais observadas na fase avancada da
doenca®?%° Bothwell e colaboradores e Simon e colaboradores demonstraram que
45,6% e 41,0% de seus pacientes eram cadeirantes, respectivamente®¢-%°, Estes dados
confirmam ainda outros relatos da literatura que citam que a progressao da perda
da forca muscular e das contraturas leva ao confinamento na cadeira de rodas por volta
dos 10 a 12 anos e que os primeiros anos da adolescéncia sdo marcados pelo
desenvolvimento de escoliose progressiva®!%?, No presente estudo a presenca da
escoliose foi observada em 48,3% dos pacientes sendo mais frequente entre os
cadeirantes e os usuarios de GC (Tabelas 2, 3, 4). A cirurgia ortopédica foi realizada
em 10,3% deles. A presenca de escoliose em pacientes com DMD também foi
observada por Kinali e colaboradores (77% dos pacientes). Maior prevaléncia foi
observada por King e colaboradores e por Lebel e colaboradores naqueles pacientes
n&o tratados com corticoterapia (92% vs 20% e 91% vs 31%, respectivamente)*1-6162,

A histéria de fratura de ossos longos foi observada em apenas 8 pacientes
(27,6%) do estudo, sem nenhum relato de fratura vertebral. Larson & Henderson
(2000) mostraram fratura em 44% de seus pacientes, com 66% delas envolvendo as
extremidades inferiores, sem relato de fraturas vertebrais?®. Embora com maior
proporcao do nimero de fraturas, os autores ndo encontraram fraturas vertebrais, em
concordancia com os achados do presente estudo. Do mesmo modo, Douvillez e
colaboradores (2005) observaram a presenca de fraturas em 59% de seus pacientes,
também sem relato de fratura vertebral, com 87,5 % causadas por queda, e com idade

média da ocorréncia da primeira fratura aos 7 anos de idade®®. Em 2007, King e



colaboradores descreveram aumento do risco de fraturas vertebrais e de 0ssos longos
em pacientes com DMD, principalmente aqueles em uso de GC (32% - 21/67
pacientes), com indicagdo cirdrgica em 29% dos nao tratados e em 15% dos tratados
com GC®2, Estudos realizados por Biggar e colaboradores e Houde e colaboradores
observaram prevaléncia de fraturas semelhante entre pacientes tratados e ndo tratados
com GC (25%/25% e 24/25%, respectivamente), com fraturas vertebrais apenas nos
pacientes tratados®*%. O presente estudo encontrou maior percentual de fraturas entre
0s pacientes cadeirantes e aqueles que usavam GC, embora nenhuma delas fosse
fratura vertebral (Tabelas 3 e 4). Antes da introducéo da terapia com GC os relatos de
fraturas vertebrais eram raros. Esta terapia parece aumentar o risco deste tipo de
fraturas e elas podem ocorrer com traumas minimos, refletindo a fragilidade 6ssea nos
pacientes com DMD. Hawker e colaboradores avaliaram 42 criangas com DMD em
uso de GC e observaram reducdo do escore-Z da DMO da coluna lombar e do corpo
total em 54,8% dos pacientes, com presenca de fratura em 30,4% deles. Apds 2 anos
de tratamento com alendronato, vitamina D e calcio oral, ndo houve mudanga na média
do escore-Z da DMO dos sitios 6sseos avaliados desses pacientes®. Inimeros estudos
também associam a reducdo da DMO com risco aumentado de fraturas, em sua maioria
de ossos longos, com um maior risco de fraturas vertebrais nos pacientes com DMD e
com historia de uso de GC17:29:34:37.66,

Metanalise com mais de 80 estudos realizada por van Staa em 2002 demonstrou
a associa¢ao do uso da prednisolona (> 5Smg/dia de prednisolona ou de equivalente)
com reducdes significativas na DMO e aumento no risco de fraturas dentro de trés a
seis meses apos o inicio do tratamento. O aumento do risco de fratura foi independente
da idade do paciente, sexo e doenca de base?’. Bothwell e colaboradores (2003)
demostraram um periodo de laténcia de 40 meses entre o inicio do uso do corticoide e
0 inicio do quadro de fraturas vertebrais, com uma incidéncia de 75% de fraturas
vertebrais ap6s 100 meses de uso da terapia®®. Tian e colaboradores demonstraram
ainda em um estudo retrospectivo realizado com 408 pacientes com DMD tratados
com GC um aumento progressivo da prevaléncia de fraturas com a idade, com valores
de prevaléncia de 16,5%, 37,4% e 83,3% em idades de 5, 10 e 18 anos,
respectivamente, mostrando a importancia da monitorizacdo da salude 0ssea nestes
pacientes®’.

Os GC sdo considerados o pilar do tratamento da DMD e seu uso esta indicado

para 0s meninos de cinco anos de idade e mais velhos, que ja ndo estdo ganhando



habilidades motoras, ou cujas habilidades motoras estdo em declinio®®"8, No
presente estudo 0 uso de corticoterapia foi observado em 69% dos pacientes e dentre
0s corticoides utilizados, 85% dos pacientes faziam uso de prednisona, em esquema
intermitente de 10 dias de uso e 10 dias de folga, o qual esta citado na literatura e esta
relacionado com menor intensidade de efeitos colaterais!®?26889, Até o momento os
GC tém sido a medicacao mais eficaz no tratamento da DMD e uma revisao sistematica
realizada pela Cochrane observou varios efeitos benéficos dsteo- locomotores,
cardiacos e respiratdrios com seu uso, com um aumento da forca e fun¢do musculares
ocorrendo em curto prazo (seis meses a dois anos) sendo a prednisona na dose de
0,75mg/Kg/dia considerado o esquema mais eficaz’®. King e colaboradores também
observaram que oS meninos com DMD em corticoterapia em longo prazo tinham
reducdo significativa do risco de escoliose e extensdo da deambulacdo por mais de trés
anos®2. Biggar e colaboradores (2004) compararam dois protocolos de tratamento com
deflazacorte e demonstraram maior efeito benéfico no tratamento continuo em relagéo
ao tratamento de 20 dias com pausa de 10 dias’*, com maior incidéncia de catarata
assintomatica no grupo de uso continuo. Metanélise realizada por Campbell & Jacob
avaliando 15 estudos, mostrou melhora da forca e fungdo musculares nos pacientes em
uso de deflazacorte em comparacdo com o placebo, porém, sem clara evidéncia de
vantagem sobre os pacientes que usaram a prednisona®. Em 2011, Escolar e
colaboradores observaram a equivaléncia da eficacia e seguranca do uso da prednisona
nos pacientes com DMD com doses administradas diarias e administradas apenas nos
finais de semana e descreveram a melhora da funcdo muscular com o uso da
prednisona®.

No estudo ndo foram observadas diferencas significativas entre o grupo tratado
com GC (DMD?3) e o grupo ndo tratado (DMD4) (Tabela 4). Entretanto, varios efeitos
colaterais do uso dos GC sdo citados na literatura, como por exemplo o0 ganho de peso,
a baixa estatura e as fraturas de 0ssos longos e vértebras, entre outros, sinalizando a
necessidade da monitorizacéo dos riscos potenciais de seu uso”192272,

A analise do estado nutricional da vitamina D e do calcio é complexa e ha poucos
dados sistematicos de qualidade disponiveis. Outro importante fator é a interpretacdo
dos niveis séricos de vitamina D e 0s ensaios utilizados para sua dosagem. No entanto,
é evidente que muitos dos meninos com DMD tém niveis de vitamina D insuficientes
ou deficientes?®395¢, Em 2003, Bianchi e colaboradores observaram marcada redugio

na DMO da coluna lombar, hipocalcilria, baixos niveis de 250H vitamina D e



aumento dos marcadores de remodelacdo Ossea, especialmente no grupo tratado com
GC (30). Em 2011, os mesmos autores estudaram prospectivamente 33 pacientes com
DMD que estavam sob regime de tratamento com dose fixa de prednisona (1,25 mg/kg
cada 2 dias). Apos dois anos de tratamento com vitamina D3 (0,8 mcg/Kg por dia) e a
adequacdo da ingestdo de célcio de acordo com o recomendado pelos organismos
internacionais, os autores demostraram o beneficio da suplementacdo da vitamina D e
do célcio nos pacientes com DMD, com um aumento da DMO e da CMO em 65%
deles?®3°. Outros autores também observaram baixos niveis de 250H vitamina D e
altos niveis de Interleucina 6 (IL6) nos pacientes com DMD, e apontaram a IL6 como
um importante marcador do metabolismo 6sseo®. Soderpalm & Magnusson (2007)
realizaram um estudo transversal com 24 meninos com DMD e também observaram
menores niveis de 250H vitamina D e menor DMO no grupo DMD, sugerindo que
intervengBes para o aumento da formagdo dssea deveriam ser consideradas®..

Em um Workshop em 2005, Biggar e Bachrach demostraram que a vitamina D
e o calcio contribuem para a satde 0ssea, recomendando a avaliacdo anual da vitamina
D em meninos com DMD e indicando a suplementagéo abaixo dos niveis de 20ng/ml
(39,66). Buckner e colaboradores em uma metanalise realizada em 2015 orientam que
a triagem para a deficiéncia de vitamina D e a avaliacdo da massa 0ssea deve ser feita
rotineiramente a cada um ou dois anos em todos os pacientes com DMD,
particularmente aqueles tratados com GC®.

No presente estudo, a grande maioria dos pacientes (93,1%) tinha niveis séricos
de 250H vitamina D abaixo dos valores de referéncia recomendados (Tabela 6). A
reposicdo oral dessa vitamina foi feita em 41,4% desses pacientes e obteve-se uma
média de tempo de uso de 10,2 meses. A reposicdo de vitamina D foi feita
principalmente para o0s pacientes cadeirantes (75%) e naqueles em uso de
corticoterapia (Tabelas 3 e 4), nos quais a qualidade do 0sso era pior. As quantidades
insuficientes ou deficientes do estoque de 250H vitamina D em pacientes com DMD
pode ser explicada pela baixa absorcdo desta vitamina durante uso de corticoides e
pela reduzida exposicéo solar resultante da diminuigdo de atividade fisica ao ar livre®’.
Infelizmente, ndo foi possivel a dosagem sérica de 250H vitamina D nos controles, o
que impossibilitou comparagdes entre esses dois grupos.

A distrofina é uma proteina critica para a estabilizacdo da membrana celular e
para a prevencdo de danos dessa membrana resultantes da contragdo. A falta de

distrofina que ocorre no paciente com DMD, torna a estrutura da glicoproteina do
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sarcolema menos estdvel e favorece a instabilidade da membrana celular. Em
consequéncia, ocorre lesdo muscular com inicio de uma cascata inflamatéria que
contribui ainda mais para o dano muscular, necrose, fibrose e morte celular®>®"3, Com
a instabilidade da membrana ocorre maior influxo de calcio intracelular, e
provavelmente como consequéncia, menor excrecdo de célcio urindrio nestes
pacientes. A elevacdo resultante dos niveis de célcio intracelular provocam o aumento
dos radicais de oxigénio pela mitocondria, contribuindo para a perpetuacéo do ciclo
de estresse oxidativo, dano sarcolemal e morte celular. Além disso, com a lesdo
muscular caracteristica ocorre também menor formacéo de creatinina, levando a uma
menor excre¢do de creatinina urinaria® ">

No estudo em questdo, encontrou-se valores estatisticamente significativos
menores da creatinina e da fosfatase alcalina séricas e da excregdo de creatinina
urinéria quando comparou-se pacientes e controles (Tabela 5). Entre cadeirantes e ndo
cadeirantes ndo houve diferenca para a creatinina sérica, entretanto, a creatindria em
mg/Kg/dia estava significativamente menor no grupo de cadeirantes, que sdo 0s
pacientes de mais idade e com maior progressdo da doenca (Tabela 7). Nao houve
diferencas quando comparou-se estes dados entre aqueles pacientes usuarios de
corticoide e ndo usuarios (Tabela 8). Valores menores da creatinina urinaria e da
creatinina sérica sdo esperados na DMD porque trata-se de uma doenca muscular
progressiva e degenerativa. A degeneracdo do musculo provoca a libertacdo de
mediadores inflamatérios culminando em lesdo muscular progressiva e fibrose®. A
creatinina é derivada do metabolismo da creatina no masculo esquelético e é
encontrada no plasma em niveis relativamente constantes. Na presenca de uma doenca
com estas caracteristicas, a geracdo do derivado da creatina reduz consideravelmente.

A fosfatase alcalina total é considerada um marcador de formacdo 0ssea e as
duas maiores fontes dessa enzima sdo 0s osteoblastos e as células endoteliais no
figado. Ela é tecido ndo especifica e seu valor como marcador de remodelamento 6sseo
€ menor do que aquele da fosfatase alcalina osso especifica. Infelizmente, ndo foi
possivel dosar a isoenzima 6ssea no estudo. Embora com menor valor como marcador
do remodelamento &sseo, seus valores estavam significativamente menores nos
pacientes quando comparados aos controles (Tabela 5), apontando um baixo
remodelamento 6sseo na DMD. O processo de remodelamento ¢sseo é essencial para
manutencgdo da salde 6ssea e o0 crescimento do esqueleto, e na crianca e no adolescente

a formagdo dssea é mais rapida do que a reabsorcdo®. Soderpalm & Magnusson
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mostraram em 2007 que a fosfatase alcalina 6sseo especifica tinha valores menores
em paciente com DMD em tratamento com corticosteroides quando comparados aos
controles®?.

A homeostase do célcio estd comprometida na DMD. O aumento trans-
sarcolemal do influxo de célcio, o aumento da permeabilidade aos cétions divalentes,
e a entrada de célcio na célula através de canais catiénicos ndo especificos podem ser
apontadas como alteragdes dessa homeostase em pacientes e em modelos animais de
DMD™>8 A manutencéo de elevados niveis de calcio depende da liberagio espontanea
e constante desse ion e da contracdo dos miotubos na DMD. Isto é dependente da
expressao da distrofina e ha evidéncias que ela pode reduzir o influxo de célcio assim
como reduzir a utilizagdo do célcio pelas mitocondrias’® No presente estudo observou-
se uma tendéncia para maiores niveis sericos de calcio no grupo DMD quando
comparado aos controles, embora, esses niveis séricos estivessem dentro dos limites
da normalidade (Tabela 5). Bianchi e colaboradores descreveram hipocalciuria em
seus pacientes com DMD, especialmente aqueles em uso de corticoide °. Observou-
se também no estudo em questdo menores niveis de calcio urindrio nos pacientes em
relacéo aos controles (Tabela 5). Pode-se especular que o influxo aumentado de célcio
gera temporariamente uma hipocalcemia. A hipocalcemia estimula a glandula
paratireoide a produzir e liberar seu horménio. O PTH aumenta a expressao tubular
proximal da 250H D la- hydroxylase resultando no aumento da producdo da 1,25
(OH) vitamina D3 e, consequentemente, no aumento da absorcdo intestinal de
calcio’® '8, Entretanto, a maioria dos pacientes com DMD tém niveis deficientes ou
insuficientes de 250H vitamina D e dessa maneira, ndo haverd producdo da forma
ativa da vitamina D (calcitriol) e aumento da absorc¢do intestinal de célcio, gerando
balanco negativo de calcio. A forma ativa da vitamina D é necessaria para o transporte
ativo de calcio na mucosa intestinal®® e diante de sua deficiéncia ou insuficiéncia, a
absorcdo intestinal desse fon é apenas 10% a 15%8°. Mas o PTH também aumenta a
reabsor¢ado tubular renal distal de calcio, explicando a hipocalcidria. No o0sso, o0 PTH
estimula a liberacédo de célcio para o fluido extracelular aumentando a reabsor¢édo 6ssea
osteoclastica. Este tltimo efeito do horménio pode reduzir a DMO e piorar a qualidade
da massa 6ssea. Os pacientes do estudo apresentaram um escore-Z da DMOa da coluna
lombar bastante reduzido em relagcdo aos controles (Tabela 9). Os valores do PTH
também eram maiores nos pacientes, embora sem significancia estatistica (Tabela 5).

Embora dentro dos valores de normalidade, os niveis de PTH eram maiores e
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estatisticamente significativos nos pacientes cadeirantes nos quais o0 0sso é de pior
qualidade (Tabela 7) e nos ndo usuérios de corticoide (Tabela 8).

Além dos efeitos sobre o célcio, 0 PTH regula também a concentracéo de fosfato
no plasma e sua agdo no manuseio do fosfato no ttbulo renal é imediato®!. O resultado
final da presenca de concentragdes mais elevadas de PTH em rins com fung&o normal
é a reducdo do fosfato sérico. Enquanto o PTH é um potente estimulador da forma
ativa da vitamina D, esta suprime o horménio da paratireoide. Dessa maneira, 0
calcitriol regula diretamente a concentracdo de fosfato sérico aumentando sua
absorcao intestinal, e indiretamente quando aumenta a reabsorcao tubular renal devido
a sua acdo supressora sobre o PTH. Os efeitos opostos de PTH e da vitamina D no rim
e intestinos, respectivamente, mantém o equilibrio dos niveis de fosfato, preservando
a homeostase de fons de calcio’ No presente estudo, o fosforo sérico tinha niveis
séricos significativamente maiores que aquele dos controles, assim como a reabsorc¢ao
tubular de fosfato (TP de fosfato) (Tabela 5). Sabe-se que existe uma relacédo especial
entre as concentracBes de célcio e fosfato no organismo que é representada pelo
produto de solubilidade para o sistema calcio/fosfato. Quando se atinge esse produto
estabelece-se uma relagéo inversa entre as concentragdes de calcio e fosfato. Pode-se
especular aqui que pacientes com DMD tém a homeostase do célcio alterada com um
balanco negativo de célcio constante. Dessa maneira, se a concentragdo plasmatica de
calcio cair, aquela do fosfato tera que subir para a manutencao do produto do sistema
calcio/fosfato. Isto explicaria a maior reabsorcédo tubular de fosfato (TP de fosfato) e
o maior nivel de fésforo sérico quando foi feita a comparacdo com os controles (Tabela
5). Outra possivel explicacdo para os achados do estudo em relacéo ao fésforo (fosforo
sérico e TP de fosforo) seria a importante acdo desse ion na mineralizacdo dssea. A
manutencdo de adequados niveis de fésforo inorganico é essencial para a atividade dos
osteoblastos e ostedcitos no processo de mineraliza¢do da matriz 6ssea. E o fosforo é
um dos principais componentes necessarios na formacao da hidroxiapatita durante essa
mineralizacdo®®. Pacientes com DMD tém alteragdo da homeostase do célcio e
reabsorcdo dssea compensatoria, culminando com comprometimento da mineralizacéo
6ssea. O aumento do fosforo sérico nos pacientes em relacdo aos controles, embora
ainda dentro de limites normais, € o aumento do TP de fosfato poderia ser uma
compensagéo, considerando que a diminuigdo dos produtos formados pelo fosfato e
calcio esta diretamente relacionada a diminuigdo da mineralizagio dssea’™.

Experimentos tém identificado um sinal de transducdo do FGF-23, uma
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fosfatonina, na glandula paratiredide, bem como o seu efeito sobre a secrecdo de PTH,
mostrando que o FGF-23 age sobre o0s receptores da glandula reduzindo os niveis de
PTH do soro, atuando como um hormdnio contra regulador para a forma ativa da
vitamina D e contribuindo para um circuito de realimentagdo negativo, envolvendo o
0ss0, rins e a glandula paratireoide®*. Estudos iniciais sugerem alteragdes nos niveis
de FGF-23 nos pacientes com DMD e relacionam o tratamento com GC a reducéao do
namero e da funcdo dos osteoblastos, a inibi¢do da producdo de fatores de crescimento
pelo 0sso, como o insulin-like growth factor 1 (IGF-I) e o transforming growth fator
B (TGF-B), que tém atividade anabédlica sobre o tecido 6sseo®2%. Entretanto, mais
estudos sdo necessarios para maiores esclarecimentos.

O 4cido citrico € um &cido tricarboxilico de origem principalmente endogena
resultando do metabolismo intermediario dos carboidratos, gorduras e proteinas das
células hepaticas, musculares e 6sseas. Também se origina da dieta sendo absorvido
no intestino delgado e promove sobrecarga alcalina rapida com elevacdo dos seus
niveis plasmaticos dentro de 30 minutos. Estima-se que menos de 1% do citrato
alimentar, ou 1 a 3% do citrato administrado via oral, ndo é metabolizado e é eliminado
na urina®. A influéncia do citrato dietético na citraturia depende mais de variagdes no
estado acido-basico sistémico do que propriamente de seu conteudo na alimentacdo,
entretanto, observou-se correlacdo entre absorcdo intestinal de alcali e excrecédo
urinéria de citrato em formadores de célculos contendo calcio®. O citrato produzido e
ndo utilizado pelas células é liberado na circulacdo resultando no citrato plasmatico e
a maior parte desse circula livremente no sangue. Os rins sdo 0s principais 6rgdos de
depuracéo do citrato e este esta envolvido ndo s6 na producdo de energia no ciclo do
acido tricarboxilico, mas também na biosintese de esteroides e de acidos gordurosos,
na manutencdo do equilibrio acido-basico®® e na inibicdo da cristalizagdo urinaria,
particularmente dos cristais de oxalato de célcio e de fosfato de célcio, sendo bem
conhecida a sua propriedade de formar complexos sollveis com os sais de calcio.

Expressa-se a excrecao urinaria de citrato em criancas e adolescentes em mg/g
de creatinina®’. Entretanto, esta forma de expressar a citratdria ndo deve ser utilizada
para pacientes com DMD porgue os mesmos tém uma doenca muscular crénica
degenerativa e progressiva, ndo geram quantidades normais de creatina, que é o
precursor da creatinina. No presente estudo, a excrec¢do urinaria de citrato foi também
expressa em mg/1,73 m? de superficie corpérea (SC), gerando resultados mais

fidedignos para a excrecdo urinéria desta molécula. Encontrou-se valores menores e
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estatisticamente significativos para os pacientes quando comparados com os controles
(Tabela 5). Até o momento, ndo existem evidéncias na literatura para este achado e a
dosagem dos niveis de citrato urinario ndo faz parte das recomendac6es na avaliacdo
de pacientes com DMD?®. Entretanto, como mencionado acima, o citrato resulta
principalmente do metabolismo enddgeno intermediario dos carboidratos, gorduras e
proteinas das células hepéticas, musculares e 6sseas. O musculo doente dos pacientes
com DMD poderia ter incapacidade de gerar citrato em quantidades adequadas. Outra
possibilidade seria a geracdo de acidose metabolica subclinica, consequente do
processo inflamatério crénico no musculo, consumindo maiores quantidades de
citrato.

Observou-se também correlacdo negativa e significativa entre o CMO (rp= -
0,519; p=0,048) e a DMOa da coluna lombar (rp= -0,477; p=0,045) com a citratdria
mg/g de creatinina em usuarios de corticoide. Como ja comentado, a excrecao urinaria
de citrato em pacientes com DMD ndo deve ser expressa em mg/g creatinina,
considerando que estes pacientes tém uma doenca muscular cronica e degenerativa, e
esta correlacdo pode estar equivocada. Entretanto, encontrou-se uma tendéncia para
correlaco negativa entre a excre¢do urinaria de citrato em mg/m? SC e 0 CMO (rs= -
0,450; p=0,092) e a excrecdo urinaria de citrato em mg/m? SC e a DMOV (rs= -0,351;

p=0,073) da coluna lombar em usuarios de corticoide e em todo o grupo de paciente,

respectivamente. Pacientes ja usuarios de corticoide tém a massa 6Ossea mais
comprometida que aqueles ndo usuarios e sdo mais inflamados. Especula-se mais uma
vez, se eles ndo teriam menor geracdo de citrato e se estariam consumindo mais essa
molécula porque tém maior processo inflamatorio. Finalmente, houve uma tendéncia
para correlacdo negativa entre a DMOV (rs= -0,339; p=0,084) e a excre¢do urinaria de
citrato em mg/g creatinina, e entre o escore-Z da DMOa (rp= -0,442; p=0,066) da
coluna lombar também com a excre¢do urinaria de citrato em mg/g creatinina,
sugerindo que o citrato poderia estar mesmo envolvido na deterioracdo da massa 0ssea.

Vérios mecanismos fisiopatolégicos podem contribuir para a deterioracdo da
salide dos 0ssos de pacientes com DMD: (a) fraqueza muscular progressiva; (b) efeitos
das citocinas liberadas devido a reposta inflamatdria dos musculos deficientes em
distrofina; (c) ativacdo da osteoclastogénese pelo metabolismo muscular alterado; (d)
efeitos colaterais de corticosteroides que incluem: o atraso puberal devido a reducéo

dos esteroides sexuais, mineralizacdo 0ssea prejudicada, e absorg¢éo intestinal de célcio
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reduzida; (e) efeitos da imobilizacdo Ossea na homeostase do célcio; (f) estoques
insuficientes de vitamina D devido a: interferéncia do uso do corticoide na absorcéo
intestinal de vitamina D, e baixa exposicéo solar devido a reducdo da atividade fisica
ao ar livre. Diante disso, a monitorizacdo da qualidade éssea é muito importante e
recomenda-se a avaliacdo da massa 6ssea em todos os pacientes com DMD a cada um
a dois anos®’. Utiliza-se a DXA conforme recomendacdes oficiais da International
Society for Clinical Densitometry (ISCD) em 2013,

No estudo em questdo utilizou-se a DXA para avaliagdo da massa Ossea e
encontrou-se valores menores e estatisticamente significantes para o escore-Z da
DMOa da coluna lombar no grupo DMD quando comparado aos controles (Tabela 9;
Figura 2). Entretanto, ndo houve diferengas entre 0s subgrupos cadeirantes e néo
cadeirantes e uso de corticoide e ndo uso de corticoide. Resultados algo semelhantes
foram observados por Larson & Henderson em um estudo com 41 pacientes, nos quais
a DMO da coluna lombar e do fémur proximal diminuiram significativamente com a
perda da deambulagio (média escore-Z -1,7 e -3,9, respectivamente)?,

Um numero consideravel de autores tém estudado a qualidade da massa 0ssea
em pacientes com DMD*68-90 Empora tenham sido realizados workshops
internacionais desde 2004 para definir condutas e tratamentos para manutencédo da
qualidade da massa 0ssea, a maioria dos estudos nao utilizaram controles e ndo foram
metodologicamente corretos. Em um grupo de 32 meninos com DMD, Bianchi e
colaboradores encontraram que a dose cumulativa de corticosteroides correlacionou-
se positivamente com a reducdo da DMO e que esta estava significativamente menor
nos pacientes quando comparada aos controles, nos diversos sitios 6sseos avaliados
(coluna lombar e corpo total). Entretanto, ndo encontraram diferenca no escore-Z da
DMOa da coluna lombar, mesmo apds ajuste para area ou volume da vértebra’. Os
mesmos autores em 2011 avaliaram 33 pacientes com DMD e encontraram que 0
escore-Z do CMO e da DMOa da coluna lombar diminuiram progressivamente com o
tratamento com corticosteroides. Demonstraram ainda que estas mudancas no CMO e
DMO correlacionaram positivamente com niveis alterados de 250H vitamina D
(r=0,53; p<0,01) e negativamente com os niveis urinarios de N-telopeptideo (r=-0,58;
p<0,01)?. Estudos realizados por Sodepalm & Magnusson em 2007 e por Sodepalm e
colaboradores em 2008 demonstraram menor DMO no grupo de pacientes em relacéo
aos controles em todos os sitios 6sseos avaliados. As diferencas aumentaram com a

idade e os marcadores bioquimicos de formacao e reabsorgao dssea estavam reduzidos,
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assim como os niveis de vitamina D. Os estudos sugerem que 0S mecanismos para
estes resultados seriam uma a¢do combinada de tratamento com GC, a massa muscular
comprometida e a reducdo da carga mecanica sobre os 0ssos®l. Em 2012, Sodepalm e
colaboradores continuaram os estudos sobre DMD e compararam este grupo de
pacientes com aqueles com distrofia muscular de Becker. Os autores observaram
valores da CMO e DMO significativamente menores no grupo com DMD maiores de
10 anos em comparagdo com os pacientes com Becker com a mesma idade®:. Rufo e
colaboradores (2011) também descreveram reduzido escore-Z da DMOa da coluna
lombar e aumento da IL-6, marcador de alta reabsorcdo Gssea, em pacientes com
DMD. Os autores sugeriram que a terapia direcionada anti-1L-6 pode ter um impacto
positivo sobre o fenotipo 0sseo nestes pacientes.

Em 2012, Mayo e colaboradores observaram mudanca significativa no escore-Z
da DMOa da coluna lombar depois da terapia com deflazacorte (0,9 mg/Kg/dia),
associada ao aumento da massa magra, e sugeriram que mudancgas na Composi¢do
corporal (massa magra, massa gorda e massa 6ssea) sdo importantes para a saude 6ssea
na DMD. Os autores sugeriram ainda que a for¢ca muscular reduzida associada aos
baixos niveis de atividade fisica podem comprometer a unidade musculo-esquelética
e contribuir para a reducdo da DMO?¥. King e colaboradores (2014), em um estudo
com 22 pacientes com DMD e 267 controles sadios demonstraram menores valores
para os escores-Z da DMO no corpo total e na regido craniana ajustado para a idade
do que aqueles dos controles, e observaram que 0s pacientes que usaram GC
apresentaram menor DMO para idade, menor DMO estatura para a idade, e menor
CMO areal do que aqueles que ndo usaram esteroides®?.

Tian e colaboradores estudaram também a massa 6ssea nos pacientes com DMD
e observaram valores baixos para os escores-Z da DMO e CMO da coluna lombar e
do quadril, os quais pioraram com a idade e variaram com o local de medi¢éo Pacientes
gue usaram corticoide tiveram pior valor para o escore-Z da coluna lombar do que
aqueles que ndo fizeram uso de corticoides®2. Ainda em 2014, Houston e colaboradores
avaliaram 39 criancas com DMD e mostraram valores para o escore-Z da DMOa da
coluna lombar significativamente menores nos pacientes tratados com GC em relacao
aos ndo tratados (p<0,001), e observaram ainda, uma tendéncia ao aumento desse valor
do escore-Z da DMOa com o uso do alendronato®. Os autores sugerem neste estudo
que a triagem para a baixa DMO em pacientes com DMD deve ocorrer em idade mais

precoce e que bisfosfonatos podem ser uma modalidade de tratamento aceitavel, na
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pendéncia de estudos mais amplos em longo prazo®. Finalmente, Vuillerot e
colaboradores (2014) observaram aumento significativo da massa magra em pacientes
com DMD tratados com GC (p<0,0001). Aqueles ndo tratados apresentaram
deterioracdo na composicdo corporal confirmada por aumento significativo na
percentagem de gordura corporal. Foram observadas correlacbes negativas
significativas entre a percentagem de massa de gordura corporal e fungdo muscular
(r=0,79; p<0,0001)%".

Considerando que reducdo da DMO, fraturas e escoliose sdo componentes
clinicos sempre presentes na DMD a avaliacdo da salde Gssea é imperativa nesses
pacientes.

As principais limitagdes desse estudo foram a pequena amostra e a dificuldade
de acompanhamento e realizacdo de exames nestes pacientes, que com o0 avancar da
idade evoluem com deterioracdo motora, cardiaca e respiratoria, prejudicando a saida
do domicilio. A pequena amostra se justifica pela raridade da doenca e a dificuldade
de deslocamento e acompanhamento destes pacientes é facilmente observada
comparando- se o numero inicial de pacientes no estudo com o nimero que realizou
todos os exames. Dentre os pontos fortes destacamos a inclusédo de um grupo controle
constituido por individuos sadios, pareados por idade, e a possibilidade da diviséo dos
pacientes em subgrupos de cadeirantes e ndo cadeirantes e pacientes com e sem
histdria de uso de glicocorticoides, possibilitando melhor estudo comparativo. Outro
ponto positivo que pode ser destacado foi a possibilidade de avaliar praticamente todos
os marcadores tradicionais de remodelamento 0sseo, favorecendo o conhecimento

mais detalhado da salde ¢ssea dos pacientes.

5.5 Consideracdes Finais:

Nossos achados reforcam algumas informacdes relatadas em casuisticas
internacionais sobre o metabolismo 6sseo nos pacientes com DMD. A avaliacdo
densitométrica confirmou a reducdo da DMO nestes pacientes, estando diretamente
relacionadas a auséncia da distrofina na doenca e as alteraces metabdlicas que
ocorrem em sua consequéncia.

Observamos que nossos pacientes com DMD apresentaram diferencgas
significativas clinicas e laboratoriais e uma reducdo global da DMO em comparagéo

com controles sauddveis. Observamos também que existem diferengas
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antropométricas, clinicas e laboratoriais entre grupos de cadeirantes e ndo cadeirantes
com DMD, ainda pouco exploradas literatura. Nao houve diferenga significativa entre
0 grupo com histdria de uso de GC e aquele sem historia de uso desse medicamento
nas andlises antropométricas, clinicas, laboratoriais e densitométricas. Houve
correlacbes negativas e significativas entre o CMO e a DMO dos sitios 0sseos
avaliados pela DXA e a excrecdo urinaria de citrato em mg/m? SC e mg/g de creatinina,
fato este ainda ndo explorado na literatura.

Avaliacdo de biomarcadores 6sseos no estudo da massa 0ssea de pacientes com
DMD ja € citado na literatura e pode ajudar a explicar as alteracGes aqui encontradas,
mostrando a necessidade de mais estudos. Este serd o préximo passo desse projeto que
pretende avaliar o FGF-23, Interleucinas 1 e 6, TNF-a, osteoprotegerina, osteopontina
e esclerotina.

A maioria dos meninos com DMD estdo vivendo até na idade adulta e a
manutencdo da salde 0ssea é extremamente importante para a sua qualidade de vida.
Uma boa massa 0ssea pode contribuir para o adiamento da perda de deambulacdo e
pode contribuir positivamente para melhor qualidade de vida, e eventualmente, a
sobrevida.

OrientacGes praticas baseadas em evidéncias sdo necessarias para acompanhar a
salide dssea desses pacientes, incluindo a monitorizagdo de 250H vitamina D,
densitometria 0ssea, biomarcadores de remodelamento 0sseo e uso de bisfosfonatos.
Estudos prospectivos multicéntricos em longo prazo com protocolos clinicos
padronizados sdo necessarios para explorar questdes clinicas relacionadas e
desenvolver diretrizes baseadas em evidéncias para a monitorizacdo da salde 6ssea e
tratamento de pacientes com DMD.
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6- ANEXOS

ANEXO 6.1: PROTOCOLO PARA AVALIACAO DOS MARCADORES DO
METABOLISMO MINERAL OSSEO EM PACIENTES COM DISTROFIA
MINERAL DE DUCHENNE

Titulo Principal da Pesquisa:

“Avaliacdo dos marcadores do metabolismo mineral osseo em pacientes com
Distrofia Muscular de Duchenne”

NOME:

IDADE: DATA DE NASCIMENTO: PRONTUARIO:
RESPONSAVEL: CIDADE:
ENDERECO:

TELEFONE PARA CONTATO:

DATA DA COLETA DE DADOQOS:

ASPECTOS CLINICOS:
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PESO: ALTURA: PRESSAO ARTERIAL:
DATA DO DIAGNOSTICO
TIPO DE DIAGNOSTICO
TIPO DE DELECAO DEFINIDA SIM( ) NAO( )
QUAL
CADEIRANTE SIM( ) NAO( )
A QUANTO TEMPO
HISTORIA DE FRATURA SIM( ) NAO( )
LOCAL
HISTORIA DE CIRURGIA SIM( ) NAO( )
ORTOPEDICA
HISTORIA DE ESCOLIOSE SIM( ) NAO( )
MEDICAMENTOS EM USO SIM( ) NAO( )
QUAIS
TEMPO
USO DE BIPAP SIM( ) NAO ( )
USO DE CORTICOIDE SIM () ] NAO ( )
QUAL INICIO TEMPO
DOSE
USO DE VITAMINA D SIM () NAO () HA QUANTO
TEMPO _
USO DE CORTICOIDE SIM () NAO ( )
QUAL
INICIO
TEMPO
DOSE




28

PRESENCA DE ALTERACOES | SIM( ) NAO ()
METABOLICAS ANTES DO
DIAGNOSTICO QUAIS

(HIPERPARATIREOIDISMO,
HIPERCALCEMIA, ETC)

CRIANCAS AGUDAMENTE | SIM( ) NAO ()
ENFERMAS

ASPECTOS LABORATORIAIS

AMOSTRA
SANGUINEA

CALCIO 25- OH VITAMINA D
FOSFORO PTH i
FOSFATASE ALCALINA OSSEA UREIA
CREATININA

AMOSTRA URINARIA24H
CALCIO CITRATO
FOSFORO CREATININA

EXAMES LABORATORIAIS AMOSTRA URINARIA UNICA

EXAMES DE IMAGEM

DENSITOMETRIA MINERAL OSSEA DE COLUNA LOMBAR L1-L4 COM CORRECAO
PARA A IDADE

Padrdo da Denstitometria:

DMO a: Score Z DMO:

DMO vol: CMO:




ANEXO 6.2 - TERMOS DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Term nsentimento Livre e Esclareci ien m seis an men

Titulo: “Avaliagdo dos marcadores do metabolismo mineral 6sseo em pacientes com
Distrofia Muscular de Duchenne”

Investi [

1. Juliana Gurgel Gianetti -

gurgelju@yahoo.com.br Telefone: (31)

99548040

2. Maria Goretti Moreira Guimarées Penido -
mariagorettipenido@yahoo.com.br Telefone: (31) 92991595

3. Anna Carolina Dias Munaier Lages-

carollages@hotmail.com Telefone: (31)99050451

it6 de Eti ica-

Comité de Etica em Pesquisa da UFMG (Av. Anténio Carlos, 6627 — Unidade
Administrativa 1l — 2° andar — Campus Pampulha — Belo Horizonte — (0xx31) 3409-
4592).

bt i stificativa:

O seu/sua filho/a esta sendo convidado/a a participar de um estudo para avaliar se o
0sso dele/a estd em boas condices, se ha mais algum tratamento a fazer para melhora-
lo.

A distrofia muscular de Duchenne é uma doenca grave e caracteriza-se por fraqueza
muscular progressiva que se torna evidente por volta dos cinco anos de idade. A perda
da capacidade de andar ocorre em torno de doze anos de idade e a respiracdo €
acometida, assim como o coracdo. A doenca ainda ndo possui cura. O tratamento €
feito para reduzir as incapacidades, prevenir complicac6es, prolongar a capacidade de
andar e melhorar a qualidade de vida. Os corticoides sdo utilizados para atrasar a perda
da forca muscular e a perda da capacidade respiratoria. Nessa doenca 0s 0ss0s sofrem
um processo de enfraguecimento progressivo podendo causar fraturas. Este estudo tem
como finalidade estudar como estdo os 0ssos dos pacientes e verificar se ha algum
outro tratamento que poderia ser feito para melhorar a qualidade destes 0ssos.
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Procedimentos:

Para este estudo o seu/sua filho/a sera submetido a um exame de sangue, um exame
de urina que sera colhida durante 24 horas em casa, € um exame dos 0SsS0S que se
chama densitometria 0ssea para ver se a qualidade do osso de seu/sua filho/a é boa e
se ndo riscos de fraturas.

O sangue seré colhido no mesmo momento que seu/sua filho/a faz exames periddicos
para consultas com a Neurologia Pediatrica. A urina serd colhida em casa. A
densitometria Gssea serd feita pelo SUS. A densitometria é feita com um aparelho
semelhante ao de radiografias e ndo seré injetado nenhum material em seu/sua filho/a.

Questoes:

NOs, pesquisadores responsaveis pelo estudo, explicaremos claramente todos 0s
procedimentos e buscaremos esclarecer todas as suas ddvidas. Caso vocé apresente
qualquer questéo a respeito do estudo ou se algo acontecer neste intervalo, vocé podera
sempre entrar em contato conosco, nos telefones acima citados. Para duvidas sobre a
ética da pesquisa vocé podera entrar em contato com o Comité de Etica da
Universidade Federal de Minas Gerais.

carater Confidencial:
Todos os registros identificando seu/sua filho/a serdo mantidos de modo confidencial
e a identidade dele/a sera conhecida apenas pelos responsaveis pelo projeto.

Ao assinar este formulario, vocé autoriza o Comité de Etica em Pesquisa da UFMG e
outras autoridades regulamentadoras a consultar seus registros a fim de checar os
dados coletados neste projeto com 0 que estd escrito nos registros. A identidade
seu/sua filho/a ndo seré revelada e as leis regulando tais procedimentos seréo seguidas.
Este estudo seguira as diretrizes e normas regulamentadoras de pesquisa envolvendo
seres humanos

— Resolucdo n° 196/96 e 215/97 do Conselho Nacional de Salde.

Beneficios:
A salde do osso € um fator importante na evolucdo de pacientes com Distrofia
Muscular de Duchenne. Muitos pacientes necessitam de grandes cirurgias ortopédicas,
principalmente na coluna, na tentativa de manter o paciente com o corpo reto; usam
doses de corticdides durante muito tempo e isto prejudica o 0sso, e ainda, evoluem
com poucos movimentos devido a progressao da doenca, o que também prejudica os
0SS0S.
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Este estudo pretende avaliar se 0 0sso desses pacientes esta em boas condicdes, e se
ha mais algum tratamento a fazer para melhora-lo.

Alternativas — Direito a8 Recusa:

Vocé podera retirar seu filho/a do estudo no momento que desejar e o tratamento
médico de seu filho/a serdo realizados independentemente da participacdo dele/a neste
estudo. NAO havera qualquer custo ou qualquer tipo de pagamento ou compensacao
para seu/sua filho/a pela participacdo no estudo.

Riscos:

Os riscos do estudo estdo relacionados ao desconforto durante a coleta de sangue e
urina. Ha& possibilidade de sangramentos pequenos e dor no local da coleta. Entretanto,
a coleta de sangue seré realizada por pessoas treinadas e usando materiais esterilizados
e descartaveis. Além disso, pode haver o desconforto causado durante a entrevista e
durante a coleta de urina de 24 horas. O exame do 0sso é feito com um aparelho
semelhante ao de radiografias e ndo sera injetado nenhum material.

Consentimento:

Eu li e entendi o texto acima e da forma como foi descrita pelos pesquisadores. Eu
recebi uma cdpia deste termo de consentimento, tive chance de 1é-lo e minhas duvidas
foram esclarecidas. Com a minha assinatura, concordo em participar do estudo descrito
acima.

Assinatura do voluntario ou representante legal Data:

Eu, por este meio, confirmo que o voluntario deu seu livre consentimento em participar
do estudo.

Assinatura do pesquisador Data:

Eu, por meio deste, confirmo que testemunhei o voluntario recebendo estas
informac@es e dando livremente seu consentimento em participar do estudo.

Assinatura da testemunha, se necessario Data:
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Term nsentimento Livre e Esclareci ien Ze an

Titulo: “Avaliagdo dos marcadores do metabolismo mineral 6sseo em pacientes com
Distrofia Muscular de Duchenne”

Investi [

4. Juliana Gurgel Gianetti -

gurgelju@yahoo.com.br Telefone: (31)

99548040

5. Maria Goretti Moreira Guimarées Penido -
mariagorettipenido@yahoo.com.br Telefone: (31) 92991595

6. Anna Carolina Dias Munaier Lages-

carollages@hotmail.com Telefone: (31) 99050451

Comité de Etica em Pesquisa:
Comité de Etica em Pesquisa da UFMG (Av. Antonio Carlos, 6627 —Unidade Adm.
I1— 2° andar— Campus Pampulha— Belo Horizonte— (0xx31) 3409-4592).

bt i stificativa:

O seu/sua filho/a esta sendo convidado/a a participar de um estudo para avaliar se o
0sso dele/a estd em boas condi¢es, se ha mais algum tratamento a fazer para melhora-
lo.

A distrofia muscular de Duchenne é uma doenca grave e caracteriza-se por fraqueza
muscular progressiva que se torna evidente por volta dos cinco anos de idade. A perda
da capacidade de andar ocorre em torno de doze anos de idade e a respiracdo €
acometida, assim como o coracdo. A doenca ainda ndo possui cura. O tratamento é
feito para reduzir as incapacidades, prevenir complicac6es, prolongar a capacidade de
andar e melhorar a qualidade de vida. Os corticoides séo utilizados para atrasar a perda
da forca muscular e a perda da capacidade respiratoria. Nessa doenga 0s 0ssos sofrem
um processo de enfraguecimento progressivo podendo causar fraturas. Este estudo tem
como finalidade estudar como estdo os 0ssos dos pacientes e verificar se ha algum
outro tratamento que poderia ser feito para melhorar a qualidade destes 0ssos.
Procedimentos:

Para este estudo o seu/sua filho/a sera submetido a um exame de sangue, um exame
de urina que sera colhida durante 24 horas em casa, e um exame dos 0SS0S que se
chama
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densitometria Gssea para ver se a qualidade do osso de seu/sua filho/a é boa e se ndo
riscos de fraturas.

O sangue seré colhido no mesmo momento que seu/sua filho/a faz exames periodicos
para consultas com a Neurologia Pediatrica. A urina serd colhida em casa. A
densitometria Ossea serd feita pelo SUS. A densitometria é feita com um aparelho
semelhante ao de radiografias e ndo sera injetado nenhum material em seu/sua filho/a.

Questoes:

NOs, pesquisadores responsaveis pelo estudo, explicaremos claramente todos 0s
procedimentos e buscaremos esclarecer todas as suas davidas. Caso vocé apresente
qualquer questdo a respeito do estudo ou se algo acontecer neste intervalo, vocé podera
sempre entrar em contato conosco, nos telefones acima citados. Para dividas sobre a
ética da pesquisa vocé podera entrar em contato com o Comité de Etica da
Universidade Federal de Minas Gerais.

7

rater Confidencial:

Todos os registros identificando seu/sua filho/a serdo mantidos de modo confidencial
e a identidade dele/a sera conhecida apenas pelos responsaveis pelo projeto.

Ao assinar este formulario, vocé autoriza o Comité de Etica em Pesquisa da UFMG e
outras autoridades regulamentadoras a consultar seus registros a fim de checar os
dados coletados neste projeto com 0 que estd escrito nos registros. A identidade
seu/sua filho/a ndo sera revelada e as leis regulando tais procedimentos serao seguidas.
Este estudo seguira as diretrizes e normas regulamentadoras de pesquisa envolvendo
seres humanos

— Resolucéo n® 196/96 e 215/97 do Conselho Nacional de Saude.

Beneficios:
A salde do osso é um fator importante na evolucdo de pacientes com Distrofia
Muscular de Duchenne. Muitos pacientes necessitam de grandes cirurgias ortopédicas,
principalmente na coluna, na tentativa de manter o paciente com o corpo reto; usam
doses de corticdides durante muito tempo e isto prejudica o 0sso, e ainda, evoluem
com poucos movimentos devido a progressao da doenca, o que também prejudica os
0ss0s. Este estudo pretende avaliar se 0 0sso desses pacientes esta em boas condi¢des,
e se ha mais algum tratamento a fazer para melhoréa-lo.
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Alternativas — Direito a Recusa:

Vocé podera retirar seu filho/a do estudo no momento que desejar e o tratamento
médico de seu filho/a serdo realizados independentemente da participacdo dele/a neste
estudo. NAO havera qualquer custo ou qualquer tipo de pagamento ou compensacao
para seu/sua filho/a pela participacao no estudo.

Riscos:

Os riscos do estudo estdo relacionados ao desconforto durante a coleta de sangue e
urina. H& possibilidade de sangramentos pequenos e dor no local da coleta. Entretanto,
a coleta de sangue sera realizada por pessoas treinadas e usando materiais esterilizados
e descartaveis. Além disso, pode haver o desconforto causado durante a entrevista e
durante a coleta de urina de 24 horas. O exame do 0sso € feito com um aparelho
semelhante ao de radiografias e ndo sera injetado nenhum material.

Consentimento:

Eu li e entendi o texto acima e da forma como foi descrita pelos pesquisadores. Eu
recebi uma cdpia deste termo de consentimento, tive chance de 1é-1o e minhas duvidas
foram esclarecidas. Com a minha assinatura, concordo em participar do estudo descrito
acima.

Assinatura do representante legal Data:

Assinatura da crianca Data:

Eu, por este meio, confirmo que o voluntario deu seu livre consentimento em participar
do estudo.

Assinatura do pesquisador Data:

Eu, por meio deste, confirmo que testemunhei o voluntario recebendo estas
informac@es e dando livremente seu consentimento em participar do estudo.

Assinatura da testemunha, se necessario Data:

131



Term nsentimento Livre e Esclarecido (r nsaveis pel ien
de treze a dezessete anos)
Titulo:“Avaliagdo dos marcadores do metabolismo mineral 6sseo em pacientes com

Distrofia Muscular de Duchenne”

Investi [

7. Juliana Gurgel Gianetti -

gurgelju@yahoo.com.br Telefone: (31)

99548040

8. Maria Goretti Moreira Guimarées Penido -
mariagorettipenido@yahoo.com.br Telefone: (31) 92991595

9. Anna Carolina Dias Munaier Lages-

carollages@hotmail.com Telefone: (31) 99050451

mité de Etica em Pesqui
Comité de Etica em Pesquisa da UFMG (Av. Anténio Carlos, 6627 — Unidade

Administrativa 1l — 2° andar — Campus Pampulha — Belo Horizonte — (0xx31) 3409-
4592).

bt {stificativa:

O seu/sua filho/a esta sendo convidado/a a participar de um estudo para avaliar se o
0sso dele/a estd em boas condi¢es, se ha mais algum tratamento a fazer para melhora-
lo.

A distrofia muscular de Duchenne é uma doenga grave e caracteriza-se por fraqueza
muscular progressiva que se torna evidente por volta dos cinco anos de idade. A perda
da capacidade de andar ocorre em torno de doze anos de idade e a respiracdo €
acometida, assim como o coracdo. A doenca ainda ndo possui cura. O tratamento é
feito para reduzir as incapacidades, prevenir complicac6es, prolongar a capacidade de
andar e melhorar a qualidade de vida. Os corticoides sdo utilizados para atrasar a perda
da forca muscular e a perda da capacidade respiratéria. Nessa doenca 0s 0ssos sofrem
um processo de enfraguecimento progressivo podendo causar fraturas. Este estudo tem
como finalidade estudar como estdo os 0ssos dos pacientes e verificar se ha algum
outro tratamento que poderia ser feito para melhorar a qualidade destes 0ssos.

Procedimentos:
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Para este estudo o seu/sua filho/a serd submetido a um exame de sangue, um exame
de urina que sera colhida durante 24 horas em casa, € um exame dos 0Ss0S que se
chama densitometria 0ssea para ver se a qualidade do o0sso de seu/sua filho/a é boa e
se ndo riscos de fraturas.

O sangue seré colhido no mesmo momento que seu/sua filho/a faz exames periodicos
para consultas com a Neurologia Pediatrica. A urina serd colhida em casa. A
densitometria Ossea serd feita pelo SUS. A densitometria é feita com um aparelho
semelhante ao de radiografias e ndo sera injetado nenhum material em seu/sua filho/a.

Questoes:

NOs, pesquisadores responsaveis pelo estudo, explicaremos claramente todos os
procedimentos e buscaremos esclarecer todas as suas dividas. Caso vocé apresente
qualquer questéo a respeito do estudo ou se algo acontecer neste intervalo, vocé podera
sempre entrar em contato conosco, nos telefones acima citados. Para duvidas sobre a
ética da pesquisa vocé podera entrar em contato com o Comité de Etica da
Universidade Federal de Minas Gerais.

carater Confidencial:
Todos os registros identificando seu/sua filho/a serdo mantidos de modo confidencial
e a identidade dele/a sera conhecida apenas pelos responsaveis pelo projeto.

Ao assinar este formulario, vocé autoriza o Comité de Etica em Pesquisa da UFMG e
outras autoridades regulamentadoras a consultar seus registros a fim de checar os
dados coletados neste projeto com o que estd escrito nos registros. A identidade
seu/sua filho/a ndo sera revelada e as leis regulando tais procedimentos serdo seguidas.
Este estudo seguira as diretrizes e normas regulamentadoras de pesquisa envolvendo
seres humanos

— Resolucdo n° 196/96 e 215/97 do Conselho Nacional de Saude.

Beneficios:
A salde do osso é um fator importante na evolugcdo de pacientes com Distrofia
Muscular de Duchenne. Muitos pacientes necessitam de grandes cirurgias ortopédicas,
principalmente na coluna, na tentativa de manter o paciente com o corpo reto; usam
doses de corticdides durante muito tempo e isto prejudica o 0sso, e ainda, evoluem
com poucos movimentos devido a progressao da doenca, o que também prejudica os
0SS0S.
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Este estudo pretende avaliar se 0 0sso desses pacientes estd em boas condicGes, e se
ha mais algum tratamento a fazer para melhora-lo.

Alternativas — Direito a8 Recusa:

Vocé podera retirar seu filho/a do estudo no momento que desejar e o tratamento
médico de seu filho/a serdo realizados independentemente da participacéo dele/a neste
estudo. NAO havera qualquer custo ou qualquer tipo de pagamento ou compensacao
para seu/sua filho/a pela participacdo no estudo.

Riscos:

Os riscos do estudo estdo relacionados ao desconforto durante a coleta de sangue e
urina. Ha& possibilidade de sangramentos pequenos e dor no local da coleta. Entretanto,
a coleta de sangue seré realizada por pessoas treinadas e usando materiais esterilizados
e descartaveis. Além disso, pode haver o desconforto causado durante a entrevista e
durante a coleta de urina de 24 horas. O exame do 0sso é feito com um aparelho
semelhante ao de radiografias e ndo sera injetado nenhum material.

Consentimento:
Eu li e entendi o texto acima e da forma como foi descrita pelos pesquisadores. Eu
recebi uma cdpia deste termo de consentimento, tive chance de Ié-lo e minhas duvidas

foram esclarecidas. Com a minha assinatura, concordo em participar do estudo descrito
acima.

Assinatura do representante legal Data:

Eu, por este meio, confirmo que o voluntario deu seu livre consentimento em participar
do estudo.

Assinatura do pesquisador Data:

Eu, por meio deste, confirmo que testemunhei o voluntario recebendo estas
informac@es e dando livremente seu consentimento em participar do estudo.

Assinatura da testemunha, se necessario Data:
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Term nsentimento Livre e Esclareci ien rez Z n

Titulo: “Avaliacdo dos marcadores do metabolismo mineral 6sseo em pacientes com
Distrofia Muscular de Duchenne”

Investi [

10. Juliana Gurgel Gianetti -

gurgelju@yahoo.com.br Telefone: (31) 99548040

11. Maria Goretti Moreira Guimarées Penido -
mariagorettipenido@yahoo.com.br Telefone: (31) 92991595

12. Anna Carolina Dias Munaier Lages-

carollages@hotmail.com Telefone: (31)99050451

Comité de Etica em Pesquisa:

Comité de Etica em Pesquisa da UFMG (Av. Anténio Carlos, 6627 — Unidade
Administrativa 1l — 2° andar — Campus Pampulha — Belo Horizonte — (0xx31) 3409-
4592).

bt {stificativa:

Vocé esta sendo convidado/a a participar de um estudo para avaliar se seu 0sso esta
em boas condicGes, se ha mais algum tratamento a fazer para melhora-lo.

A distrofia muscular de Duchenne é uma doenca grave e caracteriza-se por fraqueza
muscular progressiva que se torna evidente por volta dos cinco anos de idade. A perda
da capacidade de andar ocorre em torno de doze anos de idade e a respiracdo €
acometida, assim como o coracdo. A doenca ainda ndo possui cura. O tratamento €
feito para reduzir as incapacidades, prevenir complicac6es, prolongar a capacidade de
andar e melhorar a qualidade de vida. Os corticoides sdo utilizados para atrasar a perda
da forca muscular e a perda da capacidade respiratoria. Nessa doenca 0s 0sso0s sofrem
um processo de enfraguecimento progressivo podendo causar fraturas. Este estudo tem
como finalidade estudar como estdo os 0ssos dos pacientes e verificar se ha algum
outro tratamento que poderia ser feito para melhorar a qualidade destes 0ssos.

Procedimentos:
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Para este estudo vocé sera submetido a um exame de sangue, um exame de urina que
serd colhida durante 24 horas em casa, e um exame dos 0ssos que se chama
densitometria dssea para ver se a qualidade do seu 0sso € boa e se ndo ha riscos de
fraturas.

O sangue sera colhido no mesmo momento que vocé faz exames periddicos para
consultas com a Neurologia Pediatrica. A urina sera colhida em casa. A densitometria
Ossea sera feita pelo SUS. A densitometria é feita com um aparelho semelhante ao de
radiografias e ndo seré injetado nenhum material em vocé.

Questoes:

NOs, pesquisadores responsaveis pelo estudo, explicaremos claramente todos 0s
procedimentos e buscaremos esclarecer todas as suas dividas. Caso vocé apresente
qualquer questéo a respeito do estudo ou se algo acontecer neste intervalo, vocé podera
sempre entrar em contato conosco, nos telefones acima citados. Para duvidas sobre a
ética da pesquisa vocé podera entrar em contato com o Comité de Etica da
Universidade Federal de Minas Gerais.

carater Confidencial:
Todos os registros identificando vocé serdo mantidos de modo confidencial e sua
identidade serad conhecida apenas pelos responsaveis pelo projeto.

Ao assinar este formulario, vocé autoriza o Comité de Etica em Pesquisa da UFMG e
outras autoridades regulamentadoras a consultar seus registros a fim de checar os
dados coletados neste projeto com o que esta escrito nos registros. A sua identidade
ndo sera revelada e as leis regulando tais procedimentos serdo seguidas. Este estudo
seguira as diretrizes e normas regulamentadoras de pesquisa envolvendo seres
humanos — Resolucgéo n°® 196/96 e 215/97 do Conselho Nacional de Saude.

Beneficios:

A salde do osso € um fator importante na evolucdo de pacientes com Distrofia
Muscular de Duchenne. Muitos pacientes necessitam de grandes cirurgias ortopédicas,
principalmente na coluna, na tentativa de manter o paciente com o corpo reto; usam
doses de corticdides durante muito tempo e isto prejudica 0 0sso; e ainda, evoluem

com poucos movimentos devido a progressao da doenca, o que também prejudica os
0SS0S.
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Este estudo pretende avaliar se 0 0sso desses pacientes estd em boas condi¢des, e se
ha mais algum tratamento a fazer para melhora-lo.

Alternativas — Direito a8 Recusa:

Vocé poderé sair do estudo no momento que desejar e o seu tratamento médico sera
realizado independentemente da sua participacio neste estudo. NAO haveréa qualquer
custo ou qualquer tipo de pagamento ou compensacdo para vocé pela participacdo no
estudo.

Riscos:

Os riscos do estudo estdo relacionados ao desconforto durante a coleta de sangue e
urina. H& possibilidade de sangramentos pequenos e dor no local da coleta. Entretanto,
a coleta de sangue seréa realizada por pessoas treinadas e usando materiais esterilizados
e descartaveis. Além disso, pode haver o desconforto causado durante a entrevista e
durante a coleta de urina de 24 horas. O exame do 0sso é feito com um aparelho
semelhante ao de radiografias e ndo sera injetado nenhum material.

Consentimento:

Eu li e entendi o texto acima e da forma como foi descrita pelos pesquisadores. Eu
recebi uma cdpia deste termo de consentimento, tive chance de 1é-lo e minhas duvidas
foram esclarecidas. Com a minha assinatura, concordo em participar do estudo descrito
acima.

Assinatura do adolescente Data:

Eu, por este meio, confirmo que o voluntario deu seu livre consentimento em participar
do estudo.

Assinatura do pesquisador Data:

Eu, por meio deste, confirmo que testemunhei o voluntario recebendo estas
informacGes e dando livremente seu consentimento em participar do estudo.

Assinatura da testemunha, se necessario Data:
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ANEXO 6.3: LISTA DE ILUSTRACOES ARTIGO 1:

Quadro 1 — Resumo dos achados na literatura sobre DMO em pacientes com DMD

Autor - ano| Tratamento | N° pacientes | Achados DMO Fraturas
GC
Palmieri N3&o relatado | 19 DMO reduzida (escore Z -1,0)
et al Houve correlacdo negativa entre | Nao relatado.
199678 idade e escore Z da DMO: baixo
desenvolvimento da massa 0ssea.
Larson etal | Ndo 40/36 com | N&o cadeirantes: média do escore | 18 (44%)
20007 DXA. Z -0,8; Cadeirantes: média do
escore Z 1,7 com piora progressiva
até -3,9.
Aparicio Né&o 10 nédo De acordo com escore Z colo do N&o relatado.
et al cadeirantes. fémur: 8 com osteoporose, 2 com
2002% reducdo da DMO. Na coluna 5/10
dom reducdo da DMO.
Louis N3o relatado | 12 DMD e 3 | DMO aumentou 3% em 5 ainda | N&o relatado.
et al Becker ndo cadeirantes.
20038
Bianchi 22 - Dose | 32 DMO (escore Z) é menor que 0 | 6 pacientes (18%)
et al cronica de normal para a idade em todos 0s | tinham historia de
20037 0,75 pacientes, mesmo No grupo | fraturas antes o
mg/kg/dia tratado com esteroides. estudo. Depois do
38,5+6,8m estudo ndo houve
eses fraturas.
Douvillez | Nao 22(idade O CMO era menor e diminuiu | A prevaléncia de
et al 20052 | relatado. 11,4+4,0 anos). | antes da perda da deambulacao e | fraturas foi alta .
estava correlacionado com
a fraqueza muscular.
Hawker Deflazacortd | 42:11/16 com | 23/43 (antes do tratamento com | 2 fraturas antes do
et al ose inicial | Alendronato alendronato)  tinham  DMO | tratamento com
2005% 0,9 (pré-puberais). | reduzida (escore Z < -1,0) na | alendronato.
mg/kg/dia coluna e corpo total. Nenhuma  fratura
até 6 a 7 Ap0s 2 anos o escore Zndo havia | apdés o tratamento
anos. modificado para 16 pacientes. | foi relatada.
Média da idade dssea: 9,2 anos
(5,5-14,5).
Soderpal 16- 24 DMD Reduzida DMO em todos os sitios | 6 de 24 (25%)
m et al | prednisolon0 | (2,3-19,7 avaliados no grupo de pacientes | pacientes tiveram
2007 22 a 0,35 angg) com DMD. A diferenca entre o | fraturas e todas
mg/kg/dia 11 grupo DMD e os controles | ocorreram antes da
4 pacientes controles aumentaram com a idade. DMO incluséo no estudo.
pararam o sadios da coluna vertebral nos pacientes
tratamento com DMD era -2,5+1,9 e fora da
porque pargados coluna era -0,1+1,1. Marcadores
ganharam pela idade. de formacdo e reabsorcio 6ssea
muito  peso, mostraram reduzido
mas usaram remodelamento
dose de 06sseo nos pacientes.

281 mg/kg
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Bianchi Prednisona: | 33 Escore Z do CMO e da DMO | Durante o periodo de
et al 1,25 diminuiram progressivamente na | observagdo houve 4
2011 mg/kg cada 2 coluna lombar, com o tratamento; | fraturas em 4
dias. mas tiveram aumento | pacientes enquanto
estatisticamente significativo. | durante o periodo de
Apbs 2 anos de tratamento o CMO | tratamento (2
da coluna lombar aumentou em | anos) houve 2
relacido ao pré- tratamento | fraturas em 2
(p<0,01) em 22 pacientes. 8 ndo | pacientes.
tiveram aumento significativo e 3
continuaram piorando.
Crabtree Prednisolona | 25 A érea 6ssea craniana para alturae | Antes do tratamento
et al regime 0 CMO subcraniano para a area | com esteroides 6
2010% intermitentel estavam significativamente | criangas com histéria
0 dias com e reduzidos. Apdés 30 meses de | de fraturas. Um
10 dias sem. terapia com esteroides houve paciente perdeu a
Dose: aumento significante da area 6ssea deambulago durante
0,75 craniana  para altura mas 0 segundo ano de
mg/kg/dia. significante  reducao dp CMO tratamento e 2
subcraniano para a 4area. Na . .
coluna lombar ndo houve | MeNINOS tiveram
mudancas significativas. fraturas  (dedo e
fémur).
Rufoetal | Ndo 16 DMD e 11 | Em 6 pacientes (37%) o escore-Z | N&o relatado.
2011% Controles da BMD era menor que -1,0; em 3
sadios era entre -1,1 e -2,0; e nos outros 3
pareados. era abaixo de -2,0. A DMO foi
ajustada para o volume da vértebra
e calculada a DMO volumétrica. O
escore-Z foi calculado baseado em
controles pareados e sadios
italianos.
Mayo et | Deflaza- 39 Antes da terapia com deflazacorte | 9 fraturas de 0ssos
al | corte com 0 escore-Z da CL corrigido para a | longos ocorreram em
2012% terapia em idade e o corrigido para a altura | 8 ndo cadeirantes. 7
longo prazo foram reduzidos. Apds a terapia | fraturas vertebrais
(0,9mg/ kg com deflazacorte ndo houveram | ocorreram em 6
/ dia) alteragBes  significativas  no | cadeirantes apés 5
escore-Z ajustado para a altura e | anos de deflazacorte.
houve uma mudanca significativa | O deflazacorte néo
(p <0,05) no escore- Z corrigido | aumentou o risco de
para a idade. fraturas em 0ss0s
longos.
Soder- 13paciente 30 (18 com | Osvaloresda CMOe DMO foram | 7 dos 18 pacientes
palmetal | Com pred- | DMD significativamente menores no | com DMD (um
2012% nisona e 6 Becker); 6 | grupo com DMD >10 anos em | deles com relato de
excluidos comparagao com os pacientes com | fratura vertebral) e 4

Becker com a mesma idade. No
grupo com DMD >10 anos houve
reducdo significativa da DMO CT
e CL.

dos 6 com Becker
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especificado

em quantos dos

pacientes nem
esquema ou
tipo de
corticoide
utilizados.

King et | 12 pacientes| 22 Pacientes com DMD tém menores | N&o relatado.
al com escores-Z DMO para a idade do
2014% histéria de que individuos saudaveis para
uso. todas as regibes, exceto para a
Esquema e cabeca. Pacientes que usaram GC
tipo de apresentaram menor DMO para
corticoide idade, menor DMO para estatura
ndo foram para a idade, e menor CMO areal
relatados. do que aqueles que n&o usaram.
Vuillerot 21 tratados | 29 Observaram aumento | Né&o relatado.
et al | (20 c/ pred significativo da massa magra em
201487 nisona pacientes com DMD tratados com
0,75mg/kg/ GC (p <0,0001). Os ndo tratados
dia e 1 ¢/ apresentaram  deterioracdo na
Img/kg de composicdo corporal confirmada
48/48h); e 8 por um aumento significativo na
nédo percentagem de gordura corporal.
tratados.
Houston 29  (todos | 39 O escore-Z foi significativamente N&o relatado.
et al | tratados com menor no quadril do que na CL
2014% GC, alguns (p<0,0001). N&o houve diferenca nos
c/ escores-Z no quadril total entre os
deflazacort e pacientes que receberam e ndo
outros receberam GC, no entanto, 0s
c/predni- pacientes tratados com GC tiveram
sona escore-Z da DMO CL menor do que
0s nao tratados (p <0,001). Com o
uso do alendronato o0s escores-Z
DMO CL tenderam ao aumento
Tian et Uso relatado, 408 A prevaléncia da osteoporose foilA  prevaléncia  de
al 2014% porém néo semelhante: 4,4%, 20,9% e 58,3%fraturas totais foi de

em idades de 5,10 e 18 anos,
respectivamente.

de DMO e CMO, que aumentaram
com a idade e variaram com o local

de medicdo.

Foram observados baixos escores-z[vertebrais foi de 4,4%,

16,5%, 37,4% e 83,3%
em idades 5, 10 e 18
anos, e de fraturas

19,1% e 58,3% nas

mesmas idades.

Modificada de Morgenroth et al*®

Quadro 2 - Principais marcadores de formacéao e reabsorcédo 6ssea

formagéo

Marcadores de

Origem

Acéo

Sangue

Fosfatase alcalina 6ssea

Enzimas na membrana plasmética de
osteoblastos

alcalino

Degradacdo do
mineralizacdo do

inibidor da
pirofosfato

Osteocalcina

Proteinas

ndo-coldgenas  de
produzidas pelos osteoblastos durante a
formagéo
hidroxiapatita

0SS0S

e conectados a

Influéncias na mineralizacdo do
osteoide. Funciona com feedback
negativo durante o processo

de remodelacdo dssea




Propeptideo
aminoterminal do
coldgeno tipo | (PINP)

Produto especifico da proliferacdo de
osteoblastos e fibroblastos

Clivagem da protease pré
colageno de tipo 1, durante o
processo de formacéo do
colageno tipo 1

Marcadores de Origem Acéo

reabsorc¢ao

Sangue

Ligante do ativador do| Produzido por osteoblastos, ativado por | Se liga ao RANK, que ¢
receptor do Kappa-B| célulasBeT expresso em osteoclastos e seus
(RANKL) precursores, estimulando a sua

diferenciacdo e ativagio

Osteoprotegerina

Secretada pelos osteoblastos

Receptor RANKL, reduz a
reabsorcdo Ossea através da
ligagdo a a0 RANKL e previne a
osteoclastogenese

Osteopontina

Proteina ndo colagena da matriz da matriz
0ssea organica

Acdo inibitéria sobre sobre a
mineralizagdo Ossea e
estimulatdria sobre a reabsorcédo
Ossea

Fator de Produzido principalmente pelos Hormonio fostatdrico e parece

Crescimento ostedcitos ter acOes inibitorias diretas

Fibrablastico sobre a mineralizacdo dssea

(FGF23)

Esclerotina Secretada principalmente pelos | Antagonista de sinalizacdo Whnt,
ostedcitos inibe a formac&o de 0sso

Sangue e urina

C-telopeptideo (CTX)

Isomerizacdo de beta aspartil que ocorre
no coldgeno maduro

Clivagem do colageno tipo 1
pela Catepsina K na reabsorcdo
0ssea

N-telopeptideo (porcéo
Amino-terminal do
Colégeno tipo 1)

Colégeno tipo 1 do 0sso

Clivagem do colageno tipo
1 pela Catepsina K na reabsorcédo
0ssea
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ANEXO 6.4: LISTA DE ILUSTRACOES ARTIGO 2

6.4.1: LISTA DE QUADROS

Quadro 1 - Valores de referéncia dos parametros laboratoriais séricos avaliados de acordo
com a faixa etaria estudada

Parametros Valores de Referéncia

Célcio total 8,4 a 10,2 mg/di

Fosforo 3,3a5,4 mg/di

Ureia 19 a 43 mg/dI

Creatinina 0,66 a 1,25mg/dlI

Fosfatase alcalina total 38 a 126 U/

250H vitamina D Deficiéncia: abaixo de 10 ng/ml, Insuficiéncia: 10 a 30
ng/ml; Suficiéncia: 30 a 100 ng/ml, Toxicidade: maior

que 100 ng/ml
PTH 16 a 65 pg/ml

Quadro 2 - Valores de referéncia dos parametros laboratoriais urinarios avaliados de
acordo com a faixa etaria estudada

Parametros Valores de Referéncia
Célcio Urina 24 horas 4 mg/Kg

Faésforo Urina 24 horas 400 - 1300 mg
Creatinina Urina 24 horas 2 a3anos=6a22mg/Kg

> 3 anos = 12 a 30 mg/Kg
Citrato Urina 24 horas 320 a 1240 mg
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6.4.2 LISTA DE GRAFICOS
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Gréfico 1 - Comparagdo entre os parametros bioguimicos séricos e urinarios [PTH (A),
creatinuria mg/Kg/dia (B) e TP de fésforo (C)] dos grupos DMD e C
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Grafico 2 - Comparagdo dos valores do escore-Z da DMOa da coluna lombar medidos pela
DXA entre os grupos DMD e C.
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mg/g creatinina. (b) Correlacéo entre os valores absolutos de DMOv CL medidos pela DXA
e a citratlria mg/g creatinina.



ANEXO 6.5: LISTA DE TABELAS ARTIGO 2:

Tabela 1 - Parametros antropométricos entre o grupo de pacientes (DMD) e o grupo

controle (C)

145

Variaveis DMD C p
n=29 n=13

Idade* 12,4429 10,6+4,0 0,107 (1)

Peso** 43,6 (29,5-49,5) 28,5 (20,3-45,3) 0,117 (2)

Altura* 145,9+13,9 138,6+23,3 0,307 (1)

IMC** 18,9 (15,1-21,2) 15,7 (15,1-18,7) 0,105 (2)

Escore-Z IMC* -0,30+2,05 -0,30+1,02 0,997 (1)

DMD: Distrofia Muscular de Duchenne; IMC: Indice de Massa Corporal. *Valores expressos
em média e desvio-padrdo; (1) Teste T; **Valores expressos em mediana e intervalo inter-

quartil Q1 e Q3; (2) Teste de Mann Whitney.

Tabela 2 - Caracteristicas clinicas do grupo DMD

Variaveis DMD
n=29

Idade do diagnostico (anos)* 6,4+1,8

Tipo de diagnostico**

DNA 22 (75,9)

Biopsia 7(24.1)

Cadeirante**

Sim 18 (62,07)

Néo 11 (37,93)

Historia de fratura**

Sim 8 (27,6)

Néo 21 (72,4)

Historia de escoliose**

Sim 14 (48,3)

Néo 15 (51,7)

Uso de corticoide** Sim

Néao 20 (69,0)
9 (31,0

Tipo de corticdide em uso**

Deflazacorte (Pausado) 3 (15)

Prednisona 17 (85)

Tempo de uso de corticoide (meses)*

44,5 (24,0-81,0)

Uso de vitamina D**

Sim 12 (41,4)
Néo 17 (58,6)
Tempo de uso de vitamina D (meses)* 10,2+7,9

Cirurgia ortopédica para correcdo de escoliose em 10,3% dos pacientes.

*Valores expressos em média e desvio-padrdo; **Valores expressos em nimero e porcentagem.



Tabela 3 - Comparacdo dos parametros antropométricos e das caracteristicas clinicas

entre os subgrupos DMD1 e DMD?2
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Variaveis DMD1 DMD?2 p
n=18 n=11

Idade (anos)* 13,0 (12,0;15,3) 10,0 (9,0;11,0) 0,002 (1)

Peso (Kg)** 46,6+13,2 32,619,1 0,005 (2)

Altura (cm)** 152,8+12,3 134,6+7,8 <0,0001(2)

IMC** 19,8+5,3 17,8+3,8 0,286 (2)

Escore-Z IMC** -0,45+2,22 -0,05+1,79 0,619 (2)

Idade do diagnostico (anos)* 6,0 (6,0;7,0) 6,0 (4,5;7,0) 0,406 (1)

Tipo de diagndstico***

DNA 13 (72,2) 9 (81,8) 0,667 (3)

Biopsia 5 (27,8) 2 (18,2)

Historia de fratura***

Sim 7(38,9) 1(9,1) 0,110(3)

Nao 11(61,1) 10,90,9)

Histdria de escoliose”

Sim 12 (66,7) 2(18,2) 0,011 (4)

Nao 6 (33,3) 9 (81,8)

Uso de medicacfes™**

Sim 16 (88,9) 9(81,2) 1,000 (3)

Néo 2 (11,1) 2 (18,2)

Uso de corticoide”

Sim 11 (61,1) 9(81,8) 0,273 (4)

Néo 7 (38,9) 2 (18,2)

Tipo de corticdide em uso***

Deflazacorte 1(5,6) 2 (18,2) 0,422 (3)

Pr~ednisona 10 (55,6) 7 (63,6)

Ndo usa 7 (38,9) 2 (18,2)

Tempo de uso de corticoide (meses)* 48,0 (36,0-84,0) 24,0(21,0-70,5) 0,321 (1)

Uso de vitamina D***

Sim 9 (50,0) 3(27,3) 0,273 (3)

Néo 9(50,0) 8 (72,7)

Tempo de uso de vitamina D (meses) 6,0 (3,0-12,0) 12,0 (12,0-18,0) 0,123 (1)

DMD: Distrofia Muscular de Duchenne. *Valores expressos em mediana e intervalo inter-
quartil Q1 e Q3; (1) Teste de Mann Whitney; **Valores expressos em média e desvio-padrao;
(2) Teste T; ***Valores expressos em nimero e porcentagem; (3) Teste Qui-Quadrado Exato;
* Valores expressos em numero e porcentagem; (4) Teste Qui-Quadrado de Pearson

Assintético.

Tabela 4 - Comparacao dos parametros antropométricos e das caracteristicas clinicas

entre os subgrupos DMD3 e DMD4

Variaveis DMD3 DMD4 p
n=20 n=9
Idade (anos)* 11,9+2,3 13,6+3,8 0,256 (1)




Peso (Kg)* 40,1+19,8 44,0+10,5 0,477 (1)

Altura (cm)* 141,7+12,5 155,4+12,6 0,011 (1)

IMC* 19,5+54 18,0+3,1 0,457 (1)

Escore-Z IMC* 0,01+2,05 -0,98+1,97 0,235 (1)

Idade do diagndstico (anos)* 6,4 1,7 6,4+2,1 0,952 (1)

Tipo de diagndstico**

DNA 16 (80,0) 6 (66,7) 0,642 (2)

Biopsia 4 (20,0) 3(33,3)

Historia de fratura** Sim

N4o 7 (35,0) 1(11,1) 0,371 (2)
13 (65,0) 8 (88,9)

Historia de escoliose**

Sim 9 (45,0) 5 (55,6) 0,700 (2)

Néo 11 (55,0) 4 (44,4)

Uso de vitamina D**

Sim 10 (50,0) 2 (22,2) 0,234 (2)

Néo 10 (50,0) 7 (77,8)

Tempo de uso de vitamina D (meses)* 9,5+£7,0 13,5148 &

DMD: Distrofia Muscular de Duchenne. *Valores expressos em média e desvio-padrao; (1) Teste T;
**\/alores expressos em nimero e porcentagem; (2) Teste Qui-Quadrado Exato. & Néo foi possivel
realizar o teste pois o grupo sem histéria de uso de corticoide que fez uso de vitamina D continha

somente dois pacientes (n=2).

Tabela 5 - Comparacéo dos parametros bioquimicos séricos e da urina 24h entre os

grupos DMD e C

Variaveis DMD C p
n=29 n=13
Célcio sérico (mg/dl)* 9,7+0,3 9,4+0,5 0,054 (1)
Faésforo sérico (mg/dl)* 5,1+0,6 4,2+0,5 <0,0001 (1)
Creatinina (mg/dl)** 0,19 (0,17-0,27) 0,50 (0,40-0,75) <0,0001 (2)
Ureia (mg/dl)* 19,046,1 22,1456 0,126 (1)
Fosfatase alcalina (U/l)* 108,2+31,9 243,8+70,5 <0,0001 (1)
PTH (pg/ml)** 29,0 (21,3;39,6) 25,0 (21,5;30,5) 0,308 (2)
Calcidria (mg/Kg/dia)** 1,2 (0,5-2,1) 2,6 (2,1-3,2) 0,003 (2)
Fosfaturia (mg/24h)* 452,8+162,0 349,8+178,0 0,080 (1)
TP de fosforo (mg/%)* 4,7+0,6 3,9+0,6 <0,0001 (1)
Citrataria mg/1,73m?** 437,3 (275,1-624,4) 834,1 (687,4-979,8) 0,002 (2)
Citrataria mg/g 107,8 (64,9-197,9) 95,5 (72,5-139,5) 0,675 (2)
Creatinina**
Creatindria (mg/Kg/dia)* 7,8+3,9 18,2+5,6 <0,0001 (1)
Relacéo calcio/creatinina 0,21 (0,08-0,34) 0,15 (0,11-0,19) 0,416 (2)
urinaria**

DMD: Distrofia Muscular de Duchenne. *Valores expressos em média e desvio-padréo; (1) Teste

T; **Valores expressos em mediana e intervalo inter-quartil Q1 e Q3; (2) Teste de Mann Whitney.




Tabela 6 - Valores encontrados na anélise de 25-OH vitamina D do grupo DMD

Variaveis DMD
25-0OH vitamina D (ng/ml)* 17,546,9
Niveis de 25-OH vitamina D**

Deficiente (<10 ng/ml) 6 (20,7%)
Insuficiente (10-30 ng/ml) 21 (72,4%)
Suficiente (30-100 ng/ml) 2 (6,9%)
Toxicidade (>100 ng/ml) 0 (0,0%)

DMD: Distrofia Muscular de Duchenne. *Valores expressos em média e desvio-padrao;
**\/alores expressos em nimero e porcentagem.

Tabela 7 - Comparacédo dos parametros laboratoriais séricos e da urina 24h entre os

subgrupos DMD1 e DMD2

Variaveis DMD1 DMD?2 p
n=18 n=11

Calcio sérico (mg/dl)* 9,7+0,4 9,7+0,3 0,552 (1)
Fdsforo sérico (mg/dl)* 4,9+0,6 5,4+0,5 0,051 (1)
Creatinina (mg/dl)** 0,19 (0,15-0,27) 0,21 (0,19-0,28) 0,430 (2)
Ureia (mg/dl)* 18,8+4,9 19,3+8,0 0,855 (1)
Fosfatase Alcalina (U/)* 100,9£30,5 120,2+31,8 0,116 (1)
PTH (pg/ml)* 35,2+12,6 24,945,0 0,005(1)
250H vitamina D (ng/ml)* 18,9+6,8 15,3+6,7 0,173 (1)
Calcidria (mg/Kg/dia)** 1,1 (0,4-2,0) 1,6 (0,7-2,3) 0,533 (2)
Fosfatdria (mg/24h)* 424, 7+145,4 498,6+183,8 0,240 (1)
TP de fosforo (mg/%)* 4 5+0,6 5,0+0,6 0,049 (1)
Citratdria mg/1,73m>* 463,2+289,1 642,9+510,4 0,251 (1)
Citratdria mg/g creatinina** 142,9 (67,8-200,6) 91,6 (47,6-201,6) 0,382 (2)
Creatinuria (mg/Kg/dia)* 6,1+3,0 10,5+£3,9 0,002 (1)
Relacgdo calcio/creatinina** 0,22 (0,09-0,44) 0,16 (0,06-0,29) 0,303 (2)

DMD: Distrofia Muscular de Duchenne. *Valores expressos em média e desvio-padrédo; (1) Teste

T; **Valores expressos em mediana e intervalo inter-quartil Q1 e Q3; (2) Teste de Mann Whitney.

Tabela 8 - Comparacéo dos pardmetros bioquimicos séricos e da urina 24h entre os

subgrupos com DMD3 e DMD4

Variaveis DMD3 DMD4 p
n=20 n=9

Caélcio sérico (mg/dl)** 9,7 (9,4-10,0) 9,7 (9,6-9,9) 0,943 (2)
Faésforo sérico (mg/dl)* 5,0+0,6 5,1+0,7 0,691 (1)
Creatinina (mg/dl)* 0,21+0,08 0,25+0,13 0,344 (1)
Ureia (mg/dl)* 19,445,7 18,0+7,1 0,576 (1)
Fosfatase Alcalina (U/l)* 106,4+27 .4 112,2+41,8 0,658 (1)
PTH (pg/ml)** 24,2 (20,6-64,4) 34,5 (29,6-49,2) 0,010 (2)
250H vitamina D (ng/ml)* 17,8+7,4 17,045,7 0,791 (1)
Calcidria (mg/Kg/dia)** 1,6 (0,6-2,2) 1,0(0,3-1,9) 0,446 (2)
Fosfatdria (mg/24h)* 462,6+161,7 430,9+170,1 0,634 (1)
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TP de fosforo (mg/%)* 4,7+0,6 4,7+0,7 0,853 (1)
Citraturia mg/1,73m*** 418,5 (263,1-530,2) 520,2 (309,7-835,6) 0,382 (2)
Citrataria mg/g creatinina**  [103,9 (52,1-182,5) 136,9 (67,7-352,1) 0,328 (2)
Creatindria (mg/Kg/dia)** 8,3 (5,3-10,3) 4,5 (3,6-9,9) 0,239 (2)
Relagdo célcio/creatinina* 0,22+0,15 0,29+0,28 0,379 (1)

DMD: Distrofia Muscular de Duchenne. *Valores expressos em média e desvio-padrdo; (1) Teste T;
**Valores expressos em mediana e intervalo inter-quartil Q1 e Q3; (2) Teste de Mann Whitney.

Tabela 9 - Comparacédo dos parametros densitométricos entre os grupos DMD e C

Variaveis DMD C p
n=29 n=13

DMOa CL (g/cm?)* 0,66 (0,55-0,80) 0,73 (0,62-0,99) | 0,131 (1)
DMOVv CL (g/cm®)* 28,9 (13,9-40,1) 23,0 (20,9-35,7) | 0,775 (1)
CMO CL (g)* 23,0 (16,9-34,2) 16,6 (13,0-36,8) | 0,500 (1)
Escore-Z DMOa CL* -1,6 (-2,5;-0,5) 0,1(-0,3;0,4) <0,0001 (1)
Padréo de DMD:

Esperado para idade 13 (44,8) 13 (100,0) 0,001 (2)

Abaixo para idade 16 (55,2) 0 (0,0)

DMD: Distrofia Muscular de Duchenne; DXA: Técnica da Densitometria Ossea; DMOa CL:
densidade mineral 6ssea areal da coluna lombar L1-L4; DMOv CL: densidade mineral 6ssea
volumétrica estimada da coluna lombar L1-L4; CMO CL: contetdo mineral dsseo da coluna
lombar L1-L4. Escore-Z DMOa CL: Escore-Z da densidade mineral éssea da coluna lombar
L1-L4; *Valores expressos em mediana e intervalo inter-quartil Q1 e Q3; (1) Teste de Mann
Whitney; **Valores expressos em nimero e porcentagem; (2) Teste Qui-Quadrado Exato.
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Apresentacdo do Projeto:

A distrofia muscular de Duchenne é uma das distrofias mais prevalentes e graves dentre as miopatias
infantis. E uma doenca hereditaria progressiva com heranca recessiva ligada ao cromossomo X, e o gene
anormal localiza-se no braco curto do cromossomo X, l6cus Xp21, sub banda Xp212. A deficiéncia da
expressdo da distrofina favorece a necrose da fibra muscular, desencadeando um estado inflamatério do
musculo esquelético. A DMD caracteriza-se por fraqueza muscular simétrica e progressiva que se torna
evidente por volta dos cinco anos de idade. A perda da capacidade de deambulac¢éo ocorre em torno de
doze anos de idade e a dindmica respiratéria é acometida mais tardiamente, assim como o envolvimento da
musculatura cardiaca, e problemas ortopédicos, que surgem em fase mais avancada da doencga. A DMD ainda
ndo possui cura. O tratamento objetiva reduzir as incapacidades, prevenir complica¢des, prolongar a
mobilidade e melhorar a qualidade de vida. A perda éssea é caracterizada por baixa massa Gssea e
deteriorac@o na micro-arquitetura do tecido 6sseo, aumentando a fragilidade dos 0ssos e a susceptibilidade a
fraturas. A reducéo da

densidade mineral dssea é importante e mais de um terco dos pacientes tém fraturas patoldgicas. O
mecanismo envolvido na dindmica éssea ainda é incerto e a literatura é escassa, porém sabe-se que ha
reducdo da densidade mineral 6ssea, independente da terapia com corticéide. Estudos tém
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demonstrado a participagcdo de citocinas, em particular o TNF, IL-1 e a IL-6, no processo de reabsor¢ao 0ssea
nos pacientes com DMD. As alteracfes 0sseas sdo secundarias ndo apenas a faléncia da tracao muscular,
mas também ao marcante desequilibrio entre a atividade entre osteoblastos e osteoclastos, causado pela
circulacéo e producdo local de citocinas. Consensos recentes recomendam avaliagcdo de marcadores urinarios
e sanguineos do metabolismo mineral 6sseo assim como medida da massa 6ssea. O fator de crescimento
fibroblastico 23 (FGF-23) tem participacdo especial no metabolismo mineral e tem sido indicado como um
marcador de doenca mineral 6ssea. Entretanto, a relacao entre FGF-23 e a doenca 6ssea da DMD sao
desconhecidas. A hipétese avaliada €: O metabolismo mineral dsseo em criangas e adolescentes com Distrofia
Muscular de Duchenne esté alterado.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Avaliar os marcadores do metabolismo mineral 6sseo em criangas e adolescentes com Doenca de
Duchenne (DMD).

Objetivo Secundario:

(1)Avaliar a densidade mineral 6ssea (DMO) dos pacientes pediatricos com Doenca de Duchenne (DMD)
através da densitometria éssea; (2) Avaliar os marcadores de remodelamento dsseo (célcio, fésforo, 250H
Vitamina D, paratorménio (PTH), fosfatase alcalina éssea, FGF-23) em amostras sanguineas e urinarias;
(3)Correlacionar os niveis séricos de FGF-23 com os niveis séricos de calcio, fésforo, 250H Vitamina D e
PTH; (4) Correlacionar os niveis séricos de FGF-23 com os niveis urinarios de calcio e fésforo; (5)Correlacionar
0s niveis séricos de FGF-23 com a densidade mineral 6ssea da populacdo estudada.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

De acordo com o projeto, 0s riscos para 0s sujeitos do estudo estéo relacionados ao desconforto durante a
coleta de material biologico. H& possibilidade de hematomas e dor no local da puncéo. A coleta sanguinea
serd realizada por pessoas devidamente habilitadas e seguindo as normas técnicas adequadas (materiais
esterilizados e descartaveis), para minimizar todos esses riscos. Os individuos serdo informados sobre os
riscos previstos na coleta de sangue e onde as mesmas serdo coletadas. Além disso, ha ainda o desconforto
relacionado ao constrangimento causado durante a entrevista e durante a coleta de urina de 24 horas. O
desconforto e constrangimento serdo minimizados na medida do possivel, respeitando a integridade fisica e
psicolégica do individuo. As informacges individuais obtidas serdo mantidas em caréter confidencial, sendo
de
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acesso apenas dos pesquisadores. A identidade dos participantes ndo serd conhecida, mantendo-se o
anonimato dos mesmos. Os resultados do estudo serdo tornados publicos, sejam eles favoraveis ou nao.
Beneficios:

A preservacao da salde 6ssea € um fator importante na evolugédo de pacientes com DMD. Grande parte
destes pacientes € submetida a extensas cirurgias ortopédicas, principalmente na coluna, na tentativa de
manter o paciente ereto. Além disso, os mesmos fazem uso prolongado de variadas doses de corticoides e
evoluem com sedentarismo progressivo devido a perda da fungdo da massa muscular. Nesse sentido, a
gualidade da massa 6ssea € importante para o sucesso da terapia ortopédica e melhora da qualidade de vida
destes pacientes. O estudo em questao busca analisar e estudar a dinAmica mineral éssea, a fim de minimizar

esse remodelamento dsseo e garantir uma sobrevida maior e com mais qualidade aos pacientes.

Comentérios e Consideracdes sobre a Pesquisa:

Estudo transversal, serd desenvolvido no Ambulatério de Neurologia Pediatrica da Unidade de Neurologia
Pediatrica da Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Minas Gerais - UFMG. A populacdo sera
composta por 60 pacientes pediatricos com DMD que ja se encontram em acompanhamento no referido
Ambulatério de Neurologia. Os pacientes serdo captados quando procurarem o Ambulatério de Neurologia
Pediatrica da Unidade de Neurologia Pediatrica da FM- UFMG para consulta médica de rotina. Num primeiro
momento, apos sensibilizacéo da familia e do paciente para participar do estudo, o mesmo sera avaliado
quanto aos critérios de inclusio e exclusdo. Aquele em condic&o de participar do estudo sera apresentado o
termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE). A coleta de dados sera realizada em 2 etapas: avaliacéo
clinica e exames complementares. A avaliacdo clinica serd realizada pela pesquisadora. Amostras
sanguineas serdo coletadas para dosagem de calcio, fosforo, fosfatase alcalina, 250H vitamina D,
paratormdnio, FGF-23 e creatinina. As amostras urinarias serdo coletadas para dosagem de calcio, citrato,
fosfato e creatinina. O método de avaliacdo da integridade déssea sera o da densitometria 6ssea, pela
técnica de absorciometria por dois fétons de raios X (DXA), utilizando-se o aparelho de emisséo de fétons com
fonte de Raio X Lunar DPX - IQ 2516. O principio da técnica de medida da densidade mineral 6ssea é a
mensuracdo da transmissao de Raios X através do corpo. Serd realizado fora do Hospital das Clinicas no
Sistema Unico de Saude, quando o paciente for avaliado pela clinica ortopédica que o acompanha. Os
exames sanguineos e urinarios de célcio, fésforo, fosfatase alcalina, creatinina, citrato e fosfato serédo
realizados nos laboratérios do Hospital das Clinicas e fazem parte da avaliagédo de rotina desses pacientes. O
PTH, 250H vitamina D e FGF-23 serdo
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realizados com recursos préprios da pesquisadora fora das dependéncias do Hospital das Clinicas,
entretanto, os materiais serdo coletados no mesmo momento da coleta das amostras sanguineas e urinarias
para os exames que serdo realizados nos laboratérios do Hospital das Clinicas, sendo parte da rotina de
exames desses pacientes. Isto significa dizer que nao havera deslocamento adicional do paciente, assim como
outras amostras sanguineas e urindrias. Os kits adequados para dosagem do FGF-23 ja existem e estao
disponiveis para este estudo. Este material sera dosado no Laboratério Interdisciplinar de Investigacéao
Médica da Faculdade de medicina da UFMG. As informacg@es obtidas na avaliagao clinica e os resultados de
exames serdo registrados em planilhas especificas de banco de dados (plataforma Windows Excel, 2000,
Microsoft Corp, Redmont, USA) para entdo serem analisadas

Consideracdes sobre os Termos de apresentacdo obrigatoria:

Documentos apresentados: Projeto de Pesquisa; Folha de Rosto Assinada pelo Diretor da Faculdade de
Medicina; Parecer Consubstanciado com Aprovacdo da Camara do Departamento de Pediatria da UFMG;
Declaracéo de Registro na Diretoria de Ensino, Pesquisa e Extensédo do Hospital das Clinicas da UFMG; Carta
de Anuéncia da Geréncia Funcional da Pediatria do Hospital das Clinicas da UFMG; TCLE.

O TCLE esta em forma de convite, explicita 0s objetivos, os procedimentos, 0s possiveis riscos e beneficios,
garante o direito a recusa e sigilo das informacdes.

Recomendacgfes:
TCLE: Modificado o n° da Resolug&o Conselho Nacional de Saude. Para menores de 18 anos foi elaborado
o Termo de Assentimento em linguagem acessivel.

Conclus8es ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Somos pela aprovacéo do projeto "AVALIACAO DOS MARCADORES DO METABOLISMO MINERAL OSSEO
EM PACIENTES COM DISTROFIA MUSCULAR DE DUCHENNE" da pesquisadora Maria Goretti Moreira
Guimaraes Penido.

Situacdo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

Nao

Considerag¢des Finais a critério do CEP:
Aproavdo conforme parecer.
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BELO HORIZONTE, 08 de Novembro de 2013

Assinador por:

Maria Teresa Marques Amaral
(Coordenador)
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