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RESUMO

Osteopenia pode acometer tanto adultos quanto criangas e adolescentes
com colestase cronica. Os estudos envolvendo a faixa etaria pediatrica sao
escassos e dependem de métodos indiretos de avaliagdo do metabolismo dsseo,
desde que existem restrices a realizagao de bidpsia éssea nesta faixa etaria.

A densitometria 6ssea de dupla emissdo com fonte de raios X é
atualmente, o melhor método radiolégico de determinagdao da densidade éssea
mineral ja devidamente validado para utilizagdo em criangas. A determinagao da
fosfatase alcalina esquelética, enzima abundante nos osteoblastos (células que
sintetizam a matriz 6ssea) € um bom marcador bioquimico da formagéo éssea.

Os objetivos gerais deste estudo foram determinar a densidade dssea
mineral de criangas e adolescentes com colestase crdnica, por densitometria
ossea de dupla emissdao com fonte de raios X, a atividade de fosfatase alcalina
esquelética e estudar as eventuais relagdes destas varidveis com tempo de
colestase, estado nutricional, provas de “fung@o” hepatica e concentragbes
séricas de calcio, fésforo e magnésio.

A pesquisa foi dividida em dois estudos: bioquimico e radioldgico. Na etapa
bioquimica, dois métodos de determinagdo da atividade da fosfatase alcalina
esquelética foram testados quanto as suas exatidao e precisao: os métodos da
precipitagdo por lectina e da inativagdao pelo calor. Posteriormente, foi

determinado o melhor método e procedeu-se aos estudos de correlagdao entre
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atividade da enzima, estado nutricional, provas de “fungdo” hepética e
concentragdes séricas de célcio, fésforo e magnésio. Participafam deste estudo
32 criangas com idade variando de 0,5 a 18 anos. Na etapa radioldgica,
determinou-se a densidade dssea mineral de 20 criangas com idade variando
entre 3 e 18 anos, utilizando-se o método de densitometria de dupla emissao com
fonte de raios X. A exemplo do estudo bioquimico, foram realizados estudos de
correlagdo entre densidade déssea mineral, avaliagdo nutricional, provas de
“funcdo” hepética, concentragdes séricas de calcio, fésforo e magnésio e
atividade de fosfatase alcalina esquelética.

O método da inativagdo pelo calor para determinagao da atividade da
fosfatase alcalina esquelética, a incubagéo das amostras a 56° C por 10 minutos
foi superior ao método da precipitagdo da lectina de germe de trigo.
Hiperfosfatasemia alcalina esquelética foi observada em 97% dos pacientes
estudados, ndo havendo correlagdao estatisticamente significativa entre atividade
desta enzima, estado nutricional, provas de “fungao” hepatica e concentragdes
séricas de cdlcio, fésforo e magnésio. Todos os pacientes apresentaram
diminuicdo da densidade 6ssea mineral, entretanto nenhuma correlagéo, pode
ser observada entre estes resultados, atividade da fosfatase alcalina esquelética
e os demais parametros estudados.

Conclui-se que: (1) Para determinagé@o da atividade da fosfatase alcalina
esquelética, o método da inativagao pelo calor a incubagao das amostras a 56°C
por 10 minutos foi um método simples, exato e preciso. (2) Hiperfosfatasemia
alcalina esquelética e osteopenia foram comuns a 97% dos pacientes estudados.

Nenhuma correlagdo estatisticamente significativa foi observada entre estes
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resultados e tempo de colestase, testes de “fungdo” hepatica e concentragées

séricas de célcio, fésforo e magnésio.
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ABSTRACT

Osteopenia is a common occurrence not only in adults but also in children
and adolescents with chronic cholestasis. Few pediatric studies are reported in the
literature. All of them using indirect methods to assess bone mineral metabolism
since bone histomorphometry is an invasive technique not suitable for studies in
children.

Dual-energy radiographic absorptiometry is the best non-invasive way of
measuring bone density. It has yet to be validated in the pediatric age group. Bone
alkaline phosphatase, an enzyme of osteoblasts, is a good marker of bone
formation.

The main goals of this study were to assess the bone density of children
and adolescents with chronic cholestasis by dual-energy radiographic
absorptiometry, the bone alkaline phosphatase activity and to evaluate its
correlation liver “function” tests lenght of cholestasis, nutritional status and serum
concentration of calcium, phosphorus and magnesium.

The study was pursued following two approaches: a biochemical and a
radiological one. Along the biochemical approach, two methods for quantification
of the bone alkaline activity were tested: the method by heat inativation and the
method by lectin precipitation. Futhermore, the best method was choosen and

correlation studies were made between enzimatic activity, nutritional status, liver
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“function” tests and serum concentration of calcium, phosphorus and magnesium.
Thirty-two subjects were evaluated (age 0,5 to 18 years). In the fadiological study,
-the bone mineral density of 20 subjects (age 3 to 18 years) was assessed by
dual-energy radiographic absorptiometry. Stastical correlations between bone
density, nutritional status, liver “function” tests and serum concentrations of
calcium, phosphorus and magnesium were analysed.

The heat inactivation assay was the best method for quantification of bone
alkaline phosphatase activity in our experience. High bone alkaline phosphatase
activity was observed in 97% of the patients but no significative statistical
correlations were estabilished between enzimatic activity, nutritional status, liver
“function” tests and serum concentrations of calcium, phosphorus and
magnesium. All patients presented bone undermineralization, although no
correlation was observed among these results and bone alkaline phosphatase
activity and the various parameters studied.

The conclusions are: (1) The heat inativavation assay for quantification of
bone alkaline phosphatase activity is a simple, precise and an accurate method;
(2) High bone alkaline phosphatase occurred in the majority of patients (97%).
Osteopenia was observed in all patients. No statistical correlations were observed
between these results and lenght of cholestasis, nutritional status, liver “function”

tests and serum concentrations of calcium, phospurus and magnesium.
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1. INTRODUCAO

1.1. Colestase cronica em criangas e adolescentes
1.1.1. Aspectos etiopatogénicos e repercussdes clinicas

Secregao biliar é exclusiva do figado e tem duas fungbes principais:
excretar substancias enddégenas e exdgenas do corpo como bilirrubinas e
colesterol e promover a-digestéo e absorgao intestinal de lipideos. A bile é
primariamente secretada no canaliculo biliar, formada nos hepatécitos a partir de
colesterol e por fim, transportada ao espago intercelular. O processo habitual de
secrecao biliar envolve multiplos transportadores e diversas vias metabdlicas,
ainda nao totalmente elucidadas, mas com alguns aspectos bem definidos
(Gerok, 1993): (1) o fluxo biliar é orientado pela existéncia de gradientes
osmoéticos entre o sangue, o espago intercelular e os hepatécitos de um lado e o
limen dos canaliculos biliares de outro, sendo o fluxo transcelular e paracelular;
(2) acidos biliares conjugados s@o os solutos organicos mais concentrados na
bile; (3) na auséncia de acidos biliares permanece um fluxo basal independente
de 4acido biliar relacionado a influéncia de anions organicos e inorganicos; (4)

durante sua passagem pelos ductulos biliares, a bile € modificada através da

secregao e reabsor¢ao de agua e solutos.
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Ao deixarem o figado, os acidos biliares primarios alcangam os intestinos
e, principalmente no intestino grosso sdao convertidos erﬁ acidos biliares
secundarios pela agao de bactérias e retornam ao figado pela circulagao éntero-
hepética, onde sofrem.conjugagéo com aminoacidos (glicina e taurina), formando
os sais biliares e estimulando nova sintese de acido biliar. Assim entendida, a
sintese hepatica de acido biliar é , portanto, um processo continuo e determinada
pela quantidade de &cidos biliares que voltam ao figado na circulagdao éntero-
hepatica.

O principal papel fisiolégico dos acidos biliares no intestino delgado é
promover a absorg¢ado lipidica, de modo que a deficiéncia de acidos biliares
associa-se a ma absorgao de gorduras e produtos lipossoluveis: os triglicerideos
dietéticos sao hidrolisados por enzimas pancreaticas, e os principais produtos
resultantes, monoglicerideos e acidos graxos, na auséncia de acidos biliares nao
sdao convertidos em micelas, tornando a absorgado lipidica lenta e deficiente,
principalmente no que se refere a produtos lipossoliveis de muito baixa
solubilidade em meio aquoso como é o caso das vitaminas A, D, E e K (Hoffman,
1993).

Na infancia, mais precisamente no periodo neonatal, a capacidade de
formagao e excregao da bile hepatica é incompleta, havendo um aumento
progressivo da concentragdo de &acidos biliares a medida em que ocorrem
maturagao das vias metabdlicas de biossintese de &cido biliar e aumento da
capacidade de transporte hepatico e intestinal destes. Isto se da em tormo do
primeiro ano de vida e reflete-se pelo aumento gradual do poo/ de acido biliar,

das concentragdes de acidos biliares intraluminais e presumivelmente da
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secregao biliar (Suchi, 1994).

Colestase é o impedimento do fluxo biliar canalicular indebendente do local
do obstaculo e/ou da causa que o determinou. A definigdo costuma envolver
aspectos clinicos, fisiopatoldgicos e morfolégicos. Clinicamente, colestase refere-
se a presenga de prurido e/ou ictericia com hiperbilirrubinemia conjugada,
elevagdo da atividade de fosfatase alcalina, 5 nucleotidase e gama
glutamiltransferase (Erling, 1993). Fisiopatologicamente, hé uma faléncia
excretdria do hepatdcito com consequente aclimulo no sangue de produtos
normalmente excretados pela bile. Morfologicamente, colestase significa
presenca de pigmento biliar nos hepatécitos e canaliculos biliares -
“bilirrubinoestase” - e alteragdes hepatocitarias tipicas possivelmente
relacionadas ao acimulo de sais biliares - “colato-estase” (Desmet, 1993).

Hiperbilirrubinemia conjugada na infancia é o sinal mais importante de
doenga hepatica ou biliar subjacente, encontrada em aproximadamente 1 a cada
500 nascidos vivos (Mowat, 1994), sendo responsével por mais de 50% dos
encaminhamentos a servigos terciarios de hepatologia pediatrica (Trivedi, Miele-
Vergani & Mowat, 1993).

Diferentes agentes etiolégicos podem ser responsaveis por ictericia
colestatica na infancia (Quadro 1), estando os pacientes agrupados em duas
grandes categorias; colestase intra-hepatica que refere-se a pacientes com

hepatopatia definida e os casos de hepatite neonatal e colestase extra-hepatica,

a maioria, atresia biliar extra-hepatica.
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Quadro 1: Classificagao da colestase na infancia*

| COLESTASE INTRA-HEPATICA

1.1 Com obstrug¢ao mecénica

A - Rarefagao das vias bilares intra - hepaticas: sindrémica, ndao smdromlca
B - Dilatacio focal dos ductos biliares intra-hepéticos

1.2 Sem obstrugcao mecanica

A - Infecciosa (bactérias, virus, protozoarios, Clamydia)

B - Metabdlica (distirbio do metabolismo dos aminoacidos, carboidratos,
lipideos, acidos biliares, deficiéncia de a1 antitripsina, fibrose cistica,
outros)

C - Téxico medicamentosa

D -Hemolise

E - Neoplasia hepatica

F - Genético - cromossomica

G -Familiares

H - Hepatite idiopatica - hepatite neonatal
Il COLESTASE EXTRA - HEPATICA

2.1 Anormalidades anatomicas das vias biliares

A - Atresia de vias biliares

B - Hipoplasia de vias biliares

C - Cisto de colédoco

D - Perfuragao espontanea da via biliar

E - Estenose congénita do colédoco terminal

2.2 Compressao extrinseca das vias biliares:

A - Organomegalias, anomalias congénitas

2.3 Outros:

A - Obstrugao (litiase, parasitas, outros)
B - Colangite esclerosante

Fonte: Modificado de Silveira e colaboradores,1990.

A doenga hepatica colestatica € um problema clinico extremamente
importante, especialmente em criangas e adolescentes. A natureza progressiva

de muitas destas desordens é demonstrada pelo fato de estarem entre as
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principais indicagdes de transplante hepatico (Whitington & Balistreri, 1991).
Desarranjos na fisiologia da secregdo biliar com conseqiientes diminuigéo

na concentragdo de &cidos biliares intraluminais, ma absorcdo e disfungdo

hépato-celular, sdo os principais responsaveis pelas repercussdes da colestase

cronica, onde prurido, ictericia e, ocasionalmente, acolia sdo somente a ponta de

um grande iceberg (Fig. 1).

Figura 1: Repercussoes da colestase cronica

Fonte: Modificado de Sherlock, 1993

O impacto da colestase cronica na funcdo hepatica parece estar
relacionado a retengdo hepatica de diferentes compostos com capacidade de
induzir lesGes na membrana celular, necrose e degeneragcdo gordurosa,

resultando, eventualmente em cirrose (Reinchen, Ross & Zimmerman, 1993;
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Sokol, 1993).

A absorgao prejudicada de gorduras pode ser responsavel por diarréia
crdbnica com esteatérreia e desnutrigdo. Deficiéncias nutricionais especificas
podem ser evidentes em lactentes e criangas maiores com colestase cronica, se
medidas profilaticas ndao sao prontamente instituidas. Hipoprotrombinemia
secundaria a deficiéncia de vitamina K é um risco constante, podendo ou nao
estar associada a coagulopatia (Mowat, 1987; Sokol, 1993). Deficiéncia de
vitamina E tem sido observada nestes pacientes e relacionada a doenga
neuromuscular progressiva, inicialmente evidenciada por hiporreflexia e hipotonia
com posterior progressao para ataxia, diminuicdo da sensagao vibratéria e
alteragbes do sistema nervoso central (Alvarez e colaboradores, 1985; Sokol,
1993)). Se a colestase é severa e/ou prolongada, a deficiéncia de vitamina A
pode tornar-se manifesta através de cegueira notumna e lesdes cutaneas
caracteristicas. Alteragdes retinianas degenerativas, no entanto podem ser mais
precoces e o estudo da citologia conjuntival pode detectar deficiéncia subclinica
desta vitamina (Amadee-Manesme e colaboradores, 1988). Doengas osseas
metabdlicas e deficiéncia de vitamina D sdo também comuns nestes pacientes. A
deficiéncia estd associada tanto a absorgdao insuficiente, quanto a sintese
cutéanea diminuida conseqientes a pouca exposi¢ao ao sol (Heubi, 1989; Sokol,
1992). No inicio, atribuiu-se esta deficiéncia a alteragao na hidroxilagao hepatica,
o que nao foi confirmado posteriormente (Sherlock, 1993). O efeito da colestase
sobre a sintese da vitamina D circulante e seus efeitos sobre o metabolismo
osseo sao desconhecidos (Sokol, 1993). Osteodistrofia hepatica sera

discutida posteriormente.
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1.2. O tecido ésseo - consideragdes gerais

O osso é um tecido conjuntivo especializado que tem fungdes bem
definidas: sustentagdo do corpo, prote¢dao de érgaos vitais e reserva de ions,
especialmente calcio e fésforo (Baron, 1993; De Priestier, Cole & Bishop, 1991;
Termine, 1993)).

Anatomicamente, distinguem-se dois tipos de 0sso; ossos chatos (cranio,
escapula, mandibula e quadril) e ossos longos (tibia, fémur e imero). O exame
externo dos ossos longos mostram duas extremidades mais largas (epifises),
uma estrutura cilindrica (diafise) e uma regiao intermediaria (metafise). No osso
em crescimento, as epifises e as metafises sdo separadas por uma camada de
cartilagem denominada cartilagem epifisaria ou placa de crescimento, rica em
células proliferativas, responsaveis pelo crescimento longitudinal dos ossos,
tornando-se inteiramente calcificada e remodelada no final do periodo de
crescimento (Baron, 1993).

Funcionalmente, 0 osso apresenta dois componentes, um cortical e um
trabecular que sao histologicamente semelhantes mas apresentam nitidas
diferengas estruturais e funcionais (Baron, 1993; Teitelbaun, 1982). As primeiras
sao essencialmente quantitativas e relacionadas ao volume de osso calcificado
que corresponde a 80% - 90% do osso cortical e 15% - 25% do osso trabecular.
As diferengas funcionais sdo consequéncias destas diferengas e vice-versa: o
osso cortical destina-se principalmente as fungdes mecanicas e de protegao e o
osso trabecular é essencialmente metabdlico, sendo a maior parte do seu

conteido preenchido por medula dssea, vasos sanguineos e tecido conjuntivo
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(Baron, 1993).

Os constituintes fundamentais dos ossos s@o as células e a matriz extra
celular (Baron,1993; Termine,1993; Teitelbaum,1982). Teitelbaum (1982)
conceitua-o como “uma variedade de células promovendo atividade metabdlica
em matrizes organica e nao organica”. Oitenta e cinco a noventa porcento do
componente organico sdao representados por colageno do tipo 1
(Teitelbaun,1982; Termine,1993). Quando comparado a outros tecidos
conjuntivos, o coldgeno ésseo se caracteriza por sua relativa insolubilidade,
relacionada as extensao e natureza de suas relagdes intermoleculares (Termine,
1993). Nos ossos do adulto, as fibras colagenas alternam-se em camadas,
conferindo a este tecido uma estrutura lamelar tipica. A arquitetura do osso da
crianga € “em trama”, com feixes de tamanhos variados, dispostos ao acaso
(osso esponjoso). Este tipo de disposigao também ocorre em qualquer situagéo
em que a sintese 6ssea esta acelerada, tais como nos processos de reparagéo
de fraturas ou em situagdes como hiperparatireoidismo (Baron, 1993; Teitelbaum,
1982). No desenvolvimento normal do esqueleto ou na reparagdo, o 0sso
esponjoso serve de sustentaculo a deposigdo de osso lamelar. O componente
organico nao coldgeno do osso é denominado de substancia fundamental amorfa,
essencialmente composta por glicoproteinas e proteoglicanos, com alta
capacidade de ligagao idbnica, e que desempenha um importante papel no
processo de calcificagdo (Baron, 1993). Numerosas proteinas nao colagenas
presentes na matriz 6ssea tém sido recentemente purificadas e seqﬁenciadas_,

mas sem fungéo totalmente caracterizada (Termine, 1993).

Os osteoblastos sdao as células que sintetizam a matriz 6ssea, sendo por
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definicdo, as células responsaveis pela produgdao do “osso verdadeiro” (Puzas,
1993). As caracteristicas histoldégicas de um osteoblasto refletém o fato de ser
esta uma célula metabolicamente muito ativa: existe um extenso reticulo
endoplasmatico rugoso e un exuberante aparelho de Golgi (Baron, 1993; Puzas,
1993). Outra caracteristica desta célula é a presenga de grande quantidade de
fosfatase alcalina, que tem sido identificada na sua membrana plasmatica e cuja
atividade correlaciona-se claramente com a formagao 6ssea (Baron, 1993; Puzas,
1993; Teitelbaum, 1982).

Existe uma variedade de etapas sequenciais na formagdo do osso:
(1) sintese e processamento intracelular de colageno; (2) secreg¢ao e
processamento extracelular de colageno; (3) formagao de microfibrilas, fibrilas e
fibras de colageno e (4) maturagao da matriz celular com subsequiente deposigao
de mineral 6sseo (cristais de hidroxiapatita). Todas estas fungdes estao sob o
controle dos osteoblastos e o resultado é um osso totalmente calcificado formado
por 35% de matriz organica e 65% de material cristalino inorganico (Puzas, 1993).
Além disto estas células também produzem e. seqiiestram fatores de crescimento
dentro da matriz dssea que quando liberados por processos de reabsorgao
reestimulam sua prépria atividade.

O ostedcito € um osteoblasto revestido por osso calcificado (Mundi, 1993),
profundamente localizado neste tecido dentro de pequenas lacunas (lacunas
osteociticas), onde poderao sintetizar nova matriz 6ssea. Sua morfologia varia de
acordo com seu grau de maturagéo e atividade funcional. Sendo derivado de um
osteoblasto, um ostedcito jovem conserva a maioria das caracteristicas ultra-

estruturais desta célula, com algumas diferengas relacionadas ao volume
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celular e a importdncia de organelas envolvidas na sintese protéica (Baron,
1993). |

Os osteoclastos sdao as células reabsortivas do osso, grandes e moveis,
responsaveis pela ostedlise, com intensa atividade. Sao células altamente
especializadas, localizadas na superficie 6ssea em areas de contormno irregular,
conhecidas como lacunas de Howship ou “lagos de reabsorgdao” (Mundi, 1993;
Teitelbaum, 1982). Encontram-se freqlientemente em sitios de remodelagéo
ativa, tais como metéafises de 6rgaos em crescimento ou em circunstancias
patolégicas como no caso de certas neoplasias (Mundi, 1993). As caracteristicas
ultraestruturais destas celulas sdo a abundancia do complexo de Golgi,
mitocdndrias e vesiculas de transporte sobrecarregadas com enzimas lisossomais
(Baron, 1993). A mais proeminente caracteristica desta célula, no entanto, é a
existéncia de uma borda estriada situada préxima ao osso adjacente - a borda
“franzida” ou “em escova”, envolta por proteinas contrateis que acoplam os
osteoclastos a superficie 6ssea (Baron, 1993). E uma 4érea altamente
especializada e essencial ao processo de reabsorgéo.

Os osteoclastos reabsorvem o osso por produgao de enzimas proteoliticas
lisossomais e ions hidrogénio. Estes ultimos produzem um ambiente ideal para
gue as enzimas degradem a matriz éssea (Mundi, 1993): o pH baixo (mantido por
um transporte ativo da membrana celular que troca continuamente carbonato por
cloreto), dissolve os cristais de hidroxiapatita [Ca10(PQO4)s(OH)2], expondo a
matriz. As enzimas neste pH 6timo, degradam os componentes da matriz.
Cronblogicamenté, os cristais sdo mobilizados por digestao e dissolvidos pelo

ambiente acido. As fibras de colageno residuais séao digeridas tanto por ativagao
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da colagenase latente como por agao de catepsinas. A reabsorgao 6ssea ajuda a
manter os niveis séricos de calcio e fosfato (Baron, 1993; Teitelb;':\um, 1982).

As duas grandes atividades celulares do osso sdo modelagdo e
remodelagdo. A modelagéo esta intimamente associada ao crescimento e inclui
as fungdes responsaveis pela transformagdao dos pequenos ossos do recém-
nascido em ossos maiores do adulto de idéntico formato - é o crescimento do
osso em diametro e ocorre por reabsorgdo continua (Baron, 1993; Teitelbaum,
1982). A remodelagdo é o processo responsavel pela renovagao do osso e pelo
seu crescimento longitudinal (Fig. 2). Durante este processo observa-se na placa
de crescimento: (1) uma zona proliferativa, onde a matriz é ativamente sintetizada
por condroblastos; (2) uma zona hipertrdfica, onde os condroblastos tornam-se
progressivamente maiores; (3) uma zona de calcificagao; (4) uma zona de
invasdo, onde se observa reabsorgdo da matriz cartilaginosa pelos osteoclastos.
Apés a reabsorgdo, os osteoclastos se diferenciam e formam uma camada de
0SSO esponjoso sobre o remanescente cartilaginoso - a esponjosa primaria.
Posteriormente, por nova remodelagdo, o 0sso esponjoso é substituido por osso
lamelar, alcangando o estado de maturagdo denominado esponjosa secundaria
(Baron, 1993). Este processo ocorre tanto no osso em crescimento quanto no

0sso ja crescido e esta inteiramente relacionado & homeostasia mineral (Baron,

1993; Teitelbaum, 1982).
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Figura 2: Seqtiéncia do remodelamento 6sseo
Fonte: Fiat & Mendonga, 1993

1.2.1. Regulagcao do metabolismo 6sseo

O metabolismo 6sseo é regulado por uma variedade de hormoénios que

atuam sobre a formagao e reabsorgéo 6ssea.

a - Vitamina D:

Atualmente reconhecida como um hormoénio esterdide, a vitamina D é
sintetizada primariamente mas nao exclusivamente pelos rins (Canalis, 1993).
Concentragdes séricas adequadas existem na dependéncia da ingestao de
vitamina D, (ergocalciferol) e da biossintese cutdnea de vitamina Ds
(colecalciferol) apds exposicao a luz ultra-violeta. A absor¢cao é dependente de

adequado fluxo biliar e ocorre ao nivel do ileo e jejuno, onde é transportada como
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quilomicrons a corrente sangiiinea (Sokol, 1993). E captada pelo figado e
submetida a 25-hidroxilagdo, sua principal forma circulante (Sokol, 1993;
Sherlock, 1993). Do figado, a 25 hidroxivitamina D [25(OH).D3;] retoma a
circulagédo onde é tranportada aos rins e submetida a 1a hidroxilagéao para formar
1,25 diidroxivitamina D[1,25(OH)2Ds] ou 24,25 diidroxivitamina D[24,25(OH)2D3]
na dependéncia do estado de suficiéncia de vitamina D, ou paratorménio
(Norman & Henry, 1993) - esta é a forma ativa da vitamina D que aumenta a
absorgao intestinal de calcio (por induzir a sintese de uma proteina ligadora de
célcio na mucosa intestinal) e estimula sua conservagao renal (Norman & Henry,
1993; Sherlock, 1993; Sokol, 1993).

No tecido ésseo, 1,25(0OH),D3; tem fungbes semelhantes ao paratorménio,
estimulando a reabsorgao e exerce efeitos complexos sobre a formagao 6ssea
(Canalis, 1993; Sokol, 1993). Este horménio nao estimula a formagao d6ssea
diretamente mas aumenta a sintese de osteocalcina, um peptideo sintetizado
exclusivamente pelos osteoblastos, indicando que a 1,25(0OH).D; atua
diretamente sobre esta célula. Os efeitos sobre a formagao dssea podem estar
relacionados a diversas ag¢des deste esterdide, como inibigao direta da sintese de
colageno e aumento do numero de receptores polipeptidicos que ao nivel de

osteoblastos estimulam a sintese da matriz e do colageno ésseo (Canalis, 1993).

b - Paratormdnio (PTH):

O PTH regula os niveis de célcio e fésforo no sangue, atuando na atividade
de células especificas nos ossos e nos rins (Kronemberg, 1993). Sua agéo

promove: (1) liberagdo de célcio e fosfato do osso; (2) reabsorgdo de cdlcio e
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inibicdo da reabsorgéao de fosfato pelo filtrado glomerular; (3) estimulo da sintese
renal de 1,25 hidroxivitamina D [1,25(OH).D]. Observa-se cbmo resultado o
aumento da calcemia e a diminui¢do da fosfatemia, sendo o célcio o principal

regulador da secregéo do paratorménio.

¢ - Calcitonina:

A calcitonina é um aminopeptideo cujo principal efeito biolégico é inibir a
“reabsorgédo Ossea osteoclastica, porém com efeitos transitérios, de modo que néo
existe resposta a exposigdo prolongada (Deftos, 1993). Para Canalis, este

peptideo pode ser mais importante como um agente farmacolégico, do que como

um horménio fisiolégico (Canalis, 1993).

d - Insulina:

A insulina estimula a sintese da matriz dssea e a formagéo da cartilagem,
sendo um dos mais importantes hormdnios sistémicos relacionados ao
crescimento 6sseo. Sua agdo esta associada a diferenciagdo funcional dos

osteoblastos, sendo necesséria a mineralizagéo éssea (Canalis, 1993).

e - Glicocorticoides:

Tém agbes complexas sobre a formagdao déssea podendo tanto inibi-la
quanto estimula-la. O estimulo a sintese do colageno se da de forma secundaria
e envolve mecanismos de facilitagdo da atuagao de fatores de crescimento locais,
mais precisamente IGFs (insulin like growth factors I). Importante dirﬁinuigéo da

replicagdo de células de linhagem pré-osteoblastica é o principal fator
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responsavel pela inibigdo da mineralizagdo da matriz ¢ssea. Estes efeitos
paradoxais estdo na dependéncia do tempo de uso deste hormc“inio, de modo que
s6 a utilizagdo prolongada inibe a sintese do colageno (Canalis, 1993).

Quanto a reabsorgao dssea, esta é estimulada in vivo, possivelmente em
resposta a diminuigdo da absorgdo intestinal de calcio promovida pelos

corticosteréides, com subseqiiente aumento nas concentragées séricas de

paratormoénio (Hahan, Halstead & Baran, 1982).

f - Esterdoides sexuais:

Estrégenos e andrégenos sao importantes para maturagéo do esqueleto de
individuos em crescimento. Estrégenos inibem a reabsor¢éo dssea, supondo-se

atuar sobre a sintese de citocinas presentes no.- micro-ambiente désseo e

relacionadas a reabsorgéo éssea (Canalis, 1993).

g - Outros:

Hormonios da tiredide e fatores locais também sado importantes no
processo de remodelagao dssea (Canalis, 1993; Tohmé e colaboradores, 1991).
Estes ultimos, incluem: fator de crescimento de fibroblastos, fatores de
crescimento derivados de plaquetas, IGFs. Os fatores locais tém agado direta
sobre o metabolismo celular, modificando a replicagdo ou a diferenciagao de
osteoblastos ou osteoclastos .

Simplificadamente, a regulagdo da homeostase 6ssea relaciona-se ao
controle dos niveis extra e intra celulares dos fons Célcio, fésforo e magnésio com

os horménios 1,25 hidroxivitamina D, paratormdnio e calcitonina, atuando nos
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0sso0s, intestinos e rins. Os ions sdo absorvidos pelos intestinos, excretados pelos
rins e estocados principalmente nos 0ssos, que sdo os principais responsaveis
pela manutengdo dos seus niveis sanguineos. Este efeito se da gragas ao

equilibrio alcangado entre formagao (depdsito de ions nos ossos) e reabsorgéo

(liberagao de ions para a circulagao) 6sseas (Bikle, 1993).

1.2.2. Estudo do metabolismo 6sseo

1.2.2.1- Marcadores bioquimicos do metabolismo 6sseo (Quadro 2):

A degradagdo e a formagao da matriz 6ssea podem ser avaliadas, de
maneira nao invasiva, pela determinagéo dos niveis circulantes de fatores ou
substancias envolvidas nos processos de modelagdo e remodelagao Osseas
descritos anteriomente. Estes podem representar tanto uma atividade enzimatica
especifica quanto um componente da matriz 6ssea liberado na circulagao (Azria,
1989; Delmas, 1993). O marcador ideal deveria detectar rapidas altera¢gdes na
sintese e degradagdao de cada um dos componentes bioquimicos presentes no
tecido ésseo (Risteli & Risteli, 1993). Até pouco tempo, os Unicos marcadores
disponiveis eram a fosfatase alcalina total para monitorizar a formagéo éssea e a
hidroxiprolina urinaria para monitorizar a reabsor¢ao (Delmas, 1990; Tohmé e
colaboradores, 1991). Atualmente, conhecem-se diversos marcadores, mais

sensiveis e especificos, embora nem todos disponiveis ao nosso meio (quadro 2).
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Quadro 2: Marcadores bioquimicos da formagao e reabsorg¢ao 6sseas*

Marcadores Método Material | Especificidade | Tecido de origem
biolégico
Formacao 0ssea
Fosfatase alcalina total gollcgjmétrico Soro/Plasma moderada Figado, osso
Fosfatase alcalina 6ssea gollgrimétrico Soro/Plasma boa Osso (osteoblasto)
.LRM.A**
Osteocalcina R.LE Soro/Plasma forte Osso (osteoblasto)
Colageno tipo | R.LE Soro/Plasma fraca Osso (osteoblasto)
(peptideos) Pele (fibroblasto)
Osteonectina R.LE Soro/Plasma | indeterminada | Osso (osteoblasto)
Sangue (plaquetas)
Reabsorg¢ao 6ssea
Hidroxiprolina Colorimétrico | Urina fraca Tecido conjuntivo
H.P.L.C*** (coldgeno)
Hidroxilisina H.P.L.C Urina fraca Tecido Conjuntivo
(coldgeno)
Fosfatase 4cida tartarato | Colorimétrico | Plasma moderada Osso (osteoclastos)
resistente
Piridinolina H.P.L.C. Urina moderada Osso, cartilagem
ELISA****
Deoxi-piridinolina H.P.LC Urina forte Osso,dentina
*  R.LE = Radioimunoensaio;
** LRM.A = Ensaio imunorradiométrico;
* H.P.L.C = Cromatografia liquida de alta resolugéo;
*** ELISA = Enzimaimunoensaio

Fonte: Tohmé e colaboradores, 1991

1.2.2.1.1 Marcadores da formacgao o6ssea

a - Fosfatase alcalina total:

A fosfatase alcalina humana constitui um sistema de multiplas formas
moleculares de enzimas nas quais a heterogeneidade se deve tanto a fatores
genéticos como a modificagdes bioquimicas e estruturais (Farley e colaboradores,
1994; Moss, 1982; Risteli & Risteli, 1993). Existem, no minimo, cinco formas

identificadas de fosfatase alcalina, havendo evidéncias de que uma unica forma
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predomine em cada tecido especifico (Moss, 1982).

Os primeiros estudos relacionados a fosfatase alcalina foram destinados a
investigagdo de doengas dsseas e estavam baseados nos achados de Robinson
e colaboradores, na década de 1930, que demonstraram existir uma forte
associagao entre atividade sérica desta enzima e atividade osteoblastica (Moss,
1976). A demonstragdo de aumento da fosfatasemia também em doencgas
hepatobiliares, particularmente associadas a colestase, suscitou o
desenvolvimento de técnicas capazes de identificar possiveis variantes desta
enzima (Moss, 1982). Estes estudos demonstraram a presenga de fosfatase
alcalina intestinal em alguns soros de individuos normais, particularmente aqueles
dos grupos sanguineos B e O, que sdo secretores positivos; fosfatase alcalina
placentdria em gestantes normais e isoenzimas desta em pacientes com
neoplasias e fosfatase alcalina de origem renal em nefropatas (Moss, 1982). Mais
recentemente, técnicas de isoeletrofocalizagao demonstram a existéncia de doze
ou mais bandas de fosfatase alcalina humana (Randolph-Habecker e
colaboradores, 1994). A fosfatase alcalina de origem hepatica quando estudada
por este método mostra possuir uma banda especifica para o canaliculo biliar,
uma hepatocitaria e outra com alta massa molecular, que nao é encontrada em
individuos com fungao hepatica normal e tem sido proposta como um marcador
precoce de rejeicao em pacientes submetidos a transplante hepatico (Randolph-
Habecker e colaboradores, 1994).

As estruturas das diversas formas da fosfatase alcalina apresentam
peculiaridades: a fosfatase alcalina de origem placentaria € determinada por um

locus génico exclusivo, evidenciado pela marcante variagdo alélica observada
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unicamente nesta isoenzima. A fosfatase alcalina do intestino delgado é
determinada por outro locus génico e isto lhe confere propriedades cataliticas,
eletroforéticas e de estabilidade diversas da precedente (Moss, 1982). As
fostatases presentes no figado, osso e rins tém sutis diferencas de estabilidade,
dividem propriedades cataliticas semelhantes, possuem respostas antigénicas
idénticas e quando digeridas vpe»la neuraminidase possuem o mesmo ponto
isoelétrico (quadro 3). Estas evidéncias sugerem que estas formas de fosfatase
alcalina sejam codificadas por um uUnico gene com expressées diferentes nos
diferentes tipos de células (Duda e colaboradores, 1988; Farley e colaboradores,
1994; McKenna, Hamilton & Sussman, 1979; Moss, 1982; Risteli e Risteli, 1993;
Seargeant & Stinson, 1979). Como o termo isoenzima refere-se a diferentes
proteinas, existindo em um mesmo individuo, com propriedades cataliticas
diferentes (Wilkinson, 1976), estas trés ultimas formas da fosfatase alcalina nao
podem ser designadas como isoenzimas embora frequentemente o sejam (Moss,
1982). As fosfatases de origem éssea e hepatica séo as que mais contribuem
para atividade da fosfatase alcalina total (Moss, 1982; Siqueira e colaboradores,
1995).

A atividade da fosfatase alcalina total é o resultado da soma das atividades
das fosfatases alcalinas de diferentes origens (Moss, 1982; Siqueira e
colaboradores, 1995). Os valores de referéncia relacionam-se fortemente as
faixas etarias estudadas de modo que a atividade sérica desta enzima no recém-
nascido € maior do que o limite superior de normalidade do adulto e aumenta
rapidamente atingindo 2,5 a 3,0 vezes este valor durante o primeiro ano de vida.

No final do segundo ano, estes valores caem para 1,5 a 2,0 vezes os niveis do
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adulto e a partir dai, mantém-se aproximadamente constantes durante toda a
infancia e inicio da adolescéncia, quando entdao declinam (Mbss, 1976). Estas
alteragdes sdo diretamente proporcionais ao crescimento dsseo, de modo que
aceleragbes ou retardos nas taxas de crescimento sdo acompanhadas por
elevagao ou diminuigao da fosfatasemia (Moss, 1976).

Assim, a determinagdao da fosfatasemia ndo é um bom método para

avaliagao do metabolismo 6sseo, uma vez que falta-lhe especificidade.

Quadro 3: Caracteristicas bioquimicas das miuiltiplas formas de fosfatase

alcalina humana.

Caracteristicas Bioquimicas

Formas | Inativagdo | Inativagéo | Precipitagdo | Reagdo com | Propriedades | Pontos

Enziméticas | pelo calor pela pela lectina anticorpo Cataliticas |lIsoelétricos

fenilalanina anti-figado

Ossos ++ + ++ + = =
Figado + + + + = =
Rins + + - + = =
Placenta - +++ - - # #
Intestino + ++ - - # #
Delgado

+ - fraca

++ - moderada

+++ - forte

= - semelhantes

# - especificas

b - Fosfatase alcalina esquelética:

A fosfatase alcalina esquelética € uma ectoenzima do osteoblasto, com
fungdes nao completamente esclarecidas (Farley e colaboradores, 1994; Risteli e
Risteli, 1993). Sua atividade apresenta correlagdao razoavel com a formagao
ossea (Ristelli,1993). Os niveis mais altos sdo geralmente encontrados na doenga

de Paget do osso, onde admite-se que seja a fragdao da fosfatase alcalina
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responsavel pela quase totalidade da fosfatasemia (Farley e colaboradores,
1994). No raquitismo e na osteomalécia, o possivel efeito ‘da matriz 6ssea
submineralizada sobre a atividade dos osteoblastos é o principal responsavel pelo
aumento da atividade da enzima (Moss, 1976).

Em lactentes, criangas e adolescentes saudaveis, a maioria da fosfatase
alcalina presente no soro é de origem 6ssea (cerca de 80%), enquanto em
adultos saudaveis predomina a fragao hepatica (Moss, 1982; Risteli e Risteli,
1993). Outro aumento parece haver apdés os cinquenta anos (Duda e
colaboradores, 1988).

Existem diversas maneiras de se estimar qualitativa ou semi-
quantitativamente a atividade da fosfatase alcalina esquelética. Estas incluem
inativagao pelo calor ou substancias como a uréia, fenilalanina ou hidroxiamina,
solubilidade em etanol acido, precipitagdao por lectina de germe de trigo,
eletroforese e mais recentemente, técnicas de imunorradiometria que incluem
anticorpos monoclonais especificos (Farley e colaboradores, 1994; Moss, 1982;
Panighari e colaboradores, 1994; Risteli & Risteli, 1993; Rosalki, 1984; Siqueira e
colaboradores, 1995). Desde o primeiro relato em 1962, da maior estabilidade da
fosfatase alcalina hepatica ao calor, tém surgido diversos estudos de inativagao
seletiva (Moss, 1974; Moss, 1976; Siqueira e colaboradores, 1995). A maioria
refere-se ao uso da uréia ou do calor como agente de inativagdo. Os métodos de
inativagao pelo calor diferem quanto a temperatura utilizada e o tempo de
inativagao estudado. Em um procedimento tipico, atividade residual menor que
20% da fosfatasemia apdés incubagdo por 10 minutos a 56°C sugere que a

amostra contenha predominantemte fosfatase alcalina 6ssea (Moss, 1976; Moss,
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1982). A eletroforese é a técnica'que quando realizada isoladamente se mostra
mais Util para andlise qualitativa das multiplas formas da fosfatase alcalina no
soro. Entretanto, ha superposigcao entre os picos eletroforéticos das formas dssea
e hepatica a quantificagdo por densitometria (Moss, 1982; Panighari e
colaboradores, 1994). Baseados no fato de que as fragbes esqueléticas e
hepaticas da fosfatase alcalina sao diferentemente glicosiladas, Rosalki e
colaboradores testaram o efeito da lectina de germe de trigo (uma proteina
altamente especifica e com grande capacidade de se ligar a carboidratos) sobre
amostras ricas em fosfatase alcalina e observaram que a fragdo éssea é
precipitada por este método (Rosalki & Ying Foo, 1984). Este estudo foi
posteriormente repetido e os resultados nao sdo uniformes (Beher & Barnent,
1988; Farley e colaboradores, 1994). As técnicas com anticorpos monoclonais
tém mostrado resultados superiores aos outros métodos (Panighari e

colaboradores, 1994), mas ainda nédo sao universalmente disponiveis.

¢ - Osteocalcina:

A osteocalcina é a principal proteina ndo colagénica da matriz 6ssea e é
predominantemente sintetizada pelos osteoblastos. Apds sua incorporagao a
matriz 6ssea, pequena fragao é liberada na circulagéo, onde pode ser medida por
radioimunoensaio (Delmas, 1990; Delmas, 1993). Interferem nos resultados:
horario da coleta da amostra a ser examinada (existem variagdes séricas diurnas

de osteocalcina) e descongelamentos multiplos (Tohmé e colaboradores, 1991).
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d - Pré-colageno tipo I:

Durante o metabolismo extra celular do colageno .tipo I, antes da
formagao das fibrilas, ocorre clivagem amino terminal e carboxi terminal. Os
peptideos resultantes circulam no sangue, onde podem ser quantificados
(Delmas, 1993; Tohmé e colaboradores, 1991). As concentragdes séricas dos
peptideos carboxi terminais (PICP), mostram forte correlagio com a formagéo
dssea, avaliada histomorfometricamente (Risteli & Risteli, 1993). Em lactentes e
criangas as concentragbes sao maiores que nos adultos, refletindo o crescimento
6sseo (Risteli & Risteli, 1993). Existe pouca informagao a respeito da validade da
determinagdo do peptideo amino terminal do colageno (PINP), nas doengas

dsseas metabdlicas (Delmas, 1993; Risteli & Risteli, 1993).

e - Osteonectina:

A osteonectina € uma glicoproteina nao colagénica, produzida por varios
tecidos ndo calcificados e pelos osteoblastos (Azria, 1989). E encontrada em
altas concentragdes nas plaquetas e na matriz 4ssea extra celular (Azria, 1989;
Delmas, 1990; Tohmé & colaboradores, 1991). Ensaios tém sido desenvolvidos

com o objetivo de identificar a osteonectina especifica do osso (Delmas, 1990;

Tohmé & colaboradores, 1991).
1.2.2.1.2. Marcadores de reabsorgao 6ssea

a - Hidroxiprolina urinaria:

Um dos principais passos na sintese do colageno é a hidroxilagao da
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prolina (Tohmé e colaboradores, 1991). Quando o coldgeno é degradado, a
hidroxiprolina livre nao pode ser reutilizada, sendo entao eliminéda na urina, onde
é mensuravel (Delmas, 1990; Tohmé e colaboradores, 1991). Em lactentes e
criangas a excregao é superior a dos adultos e relacionada ao peso e crescimento
6sseo (Risteli & Risteli, 1993).

A determinagao urinaria deste aminoacido relaciona-se fracamente com o

metabolismo dsseo (Azria, 1989; Delmas, 1990; Delmas, 1993; Risteli & Risteli,

1993; Tohmé e colaboradores, 1991).

b - Hidroxilisina glicosilada:

Hidroxilisina, a exemplo da hidroxiprolina, € um aminoacido exclusivo do
colageno e de proteinas que possuem sequéncias semelhantes ao colageno
(Delmas, 1993; Delmas, 1990; Tohmé e colaboradores, 1991). As relativas
proporgcoes e contetido total das hidroxilisinas glicosiladas sao diferentes para os
diferentes tipos de colageno, havendo nitidas distingdes no osso e na pele
(Delmas, 1990), sendo um marcador sensivel da degradagdo do colageno
(Delmas, 1993). Limita o método, principalmente a necessidade de um analizador
automatico de aminodcidos (Delmas, 1990). A cromatografia liquida de alta
resolugdo também tem sido usada para determinagao deste aminoacido (Delmas,

1990; Delmas, 1993; Tohmé e colaboradores, 1991) e isto limita também seu uso

€m nosso meio.
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¢ - Fosfatase acida tartarato-resistente:

No plasma de individuos normais, a fosfatase acida tértarato resistente,
corresponde a isoenzima éssea da fosfatase acida, éncontrada nos osteoclastos
(Delmas, 1993; Tohmé e colaboradores, 1991), que secretam esta enzima
ativamente durante a reabsorgdo dssea in vitro (Risteli & Risteli, 1993). A baixa
especificidade da fosfatase acida tartarato resistente, sua relativa instabilidade

em baixas temperaturas e a presenga de inibidores séricos sao fatores que

limitam o uso clinico deste marcador bioquimico (Delmas, 1993).

d - Piridinolina e deoxi-piridolina:

Estes sdo produtos da degradagéo do colageno tipo |, cujos ensaios foram
desenvolvidos com o objetivo de melhorar a especificidade dos marcadores
bioquimicos do metabolismo ésseo (Demers, 1995; Risteli & Risteli, 1993). Em
condi¢des onde existem aumento de atividade osteoclastica e desmineralizagao
Ossea, estes produtos sao liberados na corrente sangiinea e eventualmente
excretados na urina (Demers, 1994), havendo uma boa correlagdo entre doenga

6ssea metabdlica de alto turnover e excregé@o urinaria de piridinolina e deoxi -

piridinolina (Demers, 1994; Risteli & Risteli, 1993).
1.2.2.2. Avaliagao radioldégica da densidade 6ssea mineral em criangas

A densidade Ossea mineral pode ser medida de maneira relativamente

precisa por uma variedade de métodos qualitativos ou quantitativos, ambos com

vantagens e desvantagens especificas.
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1.2.2.2.1. Avaliagao qualitativa da densidade 6ssea mineral

A avaliagdo da densidade Odssea mineral pelo eétudo radiol6gico
convencional € um método bastante limitado. Varios autores demonstraram que
mais de 35% do osso trabecular pode ser perdido sem qualquer evidéncia
radiolégica de osteopenia ao exame da coluna vertebral, quando estes métodos
sao utilizados (Chestnut, 1989; Garton e colaboradores, 1994; Johnston,
Slemenda & Melton, 1991; Poznanski, 1993). Isto porque somente o osso cortical
é claramente visto nas radiografias planas e perda substancial de osso trabecular
pode ocorrer antes do acometimento cortical (Poznanski, 1993).

A presenga de alguns sinais radioldgicos auxiliam o diagnéstico de
osteopenia, como por exemplo: presenca de fraturas ou deformidades vertebrais,
fraturas de ossos longos sem histéria de trauma, arqueamento de ossos longos e

irregularidades metafisarias tipicas de raquitismo (Poznanski, 1993).

1.2.2.2.2. Avaliagao quantitativa da densidade 6ssea mineral

Tanto o osso cortical quanto o osso trabecular podem ser avaliados
quantitativamente. Para o estudo do osso cortical empregam-se métodos
convencionais de raios X ou densitometria de »fétons simples. A Gltima é superior
aos raios X, sendo um método de baixa radiagéo e baixo custo, bastante utilizado
na faixa etaria pediétfica (Salle & Glorieux, 1993).

Existem trés técnicas atualmente disponiveis para avaliagdo do osso
trabecular: densitometria de fétons simples, densitometria de dupla emissdo e

tomografia computadorizada (quadro 4). Estes métodos calculam a massa éssea
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com base na absorgéo tecidual de fétons provenientes de radionuclideos ou raios
X. Os resultados sdo expressos em unidades de massa 6ss;ea ou grama de
mineral ésseo corrigidos por area exposta. Tém boa precisdao e acuracia, pouco
tempo de exposi¢do e, excetuando-se o meétodo tomografico, baixa radiagéo
(Hoiseth, Alho & Husby, 1994; Johnston, Slemeda & Melton, 1991; Poznanski,
1993; Salle & Glorieux, 1993). O método com fétons simples mede principalmente
0 osso cortical, como ja foi salientado e tem pouca precisdo, provavelmente
relacionada a meia vida curta do radionuclideo utilizado (Salle & Glorieux, 1993).
Além disto, com este exame nao se corrige a interferéncia das partes moles, que
limita o seu uso para o estudo do esqueleto apendicular. A densitometria de dupla
emissao foi a ultima a ser desenvolvida e tem a capacidade de avaliar a
densidade 6ssea em segmentos do esqueleto circundados por tecido mole, nao
homogéneo, como é o caso da 'coluna e do quadril, embora também sejam

possiveis avaliagdo de todo o corpo (Salle & Glorieux, 1993).



60

Quadro 4: Técnicas para medidas da massa 6ssea*

Técnicas Area 6ssea Dura¢ao do exame Dose de
estudada (minutos) radiagao
(mRem)
Densitometria de radio, calcéneo 15 10-20
fétons simples
Densitometria de coluna, quadril, 20-40 5
dupla emissao com corpo inteiro
fonte de
radionuclideo
Densitometria de coluna, quadril, 3-1 1-3
dupla emissao com corpo inteiro
fonte de raios X
Tomografia coluna 10-15 100-1000
computadorizada
quantitativa

* Fonte: Johnston e colaboradores, 1991

O uso de uma fonte radioativa (raios X ou isétopos) permite distinguir o
conteiido mineral ésseo também das interfaces aéreas. O tempo de exposigao,
no entanto, € mais longo do que o precedente (Johnston, Slemenda & Melton,
1991; Salle & Glorieux, 1993). O uso mais recente dos raios X, permite um
aumento substancial na intensidade da saida do fluxo de radiagao e tem diversas
vantagens sobre a fonte isotdpica: possibilita um exame mais rapido, com maior
precisdao, menor dose de radiagdo para o paciente e melhor resolugdo das
imagens (Johnston, Slemenda & Melton, 1991; Poznanski, 1993; Salle & Glorieux,
1993; Southard e colaboradores,} 1991; Wahner, 1989). Existe forte correlagao
entre conteudo 6sseo mineral medido por este método e conteiido de calcio
0sseo, 0 que torna esta técnica bastante acurada e indicada para estudos

longitudinais (Salle & Glorieux, 1993).

Os primeiros relatos referentes aos estudos da densidade 6ssea mineral,
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salientavam o fato dos métodos ndao avaliarem a regidao 6ssea de maneira tri-
dimensional. No exame das vértebras, por exemplo, nao se coﬁseguia visualizar
o comprimento antero-posterior, largamente influenciado pelo crescimento. Isto
era resolvido, mudando-se a posi¢éo do paciente durante o exame, de modo a se
obter uma visao lateral do corpo vertebral (Salle & Glorieux, 1993). Atualmente,
os instrumentos mais modernos dispdem de detectores méveis que permitem a
analise tri-dimensional do corpo vertebral sem necessitar movimentar o paciente.
A densitometria de dupla emiss@o com fonte de raios X ja foi validada no grupo
pediatrico (Brunton, Bayley & Atinkson, 1993) e é considerada como método de
escolha para a avaliagdo da densidade 6ssea mineral em criangas (Henderson,

1992; Kroger e colaboradores, 1992; Poznanski, 1993; Salle & Glorieux, 1993).

1.3. Alteragoes 6sseas relacionadas a colestase cronica

Diversas entidades clinicas estao associadas a desarranjos no
metabolismo ésseo. Tanto osteoporose quanto raquitismo e osteomalécia podem
acometer o individuo com osteodistrofia hepatica (Fig. 3), parecendo haver uma
maior prevaléncia de osteoporose, pelo menos, no que diz respeito aos estudos
na populagdo adulta. A definicao precisa de cada uma destas condigbes auxilia a

compreensao dos possiveis mecanismos relacionados a osteopenia colestatica.
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Figura 3: Alteracoes Osseas relacionadas a colestase cronica

1.3.1. Osteoporose

Histomorfometricamente, osteoporose € a diminuicdo do volume total de
0sso normalmente mineralizado (Norman & Henry, 1993). Durante a modelagao e
remodelagdo éssea dois defeitos fundamentais podem ocorrer: (1) defeito de
formagdo da matriz; (2) desequilibrio entre formagdo e reabsorgdo dssea
(Norman & Henry, 1993). Clinicamente, é uma doenca caracterizada pelo
desenvolvimento de fraturas nao traumaticas, resultado direto da massa éssea
diminuida (Kleerekoper & Avioli, 1993). Quando o defeito predominante relaciona-
Se ao aumento da reabsorgao 6ssea, considera-se a osteoporose como sendo
de alto turnover. Osteoporose de baixo turnover refere-se a ~diminuigao
progressiva tanto da formag&do quanto da reabsorgdo dssea (Kleerekoper, 1993).

Existem diversas classificagdes para osteoporose. A mais comum relaciona-se a
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etiologia da osteoporose. Considera-se osteoporose primaria aquela associada a
uma desordem primaria do osso, devendo-se salientar que em adultos, a
osteoporose pdés menopausa ou senil & assim considerada. Havendo um
mecanismo etiolégico claramente identificivel em outros 6rgaos ou sistemas
classifica-se a osteoporose como secundaria (Norman & Henry, 1993;
Kleerekoper & Avioli, 1993).

Diagndstico de osteoporose em criangas e adolescentes é frequentemente

feito quando existe diminuigdo da massa 6ssea (osteopenia), na auséncia de

raquitismo ou osteite fibrosa (Norman & Henry, 1993).

1.3.2. Raquitismo e osteomalacia

Raquitismo € uma desordem no processo de mineralizagdo da matriz
6ssea que envolve tanto a placa epifisaria quanto os ossos cortical e trabecular ja
formados. Refere-se unicamente a submineralizagdo presente no osso em
crescimento. Osteomalacia também é um processo de submineralizagao éssea
mas que ocorre apds cessado o crescimento, ndo havendo portanto participagao
da placa epifisaria (Klein, 1993; Teitelbaum, 1982). O mecanismo etiopatogénico
é incerto, no entanto sugere-se haver uma menor habilidade da matriz 6ssea

tornar-se mineralizada, existindo inadequada deposi¢ao de minerais (Klein, 1993).

1.3.3. Osteodistrofia hepatica

Osteodistrofia hepatica, doenga éssea metabdlica associada a hepatopatia

cronica, pode complicar todas as formas de colestase prolongada. Especialmente
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quando existe comprometimento da fungao hépato-biliar como é caso da cirrose
biliar primaria em adultos e da atresia biliar extra hepatica em cﬁangas (Hodgson,
Diekson & Wahner, 1985; Rao, 1993; Sherlock, 1993). Estes pacientes
apresentam diminuigao da massa éssea (osteopenia) que podera estar associada
a osteoporose, osteomalacia, ou raquitismo. Estudos em adultos sugerem ser a
osteoporose a principal anormalidade &ssea relacionada a osteopenia da
colestase cronica (Diamond e colaboradores, 1989; Guafabens e colaboradores,
1992; Hay, 1995; Herlong, Recker & Haddrey 1989; Rao, 1993; Sherlock, 1993).
A prevaléncia de osteomalacia varia muito: sdo descritas cifras desde 0% a
71,4% (quadro 5); para alguns autores, as maiores prevaléncias parecem estar

associadas a menor rigidez nos critérios de definicdo admitidos (Diamond e

colaboradores, 1989; Rao, 1993; Mason, 1994).
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Quadro 5: Estudos relacionados a osteodistrofia hepatica em adultos

Autor Numeroda | Faixa Diagnéstico Resultado da | Resultado dos
(public) amostra etaria densitometria estudos de
estudada | (anos) éssea histomorfometria
F (% casos)
Diamond, T 80 20-74 | CBP (7)* - osteopenia sem
(1989) e DAF (30)** osteoporose
colaboradores CEP (13)** (57%)
HCA (20)**** osteoporose
Hemoc(10)***** (21%)
osteomalacia
(0%)
osteoporose
Diamond, T 107 20-74 |CBP (6) osteopenia (39%)
(1989) e DAF (38) (39%) osteopenia sem
colaboradores CEP(13) osteoporose
HCA(26) (33%)
Hemoc(24) osteomalacia
(0%)
Herlong, FH 15 33-61 |{CBP osteopenia osteoporose
(1982) e (100%) (80%)
colaboradores osteomalacia
(0%)
: osteoporose
Hodgson, F 15 24-50 |CBP osteopenia (85%)
(1985) e (85%) osteomalacia
colaboradores (0%)
Mawer, EB 14 30-72 | CBP(30), - osteomalacia
(1985) e esteatose(2) (13,3%)
colaboradores D.A.F(2), osteoporose
‘ cirrose  criptogénica (6,7%)
(2
Reed, J 7 38-57 |CBP 100% normal osteomalacia
(1980) e (71,4%)
colaboradores

* CBP
**  DAF
> CEP
*kkk HCA
% o Kk Kk Hemo

C

cirrose biliar primaria;

doenca alcodlica do figado;
colangite esclerosante primaria;
hepatite cronica ativa;
hemocromatose
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A dificuldade na realizagdo de estudos histomorfométricos em criangas,
Nao nos permite identificar o processo metabélico responsévei pela osteopenia
observada em graus variados, associada ou ndo a raquitismo (Argao, Specker
& Heubi, 1993; Bucuvalas e colaboradores, 1990; Heubi, 1989). Neste grupo, até
0 momento, foram realizados raios X convencional ou densitometria 6ssea com
fétons simples. Diversos aspectos, dificultam a realizagdo da bidpsia 6ssea em
criangas, como por exemplo, o carater invasivo do procedimento e a necessidade
do uso sistémico de tetraciclinas para diferenciar osteomalédcia (mineralizagao
retardada da matriz 6ssea) do simples aumento da sintese de ostedide,
impossivel sem este marcador (Chesnut 1ll, 1989). Deste modo, os métodos
radiolégicos sdo as melhores opgbes para a avaliagdo da densidade éssea na
crianca. Os raios X encontram-se em crescente desuso, devido a sua pouca
especificidade e a dificuldades de interpretagdo. Densitometria 6ssea tem sido
largamente utilizada em criangas e adolescentes para determinag&o dos valores
de normalidade e correlagdes com padrdes de crescimento e desenvolvimento
(Bonjour e colaboradores, 1991; DePriestier, Cole & Bishop, 1991; Genant, Gleur
& Lotz, 1994; Gilsani e colaboradores, 1988; Gilsanz e colaboradores, 1994,
G|a§tfe e colaboradores, 1990; Gunnes, 1994; Koo e colaboradores, 1991; Miller
e colaboradores, 1991; Rubin e colaboradores, 1993; Southard e colaboradores,
1991; Thomas e colaboradores, 1991) e para o diagnéstico de osteopenia de
diversas etiologias: renal (Bataille e colaboradores, 1991), endécrina (Roe e
colaboradores, . 1991), gastrointestinal (Stalling e colaboradores, 1994;
Valdimarson e colaboradores, 1994), nutricional (Chatuverdi, Garg & Choudhary,

1993; Chesney, 1990; Koo e colaboradores, 1991; Rubinacci e colaboradores,
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1993) e metabdlica (Allen e colaboradores,1994). Somente os estudos
publicados a partir de 1993, utilizaram a densitometria com fétons simples ou a
densitometria de dupla emissédo, sendo a primeira indiscutivelmente o método
mais utilizado. Apesar de ser de menor valor do que a densitometria de'dupla
emissdo com fonte de raios X a primeira fornece valores de normalidade nas
variadas faixas etarias. No que diz respeito a osteodistrofia hepatica,
desconhecemos estudos utilizando densitometria de dupla emissdao com fonte de
raios X cujos padrdes de normalidade s6 s&o disponiveis para criangas a partir de
3 anos.

A causa da osteopenia colestatica € desconhecida até o momento (Hay,
1995) mas alguns fatores, reconhecidamente parecem contribuir para seu
surgimento: ingestdo inadequada de calcio e vitamina D, diminuigdo da massa
muscular, imobilizagao por hospitalizagao freqiiente, ma absor¢ao de vitamina D
e disfuncdo osteoblastica (Argao e colaboradores, 1994; Diamond e
colaboradores, 1989; Hay, 1995; Heubi e colaboradores, 1989; Hodgson, Diekson
& Wahner, 1985; Rao, 1993; Reed e colaboradores, 1980; Sherlock, 1993).
Hiperparatireoidismo secundario ndo parece ser de relevéncia (Hay, 1995; Rao,
1993; Sherlock, 1993), embora ja tenha sido descrito em associagao com cirrose
biliar primaria (Fonseca e colaboradores, 1987). Concentra¢des séricas de calcio,
fésforo e magnésio, nao predizem as alteragdes 6sseas (Mowat, 1987; Sherlock,
1993) e hipocalcemia, quando existe, parece estar associada a hipoalbuminemia
(Rao, 1993). Absorgao de calcio ndo parece estar prejudicada em criangas com
colestase cronica (Bucuvalas e colaboradores, 1990).

Diversos estudos tém tentado estabelecer, sem sucesso uma relagéo
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direta entre o estado de deficiéncia de vitamina D e doenga 6ssea metabdlica
(Argao, Specker & Heubi, 1993; Diamond e colaboradores, 198'9; Herlong, Ricker
& Haddrey, 1982; Heubi, 1990; Kaplan e colaboradores, 1988, Mawer e
colaboradores, 1985; Réed e colaboradores, 1980; Sokol, 1993). Heubi e
colaboradores estudando criangas com atresia biliar extra hepatica
demonstraram que os niveis séricos de vitamina D eram significativamente
menores no grupo submetido a portoenterostomia sem restauragao subsegiiente
do fluxo biliar (Heubi e colaboradores, 1990). Nas outras formas de colestase da
infancia, a prevaléncia da deficiéncia varia de 20% a 50% (Argao, 1993; Sokol,
1993). Nenhuma correlagdo com osteopenia pode ser observada, entretanto
(Argao, Specker & Heubi, 1993; Argao e colaboradores, 1994; Bucuvalas e
colaboradores, 1990; Hay, 1995; Heubi e colaboradores, 1989). Resultados
semelhantes foram encontrados em mulheres com cirrose biliar primaria e em
cirréticos de etiologia variada (Diamond e colaboradores, 1989; Hodgson, Dickson
& Wahner, 1985).

A avaliagdo clinica da deficiéncia de vitamina D, baseia-se na
determinagdo dos niveis séricos de 25 hidroxivitamina D, levando-se em
consideragédo variagdes sazonais, idade e raga do individuo em estudo. Niveis
séricos inferiores a 14 ng/ml sao indicativos do estado de deficiéncia (Sokol,
1993). Na hepatopatia crdnica ndo parece haver prejuizo da hidroxilagéo hepatica
(Sherlock, 1993; Sokol, 1993). Mais recentemente, atribuiu-se a concentragéo
sérica de bilirrubina indireta um papel na inibigdo de células de linhagem
osteoblastica (Hay,1995; Jane e colaboradores, 1992). Nos pacientes pediatricos

com colestase crénica, outro fator pode estar envolvido na patogénese da
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osteopenia da colestase: Bucuvalas e colaboradores demonstraram diminuigao
de fatores locais de crescimento ésseo, particularmente insulin like growth factor |
(IGF 1) (Bucuvalas e colaboradores, 1989).

Estes pacientes estéo freqlientemente assintomaticos até a ocorréncia de
fraturas espontaneas (Hay, 1995).

Diversas tentativas terapéuticas tém surgido: suplementagéo adequada de
vitamina D ( 2 - 4 ng/ kg/dia em criangas e 50 -100 pg/dia em adultos) soluciona o
estado de deficiéncia hormonal mas nao parece influenciar a densidade 6ssea
mineral (Diamond e colaboradores, 1989; Hay, 1995; Herlong, Recker & Haddrey,
1992; Heubi e colaboradores, 1989; Reed e colaboradores, 1980; Sherlock,
1993). Estudos envolvendo a utilizagdo de estrégenos, fluoreto e calcitonina,
realizados em adultos, nao mostram resultados convincentes (Guafabens e
colaboradores, 1992; Hay, 1995). Medidas profilaticas incluem: suplementagao de
célcio e vitamina D, adequado suporte nutricional e estimulo a exposi¢gao ao sol.

O transplante hepatico parece ser a Unica alternativa para a osteodistrofia
hepatica. Argao e colaboradores (1994), em um estudo longitudinal, procuraram
estabelecer um perfil dos niveis séricos de 25 hidroxivitamina D e da densidade
6ssea mineral em lactentes e criangas submetidas a transplante hepatico
ortotopico. Antes do procedimento, 33,3% dos pacientes tinham deficiéncia de
vitamina D e todos apresentavam densidade 6ssea mineral diminuida, ambas
alteragdes foram revertidas em todos os pacientes apds o transplante hepatico,
sugerindo um papel da fungdo parenquimatosa do figado na existéncia da doenga
O0ssea metabdlica. Algumas alteragbes Osseas podem surgir apdés este

procedimento, muitas delas na dependéncia do uso de imunossupressores
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(Porayko e colaboradores, 1991), mas o principal fator de risco para osteopenia

poés-transplante é a existéncia de osteopenia pré-transplante, como salienta Hay

(1995).
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2. JUSTIFICATIVA DO ESTUDO

Figurando entre uma das principais conseqiiéncias sistémicas da colestase
cronica, as alteragbes dsseas nestes pacientes devem, indiscutivelmente, ser
avaliadas. Os estudos de histomorfometria éssea sdo sofisticados e por demais
invasivos para serem utilizados, na faixa etaria pediatrica, como método
diagnéstico inicial de doenga 6ssea metabdlica. Esta finalidade pode ser atendida
com estudos radiolégico e bioquimico combinados. O método radiolégico deve
ser preciso, seguro (baixos tempo de exposi¢cdo e radiagao) acurado e de facil
realizagdo. Estes atributos sdo encontrados na densitometria de dupla emissao
com fonte de raios X. O método bioquimico, por sua vez deve ser de féacil
execugao, baixo custo e preciso. A atividade da fosfatase alcalina
esquelética € um bom marcador de formagdo Ossea, preenchendo os pré-
requisitos citados. Considerando que a osteoporose de baixo turnover é a

principal entidade clinica relacionada a osteodistrofia hepatica, desenvolvemos o

presente estudo.
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3.1. Objetivos Gerais
3.2. Objetivos Especificos



3. OBJETIVOS

3.1. Objetivos Gerais

Determinar a atividade da fosfatase alcalina esquelética em criangas e
adolescentes com colestase cronica, sua densidade 6ssea mineral e estudar as
eventuais correlagdes entre estas variaveis e tempo de colestase, estado

nutricional, provas de “fungdo” hepatica e concentragéo séricas de calcio, fésforo

e magnésio.

3.2. Objetivos especificos

a - Determinar a atividade sérica da fosfatase alcalina esquelética pelos
métodos de inativagdo pelo calor e da precipitagdo por lectina de germe
de trigo; estudar precisdo e exatiddo dos métodos e determinar o
melhor método para o estudo desta enzima;

b - Estudar as relag6es entre atividade da fosfatase alcalina esquelética e
tempo de colestase, provas de “fungdo” hepadtica, concentragdes
séricas de calcio, fésforo e magnésio, avaliagao nutricional e dénsidade
6ssea mineral;

¢ - Determinar a densidade éssea mineral de criangas com no minimo trés

meses de colestase por densitometria éssea de dupla emissdao, com
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fonte de raios X;
d - Estudar as relagbes entre densidade 6ssea mineral e tempo de
colestase, provas de “fungdo” hepatica, concentragdes séricas de

cdlcio, fésforo e magnésio, atividade da fosfatase alcalina esquelética e

avaliagdo nutricional.



4.1.

4. MATERIAL E METODOS

Aspectos Gerais

4.2. Estudo bioquimico

4.3.

4.2.1. Delineamemto do estudo

4.2.2. Amostra e critérios de inclusdo e exclusao

4.2.3. Variaveis em estudo e calculo do tamanho da amostra

4.2.4, Exame clinico e avaliagao nutricional

4.2.5. Determinagéo da fosfatasemia alcalina total (EC 3.1.3.1.)

4.2.6. Determinacdo da atividade da fracdo esquelética da
fosfatase alcalina; estudo dos métodos da precipitagao
por lectina de germe de trigo e inativagao pelo calor

4.2.7. Provas “funcionais” hepaticas

4.2.8. Determinagdao das concentragbes séricas de calcio,
fésforo, magnésio, glicose, uréia e creatinina

Estudo radioldgico

4.3.1. belineamento do estudo

4.3.2. Amostra e critérios de inclusao e exclusao

4.3.3. Variaveis em estudo e calculo do tamanho da amostra

4.3.4. Determinacao da densidade 6ssea mineral
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4.2. Estudo bioquimico
4.2.1. Delineamento do estudo

Trata-se de um estudo com eixo de montagem transversal, eixo
experimental observacional, unidade individual e eixo temporal contemporaneo.
Fator em estudo: colestase cronica

Desfecho: hiperfosfatasemia alcalina esquelética
4.2.2. Amostra e critérios de inclusao e exclusao

Foram estudados 32 pacientes de ambos os sexos com no minimo 3

meses de colestase, acompanhados no Setor de Gastroenterologia Pediatrica

do Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

Participaram como controles dezesseis criangas e adolescentes normais,
“voluntarios”, provenientes do ambulatério de puericultura do Hospital de Clinicas

de Porto Alegre e filhos do staff do laboratério de bioquimica.
- Critérios de inclusao:

a - Caucasodides;
b - Faixa etéaria entre 4 (quatro) meses e 18 anos;

¢ - Evidéncia de colestase por, no minimo 3 meses, definida clinicamente pela

presencga de ictéricia colurica e/ou acolia e/ou prurido, desde que este ultimo
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nao estivesse associado a outras causas, e laboratorialmente por

hiperbilirrubinemia de reagao direta superior a 30% da bilirrubinemia.

- Critérios de exclusao:

a- Histéria de doenga 6ssea prévia de etiologia ndao relacionada a doenga
hepatica, capaz de determinar osteopenia;

b - Sindromes genéticas possivelmente, associadas a alteragdes do metabolismo
4sseo;

¢ - Gestagédo em curso;

d - Doenga intestinal inflamatéria cronica;

e - Niveis séricos de uréia e creatinina acima dos valores de referéncia;

f- Glicemia de jejum superior a 120 mg/dl, associada a glicosuria ou histéria
sugestiva de Diabetes Melitus;

g - Uso prévio de corticosterdides sistémico por, no minimo duas semanas;

h - Uso prévio de vitamina D3 parenteral.

i - Negativa dos pais ou responsaveis em assinar termo de consentimento.
4.2.3. Variaveis em estudo e calculo do tamanho da amostra

a - Fragao esquelética da fosfatase alcalina;

b - Tempo de colestase;
¢ - Avaliagéo nutricional por ocasido da entrada no estudo;

d - Provas “funcionais” hepaticas (atividades séricas de aminotransferases, gama
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glutamiltransferase, 5’-nucleotidase, concentragbes séricas de albumina,
bilirrubina total e direta e determinagéo do tempo de protrorhbina);

e - Concentragdes séricas de calcio, fésforo e magnésio;

- Calculo do tamanho da amostra:

Para este estudo, o tamanho da amostra analisada tem um poder

estatistico de 80%, considerando-se um o 0 0,05 e um f§ = 0,20.
4.2.4. Exame clinico e avaliagao nutricional

A avaliagao clinica, que constava de histéria € exame fisico foram feitos
pela pesquisadora. Considerou-se hepatomegalia, valores de extensao total do
figado acima dos valores de normalidade para idade, de acordo com os dados de
Naveh e colaboradores, que podem ser apreciados na tabela |. Para avaliagao
das variaveis peso e comprimento/estatura utilizou-se antropémetro de madeira e
balangas da marca Filizolla para lactentes com capacidade de 15 Kg graduada
em intervalos de 10 gramas e balanga-plataforma com capacidade de 150 Kg,
graduada em intervalos de 100 gramas. Como padrao de referéncia, foram
utilizadas as tabelas para peso e estatura do National Center of Health Statistic
(NCHS).

Os pacientes foram classificados em desnutridos de graus variaveis ou
eutréficos de acordo c;om 0s padrées do escore Z, os critérios de Gomez e

Waterlow. A padronizagéo pelo escore Z refere-se ao nimero de desvios padrao
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acima ou abaixo dos valores de referéncia. Sdo considerados desnutridos, os
individuos abaixo de dois desvios padrdo da média (quadro 6). A classificagédo de

desnutricio de Gomez e de Waterlow podem ser apreciadas nos quadros 7 e 8,

respectivamente.

Tabela |

Tamanho do figado em criangas *

Idade Extensao (cm)
Nascimento 56-5,9

2 meses 5,"0

1 ano 6,0

2 anos 6,5

3 anos 7,0

4 anos 7,5

5 anos 8,0
12 anos 9,0

* Fonte: Naveh & Berant, 1984



Quadro 6: Avaliagao nutricional segundo o escore Z

Estado | Escore Z
nutricional P/A PN Al
Eutréfico até 2 desvios padrao da média
Desnutrido + de 2 desvios abaixo da média

Fonte: Waterlow e colaboradores, 1977

Quadro 7: Avaliagdo nutricional segundo o critério de Gomez

Peso / Idade
Estado Nutricional

(% peso ideal)

100 - 90 Eutréfico
89-75 Desnutrigéo Grau |
74 - 60 Desnutrigdo Grau I

<60 Desnutricao Grau lll

Fonte: Modificado de MaclLaren, 1982,
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Quadro 8: Avaliagao nutricional segundo os critérios de Waterlow

Estagio . Estado nutricional Classificégéio
% peso % altura
> 90 > 95 Eutréfico
=< 90 > 95 |Desnutrigdo Atual

3 > 90 =< 95 Desnutrigdo
Pregressa

4 =<90 =< 95 Desnutrigdo

crénica

Fonte: Waterlow e colaboradores, 1977

4.2.5. Determinagéao da atividade da fosfatase alcalina total (EC 3.1.3.1)

A atividade da fosfatase alcalina total foi determinada a 25°C, utilizando-se

o substrato p-nitrofenol fosfato e tampéo de dietalomanida (Merckotest), segundo

o mecanismo de reagao descrito abaixo:

Fosfatase Alcalina

p-nitrofenol fosfato + H20 > fosfato + p- nitrofenol

A velocidade de produgdo do p-hitrofenol é medida fotometricamente e é

diretamente proporcional a atividade da fosfatase alcalina presente na amostra.
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Reagentes:
Solugéo tampao: 98 mi;

Substrato: 20 comprimidos;

Técnica:
Comprimento de onda: 405 nm
Cubeta: 1 cm de espessura;

Temperatura: 25°C;

Calculo da atividade enzimatica:

Substitui-se o valor médio das diferengas de absorbancia por minuto (A A/

min) da amostra na seguinte equagao:

Atividade Enzimatica (U/L) =A A/ min X 5454 (fator)

O fator refere-se ao coeficiente de extingao molar do p-nitrofenol, fornecido

pelo fabricante.

A atividade da fosfatase alcalina é expressa em U/l, onde 1 unidade
corresponde a 1 pmol de p-nitrofenol fosfato hidrolizado/min, & temperatura

ambiente.
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4.2.6. Determinagao da atividade de fragéo esquelética da fosfatase alcalina:
estudo dos métodos da precipitagédo por lectina de germe de trigo e

inativagao pelo calor

- Método da precipitagéo por lectina:

Este procedimento foi realizado como descrito por Rosalki e Ying Foo, que
se baseia na capacidade de ligagéo da lectina de germe de trigo a porgao
glicossacaridica da fragdo esquelética da fosfatase alcalina (Rosalki & Ying Foo,
1984), modificando-se os volumes de soro e reagentes. Todas as amostras foram
pré tratadas com o detergente Triton-X 100 diluido em &gua destilada na
concentragdo de 200 mg /I, que extrai os lipideos presentes na fosfatase alcalina
biliar. Cem microlitros de soro mais 10 pl da solucdo do detergente foram

incubados a 37°C, por 30 minutos. ApOs incubagdo, 10 ul desta mistura foram

adicionadas a 10 pl de lectina de germe de trigo (Sigma) em tubos de
“Eppendorf” e reincubados a 37°C. Apds incubagéo a 37°C por 30 minutos, os
tubos foram centrifugados a 8000 rpm, por 15 minutos em centrifuga refrigerada
Janetski K - 23. No sobrenadante, determinou-se a atividade da fosfatase alcalina
ndo esquelética, sendo que o valor medido era sempre multiplicado por 2,2 para

corrigir a diluigdo da amostra (2 x 1,1).

- Célculo da atividade da enzima:
Cerca de 80% da fosfatase alcalina esquelética do soro ¢ precipitada por
este método, estando os 20% restantes presentes no sobrenadante (Rosalki &

Ying Foo, 1984). A atividade desta fragao foi entdo calculada subtraindo-se o
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valor corrigido da fosfatase alcalina presente no sobrenadante do valor da

fosfatase alcalina total, multiplicando-se este resultado por 1,25'(100/80):

Atividade da fosfatase alcalina esquelética = [Atv.FAT(Atv.FAS X 2,2)]x1,25
onde:
Atv FAT = atividade da fosfatase alcalina total;

Atv FAS = atividade da fosfatase alcalina do sobrenadante;

- Método da inativagao pelo calor:

Considerando a labilidade da fragdo esquelética da fosfatase alcalina ao
calor, realizou-se o procedimento de inativagéo térmica da enzima como descrito
por Moss e Withby (1976). Cem microlitros do soro foram incubados a 56°C
durante dez minutos e transferidos para um banho com gelo. A fosfatase alcalina
ndo esquelética foi entdo determinada diretamente e a fragdo esquelética
indiretamente, calculada subtraindo-se o resultado da primeira d‘o valor da

fosfatase alcalina total do soro em estudo.

Atividade da fosfatase alcalina esquelética = Atv. da fosf. alcalina total -
Atv. da fosf. alcalina termoestavel

Todas as amostras estudadas foram coletadas no dia do exame

radiolégico e estocadas a -40°C até o momento da determinagao enzimética.

- Controle de qualidade dos métodos:

A inativacao pelo calor foi testada nas condi¢des habituais do laboratério,
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utilizando uma mistura de soros de criangas normais, nos tempos de 5, 10, 15
20, 25 e 30 minutos de incubagéo a 562°C.
Para testar a exatiddo dos métodos, as técnicas foram comparadas,

utilizando-se soros provenientes de pacientes adultos com doenga de Paget.

- Reprodutibilidade dos métodos:

Foi testada a reprodutibilidade dos métodos da fosfatase alcalina total e da
inativagdo pelo calor, procedendo-se a dez determinagdes consecutivas da
atividade desta enzima e de sua fragdo esquelética, utilizando-se a mesma
mistura de soros normais citada acima. Para o método da precipitagdo foram

realizadas sete medidas consecutivas, devido a escassez do reagente.

4.2.7. Provas “funcionais” hepaticas
Os niveis séricos de albumina, bilirrubinas, gama glutamiltransferase, 5’
nucleotidase e aminotransferases, foram determinados no Laboratério de

Bioquimica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

A - Albumina:
a - Fundamento do método:

Dosagem colorimétrica da albumina sérica com o verde de bromo-cresol a

pH 4,2 em um comprimento de onda (A) = 628 nm.

b - Valores de referéncia: 3,8 a 5,4 g/dl.
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B - Alaninoaminotranferase (ALT ): EC 2.6.1.2
a - Fundamento do método:

Método cinético em ultra-violeta.

ALT

L - Alanina + 2 - Oxoglutarato ———" L - glutamato + Piruvato

LDH

Piruvato + NADH + H+ _— Lactato + NAD+

A velocidade da diminuigéo na concentragédo de NADH ¢é proporcional a
atividade da ALT, sendo medida a um A = 340 nm. O piruvato endégeno & -

eliminado durante a pré-incubagéo.

b - Valores de referéncia: até 25 U/ |.

C - Aspartatoaminotransferase (AST): EC 2.6.1.1

a - Fundamento do método:

Método cinético em ultra - violeta.
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AST
L- Aspartato + 2 - Oxoglutarato «—— L - Glutamato + Oxaloacetatg

LDH

Oxaloacetato + NADH + H' +«—— Malato + NAD+

A velocidade da diminuigdo na concentragdo de NADH é proporcional &
atividade de AST, sendo medida em A = 340 nm. A lactato desidrogenase (LDH)
estd presente no substrato para converter piruvato enddégeno em lactato,

possibilitando medir o nivel de ALT.
b - Valores de referéncia: até 20 U/|

D - Bilirrubinas:
Bilirrubina Total (BT):
a - Fundamento do método:
A bilirubina total (direta + indireta) é dosada por acoplamento com &cido
sulfanilico diazotado em presenga de cafeina e benzoato de sédio, por método

colorimétrico, em A =520 nm.

b - Valores de referéncia: até 20,52 pmol/i (1,2 mg/dl)
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o Bilirrubina Direta:
a - Fundamento do método:

A bilirrubina direta é acoplada com p-benzenoidiazonio-sulfonado em pH
acido, no qual a bilirrubina indireta permanece insolivel e nio reage. A cor
vermelha resultante é proporcional ao teor de bilirrubina e se determina em

espectofotdmetro em A =525 nm.
b - Valores de referéncia: até 6.8 umol/l (0,4 mg/dl)

E - Gama Glutamiltransferase (YGT) (EC 2.3.2.1):

a - Fundamento do método:

YGT

L-y-gpn + glicilglicina — Glutamilglicilglicina + p - nitroanilina

gpn: glutamil-p-nitroanilina

A quantidade de p-nitroanilina liberada é diretamente proporcional a

atividade da yGT na amostra, medida a um A= 405 nm, sendo o fator = 1158.

b - Valores de referéncia: Até 28 U /|
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F - 5’ nucleotidase (5’N); EC 3.1.3.5

Método cinético em ultravioleta:

AMP — 0, Adenosina + Pi
Adenosina —222_,  Inosina + NH4

sendo ADA = Adenosina Deaminase

GLDH

H4 + 2 - Oxoglutarato + NADH L - glutamato + NAD

sendo GLDH = L-glutamato de hidrogenase.

A concentragdao de NAD produzido na reagéo, avaliada pelo decréscimo na
absorbancia a 340 nm, é diretamente proporcional a formagéo de adenosina que

por sua vez reflete a atividade da 5’ nucleotidase.

b - Valores de referéncia: Até 15U/ |

G - Tempo de protrombina:

A determinagéo do tempo de protrombina foi realizada no banco de sangue

do HCPA, pelo método empregado rotineiramente no laboratério. .
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a - Fundamento do método (Método de Quick):

O tempo de protrombina & o tempo necessério para que o plasma coagule
apds a adigéo de cloreto de calcio e do fator tecidual (extrato de cérebro ou de
cérebro pulmio). O complexo formado entre o fator VIl plasmatico e o fator
tecidual, em presenga de cdlcio ativa diretamente o fator X. O tempo de

protrombina entdo avalia a integridade do sistema extrinseco.
b - Valores de referéncia: até 14,5 segundos.

4.2.8. Determinagdo das concentragcdoes séricas de cdélcio, fésforo e

magnésio

A - Calcio:
a - Fundamento do método:

Em solugdao alcalina, o calcio forma um complexo violeta com o
o-cresolftaleina, que é medido em A = 570 nm.

b - Valores de referéncia: 2,02 a 2,60 umol / I( 8,10 a 10,4 mg/ 100m|).

B - Fésforo:

a - Principio do método:

H3PO4 + 12[M0o7024)6 _—* 7H3PO4[M003]12 +360-2
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A absorbancia do complexo formado lida em A=340 nm, é diretamente
proporcional a concentragéo do fosfato inorgénico presente na émostra,
Amostras lipémicas foram submetidas a desproteinizagdo, antes da

determinagéo bioquimica.

b - Valores de referéncia: 1,30 a 2,26 umol / | (4,0 a 7,0 mg/dl).

C - Magnésio:
a - Fundamento do método:

Os ions magnésio reagem com o magon sulfonado em meio alcalino,
formando um complexo de cor résea que € proporcional a quantidade de fons

magnésio presente na amostra, em comprimento de onda = 505 nm.

b - Valores de referéncia: 0,77 a 1,025 pumol /1 (1,9 a 2,5 mg/ dl).

C - Glicose:
a - Fundamento do método:
Teste enzimatico-colorimétrico:

A glicose oxidase catalisa a oxidagéo da glicose de acordo com a seguinte

reagao:

Glicose + 0, + HO —%® ,  Acido Glucénico + H,0,

onde GOD = glicose oxidase

O produto formado é medido espectofotometricamente em A = 490 nm.
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b - Valores de Referéncia: 2,8 a 6,2 umol /1 (50 a 110 mg/ dl).

D - Uréia:
a - Fundamento do método:
Método cinético em meio ultravioleta.

A uréia reage enzimaticamente da seguinte maneira, em A = 500 nm.

Uréia + H,0 +2H* UFEA%€ . €O, + 2NH,
GIDH
2NH;" + 2 2 -oxoglutarato + 2 NADH ——— 2 2-glutamato + 2 NAD" + 2 ,0

b - Valores de referéncia: até 7,1 umol/ | (até 20 mg/ dl).

E - Creatinina:
a - Fundamento do método:

Método colorimétrico direto.

A creatinina reage com o &cido picrico formando um complexo de cor
amarelo avermelhado (4cido picrénico), que apés adigdo do reagente &cido
desaparece, permanecendo a cor devida aos cromogénicos, presentes na
reagdo. Pela diferenga das leituras obtidas no pH 4cido, em 510 nm, obtém-se o

valor real da creatinina.

b - Valores de referéncia: até 53 pmol/| (até 0,7 mg/ dl).
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Para as determinagdes dos parametros bioquimicos incluidos neste
estudo, foram utilizados reagentes de diferente procedéncia, 'fornecidos como
*kits” e realizadas por auto-analisadores das marcas Cobas e Selectra, com
excegdo da determinagio da fosfatase alcalina e sua fragao esquelética, cuja

leitura foi feita em espectofotdmetro da marca Hitachi U 2000.
4.3. Estudo radiolégico
4.3.1. Delineamento do estudo

Estudo com eixo de montagem transversal, eixo experimental
observacional, unidade individual e eixo temporal contemporaneo.
Fator em estudo: colestase cronica

Desfecho: osteopenia

4.3.2. Amostra e critérios de inclusao e exclusao

Foram realizadas medidas da densidade dssea mineral em 20 criangas e
adolescentes com colestase cronica, de ambos os sexos, com no minimo 3 anos
de idade, que também participaram do primeiro estudo. Todos os pacientes
preenchiam os critérios de inclusdo e exclusdo ja descritos, acrescendo-se a
estes (ltimos a ingestéo ou inje¢ao de radionuclideos, substancias radiopacas ou
medicamentos capazes de afetar a densidade Ossea, nas ultimas 72 horas antes

do exame radiolégico.
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4.3.3. Variaveis em estudo e calculo do tamanho da amostra

Densidade 6ssea mineral foi estudada em relagédo as mesmas varigveis
descritas para o primeiro estudo.

Por ocasido da montagem do projeto desta pesquisa ndo existiam
publicagbes na literatura internacional, relacionadas a este assunto em criangas e
adolescentes. Foi sugerido inicialmente o estudo de 25 doentes e respectivos
controles, considerando-se um o= 0,05, B= 0,20 e um poder da amostra de 80%.

Foram analisados 32 casos e como controles foram utilizados os
resultados fornecidos por Thomas e colaboradores. Considerando que a faixa
etéria estudada por estes autores nao inclui menores de 3 anos, 12 pacientes
foram excluidos, resultando em uma amostra final de 20 doentes, com poder

estatistico entre 68% e 70%.
4.3.4. Determinag¢ao da densidade 6ssea mineral

A densidade ¢ssea mineral foi determinada por densitometria de dupla

emissdo com fonte de raios X (Lunar Coorporation, Model DPXL, Madisson WF,

USA).
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A - O equipamento de densitometria:

As seguintes estruturas compdem o aparelho de densitometrig dssea
utilizado nesta pesquisa (Fig. 4)

a - Um tubo de raios X;

b - Um tubo detector de cintilagao;

¢ - Um estabilizador de ganho;

d - Um analisador Duo-canal;

e - Um painel de controle ( IBM model PS/2);

f - Dois colimadores;

g - Um filtro de raios X.

Foto multiplicador
de Nal

. Colimador
i MESA PACIENTE
! IBM mod. PS/2
Colimador e : .
Flitro Fonte de
Alta tensio
FONTE
RAIO X
$  Controle de
Corrents

Figura 4: O equipamento de densitometria 6ssea de dupla emissio, fonte de

raios X.
Fonte: Fiat & Mendonga, 1993
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O tubo de raios X opera em um potencial constante de 76 Kvp, com uma
corrente de 0,75 mA. Fomece feixes de radiagédo altamente colimados e com
rapido fluxo de saida. A medida da densidade éssea mineral por dois fétons,
baseia-se na andlise computadorizada da atenuagéo integrada de um feixe
punctiforme de radiagdo gama emitido por uma fonte externa, no caso raios X.
Durante a realizagdo do exame, o detector movendo-se juntamenfe com a fonte
de radiagdo, coleta os fétons que passam através do corpo do paciente. O
programa (software desenvolvido pela empresa fomecedora do equipamento)
calcula a densidade dssea de cada amostra a partir da radiagdo que alcanga o
detector em cada pico de energia de acordo com a equagao de transmissdo de
fétons. O sistema é calibrado para expressar os resultados em gramas por
centimetro quadrado de area de osso analisado. O método apresenta boa

precisdo (1% a 2% de erro) e baixa radiagao por exposigao (2 a 3 mRems).

B - O exame:

Um unico examinador foi responsavel pela andlise dos resultados.

Os pacientes eram posicionados na mesa do exame em decubito dorsal,
com as costas no centro, mantendo a coluna extendida e os bragos ao longo do
corpo, com as palmas voltadas para baixo. A cabe¢a situava-se imediatamente
abaixo da borda superior da mesa. Para separagao ideal das vértebras lombares
e redugdo da lordose lombar, os membros inferiores eram colocados em blocos
de espuma, de modo a manté-las em um angulo de 452 em relagao a mesa do
exame. Eram examinadas as vértebras lombares de L1 a L4 e L2 a L4. Nao foi

necessario sedagao ou contensao.



98

Responsaveis acompanhavam o exame, que tinha duracdo de 5 a 10

minutos.

C - Interpretagao diagnostica:

A anélise computadorizada da coluna lombar delimita os bordos laterais
dos corpos . vertebrais e identifica, com o auxilio do operador, os espagos
intervertebrais. Qualquer estrutura lateralizada é facilmente identificada e
excluida da anadlise. A seguir, o programa fornece a densidade 6ssea mineral de
cada vértebra e valoriza, como resultado final, a densidade éssea da regido que

compreende as vértebras L2, L3 e L4 (Fig. 5).

O REFERENCE

Figura 5: Anélise computadorizada da densidade 6ssea da coluna lombar
por densitometria 6ssea de dupla emisséo, forte de raios X
Fonte: Fiat & Mendonga, 1993
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A interpretag@o dos resultados deve ser realizada em fungdo da massa
6ssea ideal, assim como da idade, sexo e raga do paciente -em estudo. Para
comparagdo dos resultados, séo utilizados valores de referéncia para maiores de
5 anos, fomecidos pelo programa. No presente estudo, foram utilizados como
valores referenciais aqueles descritos por Thomas e colaboradores (Thomas e
colaboradores, 1991). Foram considerados anormais valores de densidade 6ssea
situados abaixo do limite inferior de normalidade expressos por esta tabela.
(Anexo 2).

A densidade 6ssea mineral de cada pacientes foi estudada com relagéo as
variaveis peso, estatura, idade, sexo e estagio de puberdade (determinada pela

idade cronolégica).
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5. METODO ESTATISTICO

O programa estatistico SPSS (Statistical Package for Social Science) foi
utilizado nesta pesquisa. |

Andlise descritiva foi realizada com a finalidade de caracterizar a
populagdo quanto a aspectos demograficos, antropométricos e clinico-
laboratoriais.

Estudos de regresséo linear simples e multipla foram realizados para
avaliar as relagdes entre densidade Ossea mineral, peso, estatura e idade de
cada paciente.

Todos os testes estatisticos subseqlentes foram n&o-paramétricos, por
ndao haver uma distribuicdo normal das variaveis de interesse. Correlagées entre
métodos de determinagdo da atividade da fosfatase alcalina esquelética,
atividade desta enzima, demais parametros bioquimicos e valores de densidade
dssea mineral foram analisadas pelo coeficiente de Spearman. Para anilises

comparativas foi aplicado o teste U de Mann-Whitney.
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6. CONSIDERACOES ETICAS

O projeto foi aprovado quanto a seus aspectos metodolégicos e éticos pela
Comissdo de Pesquisa e Pés-Graduagéo e Comissdo de Etica e Pesquisa em
Saude do Hospital de Clinicas de Porto Alegre de acordo com as normas de

pesquisa em saude (Portaria 01/ 88 do Congresso Nacional de Satde).

o~

FACULDADE DE MEDICINA |
UFRQS HCPA '

BIBLIOTECA
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7. RESULTADOS

Pacientes: Caracteristicas demogréficas, antropométricas e clinico-
laboratoriais

Estudo bioquimico

7.2.1. Determinagdo da atividade da fosfatasemia alcalina total
7.2.2. Determinagdo da fosfatase alcalina esquelética
7.2.2.1. Método da precipitagao por lectina
7.2.2.2. Método da inativagao pelo calor
7.2.2.3. Correlagao entre os métodos
7.2.2.4. Estudo da exatidao dos métodos
7.2.2.5. Reprodutibilidade dos métodos
7.2.3. Correlagéo entre atividade de fosfatase alcalina esquelética e
avaliagdo nutricional de acordo com escore Z e critérios de
Gomez e Waterlow
7.2.4. Correlagdo entre atividade de fosfatase alcalina esquelética,
tempo de colestase e provas de “fungéo” hepatica
7.2.5. Correlagéo entre atividade de fosfatase alcalina esquelética e
concentragdes séricas de calcio, fésforo e magnésio
Estudo radiolégico: densitometria 0ssea em criangas e adolescentes

com colestase cronica

7.3.1. Correlagdo entre densidade o6ssea mineral e avaliagdo
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nutricional de acordo com o escore Z e critérios de Gomez e
Waterlow |

7.3.2. Correlagdo entre densidade éssea mineral, tempo de
colestase e provas de “fungdo” hepatica

7.3.3. Correlag@o entre densidade 6ssea mineral e atividades de
fosfatase alcalina total e fosfatase alcalina esquelética

7.3.4: Correlagdo entre densidade éssea mineral e concentragdes

séricas de calcio, fésforo e magnésio



7. RESULTADOS

7.1. Pacientes: caracteristicas demograficas, antropométricas e clinico-

laboratoriais

Participaram do estudo bioquimico 32 pacientes de ambos os sexos, com
idade variando de 0,4 a 18 anos (média de 5,76 + 5,35 anos). Doze eram do sexo
feminino e 20 do sexo masculino. Quatorze pacientes tinham diagnéstico de
atresia biliar extra hepatica (43,8%), sete tinham cirrose criptogénica (21 ,9%), trés
apresentavam Sindrome de Alagille (9,4%), trés tinham colestase idiopatica
(9,4%), dois, deficiéncia de alanti-tripsina (6,3%), e houve um caso de hepatite
cronica ativa auto-imune (3,1%), um de hepatite por virus A, forma colestatica
(8,1%) e um cisto de colédoco (3,1%).

Realizaram densitometria 0ssea vinte destes pacient