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“Que o0s vossos esforcos desafiem as
impossibilidades. Lembrai-vos de que as
grandes coisas do homem foram conquistadas

do que parecia impossivel.”

Charles Chaplin
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I. REVISAO DE LITERATURA

1. HIPOFISE

A hipofise, também denominada pituitaria, € uma glandula localizada na sela turca, com
0,6g de peso (0,4 a 0,9g), conectada ao hipotalamo pelo pediculo hipofisario (GUYTON &
HALL, 2002; THORNER et al, 2002).

Divide-se anatomicamente em hipdfise anterior (adenohipofise) e hipofise posterior
(neurohipofise). Embriologicamente essas por¢des originam-se de diferentes fontes: a hipdfise
anterior origina-se da bolsa de Rathke, invaginacdo embrionaria do epitélio da faringe, e a
hipdfise posterior, do diencéfalo ventral (GUYTON & HALL, 2002; MELMED &
KLEINBERG, 2002).

A adeno-hipdfise possui cinco principais tipos de células produtoras de horménios:
somatotrofos (produtores do hormdnio de crescimento - GH), corticotrofos (produtores do
horménio adrenocorticotréfico, melanotrofico-estimulante e outros pequenos peptideos),
tireotrofos (produtores do hormdnio estimulante da tiredide - TSH), gonadotrofos (produzem
0s hormonios luteinizante e foliculo-estimulante — LH e FSH), lactotrofos (produtores de
prolactina). A neuro-hipdfise € constituida pelos axénios distais dos neurdnios hipotalamicos
magnocelulares, cujos corpos celulares localizam-se nos nucleos paraventriculares e supra-
oOpticos. Nesses neurdnios sdo produzidos dois hormdénios: a vasopressina ou horménio
antidiurético (ADH) e a ocitocina, secretados nos capilares da hipéfise posterior (GUYTON
& HALL, 2002; MELMED & KLEINBERG, 2002; THORNER et al, 2002).

A secrecdo da hipdfise anterior é regulada por horménios de liberacdo e inibicdo
hipotalamicos transportados pelo sistema porta-hipofisario e a neuro-hipéfise € controlada por
sinais nervosos hipotalamicos. Ha também outros fatores que regulam a secrecdo hipofisaria,
como secrecdes parécrinas e autdcrinas da prépria glandula e feedback de horménios
circulantes (MELMED & KLEINBERG, 2002; THORNER et al, 2002).

2. HORMONIO DE CRESCIMENTO

O hormonio de crescimento (GH), também denominado hormdnio somatotrépico ou

somatotropina, é o peptideo produzido em maior quantidade pela hipofise anterior, sendo
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secretado pelos somatotrofos. Possui estrutura molecular de 191 aminoécidos e pesa cerca de
22.000 daltons. Em uma hipéfise normal encontram-se 3 a 5mg de GH, com secrecao diaria
em torno de 500 a 875ng (BOGUSZEWSKI, 2001; GREENSPAN et al, 1997; MELMED &
KLEINBERG, 2002; THORNER et al, 2002)

Hé cinco genes localizados no cromossomo 17 que codificam o GH. Entre eles, o gene
hGH-N (ou GH1), que é seletivamente transcrito nos somatotrofos, sendo responsavel pela
sintese do GH hipofisario (BOGUSZEWSKI, 2001; GREENSPAN et al, 1997; MELMED &
KLEINBERG, 2002; THORNER et al, 2002)

O GH regula, principalmente no periodo pds-natal, o crescimento somatico (6sseo e dos
tecidos moles) e participa do controle de processos fisiologicos como o metabolismo dos
carboidratos, lipidios e proteinas, manutencdo da forca e massa muscular e composicao
corporal. Além de atuar no crescimento 0sseo e nos tecidos moles, o GH exerce efeitos
metabdlicos especificos: aumento da velocidade da sintese proteica (balanco nitrogenado
positivo), maior metabolizacdo e utilizacdo de acidos graxos do tecido adiposo e aumento da

utilizacdo dos carboidratos, apresentando efeito anabdlico, lipolitico e antagonista da insulina.

3. FATORES DE CRESCIMENTO SEMELHANTES A INSULINA

Os fatores de crescimento semelhante a insulina (insulin-like growth factors - IGFs) sdo
fatores de crescimento peptidicos que possuem elevado grau de homologia estrutural com a
pré-insulina e atuam sobre o metabolismo intermediario, a proliferacdo, o crescimento e a
diferenciacéo celular. O IGF-1 e o IGF-2 sdo moléculas de cadeia Unica, formadas por 70 e 67
aminoéacidos respectivamente (BOGUSZEWSKI, 2001; JONES & CLEMMONS, 1995).

Os genes codificadores dos IGFs localizam-se no brago longo do cromossomo 12
(IGF-1) e no brago curto do cromossomo 11 (IGF-2). O principal local de producéo dos IGFs
é o figado, mas eles também sdo produzidos em outros tecidos (GREENSPAN et al, 1997).

O GH é um dos principais promotores da secrecao do IGF-1, porém exerce discreto
controle na secrecdo do IGF-2 (BOGUSZEWSKI, 2001). Durante o crescimento intrauterino,
os IGFs apresentam menor dependéncia do GH, tanto é que criangas com deficiéncia
congénita de GH apresentam discreta ou nenhuma reducdo do crescimento ao nascer.
Entretanto, ap6s 0 nascimento, o0 GH assume gradualmente posicao de principal regulador do
crescimento  (MARTINELLI JUNIOR & AGUIAR-OLIVEIRA, 2005; MARTINELLI
JUNIOR et al, 2008).
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O IGF-1 é o hormonio que funciona como principal mediador de respostas anabolicas
independentes de GH em vaérias células e tecidos. No sangue periférico, ele circula ligado a
proteinas transportadoras, as IGFBPs (insulin-like growth factor binding proteins) e exercem
suas acOes mediante interacdo com dois diferentes receptores: tipo 1 e tipo 2 (PHILLIPS et al,
1981).

O receptor tipo 1 apresenta estrutura semelhante ao receptor da insulina e € o principal
mediador das acdes fisioldgicas do IGF-1. O receptor tipo 2 tem mais afinidade pelo IGF-2 e
é importante na regulacdo das atividades do IGF-1 e 2, tanto sequestrando esses horménios
como promovendo a degradacdo deles (BOGUSZEWSKI, 2001; BROWN et al, 2009).

Assim como os IGFs, as IGFBPs sdo produzidas em diversos 6rgdos e tecidos do
organismo. Existem seis tipos de IGFBPs, que atuam ndo s6 no transporte dos IGFs, mas
também modulam suas acbes enddcrinas e paracrinas, regulam sua bioatividade e facilitam
seu armazenamento em fluidos extracelulares (DI LUIGI et al, 2001).

A IGFBP-3 ¢ a principal proteina carreadora de IGF-1 e IGF-2 na circulagdo humana.
Quando associada a molécula de IGF e a subunidade acido labil (ALS) GH dependente, forma
um complexo ternario de grande peso molecular que ndo consegue atravessar a barreira
endotelial, aumentando, dessa forma, a vida média dos IGFs e funcionando como um
reservatorio circulante de IGFs. Aproximadamente 85-90% dos IGFs circulantes liga-se a este
complexo (SALVATORI et al, 1999).

Apesar de sua regulacdo ndo estar completamente definida, a IGFBP-2, a segunda mais
abundante IGFBP, é encontrada no sangue e no liquido cefalorraguidiano. Em contraste com a
IGFBP-3, ela parece inibir as acdes do IGF-1, impedindo sua ligacdo aos receptores (DI
LUIGI et al, 2001).

4. REGULACAO DA SECRECAO DE GH

O GH é secretado de forma pulsatil ao longo do dia, com alta frequéncia e amplitude
nos estagios Il e 1V do sono, com meia vida de aproximadamente 20 minutos. A amplitude
dos picos de GH é determinada pela quantidade de GHRH liberada, enquanto a frequéncia e a
duracéo desses picos sdo reguladas pela somatostatina (THORNER et al, 2002).

A secrecio do GH ¢é modificada pela idade. E alta no periodo fetal e neonatal, declina

durante a infancia, aumenta na puberdade e vai decaindo na vida adulta para concentracdes
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semelhantes a observada em individuos pré-puberes (GIUSTINA et al, 1998; VAISSMANM
et al, 2001).

O controle da secrecdo é realizado por complexos hipotalamicos e periféricos
complexos, destacando-se a acdo de dois peptideos hipotalamicos (somatostatina e hormonio
liberador de GH - GHRH). Também sofre influéncia da grelina, IGF-1, hormonios
tireoideanos, glicocorticoides, esteroides gonadais e neurotransmissores, como acetilcolina e
noradrenalina (MELMED & KLEINBERG, 2002).

O GHRH é um peptideo constituido por 42 a 44 aminoacidos, que induz seletivamente a
transcricdo do gene do GH e a liberacdo do horménio, além de ser um determinante da
atividade mitotica dos somatotrofos (GIUSTINA et al, 1998).

A somatostatina suprime o GH basal, controlando a frequéncia e a amplitude do pulso
de GH e diminui sua resposta aos secretagogos sem alterar os niveis de seu RNA mensageiro
(GIUSTINA et al, 1998).

As secrecdes de GHRH e de somatostatina sofrem autorregulacéo, sendo que o GHRH
também estimula a liberacdo de somatostatina. Além disso, o GH estimula o IGF-1 que, por
retroalimentacdo negativa no hipotdlamo e na hipofise, estimula a liberagdo de somatostatina

e inibe a transcrigéo do gene e a secrecdo do GH (THORNER et al, 2002).

HIPOTAI:AMO ' Receptor do GHRH
/ —
( ) D) (+) ' Receptor do GH
GHRH S matostatina
M Receptor do IGF-I
(+\ /
(- )\ . HIPOFISE

o
AN
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T

Figura 1. Esquema da regulacao intrinseca do eixo GH-IGF-I (AGUIAR-OLIVEIRA
et al, 2010).
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A grelina, peptideo com 28 amino&cidos, € sintetizada primariamente em tecidos
periféricos, especialmente nas células neuroendodcrinas da mucosa géastrica e estimula a
secrecdo de GH (ARVAT et al, 2001; GIUSTINA et al, 1998).

Os hormonios tireoideanos parecem agir como fatores permissivos necessarios para a
funcdo secretoria do somatotrofo. Os glicocorticoides estimulam agudamente a secre¢do do
GH, mas cronicamente a inibem. Os estrogénios, por sua vez, atuam no hipotdlamo inibindo a
secrecdo da somatostatina (THORNER et al, 2002). A acetilcolina também é um modulador
do GH, diminuindo a liberacdo de somatostatina ou aumentando o GHRH. Agonistas alfa-2-
adrenérgicos induzem a liberacdo de GH, enquanto os agonistas alfa-1- e beta-adrenérgicos a
inibem (AL-DAMLUJI, 1993; GIUSTINA et al, 1998).

Outros fatores estdo também muito relacionados com a secrecdo de GH, como
obesidade, desnutricdo, diabetes mellitus e jejum prolongado. A hipoglicemia é um potente
estimulo para a secrecdo de GH, enquanto a hiperglicemia estimula a liberacdo de
somatostatina e bloqueia a secrecdo de GH. Desnutricdo cronica e jejum prolongado
associam-se ao aumento da frequéncia e amplitude de pulso de GH (VAISSMANM et al,
2001).

5. DEFICIENCIA DE GH

A deficiéncia de GH (DGH) ¢ classificada em esporadica ou familiar. Entre as causas de
DGH esporadica encontram-se causas congénitas (deficiéncia ou auséncia do gene para o GH,
defeitos da linha média, sindromes de Prader Willi e Laurence-Moon Biedl, sindrome da sela
vazia, agenesia, hipoplasia ou ectopia da hipdfise), adquiridas (tumores intracranianos,
doencas hematologicas, autoimunes e granulomatosas, infeccdes pré-natais e do sistema
nervoso central, radioterapia intracraniana), variantes (sindrome de Laron, GH
biologicamente inativo) e idiopaticas (possivel associacdo com trauma intrauterino ou
perinatal) (SALVATORI et al, 1999; SALVATORI et al, 2001).

A DGH pode ocorrer de forma isolada (DIGH) ou associada a déficits de maultiplos
horménios hipofisarios. A DIGH ¢é pouco frequente, ocorrendo em cerca de 1:4.000 a
1:10.000 nascidos vivos. A DIGH genética compreende quatro diferentes tipos de acordo com
0 grau de deficiéncia de GH e o padrdo genético de heranca (BOGUSZEWSKI, 2001,
PHILLIPS et al, 1981; SOUZA, 1997; SOUZA et al, 2004):
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e Tipo IA: heranca autossémica recessiva, com niveis séricos ausentes de GH. Ocorre
por delecdo no gene GH-1, sendo a forma mais severa de DIGH. As criancas afetadas
apresentam retardo de crescimento ja aparente nos primeiros seis meses de vida. Os pacientes
desenvolvem anticorpos anti-GH com o uso da terapia com GH.

e Tipo IB: forma mais frequente de DIGH, heranca autossémica recessiva com niveis
de GH severamente diminuidos. Ocorre producdo de moléculas mutantes de GH com uma
sequéncia de aminoacidos distinta do GH normal, que reagem pouco nos radioimunoensaios
de GH e nédo exercem qualquer atividade biol6gica, mas que criam toleréncia imunoldgica, o
que evita a formac&o de anticorpos anti-GH. Dessa forma, os individuos afetados respondem
bem a terapia com GH. Os defeitos incluem: mutacdo de cdédon de parada, mutacao no sitio de
emendas, mutacdo com sentido trocado, mutacdo da matriz de leitura. Apena 1,7% dos casos
de DIGH tipo IB se deve a mutacfes no gene do GH-1, sendo a maioria das causas por
mutacdes em outros genes, destacando-se a mutagéo no receptor do GHRH (GHRH-R).

¢ Tipo Il: heranca autossdbmica dominante. As mutacdes ocorrem no intron 3 e afetam a
transcricdo do exon 3, responsavel pela sequéncia de aminoacidos 32-71 da molécula do GH.
Os individuos afetados sdo heterozigotos e as mutacdes sdo dominantes negativas, ou seja, 0
alelo mutante prevalece sobre o alelo ndo afetado e consegue interferir na sintese e/ou
liberacdo da molécula normal de GH, apresentando niveis séricos de GH reduzidos, porém
detectaveis. Nao desenvolvem anticorpos anti-GH e respondem bem a terapia com GH.

e Tipo Ill: forma mais rara de DIGH, heranca ligada ao cromossomo X. Alguns
individuos afetados apresentam agamaglobulinemia associada, o que sugere que pode haver
defeitos em genes contiguos ou muta¢des em maultiplos loci.

A primeira mutacdo no gene do GHRH-R ocasionando a DIGH tipo IB foi descrita em
trés familias do subcontinente indiano, sendo uma delas conhecida como os “andes de Sindh”.
Na populagdo de Sindh encontrou-se a mutagio GAG — TAG no cédon 72, correspondente
ao aminoacido residual 50 na proteina madura do GHRH-R. O “nanismo de Sindh” representa
o homologo do “little mouse” descrito em 1976, em que a mutagcdo no GHRH-R abole o sitio
de ligacdo para o GHRH, causando resisténcia ao mesmo, hipoplasia pituitaria e DIGH
(BAUMANN & MAHESHWARI, 1997; SOUZA et al, 2004).

A segunda mutacéo foi descrita por nosso grupo: 105 individuos da regido de Carretéis
e arredores - Itabaianinha-SE. Trata-se de uma mutagcdo homozigoética tipo splice no inicio do
intron 1, onde a G foi substituida pela A (c.57+1G>A). Ela impede a sintese de RNA
mensageiro do GHRH-R, o que causa deficiéncia severa de GH. Os individuos afetados
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(MUT/MUT) apresentam baixa estatura acentuada e os individuos heterozigotos (MUT/N)
parecem ndo apresentar déficit estatural na idade adulta (HAYASHIDA et al, 2000;
SALVATORI et al, 1999; SALVATORI et al, 2001; SALVATORI et al, 2002).

6. DIAGNOSTICO DE DGH

As criancas com DGH geralmente apresentam uma expressdao clinica que permite
suspeitar da deficiéncia hormonal: reducdo da velocidade de crescimento, baixa estatura,
cabelos esparsos, raiz nasal hipoplasica, fronte proeminente, orbitas rasas, facies de querubim
ou boneca (desproporcédo entre calvario e ossos da face), denticdo retardada, obesidade e voz
de timbre agudo. A fundamentacéo clinica para a suspeita diagnostica de DIGH em criancas
deve ser a medida da altura e velocidade de crescimento por, no minimo, 06 meses (SHALET
et al, 1998; MENEZES et al, 2004).

Em adultos, a DGH consiste em uma sindrome clinica caracterizada por alteracdes na
composicao corporal (reducdo da massa magra, da dgua corporal total e da densidade mineral
0ssea e aumento dos niveis de leptina e da massa gorda, obesidade central) que contribuem
para a resisténcia insulinica, alteracbes no perfil lipidico (aumento do colesterol total,
triglicérides, lipoproteina de baixo peso molecular — LDL, apolipoproteina B e reducdo da
lipoproteina de alto peso molecular — HDL) e predisposi¢cdo a aterogénese (aumento do
fibrinogénio e da atividade do inibidor do ativador do plasminogénio — PAI-1),
principalmente na DGH de longa data como a iniciada na infancia. Outras caracteristicas
incluem pele fina e seca, reducdo da capacidade fisica e alteracdo do bem-estar psicoldgico
(humor deprimido, fadiga, diminuicdo da memdria e isolamento social) (BARRETTO et al,
1999; BARRETO-FILHO et al, 2002; DAVIDSON, 1987; JOHANSSON et al,1995; ROSEN
et al, 1993).

Os niveis de GH frequentemente sdo indetectiveis em amostras sanguineas obtidas
aleatoriamente de individuos normais, ja que sua meia-vida é curta e sua secrecao ocorre de
forma pulsatil. Assim, testes de estimulo foram introduzidos na investigacdo diagnostica da
DGH, incluindo arginina, L-dopa, propranolol, clonidina, glucagon e insulina. A hipoglicemia
induzida pela insulina (insulin tolerance test — ITT) é o teste de estimulo mais utilizado, sendo
considerado o padrao-ouro (GROWTH HORMONE RESERCH SOCIETY, 1998).

Apbs a exclusdo de outras causas de baixa estatura, utilizam-se dois testes de estimulo

de secrecdo de GH para o diagnostico de DIGH. O paciente geralmente apresenta altura
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menor que -2 desvios-padrdo (DP), velocidade de crescimento menor que 4,5 cm/ano e
auséncia de resposta a um dos testes farmacoldgicos (criangas com picos de GH menores que
10mg/l e adultos com picos abaixo de 5ug/l apds ITT sdo indicativos de DGH). Em
Itabaianinha, utilizamos o teste da clonidina e a hipoglicemia insulinica para o diagndéstico da
DIGH (GROWTH HORMONE RESERCH SOCIETY, 1998).

A dosagem do IGF-1 pode permitir o diagnostico de DIGH, por apresentar niveis
plasmaticos mais estaveis e meia-vida mais longa do que o GH (3 horas). Seus resultados
devem ser interpretados em funcdo da idade cronoldgica e do estadio puberal (MARTINELLI
JUNIOR et al, 2002).

Dados obtidos em Itabaianinha-SE demonstraram que a dosagem de IGF-I é o
parametro mais apropriado para definicdo do GH em criancas, adolescentes ou adultos
maiores de 50 anos. A deficiéncia de IGF-1 € determinada em qualquer idade quando seu
valor é menor que 35¢/l (ou menor que -2 DP). Auséncia de resposta em Unico teste de
estimulo define DGH ou resisténcia ao GH. IGF-I1 menor que 70 g/l em pré-puberes e adultos,
ou menor que 170g/l em paberes, ou ainda menor que -1 DP € altamente sugestivo de
deficiéncia de IGF-1. Nestes casos, dois testes de secre¢cdo de GH com resposta subnormal
estabelecem diagnoéstico de DGH. Em adultos com menos de 50 anos a subunidade ALS seria
mais apropriada (MARTINELLI JUNIOR et al, 2002).

7.  TECIDO OSSEO

O o0sso é um tecido dindmico, que passa por remodelacBes constantes durante toda a
vida. E o principal constituinte do esqueleto, o qual serve de suporte para as partes moles,
protege Orgaos e constitui um sistema de alavancas que amplia a for¢ca gerada pelo sistema
muscular. Além da funcdo mecanica de sustentacdo, locomocdo e protecdo de 6rgaos, 0 0SSO
forma um reservatorio de calcio, magnésio, fésforo e outros ions essenciais as funcdes
homeostaticas (HOLICK & KRANE, 2002).

O tecido 0sseo € um tipo especializado de tecido conjuntivo formado por células e
material extracelular calcificado, a matriz dssea, a qual € constituida por uma parte organica e
por outra inorganica. O componente organico, majoritariamente constituido por colageno tipo
I, confere ao 0sso uma grande capacidade de resisténcia as forcas de tensdo. O componente
inorganico consiste principalmente em fosfatos de célcio sob a forma de cristais de
hidroxiapatita (ANDIA et al, 2006).
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As células constituintes desse tecido sdo: osteocitos, encontrados no interior da matriz
Ossea; osteoblastos, responsaveis pela formacdo 6ssea com a producdo de colageno tipo I,
proteoglicanos e glicoproteinas e concentragdo do fosfato de célcio, participando da
mineralizacdo 0ssea; e 0s osteoclastos, que reabsorvem o tecido 0sseo, participando do
processo de remodelagdo Ossea.

A remodelacdo Ossea resulta das interacbes de mdltiplos elementos, como o0s
osteoblastos, osteoclastos, horménios, fatores de crescimento e citocinas, cujo resultado
consiste na manutencdo da arquitetura do 0sso e preservacdo sistémica da homeostasia do
calcio. Os mecanismos de remodelacdo Ossea permitem ndo s6 a constante adaptacdo
funcional e otimizacdo das estruturas 6sseas, como também ajudam a remover e reparar areas
de tecido danificado (MOLINA, 2007).

Esse processo é continuo e consiste em quatro fases. A ativacdo é o primeiro estagio do
processo e envolve o recrutamento das células precursoras de osteoclastos que estdo em
repouso no sitio de remodelagdo. Os osteoclastos sdo recrutados, estimulados para
diferenciacdo e guiados a uma area da superficie 6ssea a ser reabsorvida. Na fase de
reabsorcéo, os osteoclastos degradam a matriz 6ssea mineralizada e formam uma lacuna. Em
seguida, a fase de reversao € a transicdo entre destruicdo e reparo 0sseo, quando a lacuna é
limpa e preparada por células mononucleadas. Quando a fase de formacdo € iniciada os
osteoblastos diferenciam-se nos sitios previamente reabsorvidos. A fase de formacdo envolve
a producdo de matriz 6ssea e se inicia com a ativacao de pré-osteoblastos, que se diferenciam
em osteoblastos. Estes, primeiramente depositam uma substancia ostedide, a qual €
mineralizada em cerca de trés semanas (AMADEI et al, 2006).

A massa 6ssea aumenta durante toda a infancia e adolescéncia, sendo, o pico de massa
0ssea, atingido por volta dos 20-30 anos. O crescimento do esqueleto ocorre primariamente
através do processo de modelagem Gssea e apenas parcialmente através de remodelacao dssea.
Esses mecanismos envolvem uma interacdo entre osteoblastos e osteoclastos, que atuam de
modo cooperativo sob a influéncia da carga mecénica imposta sobre o 0sso pela forga da
musculatura esquelética. A diminuicdo da carga mecanica leva a perda éssea, enquanto o seu
aumento estimula a atividade osteoblastica e a formagéo dssea (MOLINA, 2007).

Existem dois tipos principais de 0sso, 0 esponjoso (trabecular) e o cortical. O 0sso
cortical corresponde a 80% do esqueleto e constitui a parte externa do 0sso, proporcionando a
forca mecénica além de manter uma resposta metabolica. O 0sso esponjoso corresponde a
20%, sendo a parte interna dos 0ssos longos, corpos vertebrais e pelve, sendo mais importante

do ponto de vista metabolico que o cortical. O osso trabecular é oito vezes mais ativo em
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remodelagdo que o cortical, por isso que em qualquer doenca osteometabdlica, a perda 6ssea
ocorre inicialmente em 0ssos predominantemente trabeculares (COMARCK, 2003).

Um dos principais fatores da perda déssea relacionada com a idade € a diminui¢do na
producdo hormonal. O processo de perda dssea € progressivo, comecando em torno de 50
anos nos homens e na menopausa em mulheres, e essa perda prossegue em uma velocidade
média de 1% por ano até o final da vida. A perda aguda do 0sso que acompanha a menopausa
nas mulheres envolve a maior parte do esqueleto, porém afeta particularmente 0 componente
trabecular. Nos homens, a perda Ossea esta ligada a um declinio da funcdo gonadal
relacionado com a idade e deve-se a uma diminuicdo da formacdo Ossea (HOLICK &
KRANE, 2002; MOLINA, 2007).

8. DETERMINACAO DA MASSA OSSEA

A medicdo da massa 0ssea é o melhor indicador mensuravel do padrdo dsseo e € util na
avaliacdo do risco de fraturas osteoporoticas. Varias técnicas estdo disponiveis para estimar a
massa ou densidade esqueléticas. A mais amplamente utilizada para diagnéstico e
acompanhamento da osteoporose é a medida da absorcao de dupla energia de raios X (DXA).
Os locais mais importantes a serem medidos sdo a coluna lombar (L1-L4 ou L2-L4) e o colo
do fémur. O antebraco distal, o calcanhar e as falanges sdo outros sitios que podem ser
avaliados (LIMA et al, 2009).

Na técnica da DXA, duas energias de raios X sdo empregadas para estimar a area de
tecido mineralizado, e o contetdo mineral é dividido pela area, que corrige parcialmente o
tamanho corporal. A DMO areal (g/cm?) é calculada dividindo-se o contetido mineral 6sseo
(9), pela area projetada da regido especifica. Entretanto, essa correcéo € apenas parcial, pois a
DXA é uma técnica de imagem bidimensional e ndo pode avaliar a profundidade ou o
comprimento anteroposterior do 0sso. Dessa maneira, as pessoas de pequena estatura tendem
a apresentar uma DMO menor que a média (HOLICK & KRANE, 2002).

A influéncia do tamanho do o0sso na medida da DMO é ilustrada (FIGURA 3),
considerando o efeito ao duplicar a medida linear de um osso hipotético. O contetdo mineral
0sseo (bone mineral content — BMC) é a quantidade total de osso mineral (g) na amostra. A
DMO areal é calculada dividindo-se BMC pela area projetada. Os dois exemplos de 0ssos
aparentemente apresentam a mesma DMO volumétrica (vDMO), conteldo mineral 6sseo

dividido pelo volume. No entanto, a DMO areal (conteddo mineral dsseo divido pela area) da
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maior amostra parece ser o dobro da DMO areal da menor amostra. Esse fendbmeno sugere
que pessoas altas e baixas podem ter, enganosamente, elevada e baixa DMO, respectivamente
(CARTER et al, 1992).

1 oM

Vedumetric bone density (efom L. L)
Projected Area tom- 2.0 Hotl
Volwme tem®y 2.0 .13
MO () LS| [0
BMI (gfom) [.0 2.0

Figura 2. Efeito do tamanho da amostra sobre os parametros 6sseos comumente medidos (CARTER
et al, 1992).

Uma vez que demonstraram que a DMO pode ser enganosa, quando utilizada para
comparar 0ssos de diferentes tamanhos, devido a desvios inerentes causadas por diferencas de
espessura do 0sso, Carter e cols. (1992) propuseram a utilizacdo de uma vDMO (g/cm®),
estimada matematicamente em L1-L4. A seguinte equagao foi utilizada vDMO = o/, na qual
a é a DMO (g/cm®) da coluna lombar de L1-L4 ¢ B ¢ a raiz quadrada da area do osso
(CARTER et al, 1992).

Tornou-se uma pratica padronizada relacionar os resultados a valores “normais” usando
0s escores T, que comparam os resultados individuais com aqueles de uma populagdo jovem
de raca e sexo equivalentes. Como alternativa, 0s escores Z comparam 0s resultados
individuais com aqueles de uma populacdo de idade equivalente, também compativel com
raca e sexo. Para cada desvio-padrdo (DP) de diminuicdo na DMO em relacdo ao adulto
jovem (pico de massa 0ssea), o risco de fraturas se eleva em 1,5 a 3 vezes (LIMA, 2009).

A OMS propde os seguintes critérios diagndsticos para osteoporose, levando em
consideracédo o escore T:

e Normal: DMO > -1 DP em relacéo ao adulto jovem (escore T)
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e Osteopenia: DMO entre -1 DP e -2,4 DP

e Osteoporose: DMO < -2,5 DP

e Osteoporose grave: DMO < -25 DP, associada a uma ou mais fraturas
patoldgicas.

Vale a pena ressaltar que a DMO ndo € o Unico determinante do risco de fraturas
osteoporoticas. A qualidade Ossea € também muito importante, e sua determinacdo é
multifatorial, envolvendo elementos como a DMO, distribuicdo geométrica da massa 0ssea e
sua microarquitetura trabecular, a remodelacdo 0ssea, elementos genéticos, micro lesGes, area

corporal, fatores ambientais, etc. (LIMA et al, 2009).

9. OSTEOPOROSE

Osteoporose é habitualmente definida como uma doenga caracterizada por diminuigdo
da massa dssea e deterioracdo da microarquitetura do tecido 6sseo, levando a um maior risco
para fraturas (RAISZ & RODAN, 2003). Operacionalmente ela é definida como uma
densidade 6ssea que cai 2,5 DP abaixo da média, também referida como um escore T menor
ou igual a -2,5. Ela representa o distirbio osteometabdlico mais comum, predominando no
sexo feminino, e se constitui em um importante problema de satde publica (BROWN et al,
2003).

A osteoporose pode ser primaria ou secundaria. Osteoporose primaria é a forma mais
comum e resulta de uma perda dssea relacionada a perda da funcéo ovariana na menopausa ou
ao envelhecimento. Osteoporose secundéria é aquela causada por medicacdes ou condicBes
morbidas que predispdem a perda da massa dssea. O fator etioldgico mais comum, em ambos
0S sexos, é o uso cronico de glicocorticoides em doses suprafisiolégicas. Outras condicdes
envolvidas incluem distdrbios hormonais (sindrome de Cushing, hipertireoididmo,
hiperparatireoidismo, hiperprolactinemia, hipogonadismo, etc.), neoplasias (sobretudo o
mieloma maultiplo), disturbios gastrointestinais (doenca celiaca e outros que cursam com ma
absorcdo intestinal), insuficiéncia renal cronica, imobilizacdo prolongada, artrite reumatoide,
anorexia, etc. (LIMA et al, 2009).

Muitos fatores contribuem para o desenvolvimento da osteoporose. Os dois principais
determinantes do risco sdo o pico de massa 0ssea (quantidade maxima de osso mineral
acumulada) e a velocidade de perda 6ssea. O pico de massa dssea é alcancado até o final da

segunda década, sendo influenciado pela genética (até 85%) e por fatores exdgenos. A perda
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Ossea pré- e pds-menopausa € inevitavel e faz parte do processo normal de envelhecimento.
Quanto maior o pico de massa ¢ssea alcan¢ado, maior sera a DMO a época da menopausa e,
consequentemente, menor o risco de fraturas osteopordticas no futuro (RAISZ & RODAN,
2003).

Entre os fatores ambientais que interferem com o risco de osteoporose, podemos citar
fatores nutricionais (dieta vegetariana e dieta rica em sodio ou fosfato, ou pobre em célcio,
desnutricdo), estilo de vida (sedentarismo, tabagismo, consumo excessivo de cafeina ou de
bebidas alcoolicas), status hormonal (puberdade atrasada, menopausa precoce), baixo peso,
uso prolongado de medicamentos (glicocorticoides, litio, inibidores de bomba de prétons,
etc.) (LIMA et al, 2009).

10. FRATURAS VERTEBRAIS

As fraturas 0sseas sdo a principal causa de morbidade e de mortalidade associadas a
osteoporose. O impacto econdmico de fraturas osteoporoticas para o sistema de saude €
grande e crescente. Com 0 aumento da expectativa de vida populacional, e com o consequente
aumento do numero de idosos, espera-se um incremento nos gastos em assisténcia médica
relacionados a essa condicdo. Nos Estados Unidos, o custo médico direto associado a fraturas
osteopordticas € estimado em 36,2 bilhdes de dolares (VANESS & TOSTESON, 2005).

Embora frequentemente ndo diagnosticadas, as fraturas vertebrais sdo as fraturas
osteopordticas mais comuns. Entretanto, apenas um terco delas € reconhecido clinicamente,
pois muitas sdo relativamente assintométicas sendo identificadas acidentalmente durante uma
radiografia realizada por outros motivos. As fraturas vertebrais raramente necessitam de
hospitalizacdo, porém estdo associadas a reducdo na qualidade de vida, a um aumento na
morbidade e mortalidade, e a um risco aumentado de outras fraturas (EL MAGHRAOUI et al,
2009). As fraturas mdltiplas levam a reducdo da altura, cifose e a dor e desconforto
secundarios relacionados a biomecanica do dorso. As fraturas toracicas podem estar
associadas a sintomas abdominais, incluindo distensdo, saciedade precoce e constipagédo
(HOLICK & KRANE, 2002).

As fraturas vertebrais estdo associadas a redugdo da fung@o pulmonar, dor cronica no
dorso, reducdo da altura, cifose, desconforto abdominal, perda de independéncia e morte. A
taxa de mortalidade em 05 anos apds uma fratura vertebral clinica é cerca de 20% maior do

que esperado, sendo mais elevada em homens do que em mulheres. A mortalidade aumenta
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como numero de fraturas vertebrais (ENSRUD et al, 2000). Novas fraturas vertebrais, mesmo
as ndo reconhecidas clinicamente, estdo associadas a maior da dor nas costas e limitagdo
funcional (HASSERIUS et al, 2003). A presenca de fraturas vertebrais € um fator de risco
para futuras fraturas 6sseas, independente da DMO.

O método padrdo para avaliar fratura vertebral é a radiografia da coluna vertebral
toracolombar. No entanto, ndo existe um padréo de ouro para a definigdo da fratura vertebral
osteopordtica. Muitos métodos foram desenvolvidos para a interpretacéo de raios X da coluna
vertebral, entre eles 0 método semiquantitativo de Genant (GENANT et al, 1993), o qual tem
sido usado como um substituto padrdo-ouro em uma série estudos sobre osteoporose. Este
método € mais objetivo e reproduzivel quando comparado com outros métodos qualitativos
(JIANG et al, 2004).

A morfometria vertebral, usando a DXA, tem um grande potencial para uso clinico na
deteccdo de fraturas vertebrais, por ser uma técnica rapida e com pouca radiacdo (LEWIECKI
& LASTER, 2006). Existe, também, a conveniéncia para o paciente sendo feita no mesmo
momento e com 0 mesmo equipamento usado na determinacdo da DMO pelo DXA. Com o
paciente em decubito lateral, imagens laterais da coluna vertebral de T4 a L4 sdo obtidas
usando-se 0 DXA. Usando um cursor, seis pontos sdo marcados em cada corpo vertebral, nas
margens anterior, media e posterior. A partir desses pontos sdo medidas as alturas anterior
(AA), média (AM) e posterior (AP) do corpo vertebral. Em seguida séo calculadas as razdes:
AA/AP (cunha), AM/AP (biconcavidade) e AP/AP** ou AP/AP™ (esmagamento), onde AP*
e AP sdo, respectivamente, a altura posterior da vértebra acima e abaixo da examinada
(GENANT et al, 1993).

As fraturas vertebrais sdo classificadas de acordo com o0 método semiquantitativo de
Genant em: fratura grau 1 (leve), reducédo da altura vertebral de 20 a 25%; grau 2 (moderado)
reducdo de 26 a 40%, e grau 3 (grave) reducdo demais de 40%.%° (FIGURAS 4 E 5)

A morfometria vertebral pode ainda detectar calcificagcbes na aorta abdominal, um
importante marcador de doenca cardiovascular subclinica. Alguns estudos prévios sugerem
que a severidade na calcificacdo da aorta, avaliada pela DXA, esta associada com uma maior
prevaléncia de fraturas vertebrais na populacéo geral (RAJZBAUM et al, 2005; SZULC et al,
2008).
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Normal
(Grade 0)

Biconcave deformity Crush deformity

Mild deformity
(Grade 1)

Moderate deformity
(Grade 2)

Severe deformity
(Grade 3)

Figura 3. Classificagdo visual semiquantitativa das deformidades vertebrais. Representacdo gréfica. (Normal:
grau 0; Deformidade leve: grau 1; moderada: grau 2; grave: grau 3. Deformidade em cunha, bicobncava e em
esmagamento (GENANT et al, 1993).

Figura 4 — Classificagao visual semiquantitativa das deformidades vertebrais. Representagdo radiografica: (A)
Leve, grau 1, fratura em cunha de vértebra toracica. (B) Moderada, grau 2, fratura em cunha de vértebra

torécica. (C) Grave: grau 3, fratura em cunha e em esmagamento de vértebra toracica (GENANT et al, 1993).
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11. GHE METABOLISMO OSSEO

GH e IGF-1 exercem um significante papel na regulacdo do metabolismo @sseo.
Durante o periodo pré-puberal, o GH estimula o crescimento 6sseo longitudinal. O eixo GH-
IGF constitui a via final mediante a qual a maioria dos fatores que atuam no processo de
crescimento exerce sua acgdo. O recrutamento das células a partir da zona de reserva da
cartilagem de crescimento (diferenciacdo dos condrocitos) parece ser determinado pela agédo
direta do GH, enquanto a hiperplasia e a hipertrofia das células recrutadas (expanséo clonal)
dependem da acdo dos IGFs (CLAYTON & GILL, 2001; OHLSSON et al, 1998). Durante as
fases de adolescéncia e adulto jovem, o GH estimula a maturagdo esquelética até o pico de
massa 0ssea ser atingido.

No adulto, o eixo GH-IGF exerce um papel importante na manutencdo da massa 0ssea,
ao regular a remodelacdo Ossea. A primeira evidéncia da importancia do GH no
remodelamento 6sseo ocorreu em 1972, ap6s a administracdo de GH em cées adultos foi
demonstrado aumento de sua massa 6ssea (HARRIS & HEANEY, 1969). Os efeitos do GH
no tecido 6sseo sdo mediados através de uma complexa interacdo entre GH, IGFs e IGFBPs
circulantes, e IGFs e IGFBPs sintetizados localmente, agindo de maneira autdcrina e
paracrina (UELAND et al, 2011). No osso, IGF-1e IGF-2 sdo produzidos por osteoblastos e
estimulam a formacdo 6ssea e a sintese de colageno. O IGF-1 também estimula a formacéao e

acao de osteoclastos.
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Figura 5. Representacdo do eixo somatotréfico e efeitos do IGF-1 sistémico e parécrino no
0ss0. GH, growth hormone; GHR, growth hormone receptor; IGF-I, insulin-like growth
fator I; IGFIR, IGF-I receptor (TRITOS & BILLER, 2009).

Estudos in vitro mostraram que o0 GH e o IGF-1 se ligam a pré-osteoblastos e aos
osteoblastos maduros para induzir suas diferenciacdo e proliferacdo, enquanto também
regulam a diferenciacdo e ativacdo dos osteoclastos, proporcionando um mecanismo para
acoplar formacao e reabsor¢do 6sseas (MOCHIZUKI et al, 1992; PATEL et al, 2002).

A concentragdo de IGF-1 na matriz dssea de mulheres esta positivamente associada a
estimativas histoldgicas de formacao e reabsorcdo 6ssea. Os niveis de IGF-1 circulante estdo
positivamente correlacionados com a DMO em mulheres com osteoporose e homens com
osteoporose idiopatica (KURLAND et al, 1997; SUGIMOTO et al, 1997). Uma associa¢do
positiva entre os niveis de IGF-2 e DMO também foi observada em mulheres e homens
idosos. Também existem evidéncias que indicam uma relagéo inversa entre niveis de IGF-1 e
a idade cronoldgica (GILLBERG et al, 2002).

Os niveis de GH declinam com o envelhecimento. A secrecdo de GH reduz
aproximadamente 14% a cada década de vida do adulto, apds a puberdade. Dessa forma, um
eixo GH disfuncionante pode, assim, desempenhar um papel na patogénese da osteoporose
p6s-menopausa e senil (PADOVA et al, 2011).
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12. DGH E MASSA OSSEA

Em humanos, a DGH estd associada a uma formacdo dssea reduzida. Pacientes com
DGH de inicio na infancia apresentam baixa estatura e menor DMO, mesmo quando ajustada
para o tamanho pequeno de sua estrutura 6ssea (BARONCELLI et al, 2003). Pacientes com
DGH iniciada na idade adulta também apresentam menor DMO. Entretanto, DMO vertebral é
significativamente menor na DGH de inicio precoce comparada a DGH iniciada na fase adulta
(MURRAY et al, 2004; TRITOS & BILLER, 2009).

A comparacdo dos resultados da DMO em adultos com DGH revela um maior grau de
osteopenia na DGH de inicio na infancia. Parece, portanto, que a idade de inicio da DGH é
um importante fator na determinacdo da severidade da osteopenia associada aos baixos niveis
de GH. Isso pode estar relacionado, em parte, a idade em que a mineralizacdo Ossea é
finalizada. O pico de massa Gssea é atingido precocemente, até a terceira década de vida.
Assim, adultos que desenvolvem DGH ap6s os 30 anos de idade também desenvolvem
osteopenia, porém cada vez menos severa com o aumento da idade (HOLMES et al, 1994).

A DGH serve como um modelo para estudo do efeito do GH sobre o metabolismo
0sseo. Além dos ja estudados efeitos da administracdo do GH na cartilagem epifiseal, levando
a um aumento do crescimento linear na crianca e no adolescente, muitas evidéncias indicam
que a reposicdo do GH esta associada com um aumento na remodelacdo éssea (TRITOS &
BILLER, 2009).

Individuos com deficiéncia isolada de GH pela mutacdo (c.57+1G>A) no receptor do
gene do GHRH, em Itabaianinha/SE, apresentam DMO volumétrica normal da coluna lombar
e fémur, apesar de apresentarem menor DMO areal (EPITACIO-PEREIRA et al, 2013).

Esses individuos também apresentam menor resisténcia éssea, mensurada pela
ultrassonografia do calcaneo, comparado aos controles. O tratamento com GH de depdsito,
administrado a cada 15 dias durante 06 meses nos individuos adultos com DIGH melhorou
esta rigidez Ossea, devido a inducdo de um padrdo anabdlico no remodelamento 6sseo (DE
PAULA et al, 2009). Marcadores de formacdo 0ssea, como osteocalcina, fosfatase alcalina
Ossea e pro-peptideo carboxiterminal do pro-colégeno tipo I, e macadores de reabsorcao dssea
como piridinolina, hidroxipiridinolina, telopeptideo do colageno tipo | e hidroxiprolina
aumentam na terapia de reposicdo do GH. O aumento na remodelacdo éssea é observado
poucos meses apds o inicio da reposicdo, antes do aumento na DMO. A expansdo do espago
de remodelamento 6sseo pode levar a uma reducdo inicial da DMO durante o primeiro ano de

uso do GH, com subsequente aumento na DMO. Sugere-se que o0 aumento na forga muscular
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em resposta a reposicdo do GH contribua com esse efeito positiva sobre a DMO (BAUM et
al, 1996; DE PAULA et al, 2009; KLEFTER & FELDT-ASMUSSEN, 2009).

13. ATEROGENESE E EIXO GH/IGF-1

As doencas cardiovasculares constituem outro grave problema de salde publica
associado ao processo de envelhecimento. No Brasil, as doencas do aparelho circulatério
representam a principal causa de morte, sendo responsaveis por 335.213 obitos entre 0s
1.170.498 oObitos ocorridos em 2011. (SISTEMA DE INFORMACOES SOBRE
MORTALIDADE, 2011)

Aterosclerose consiste no acimulo de lipidios, células inflamatorias e fibrose tecidual
na camada intima, 0 que causa aumento da espessura intimal das artérias de grande e médio
calibre. Seus principais fatores de risco sdo: hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia, niveis
elevados de LDL, baixos niveis de HDL, hiperhomocisteinemia, resisténcia a insulina,
diabetes mellitus, hipertensdo arterial sistémica, tabagismo, estados pré-coagulantes,
mediadores inflamatorios e imunol6gicos e marcadores genéticos (ROSS, 1999).

A aterogénese é um processo multifatorial, comumente associado aos fatores de risco
cardiovascular. O papel do eixo GH-IGF-1 permanece controverso. Estudos demonstraram
gue niveis baixos de IGF-I estdo associados a um aumento do risco cardiovascular e doenca
cardiaca isquémica na populacdo geral (JUUL et al, 2002). LAUGHLIN e cols. observaram
que niveis baixos circulantes de IGF-1 e IGFBP-I estdo associados a risco aumentado de
mortalidade por doenca cardiaca isquémica em idosos, independentemente da prevaléncia de
doenca isquémica cardiaca e fatores de risco de doencas cardiovasculares (LAUGHLIN et al,
2004).

Adultos com DGH apresentam mortalidade cardiovascular e cerebrovascular elevada.
Tem sido proposto que esse aumento esteja associado a influéncia da DGH sobre fatores de
risco para aterosclerose, como obesidade central, dislipidemia (aumento do colesterol total,
dos triglicérides, do LDL e reducdo do HDL) e elevados niveis de proteina C reativa
(BENGTSSON, 1998; BULOW et al, 2000; GOLA et al, 2005).

Individuos portadores de DIGH de Itabaianinha apresentam reducdo de massa magra,
maior porcentagem de massa gorda, obesidade central (BARRETTO et al, 1999; BARRETO-
FILHO et al, 2002), niveis elevados de LDL (OLIVEIRA et al, 2010), pressdo arterial

sistdlica (GLEESON et al, 2002). Apesar de tais fatores de risco cardiovascular, esses



29

individuos ndo apresentam evidéncia de aterosclerose prematura (OLIVEIRA et al, 2006)
nem de resisténcia insulinica (OLIVEIRA et al, 2012), resultando em uma longevidade
normal (AGUIAR-OLIVEIRA et al, 2010).
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1.1 Original article

This contribution should contain original controlled experimental data of basic and
clinical research. No firm word, table and figure and reference limit is given although the
authors are invited not to exceed 3000 words and 150 references.

The more concise the articles will be the more publication space will be allowed for

meritorious publications.

1.2 Review

This contribution is usually solicited by the Editors. If unsolicited, the authors are
advised to contact the Editor-in-Chief (endocrine_eic@libero.it) with an outline of the
proposed review and CV of the authors. This type of article does not have a strict limit in
word and reference number although the editorial recommendation is that the article does not

exceed 4000 words and 350 references.
1.3 Mini-Review

This contribution is also usually solicited by the Editors. If unsolicited, the authors are
advised to contact the Editor-in-Chief (endocrine_eic@libero.it) with an outline of the
proposed review and CV of the authors. This type of article has a word limit of 2000 and no
more than 100 references.

1.4 New Horizons in

This contribution should be based on the outcomes of a scientific meeting and will be

devoted to underline open issues as well as future basic and clinical research perspectives in
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an endocrine field. This type of article has a word limit of 2000 and no more than 50
references.

Interested authors should contact directly the Editor-in-Chief
(endocrine_eic@libero.it) submitting the meeting scientific program and an outline of their

work.

1.5 Meta-analysis

This contribution should be based on a rigorous methodological/statistical approach
described in detail in the methods section applied to a relevant clinical or basic issue.
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more than 50 references.

1.6 Viewpoint
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invited to express his views and interpretation of current literature.

This type of article has a word limit of 1000, 1 figure or table and no more than 30

references.
1.7 Editorial
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This type of article has a word limit of 1000 and no more than 10 references.
1.8 Research Letter
This contribution contains particularly original preliminary basic or clinical data

presented in a very concise way (no abstract, word limit of 1000, 1 table of figure and

maximum 10 references).
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1.9 Fellows corner

This contribution should be a short report (word limit of 1500, 1 table and/or 1 figure,
maximum 25 references) containing a set of original research data or a critical revision of
current literature on a basic or clinical topic discussed by an endocrine fellow with his/her

mentor.

1.10 Book review

This contribution should be a short evaluation from an expert in the field on a relevant
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1.11 Letter to the Editor
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than 3 references and 3 authors (with author affiliations only including main institution, place
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1.15. Endocrine Trials

This contribution is devoted to registered clinical trials in which treatments for an
endocrine or metabolic disease are studied. Manuscripts can deal with the detailed description
of the protocol of a trial, can report data from interim analysis of an ongoing clinical trial, can
report preliminary or final results of the trial as well as post-hoc analysis of the trial. No word,
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Abstract

Purpose: The GH/IGF-I axis has essential roles in regulating bone and vascular status. The age-related decrease
in GH secretion (“somatopause™) may contribute to osteoporosis and atherosclerosis, commonly observed in the
elderly. Adult-onset GH deficiency (GHD) has been reported to be associated with reduced bone mineral density
(BMD), increased risk of fractures, and premature atherosclerosis. We have shown that young adult individuals
with isolated GHD (IGHD) due to a homozygous for the ¢.57+1G>A GHRH receptor gene mutation have
normal volumetric BMD (vBMD), and not develop premature atherosclerosis, despite adverse risk factor profile.
However, the bone and vascular impact of lifetime GHD on the aging process remains unknown.

Methods: We studied a group of ten older IGHD subjects (>60yrs) homozygous for the mutation, comparing
them with 20 age-and gender-matched controls. Areal BMD was measured, and vBMD was calculated at the
lumbar spine and total hip. Vertebral fractures and abdominal aortic calcifications were also assessed.

Results: Areal BMD was lower in IGHD, but vBMD was similar in the two groups. The percent of fractured
individuals was similar, but the mean number of fractures per individual was lower in IGHD than CO. Calcium
score was similar in the two groups. A positive correlation was found between calcium score and number of
fractures.

Conclusions: Untreated lifetime IGHD has beneficial consequences on bone status and does not have a

deleterious effect on abdominal aorta calcification.

Key words: Isolated GH deficiency; aging; osteoporosis; vertebral fractures; vascular calcification.
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Introduction

Osteoporotic fractures and cardiovascular disease are top ranked public health problems, intimately
linked to aging. In the U.S., the direct medical costs associated with osteoporotic fractures and cardiovascular
events are estimated at $36.2 billion and $400 billion per year, respectively [1, 2]. As life expectancy is
increasing with a consequent increase in the number of elderly individuals, the financial and health-related costs
of both conditions will naturally increase in the next decades. It is interesting that while bone mineralization
reduces during aging, calcium contents increases in vessels, as part of atherosclerosis development [3].

Vertebral fractures (VFs) are the most common complication of osteoporosis,, associated with reduced
quality of life, increased morbidity and mortality, and increased risk of future vertebral and non-vertebral
fractures [4,5]. Vertebral fracture assessment (VFA), using dual-energy X-ray absorptiometry (DXA), has great
potential for clinical use in detecting both VFs and abdominal aortic calcifications (AAC), an important marker
of subclinical cardiovascular (CV) disease [6].

Growth hormone (GH) and its principal mediator factor, insulin like growth factor type | (IGF-I)
regulate both bone remodeling and vascular endothelial cells function. In bone, the GH/ IGF-I axis promotes the
differentiation and proliferation of mature osteoblasts and regulates osteoclastic differentiation and activity,
favoring bone anabolism [7-10]. GH and IGF-I are also very important for the development of smooth muscular
cells necessary to the establishment of atheromas [11]. Intriguingly, the reduction in endogenous GH secretion
that occurs with age (“somatopause”) has been suggested to be not only a contributing factor for the age-related
decline in BMD [12] but also for the emergence of atherosclerosis [13].

Adult-onset GH deficient (AOGHD) individuals have reduced BMD, with mild increased risk of
fractures [14, 15], and increased atherosclerosis [16, 17]. However, AOGHD patients frequently lack multiple
pituitary hormones, whose deficits and replacements may contribute to abnormal bone and vascular structure.
Furthermore, the age of onset of GHD in these patients is often unknown, as the underlying pathological process
(mostly pituitary tumors) that causes GHD may remain undiagnosed for many years. Childhood onset isolated
GHD (IGHD) individuals are commonly treated with GH replacement, precluding conclusions about the long-
term bone and vascular consequences of lack of GH.

We have identified large kindred of IGHD patients with severe short stature due to a null homozygous
GHRH receptor gene (GHRHR) mutation (¢.57 + 1G>A), with approximately 100 affected individuals over
seven generations, residing in Itabaianinha County, in the Brazilian Northeast [18]. These IGHD individuals

present very low serum GH and IGF-I [19], and have reduction in fat free mass and an increase in fat mass
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percentage with central distribution [20,21]. They also have increased systolic blood pressure [22], low-density
lipoprotein-cholesterol and C-reactive protein levels [23], but normal leptin and high adiponectin [23] serum
levels. Despite their risk factors, they have no evidence of insulin resistance [24] or premature coronary or
carotid atherosclerosis [25], resulting in normal longevity [26]. Recently, we have reported that these IGHD
individuals in adulthood have normal volumetric BMD (vBMD) despite low areal BMD [27]. However, the
consequences of untreated IGHD on vBMD in older individuals of this cohort are still unknown. Here we report
the bone status and AAC in ten IGHD individuals >60 years, and compare them with 20 age- and gender-

matched controls from the same area.
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Subjects and Methods
Subjects

In a case-control study, performed in Itabaianinha County, in the Northeastern Brazilian state of
Sergipe, IGHD and control (CO) subjects were recruited by advertising placed in the local Dwarfs Association
building and by word of mouth. Inclusion criteria were age >60 yr. IGHD individuals were genotyped to be
homozygous for the ¢.57+1G>A GHRHR mutation, whereas controls (CO) were homozygous for the wild-type
GHRHR allele. Exclusion criteria were: known history of chronic disease (DM, rheumatologic, hepatic, renal
and osteometabolic) and use of glucocorticoids, anticonvulsants, GH, thyroid hormone and osteoporosis
medications. Ten IGHD subjects (5 males, range: 60 to 88 yrs) and 20 CO (10 males, range: 60-94yrs) were
enrolled.

Both the Federal University of Sergipe and the Johns Hopkins University Institutional Review Boards
approved these studies, and all subjects gave written informed consent.

Anthropometric measurement

Height and body weight were measured and body mass index (BMI) was calculated by the formula:
weight (kilograms)/height (meters)®>. As we pooled both genders in the analyses, height, weight and BMI
standard deviation scores were calculated by using
http://www.phsim.man.ac.uk/SDSCalculator/SDSCalculator.aspx.

Laboratory assessment

Insulin was measured by a solid-phase, enzyme-labeled chemiluminescent immunometric assay
IMMULITE 2000® (Siemens Healthcare Diagnostics Products Ltd., USA), with sensitivity of 2 plU/ml, and
intraassay and interassay variabilities of 4.2 and 5.1%, respectively. Insulin resistance was estimated using the
homeostasis model assessment of insulin resistance (HOMAr) with the formula: fasting serum insulin (pU/ml) x
fasting plasma glucose (mmaol/1)/22.5 [28].

IGF-1 was measured by a solid-phase, enzyme-labeled chemiluminescent immunometric assay
IMMULITE 2000® (Siemens Healthcare Diagnostics Products Ltd., USA), with sensitivity of 25ng/ml.
Intraassay and interassay variabilities were 3.1 and 6.1%, respectively. Nine of ten IGHD individuals presented
IGF-I levels <25 ng/mL. In these individuals we considered the value of 25ng/ml to calculate the mean and

standard deviation.
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Bone mineral density (BMD) measurement

Bone mineral density was assessed by DXA using the Discovery W-Hologic apparatus (Hologic Inc.,
Waltham, MA). BMD was measured at lumbar spine, femoral neck and total hip, and expressed in absolute
values (g/lcm?). The exams were all performed by the same operator according to rigid positioning criteria
standardized for each target site. Because areal BMD can be misleading when used to compare bones of different
sizes, volumetric density of the lumbar spine (vBMD) and total hip (vBMDTH) were mathematically estimated.
For vBMD we used L1-L4, instead of L2-L4 proposed by Carter et al [29], and based on the current
recommendation by the ISCD. The following equations were used [29, 30, 31]:

Lumbar spine: vBMDL14 (g/cm®) = BMD (g/cm?) of the lumbar spine (L1-L4) / square root of the bone
area (cm?) of the lumbar spine (L1-L4).

Total hip: vBMDTH (g/cm®) = BMDTH (g/cm?)/ square root of the bone area (cm?) of the total hip.

The coefficient of variation for the BMD measurements in normal subjects was 1% at both lumbar spine
and femoral neck.

Vertebral Fracture Assessment (VFA)

For assessment of vertebral fractures, lateral images from T4 to L4 were evaluated with the patient in a
lateral decubitus position. Using a translucent digitizer and a cursor, six points were marked on each vertebral
body, at the anterior, middle and posterior margins of the vertebral endplates. From these points, anterior (h,),
middle (h,), and posterior (h,) heights and the following ratios were calculated: hy/h, (wedging), hp/h,
(biconcavity) and hy/h, ** or hy/h,™ (crushing), where h,** and h,™, respectively, indicate h, of the vertebra above
or below the one under examination [32]. Vertebral fractures were classified according to the Genant semi-
quantitative methodology, where grade 1 (mild) fracture is a reduction in vertebral height of 20-25%, grade 2
(moderate) a reduction of 26-40%, and grade 3 (severe) a reduction of over 40% [33].

Abdominal aortic calcification

Aortic calcification was assessed from VFA scans. The calcifications in the anterior and posterior walls
of the abdominal aorta adjacent to the first four lumbar vertebrae were assessed. Analysis of cardiovascular risk
was performed based on calcium score: no risk (absence of calcification) coded zero, low risk (1-2
calcifications), coded 1, moderate risk (3-4 calcifications), coded 2 and high risk (5 or more calcifications),
coded 3. A mean code of this risk was calculated in both groups.

Statistical analysis
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Values for continuous variables were expressed as mean + standard deviation. Comparison between the
groups was performed by independent samples t test. The frequency of type and grade of fractures was analyzed
by using Fisher’s exact test. Spearman correlation was used for the correlation between variables. The statistical
software SPSS/PC 11.5 (Statistical Packet for Social Science, Inc., Chicago, IL) was used. P values of 0.05 or

less were considered to be statistically significant.
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Results

As shown in table 1, the groups were matched for age, gender, and BMI. As expected, height and
weight in absolute values or standard deviation score were lower in IGHD than CO. The age of menopause was
similar in the women of both groups. IGF-I serum levels were significantly lower in IGHD compared with
control subjects (p< 0.0001). Circulating insulin levels were also lower in IGHD (p=0.049).

Table 2 summarizes areal BMD measurements and the calculated volumetric BMD (vBMD). IGHD
presented significantly decreased areal BMD at the lumbar spine, femoral neck and total hip, but vBMD at L1-
L4 and total hip was not different between groups.

The number of individuals with VFs was similar in IGHD (five in ten, 50%) and CO (six in 20, 30%),
p=0.15, but the mean number of fractures per individual was lower in IGHD (2.8, 14 fractures in five
individuals) than CO (5.33, 32 fractures in six individuals, p=0.018). In IGHD individuals, there were 11
biconcave, three crush and none wedge fractures. In CO group, there were 17 biconcave, six crush and nine
wedge fractures. In IGHD there was no severe fracture; eight fractures were graded as mild and six as moderate.
In CO, 12 fractures were graded as mild, 17 as moderate and three as severe.

The calcium score was negative in nine of ten IGHD (90%) and in 16 of 20 of CO (80%), p= 0.373. The
remainder IGHD subject had moderate risk. One CO individual presented mild risk, another moderate, whereas
two had high risk. The mean value of this risk was similar in IGHD and control (0.20 £ 0.63 and 0.45 £ 0.99).

In the pooled GHD individuals and controls, there was no correlation between vBMDL1-4 and the
number of fractures but a significant negative correlation was found between vBMDTH and the number of
fractures (r= -0.421, p =0.021). A significant positive correlation was found between calcium score and the

number of fractures (r= 0,534, p = 0.002).
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Discussion

We have recently shown in a younger group that adults (age 38.16 £12.17) with congenital untreated
IGHD (despite low areal BMD) have normal calculated vBMD [27]. Here we studied older individuals from the
same kindred. There was no previous literature on vBMD in old individuals with congenital IGHD due to
inactivating GHRHR mutation, as the only previous study included 4 young individuals [27, 31]. Similarly,
studies in GH resistant individuals (i.e., Laron syndrome) included only subjects younger than the ones we have
studied [34, 35]. The present study shows that the observation of normal vBMD is extended to older subjects,
and it is reflected in a similar incidence of morphometry VFs in comparison to controls. In fact, the number of
VFs per individual was actually lower in IGHD than in controls. It is also noteworthy that elderly IGHD
individuals present also normal z-scores of areal BMD in the total hip. Therefore, in this kindred GHD seems not
to exert the same deleterious effect on BMD as in normal individuals who become GHD as adults [36-38].
Accordingly, despite the fact that the Itabaianinha individuals older than 60 years are physically very active in a
rural environment, there has been no report of hip fractures even in individuals older than 90 yrs.

The observation that the mean number of fractures per individual was lower in IGHD than CO suggests
that IGHD individuals are less prone to re-fracture. This could be explained by the “mechanostat theory”, which
proposes that bones adapt their strength to keep the strain caused by physiological loads close to a set point.
Because the largest physiological loads are caused by muscle contractions, there should be a close relationship
between bone strength and muscle force or size [39]. IGHD individuals may be well adapted to their body size,
and to the reduced muscle mass, being less prone to fractures. It would appear therefore that-at least in terms of
VFs-it is better have very low GH and IGF-I throughout life than to have normal levels during adulthood and
reducing them with aging through somatopause.

Genetically modified animal models allow the acquisition of novel information about IGF-1 and GH
actions on the skeleton. Most likely the major function of IGF-1 within bone is to increase the osteoblast activity,
thereby stimulating bone formation. However, IGF-l can also stimulate RANK-L synthesis, enhancing
osteoclastogenesis, as suggested by the observation that IGF-1 knockout mice exhibit decreased number of
osteoclast [40]. The murine equivalent of the kindred we have studied (mice with mutated GHRHR gene) have
reduced cortical bone, but normal trabecular bone volume [41]. Unfortunately, one limitation of the present is
that DXA technique is that it does not permit the individual evaluation of cortical and trabecular bone to

determine if this is the case in human subjects as well.
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Only about one third of radiographically identified VFs are clinically diagnosed [42]. Whether
clinically recognized or not, VFs are associated with an increase in back pain and disability, and lower quality of
life [43], neither of them present in our IGHD individuals [44]. The prevalence of VFs in CO group was similar
to the one reported in normal Brazilian women of mean age of 65.7+6.3 years (34.1 %) [43], re-enforcing our
finding of a favorable bone phenotype in congenital lifetime IGHD. Accordingly, working with this community
for longer than two decades and knowing every IGHD patient personally, we did not observe any hip fracture.
Furthermore, going back as far as 1892, there is no death certificate reporting hip fracture as cause of death in
any of the IGHD subjects [26].

Physiological processes related to growth may involve significant “costs” in relation to aging and
longevity, predisposing to age associated disease as diabetes and cancer [45]. Our data suggest that having a
normal GH- IGF I axis and an adult normal size can also involve significant “cost”, in terms of VFs in elderly
individuals [26].

Radiographic evidence of AAC has been shown to be a strong predictor of incident coronary heart
disease, stroke, heart failure, and intermittent claudication, independent of traditional clinical cardiovascular risk
factors [6]. In our study, calcium score was similar in IGHD individuals and control subjects. This confirms that,
despite several cardiovascular risks factor [21], these subjects do not develop early atherosclerosis in the
abdominal aorta, confirming previous findings of coronary and carotid arteries [25].

Our finding of a significant positive correlation between calcium score and the number of fractures is
supported by previous studies [46-49]. Both fractures and cardiovascular events are major causes of morbidity
and mortality in elderly [50-52]. The present data re-enforce the need for further studies to analyze the
relationship(s) that exist between bone loss and cardiovascular disease.

Finally, older IGHD subjects have lower insulin levels, but similar HOMAir. This fits with previous
data from younger members of this kindred, showing reduced f-cell function and increased insulin sensitivity,
resulting in a neutral net effect on the risk of diabetes [24, 53].

In summary, congenital, lifetime IGHD has beneficial consequences in bone status in old age, and does
not have deleterious effects on abdominal aorta calcification. In this specific and arguably unique kindred, IGHD

seems delay some bone features of aging.
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TABLE 1: Clinical and biochemical characteristics of the individuals in the control group (CO) and in the group

with isolated growth hormone deficiency (IGHD). Values are means * standard deviation (SD)

IGHD co
P
(n=10) (n=20)
Sex (M) 5 10 1
Age 71.0 £10.18 69.75 +10.47 0.758
Age of menopause 49.75 +3.68 47.3345.19 0.423
Height (m) 1.20 +£0.05 1.55 +0.08 <0.0001
Height SDS -7.99 +0.55 -2.45 £1.07 <0.0001
Weight (kg) 40.68 +8.92 65.52 +10.71 <0.0001
Weight SDS -4.88 +3.72 -0.13 #1.53 0.003
BMI (kg/m?) 28.90 +8.80 27.22 +4.02 0.477
BMI SDS 1.11 +2.14 1.17 +1.04 0.918
IGF-I (ng/mL) 26.96 +6.20 108.57 +61.42 <0.0001
Glucose (mg/dL) 109.00 +28.02 90.85 +18.23 0.086
Insulin (UUI/ML) 2.56 +1.77 3.96 +2.54 0.049
HOMA g 0.73 +0.69 0.89 +0.61 0.475
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TABLE 2: Areal bone mineral density (BMD) measurements and calculated volumetric BMD (vBMD) in IGHD

individuals and controls. Values are means + standard deviation (SD)

DIGH co P
BMDL1 (g/cm?) 0.764 +0.07 0.943 +0.18 0.001
BMDL2 (g/cm?) 0.740 +0.08 1,000 +0.21 <0.0001
BMDL3 (g/cm?) 0.760 +0.12 1.086 +0.25 <0.0001
BMDL4 (g/cm?) 0.706 +0.12 1.108 +0.26 <0.0001

BMD L1-4 (g/cm?) 0.743 +0.08 1.041 £0.22 <0.0001
AREA L1-4 (cm’) 20.876 +3.71 50.748 +5.73 <0.0001
VBMDL 14 (glcm?) 0.137 £0.02 0.145 +0.02 0.350
TSCOREL1-4 13,58 £0.58 1,16 +1.66 <0.0001
Z SCORE L1-4 11,64 +0.89 0.09 +1.39 0.001
BMDTH (g/em?) 0.804 £0.09 0.956 +0.16 0.002
TH bone area (cm’) 22139 +4.13 32280 +3.83 <0.0001
VBMDTH (g/cm’) 0.160 +0.26 0.172%0.16 0.756
T-SCORE TH 1,74 +0.74 10.60 +1.25 0.004
4-SCORE TH 10.05 +0.81 0.61+1.07 0.007
BMDFN (g/cm?) 0.621 +0.09 0.839 £0.12 <0.0001

TH: total hip, FN: Bone mineral density femoral neck



TABLE 3: Type of fractures.

Absolute values and (%)

74

Type of fractures DIGH, n=14 CO, n=32 p
Biconcave 11 (78.6) 17 (53.1) 0.047
Crush 3(21.4) 6 (18.8) 0.506
Wedge 0 (00) 9(28.1) 0.041




TABLE 4: Grade of fractures

. Absolute values and (%)
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Grade of fractures DIGH, n=14 CO, n=32 p
Mild 8(57.1) 12 (37.5) 0.109
Moderate 6 (42.9) 17 (53.1) 0.308
Severe 0 (00) 3(9.4) 0.543




