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RESUMO

Morfometria cerebral e estimativa do envelhecimento cerebral em individuos com deficiéncia
congénita, isolada e ndo tratada do hormonio do crescimento. Keila Ribeiro Villar Gouy.
Aracaju, 2024,

Introducéo: Individuos com deficiéncia isolada do horménio de crescimento (DIGH) devido
a uma mutagcdo no gene do receptor do hormonio liberador do horménio de crescimento
(GHRH), ap6s os 50 anos de idade, apresentam expectativa de vida normal e desempenho
cognitivo total semelhante, com melhor atencédo e funcdo executiva que os controles. Objetivo:
Avaliar a morfometria e o envelhecimento cerebral desses individuos por meio de ressonancia
nuclear magnetica (RNM). Métodos: Treze individuos com DIGH e 14 controles pareados por
idade, sexo e escolaridade foram inscritos. Dados volumétricos cerebrais quantitativos e de
espessura cortical foram obtidos por segmentagdo automatica utilizando o software FreeSurfer.
O volume de cada regido cerebral foi normalizado pelo volume intracraniano. A escala de
Fazekas e o escore de atrofia mesial temporal (MTA) foram também avaliados. Foi obtida a
diferenca entre a idade cerebral prevista, estimada pela RNM utilizando uma rede neural
treinada, e a idade cronolégica. p < 0,005 foi considerado significante e 0,005 < p < 0,05 como
evidéncia sugestiva de diferenca. Resultados: Na DIGH, a maioria dos valores da espessura
cortical e dos volumes absolutos cerebrais foi semelhante aos controles, porém os volumes
cerebrais normalizados foram maiores na substdncia branca do polo frontal e da insula
bilateralmente, no cortex da insula direita e no caudado esquerdo (p < 0,005). Apresentaram-se
com evidéncia sugestiva um volume maior na DIGH no talamo esquerdo (p = 0,006), no talamo
direito (p = 0,025), no caudado direito (p = 0,046) e no putdmen direito (p = 0,013). Dez
individuos no grupo DIGH (77%) e 10 controles (71%) apresentaram escala de Fazekas dentro
da normalidade e nenhum desses individuos apresentou anormalidade no escore de MTA. Nao
houve diferenca entre os grupos em ambas as escalas. As idades cerebrais previstas foram
semelhantes entre os grupos. Conclusdo: A DIGH esta associada principalmente a medidas
cerebrais absolutas semelhantes e a um conjunto de volumes cerebrais normalizados maiores
que os controles. A DIGH néo parece alterar o processo de envelhecimento cerebral.

Palavras-chave: cérebro; envelhecimento; GH; receptor de GHRH; ressonancia nuclear
magnética.



ABSTRACT

Brain morphometry and estimation of aging brain in subjects with congenital untreated
isolated growth hormone deficiency. Keila Ribeiro Villar Gouy. Aracaju, 2024.

Introduction: Individuals with isolated GH deficiency (IGHD) due to a mutation in the GHRH
receptor gene have a normal life expectancy and above 50 years of age, similar total cognitive
performance, with better attention and executive function than controls. Objective: Evaluate
their brain morphometry and brain aging using MRI. Methods: Thirteen IGHD and 14 controls
matched by age, sex, and education, were enrolled. Quantitative volumetric data and cortical
thickness were obtained by automatic segmentation using FreeSurfer software. The volume of
each brain region was normalized by the intracranial volume. The Fazekas scale and the mesial
temporal atrophy (MTA) score were also evaluated. The difference between the predicted brain
age estimated by MRI using a trained neuronal network, and the chronological age, was
obtained. p < 0.005 was considered significant and 0.005 < p < 0.05 as suggestive evidence of
difference. Results: In IGHD, most absolute values of cortical thickness and regional brain
volumes were similar to controls, but normalized volumes were greater in the white matter in
the frontal pole and in the insula bilaterally, and in the gray matter, in the right insula and in
left caudate (p < 0.005 for all comparisons) We also noticed suggestive evidence of a larger
volume in IGHD in left thalamus (p = 0.006), right thalamus (p = 0.025), right caudate (p=
0.046) and right putamen (p =0.013). Ten individuals in the IGHD group (77%) and 10 controls
(71%) had Fazekas scale within the normal range and none of them showed changes in the
MTA score. Predicted brain ages were similar between groups. Conclusion: IGHD is primarily
associated with similar absolute brain measurements and a set of larger normalized volumes
than controls. IGHD does not appear to alter the process of brain aging.

Key-words: brain; aging; GH; GHRH receptor; magnetic resonance imaging.
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1 INTRODUCAO

Na cidade brasileira de Itabaianinha, em Sergipe, existe uma grande coorte de
individuos com grave deficiéncia isolada do hormonio de crescimento (DIGH) causada por uma
mutacdo homozigética (c.57+1G—A) no gene do receptor do horménio liberador do horménio
de crescimento (GHRHR) (GHRHR OMIM n.618157) (SALVATORI; HAYASHIDA;
AGUIAR-OLIVEIRA et al., 1999). A maioria dos adultos afetados ndo recebeu reposi¢do do
hormdnio de crescimento (GH) e apresenta expectativa de vida normal (AGUIAR-OLIVEIRA;
OLIVEIRA; PEREIRA et al., 2010), com longevidade prolongada (AGUIAR-OLIVEIRA;
BARTKE, 2019).

Esses individuos com DIGH apresentam uma reducdo desigual nas medidas 0sseas
(OLIVEIRA-NETO; NASCIMENTO; SALVATORI et al., 2022) e ndo 6sseas (OLIVEIRA;
SALVATORI; NOBREGA et al., 2008). Quando corrigidos para a superficie corporal,
comparando com o0s controles, os tamanhos da tireoide, do coracdo, do Utero e do baco sdo
menores; ovarios e prostata sao semelhantes; figado, rins e pancreas sao maiores (OLIVEIRA;
SALVATORI; NOBREGA et al., 2008). A reducéo na largura dentéria é de menor magnitude
que a altura, o que pode constituir uma vantagem em termos de mastigacdo (OLIVEIRA-
NETO; NASCIEMNTO; SALVATORI et al., 2022). O crescimento dos dentes é paralelo ao
desenvolvimento do perimetro cefalico (FARO; PEREIRA-GURGEL; SALVATORI et al.,
2017), cujo crescimento parece ser parcialmente afetado pela DIGH. A estatura média dos
individuos com DIGH corresponde a 78% da estatura dos controles e o perimetro cefalico
representa 92% do perimetro cefalico dos controles (AGUIAR-OLIVEIRA; SALVATORI,
2022). O cérebro tem 83,6% do seu crescimento concluido no primeiro ano de vida, com o
crescimento volumétrico essencialmente completo alcangado durante os primeiros trés anos de
vida (NELLHAUS, 1968). Desse modo, o crescimento do cérebro segue padrdes diferentes de
regulacdo temporal do crescimento corporal, sugerindo outros mecanismos regulatorios além

do eixo somatotropico que podem impactar a estrutura cerebral no envelhecimento.

Batista et al. (BATISTA; KELLNER; SALVATORI et al., 2023) demonstraram que 0
envelhecimento nesses individuos com DIGH esta associado a um desempenho cognitivo total
semelhante, com melhor atencdo e funcdo executiva que os controles, medidos pela Avaliagédo
Cognitiva Independente de Alfabetizacdo (LICA). O impacto desta DIGH congénita, grave e
vitalicia na morfometria do cérebro, especialmente durante o envelhecimento, ainda é

desconhecido.
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Os pré-vertebrados crescem usando uma variedade de circuitos extra hipofisarios, como
insulina e fatores de crescimento semelhantes a insulina (IGFs). Os vertebrados, entretanto,
desenvolveram o eixo somatotrofico, representado pelo GH hipofisario e pelo IGF tipo 1
circulante (IGF1), acoplando o crescimento do corpo ao aumento da capacidade de obter
alimentos e de se reproduzir (AGUIAR-OLIVEIRA; BARTKE, 2019). O sistema
somatotrofico (eixo somatotréfico e circuitos extra-hipofisarios), extraordinariamente
complexo, suporta adequado crescimento e funcdo dos o0ssos, dos musculos, das articulagdes,
bem como o desenvolvimento dos dentes, do cranio e do cérebro (OLIVEIRA-NETO;
NASCIMENTO; SALVATORI et al., 2022). A funcdo cerebral parece depender mais dos
circuitos extra-hipofisarios, nomeadamente insulina (CHEN; QIU, YU et al., 2021; FRAZIER,;
BETTCHER; DUTT etal., 2015), IGF2 (PARDO; CHENG; SITBON etal., 2019), GH cerebral
(GOSSARD; DIHL; PELLETIER et al., 1987) e IGF1 e IGF2 cerebrais (ROTWEIN;
BURGESS; MILBRANDT etal., 1988; NYBERG, 2000) do que do eixo somatotrofico classico
(GH hipofisario e IGF1 circulante) (AGUIAR-OLIVEIRA; BARTKE, 2019; AGUIAR-
OLIVEIRA; SOUZA; OLIVEIRA et al., 2017).

Nossa hipotese é que as dimens@es das regides cerebrais podem ser afetadas de forma
desigual em individuos com DIGH. Além disso, como o desempenho cognitivo total dos
individuos com DIGH avaliado pelo LICA é semelhante aos controles (BATISTA; KELLNER;
SALVATORI et al., 2023), levantamos também a hipétese de que a idade cerebral prevista pela
ressonancia nuclear magnética (RNM) também pode ser semelhante. Os objetivos deste
trabalho foram avaliar a morfometria e o envelhecimento cerebral desses individuos por meio
de RNM.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Sindrome de Itabaianinha

Uma nova mutagdo do receptor do GHRH (GHRHR) foi relatada em 1998 no interior
de Sergipe, em Itabaianinha (AGUIAR-OLIVEIRA; GILL; BARRETTO, 1999). Os “andes de
Itabaianinha”, a principio considerados portadores de resisténcia ao GH, sdo, na realidade,
homozigo6ticos para uma mutacao tipo splicing no inicio do intron 1 do gene do receptor do
GHRH, com uma substitui¢ao de guanina por adenina (SALVATORI; HAYSHIDA; AGUIAR-
OLIVEIRA et al., 1999). Essa mutagao impede a formacdo do RNA mensageiro do receptor de
GHRH, abolindo completamente a sua expressao. O receptor GHRH ¢ um receptor acoplado a
proteina G e possui um dominio N terminal extracelular, 7 hélices intramembranicas € uma
extremidade C intracelular. A ligacdo do hormoénio liberador do hormoénio do crescimento
(GHRH) ao receptor do GHRH na superficie dos somatotrofos leva ao aumento da atividade
adenilciclase, sintese do AMPc (adenosina monofostato ciclico), causando ativagdo da via da
proteina quinase, proliferacdo celular e secrecio de GH (SOUZA; SALVATORI;
MARTINELLI JR et al., 2004).

As mutacoes no receptor de GHRH definiram um modelo de resisténcia ao GHRH
causando uma deficiéncia genética, isolada e grave do GH cuja expressao fenotipica completa
s6 foi possivel ser estabelecida em Itabaianinha pelo grande niimero de individuos de varias
geragdes envolvidas (SOUZA; SALVATORI; MARTINELLI JR et al., 2004). Esses individuos
viveram anteriormente na regiao rural de Itabaianinha no aglomerado rural de Carretéis e seus
arredores, regido de montanhas. Itabaianinha ¢ a quinta cidade mais alta de Sergipe com
aproximadamente 300 metros acima do nivel do mar. O isolamento geografico, a elevada
frequéncia de unides consanguineas, a mobilidade histdrica nula e uma longevidade normal
foram as principais causas da propagacao desta mutacao nesta area especifica. Atualmente tem-
se o conhecimento de 54 individuos vivos com DIGH nesta coorte (AGUIAR-OLIVEIRA;
SALVATORI, 2021).

Esta coorte de DIGH apresenta secrecao de GH baixa, mas detectavel, com valores de
pico sérico de GH inferiores a 1ng/mL nos testes de clonidina e de tolerancia a insulina, e sem
resposta a0 GHRH (SALVATORI; SERPA; PARMIGIANI et al., 2006). H4 uma redugao
severa ao longo da vida do IGF1 circulante e uma consideravel regulagao positiva do I1GF2,

comprovada por um aumento na propor¢do IGF2/IGFBP3, uma medida da sua
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biodisponibilidade (AGUIAR-OLIVEIRA; BARTKE, 2019; AGUIAR-OLIVEIRA; SOUZA;
OLIVEITA et al., 2017; AGUIAR-OLIVEIRA; GILL; BARRETO et al., 1999).

Os principais achados fisicos desses individuos adultos sdo baixa estatura proporcional,
facies de boneca, voz estridente, obesidade central, pele enrugada e cabelos jovens com
auséncia de canicie, mesmo na velhice (AGUIAR-OLIVEIRA; SALVATORI, 2021). Os
recém-nascidos sdo de tamanho normal indicando que o GH hipofisario ndo € necessario para
o crescimento intrauterino. A falha de crescimento pds nascimento torna-se evidente por volta
de 1,5 anos de idade (MENEZES; SALVATORI; MELO et al., 2013), com altura adulta média
em individuos ndo tratados de 128 + 5,9cm em homens e¢ 117,6 £ 5,7cm em mulheres
(AGUIAR-OLIVEIRA; SALVATORI, 2012). Apresentam diminuicdo da massa muscular e
aumento da porcentagem de gordura corporal com obesidade predominantemente truncal
(LARON; GINSBERG:; LILOS, 2006). Apesar disso, eles tém melhores parametros de forga
muscular (ajustados para peso € massa magra) e maior resisténcia periférica a fadiga do que os
controles (ANDRADE-GUIMARAES; AGUIAR-OLIVEIRA; SALVATORI et al., 2019). A
genitalia externa ¢ de tamanho normal (AGUIAR-OLIVEIRA; SOUZA; OLIVEIRA et al.,
2017). A puberdade ¢ atrasada e a menopausa ¢ antecipada, porém a fertilidade ¢ preservada
em ambos os sexos. Exibem comprometimento do sono, sem afetar a qualidade de vida
(BARBOSA; SALVATORI; OLIVEIRA et al, 2009; OLIVEIRA; SALVATORLI;
MARCONDES et al., 2017). Os volumes da tireoide, do bago, do utero e da massa ventricular
esquerda sdo significativamente menores do que os controles, mesmo corrigidos pela area de
superficie corpoérea (ALCANTARA; SALVATORI; ALCANTARA et al., 2006; BARRETO-
FILHO; ALCANTARA; SALVATORI et al., 2002). Por outro lado, os volumes da prostata e
dos ovarios corrigidos sdo normais (OLIVEIRA; SALVATORI; NOBREGA et al., 2008);
enquanto pancreas, figado e rins sdo maiores em comparacao com os controles (OLIVEIRA;
SALVATORI; NOBREGA et al., 2008). Os desenvolvimentos ocular e cerebral nao sdo
comprometidos e, provavelmente, ocorrem por meio de fatores de crescimento extra-
hipofisarios produzidos localmente, como o IGF2 (AGUIAR-OLIVEIRA; SALVATORI,
2021).

Apresentam niveis altos de colesterol total e colesterol de baixa densidade (BARRETO-
FILHO; ALCANTARA; SALVATORI et al., 2002; GLEESON; SOUZA; GILL et al., 2017),
proteina C reativa mais elevada, aumento da pressdo arterial sistdlica sem evidéncias de
hipertrofia cardiaca ou de aumento na espessura intima-média da cardtida, com aterosclerose

em coronaria e adrtica abdominal similar aos controles (COSTA; OLIVEIRA; SALVATORI
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et al, 2016; MENEZES-OLIVEIRA; MARQUES-SANTOS; BARRETO-FILHO et al., 2006;
SOUZA; FARIAS; SALVATORI et al., 2014).

Este modelo de DIGH, em que a maioria dos adultos nunca recebeu terapia de reposi¢ao
de GH, permite analisar os efeitos do eixo somatotréfico (GH hipofisario e IGF1 circulante) e
dos circuitos extra-hipofisarios (IGF2 e producao local de IGF1 e IGF2) no tamanho e nas

funcdes corporais.

2.2 Sistema somatotrofico

O sistema somatotréfico compreende o eixo somatotrofico e os circuitos extra-

hipofisarios.

O eixo somatotrofico influencia o crescimento longitudinal, além de desempenhar
importante papel no metabolismo, na composi¢do corporal, no perfil lipidico e no estado
cardiovascular (SOUZA; SALVATORI; MARTINELLI JR. et al., 2004; AGUIAR-
OLIVEIRA; BARTKE al. 2019). A secrecao do GH pela hipofise ¢ regulada sob a acao
estimulatéria do hormdnio liberador do hormdnio de crescimento e da grelina e inibitoria da

somatostatina e do fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1.

Os circuitos extra-hipofisarios sdo criticos para fungdes de relevancia fisioldgica, como
as funcdes visuais, imunes, reprodutivas e cerebrais, e tém alguma influéncia na longevidade e
na healthspan (SOUZA; SALVATORI; MARTINELLI JR. et al., 2004; AGUIAR-OLIVEIRA,;
BARTKE al. 2019). Compreendem a insulina, a producgao local de GH, IGF1, IGF2, proteinas
de ligagao a IGF (IGBPs) e os varios fatores de crescimento tecidual, como fator de crescimento
de fibroblastos, fator de crescimento endotelial vascular, fatores de crescimento derivados de
plaquetas, fator de crescimento transformador [ e fator de crescimento do tecido conjuntivo,

atuando em diferentes tecidos.

O GH ¢ um polipeptidio composto por 191 aminoacidos com peso de 22 kDa secretado
pelos somatotrofos da hipofise anterior. Sua secrecdo nao ¢ constante; ocorre em pulsos,
principalmente durante o sono profundo. Esse padrdo de liberagdo esta relacionado aos ritmos
circadianos do corpo e ¢ influenciado por diversos fatores como o sono (VAN CAUTER;
COPINSCHI, 2000), o estresse (BONIFAZI; BELA; LUPO et al., 1998) e a pratica de atividade
fisica (GOMES; PIRES; CASTRO et al., 2004).
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Embora a compreensdo dos papéis dos atores no sistema somatotrofico tenha se
expandido bastante, o impacto real da deficiéncia do hormonio do crescimento (DGH) no corpo
permanece controverso. A deficiéncia do GH isolada (DIGH) pode ser uma alternativa para
avaliar os impactos biologicos do GH, embora seja uma condi¢do rara, pois um nimero
significativo de individuos afetados recebe reposi¢do de GH durante a infincia em outras

coortes de DGH congénita (AGUIAR-OLIVEIRA; SALVATORE, 2020).

2.3 O sistema nervoso central e o sistema somatotréfico

O sistema nervoso central (SNC) ¢ representado pelo encéfalo e pela medula espinhal.
O encéfalo, por sua vez, constitui-se de trés estruturas: o cérebro, o cerebelo e o tronco
encefalico. Oitenta e trés porcento do crescimento cerebral se da no primeiro ano de vida, com

o crescimento completo alcangados nos primeiros trés anos de vida (NELLHAUS, 1986).

O tecido nervoso compreende dois tipos celulares: os neurdnios e as células da glia ou
neuroglia. O neur6nio ¢ a unidade fundamental, com fungdo de receber, processar ¢ enviar
informagdes. A neuroglia compreende células que ocupam os espagos entre os neurdnios, com

fun¢des de sustentacao, revestimento, modulagao da atividade neural e de defesa.

No SNC, h4d uma diferenciacdo entre os corpos celulares dos neurdnios e seus
prolongamentos. Isso faz com que sejam reconhecidas duas porgdes distintas denominadas

substancia cinzenta e substancia branca.

A substancia cinzenta ¢ assim chamada por apresentar essa coloracao quando observada
macroscopicamente. Ela ¢ formada principalmente por corpos celulares dos neurdnios e ¢
responsavel pelo processamento e integracdo de informagdes. Ela pode ser vista na superficie
do cérebro, em uma regido denominada cortex cerebral (figuras 1 e 2) e em regides mais

centralizadas denominadas nucleos da base (figura 1).

Mais internamente ao cortex cerebral esta a substancia branca (figuras 1 e 2), constituida
principalmente por prolongamentos recobertos de mielina (ax6nios) e atua na transmissao de
sinais entre diferentes partes do cérebro. Seu nome origina-se da presen¢a de grande quantidade
de um material esbranquigado, a mielina, que envolve os prolongamentos dos axonios. Existem
dois tipos de axoOnios: os axdnios de projecdo, que comunicam o cortex cerebral a estruturas
subcorticais, € 0s axonios de associagdao, que comunicam as areas do cortex cerebral (intra e

inter hemisférios cerebrais).
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Figural. Visdo macroscopica do encéfalo
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Fonte: Figura extraida de MENESES, 2015
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Figura 2. Fronteiras entre substancia branca, substancia cinzenta e fluido cérebro espinhal
demonstradas por meio de ressonancia nuclear magnética. A linha amarela indica a fronteira
entre o fluido cérebro espinhal e a substancia cinzenta; e a linha vermelha representa a fronteira

entre a substancia cinzenta e a substancia branca.

»
Fonte: Figura obtida da dissertagio CUNHA, 2014

Os hemisférios cerebrais sdo compostos por cortex cerebral, substancia branca, nticleos

da base e ventriculos.

O cortex cerebral ¢ dividido em lobos frontal, parietal, temporal, occipital e insular. O
lobo frontal é responsavel principalmente pelo controle motor, pela fala expressiva, pela
personalidade e pelo impulso; o lobo parietal, pelos estimulos e integridade sensitiva e pela fala
receptiva; o lobo temporal, pelos estimulos auditivos e pela integracdo com a memoria; o lobo
occipital, pelos estimulos e pelo processamento visual; o lobo insular, pelas emocdes, pela dor

e pelo comportamento social.

O sistema somatotréfico é fundamental para o desenvolvimento do cortex cerebral dos
mamiferos. Ele regula a proliferacéo, a diferenciacdo e a maturagdo de neurdnios. Ainda esta
em discussdo a forma como o GH alcanca o SNC. Aut6psia em ratos que receberam injecao
intraperitoneal de GH marcado com iodo radioativo mostrou que o0 GH marcado foi detectado
em todas as areas cerebrais avaliadas, sugerindo que o GH pode atravessar a barreira
hematoencefalica (STERN; MILLER; RESNICK, 1975). A reposi¢do subcutanea de GH em
individuos com deficiéncia do GH (DGH) adquirida na idade adulta causa aumento
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significativo na concentracdo desse hormonio no liquor, sugerindo a passagem desse hormonio
por meio da barreira hematoencefalica (JOHANSSON; LARSON; ANDERSSON et al., 1995).

Em ratos, a prolactina também atravessa a barreira hematoencefalica por meio de um
mecanismo mediado por receptores de prolactina localizados no plexo coroide (WALSH,;
SLABY; POSNER, 1987). Suple-se que o transporte do GH por meio da barreira
hematoencefalica ocorra de forma semelhante, dado que naquela regido ha uma grande
concentracdo de receptores de GH (LAI; ROOS; ZHAI et al., 1991). Além disso, ha fortes
evidéncias de que ocorre sintese local de GH no cerebro. Em estudo utilizando técnica de
hibridizacdo in situ, 0 RNAm do GH foi encontrado em cérebro de ratos indicando que o GH
também pode agir de forma autocrina/paracrina no SNC (GOSSARD; DIHL; PELLETIER et
al., 1987).

A autorradiografia in vitro de tecido cerebral humano demonstrou que o receptor de
IGF1 é encontrado em altas concentracbes no hipocampo, na amigdala e no giro
parahipocampal; em niveis moderados nos cértex occipital, temporal e frontal; e em niveis
baixos em nucleo caudado, nicleo rubro, substancia negra, substancia branca e peddnculo
cerebral (ADEM; JOSSAN; ARGY etal., 1989). Em camundongos, foi evidenciado que o IGF1
entra no SNC através de um sistema de transporte saturdvel localizado na barreira
hematoencefalica (PAN; KASTIN, 2000). E possivel que o IGF1 e o IGF2 também atuem de
forma autocrina/parécrina, visto que foi identificada a presenca do RNAm de ambos no cérebro
e medula espinhal de ratos durante a embriogénese e na idade adulta (ROTWEIN; BURGESS;
MILBRANT et al., 1988).

Estudos avaliando a fun¢do cognitiva e a estrutura cerebral em seres humanos com
sinalizagao deficiente do GH apresentam resultados conflitantes. Ha estudos com relatos de
estrutura cerebral e inteligéncia normais (KINNEY-FORSHEE; KINNEY; STEGER et al.,
2004; NASHIRO; GUEVARA-AGUIRRE; BRASKIE et al., 2017; SHARMA; HASELTON;
RAKOCZY et al., 2010), enquanto outros estudos demonstraram varios graus de perda do
parénquima cerebral e inteligéncia abaixo da média (SHEVAH; KORNREICH; GALATZER
et al., 2005). Esses resultados conflitantes podem ser explicados, parcialmente, pelos diferentes
tipos de mutacdes no receptor do GH com resultados diferentes sobre a fung¢ao do receptor do

GH.

A vasorreatividade cerebral diminuida tem sido associada a prejuizos cognitivos e

doenca de Alzheimer, dado que a hipoperfusdo cerebral cronica se relaciona a alteracdes
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estruturais na microvasculatura cerebral tornando o cérebro mais suscetivel a lesdes isquémicas,
que se manifestam por meio do aumento da incidéncia de micro hemorragias ¢ de lesdes da
substancia branca (TOMEK; URBANOVA; HORT, 2014). Na coorte de Itabaianinha a
vasorreatividade cerebral foi normal (MARINHO; MELO; SALVATORI et al., 2020).

Batista et al. (BATISTA; KELLNER; SALVATORI et al., 2023) demonstraram que o
envelhecimento dos individuos na DIGH de Itabaianinha estad associado a desempenho
cognitivo total semelhante, com melhor atengdo e fun¢do executiva do que controles, quando

avaliados por uma bateria de testes psicologicos, a Avaliagdo Cognitiva Independente de

Alfabetizagao (LICA).

2.4 Ressonancia nuclear magnética

O envelhecimento cerebral ¢ um processo complexo e heterogéneo que estd associado
a muita variabilidade interindividual. A taxa de redugao cerebral acelera com a idade e € mais
acentuada depois dos 50 anos (RAZ; RODRIGUE, 2006). Por meio de imagens de RNM ¢
possivel caracterizar as alteragdes cerebrais que ocorrem com o avancar da idade (GUNNING-

DIXON; BRICKMAN; CHENG et al, 2009).

A RNM ¢ uma técnica avangada de aquisicdo de imagem que se fundamenta na
propriedade que alguns nucleos atdmicos apresentam de manifestar o fendmeno de ressonancia
e, consequentemente, emitir sinais de radiofrequéncia quando expostos em campos magnéticos
adequados. Essa propriedade ¢ evidente sobretudo nos a&tomos de hidrogénio que compdem as
moléculas de agua, permitindo distinguir tecidos com base em seu teor de 4gua. E
particularmente Util para avaliar tecidos moles, como o cérebro, os musculos, os 6rgaos internos
e as articulagdes. Demonstra maior resolu¢ao para a visualizagdo das estruturas cerebrais,
permitindo clara distin¢do entre a substancia branca e a substancia cinzenta encefalica, além de
ndo utilizar radiagdo ionizante. Apresenta, porém, desvantagens: custo, tempo de realizacdo do
exame, contraindicagdes como a presenca de implantes metdlicos e o ambiente dentro do

scanner de RNM pode causar desconforto e sensa¢ao de confinamento.

Um estudo de RNM cerebral compreende varias técnicas diferentes de ponderacdo para
exibir variados aspectos do tecido cerebral que podem néo ser visualizados por algum metodo
isoladamente. As imagens de RNM ponderadas em T1 (figura 3) sdo particularmente Uteis para

visualizar estruturas cerebrais, com clara distingdo entre liquido cefalorraquidiano (sinal de
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ressonancia escuro), substancia branca (sinal de ressonancia branco) e cortex cerebral (sinal de
ressonancia cinza). As imagens ponderadas em T2 (figura 4) tem maior sensibilidade para
demonstrar areas com patologias; o liquido cefalorraquidiano aparece branco, a substancia
branca aparece mais escura e 0 cOrtex cerebral aparece mais claro que a substancia branca. As
imagens com ponderacdo T2 FLAIR sdo idénticas as imagens em T2 porém com a supressdo
do sinal branco do liquido cefalorraquidiano. T2SWI séo baseadas em técnicas gradiente 3D e

priorizam a identificacdo de anomalias venosas, hemorragias e calcificacdes cerebrais.

A localizacdo precisa de estruturas cerebrais em humanos & importante para a
interpretacdo de dados morfofuncionais, mas requer conhecimentos anatdmicos e consome
tempo devido & complexidade geométrica do cerebro. A medida do volume de regibes de
interesse, h4 alguns anos, era realizada por método de segmentacdo manual, técnica examinador
dependente, que exigia muito tempo para ser realizada (JUOTTONEN.; LAAKSO;
PARTANEN et al., 1999).

Figura 3. Ressonancia nuclear magnética cerebral, corte sagital, ponderada em T1. Substancia
cinzenta e os nucleos da base — sinal de ressonancia cinza; substancia branca — sinal de

ressonancia branco; liquor — sinal de ressonancia escuro

Fonte: Prépria
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Figura 4. Ressonancia nuclear magnética cerebral, corte coronal, ponderada em T2. Substancia
cinzenta e os nucleos da base — sinal de ressonancia mais claro que a substancia branca;

substancia branca — sinal de ressonancia escuro; liquor — sinal de ressonancia branco

Fonte: Propria

A maioria dos volumes cerebrais sdo atualmente realizados por segmentacdo automatica
por meio da elaboracdo de um programa especifico de software, apresentando técnicas que
fornecem reconstrucdes de forma rapida, examinador independente e topologicamente corretas
(HSU; SCHUFF; DU et al., 2002). O FreeSurfer é um conjunto de ferramentas projetado para
analise de dados de neuroimagem por meio de RNM que fornece uma série de algoritmicos
para quantificar as propriedades funcionais, conexivas e estruturais do cérebro. Ele gera
automaticamente modelos da maioria das estruturas macroscopicas cerebrais (figura 5), dada
qualquer imagem de entrada ponderada em T1. Esta disponivel gratuitamente em uma ampla
variedade de plataforma de software e a segmentacgéo cerebral é realizada de acordo com o atlas
cerebral definido a depender das areas de interesse a serem analisadas. Pode-se calcular a
espessura do cortex cerebral e os volumes do cortex cerebral, da substancia branca, de estruturas

subcorticais e do fluido cérebro espinhal.
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Figura 5. Segmentacéo cerebral por meio do FreeSurfer
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Fonte: Figura traduzida de DESIKAN; SEGONNE; FISCHL et al., 2006

Muitos estudos de RNM sobre a distribuicdo regional de reducao volumétrica da
substancia cinzenta relacionada a idade mostraram maiores efeitos no lobo frontal (ALLEN;
BRUSS; BROWN et al., 2005; RAZ; RODRIGUE; HEAD et al., 2004; RESNICK; PHAM,;
KRAUT etal., 2003; TISSERAND; PRUESSNER; ARIGITA et al., 2002), seguido pelos lobos
temporais (COWELL; TURETSKY; GUR et al., 1994; SULLIVAN; MARSH; MATHALON
et al., 1995), com preservagao dos lobos occipitais (BARTZOKIS; BECKSON; LU et al., 2001,
GOOD; JOHNSRUDE; ASHBURNER et al., 2001; RAZ; LINDENBERGER; RODRIGUE et
al., 2005).

Lesdes de substancia branca e atrofia cerebral podem ser detectadas por meio de imagem

por RNM quantificadas através de escalas.

A escala Fazekas (FAZEKAS, CHAWLUK, ALAVI et al.,, 1987) fornece uma
impressao semiquantitativa geral da presenga de lesao na substancia branca em todo o cérebro
através de pontuacoes: Fazekas 0 — ausente; Fazekas 1 — lesdes isoladas < 10mm e/ou lesdes
agrupadas < 20mm em qualquer didmetro; Fazekas 2 — confluéncia inicial: lesdes isoladas entre
10 e 20mm ou lesdes agrupadas > 20mm em qualquer didmetro; Fazekas 3 —confluéncia severa:
amplas areas de confluéncia, com lesdes > 20mm em qualquer diametro (figura 6). Fazekas 1 ¢

considerado normal em idosos; Fazekas 2 e 3 sdo patologicos, mas podem ser observados em
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individuos com funcionamento normal; porém apresentam um risco maior de declinio funcional

global.

Figura 6. Escala de Fazekas - escore de lesdo de substancia branca cerebral. Fazekas 1: lesdes

puntiformes; Fazekas 2: confluéncia inicial; Fazekas 3: confluéncia severa das lesoes

Fonte: Figura extraida de SCHMIDT; GRAZER; ENZINGER et al., 2011

A escala de Scheltens ou escore de atrofia mesial temporal (MTA) (SCHELTENS;
LAUNER; BARKHOF et al., 1995) ¢ baseado em uma classifica¢do visual realizada por meio
cortes coronais em T1, que avalia a espessura da fissura coroide e do corno temporal e a altura
do hipocampo. MTA 0: sem atrofia; MTA 1: apenas alargamento da fissura coroide; MTA 2:
alargamento da fissura coroide e do corno temporal do ventriculo lateral; MTA 3: perda
moderada do volume hipocampal; MTA 4: perda severa do volume hipocampal (figura 7). Para
individuos abaixo de 75 anos, um MTA > 2 ¢ considerado anormal; ja para os individuos acima

de 75 anos, um MTA > 3 ¢é considerado anormal.
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Figura 7. Escore de atrofia mesial temporal (MTA)

Fonte: Figura extraida de SCHILLING; BALTHAZAR; RADANOVIC et al., 2022

Atrofia cerebral, alteragdes de pequenos vasos, micro hemorragias, hiperintensidade e
alteracdes da substancia branca ocorrem comumente em adultos mais velhos (PRINS;
SCHELTENS, 2015; RAMIREZ; BEREZUK; MCNEELY et al., 2016; SHIM; YANG; ROE
et al., 2015). A atrofia do lobo temporal medial ¢ uma mudan¢a marcante para a doenga de
Alzheimer (MCKHANN; KNOPMAN; CHERTKOW et al., 2011) e a redugdo das regides
corticais e o aumento dos ventriculos sdo particularmente preditivos da progressao da deméncia

(PACHECO; GOH; KRAUT et al., 2015).

As imagens de RNM cerebrais também podem ser utilizadas para prever a idade
cerebral, que € a idade aparente dos individuos ao comparar 0s seus dados com um conjunto de
dados populacionais abrangendo uma gama de idades. A diferenca entre a idade predita do
cérebro por meio de RNM e a idade cronoldgica (o delta) é frequentemente calculada,
fornecendo uma medida que sugere se o cérebro de um individuo parece ter envelhecido mais
ou menos do que a média da populacéo para a sua idade cronoldgica real. Isto, portanto, pode
refletir envelhecimento acelerado (delta positivo) ou resiliéncia ao envelhecimento (delta
negativo) e foi considerado um correlato util com fatores com doengas e declinio cognitivo
(COLE; FRANKE, 2017; COLE; POUDEL; TSAGKRASOULIS et al., 2017; FRANKE;
ZIEGLER; KLOPPEL etal., 2010; SMITH; VIDAURRE; ALFARO-ALMAGRO et al., 2019).
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

. Avaliar a morfometria encefalica por meio de RNM, em individuos acima de 50

anos, com deficiéncia genética, isolada e ndo tratada do hormonio do crescimento.

3.2 Objetivos especificos

" Analisar as medidas da espessura cortical cerebral em individuos com DIGH.

" Mensurar o volume absoluto de regides cerebrais: cdrtex cerebral, substancia
branca e regido subcortical em individuos com DIGH.

. Comparar o volume normalizado de regifes cerebrais: cortex cerebral,
substancia branca e regido subcortical entre individuos com DIGH e controles.

" Comparar a escala de Fazekas e o escore de atrofia mesial temporal (MTA) entre
individuos com DIGH e controles.

. Avaliar a relacdo entre a idade cerebral estimada por RNM e a idade cronoldgica

dos individuos com DIGH e os controles.
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4 CASUISTICA E METODOS
4.1 Tipo de estudo

Trata-se de um estudo transversal realizado com individuos com DIGH que apresentam
a mutagdo c.57 + 1A — G no gene do GHRHR (GHRHROMIM n.618157) e controles com
homozigose para o alelo GHRHR de tipo selvagem (SALVATORI; HAYSHIDA; AGUIAR-
OLIVEIRA et al., 1999)

4.2 Duracéo

A coleta de dados foi realizada durante o periodo compreendido entre abril e novembro
de 2022.

4.3 Local

As ressonancias nucleares magnéticas foram realizadas no Centro de Medicina
Integrada de Sergipe (CEMISE) e os exames laboratoriais foram coletados e analisados no

laboratorio do Hospital Universitario da Universidade Federal de Sergipe, em Aracaju.

4.4 Critérios de inclusao

Os critérios de inclusdo para DIGH foram homozigose para a mutacdo c¢.57 + 1A — G
GHRHR, enguanto homozigose para o alelo GHRHR de tipo selvagem foi necessaria para o

grupo controle.

4.5 Critério de exclusao

Os critérios de exclusdo foram idade abaixo de 50 anos, tratamento prévio de reposicdo
de GH, histérico de traumatismo cranioencefalico ou acidente vascular cerebral, doencas
hepéticas ou renais, hipotireoidismo ou tireotoxicose, sorologia positiva para HIV e sifilis e

niveis séricos reduzidos de folato ou vitamina B12.
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4.6 Participantes

Atualmente, existem 54 individuos homozigotos para DIGH na coorte de Itabaianinha
(AGUIAR-OLIVEIRA; SALVATORI, 2021), dos quais 15 tém mais de 50 anos. Todos 0s 15
individuos foram recrutados por telefone pelo autor sénior (M.H.A.O.) e concordaram em
participar sem qualquer remuneracdo. De nosso banco de dados de individuos homozigotos
normais genotipados (SALVATORI; HAYASHIDA; AGUIAR-OLIVEIRA et al., 1999),
selecionamos 15 individuos nos mesmos domicilios ou bairros e faixa etéria. Foram excluidos
dois individuos do grupo DIGH (uma mulher cuja RNM demonstrou infarto lacunar e um
homem com histérico de traumatismo cranioencefalico) e um individuo do grupo controle (uma
mulher cuja RNM demonstrou acidente vascular cerebral prévio). Portanto, os grupos incluiram
13 individuos com DIGH (8 mulheres, faixa de 54 a 85 anos) e 14 controles (8 mulheres, faixa

de 56 a 79 anos) conforme demonstrado em figura 8.

Figura 8. Fluxograma da selecdo de participantes

54 DIGH

l 15 DIGH > 50 anos l 15 Controles > 50 anos
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13 2 14 1
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4.7 Métodos
4.7.1 Anamnese e exame fisico

Anamnese clinica foi realizada para registrar data de nascimento, sexo, escolaridade,
tabagismo, uso de alcool, drogas e de medicamentos, historico de cirurgias, patologias atuais e

pregressas.

A estatura (m) foi medida por meio de um estadidmetro de parede (estadidmetro digital
modelo HM210D, produtos médicos de medidas Charder). Os individuos estavam descalcos,
com roupas leves de forma a visualizar a posi¢do do corpo e sem nenhum adere¢o na cabeca.
Permaneceram em posi¢do anatomica, com face voltada para frente e suporte posicionado sobre

a cabeca pressionando apenas o cabelo.

O peso corporal (kg) foi aferido utilizando uma balanca portéatil calibrada (modelo
MS2510, balanca de plataforma Charder, Taiwan), em jejum, descalcos e utilizando 0 minimo
de acessorios e roupas possiveis, com o peso distribuido igualmente em ambos os pés. O indice

de massa corporal (IMC) foi calculado pela formula peso (kg) / altura? (m?).

A medida do perimetro cefalico (cm) foi realizada considerando o perimetro fronto-
occipital. A fita comecgou da esquerda para direita e cruzou na frente do observador. Passou
acima da saliéncia supraorbital e pela proeminéncia occipital maxima, com pressao suficiente
para comprimir apenas os cabelos. A fita era confeccionada em material inextensivel e tinha

sensibilidade de 0,1cm e capacidade de 100cm.

A pressdo arterial (mmHg) foi aferida com esfigmomandmetro aneroide, no brago
esquerdo, com manguito adequado ao paciente, ap6s repouso de 3 a 5 minutos em ambiente
calmo, sentado, com pernas descruzadas, pés apoiados no chado, dorso encostado na cadeira e
relaxado; brago na altura do coracdo, apoiado, com a palma da méo externa para cima. Foram
realizadas trés aferi¢cGes, com intervalo em torno de um minuto, e calculada a média das trés

medidas.

4.7.2 Exames laboratoriais

A coleta das amostras de sangue foi realizada no Hospital Universitario de Sergipe. Por
meio de um acesso venoso em veia periférica, foram coletados 8 mililitros (mL) de sangue e

envasados em tubos de 3,5mL com gel e ativador de coagulo do laboratorio FIRSTLAB®,
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modelo FLS-335S e em seguida o material foi centrifugado para extracdo do soro a uma
velocidade de 3000 rpm por 10 minutos. As amostras foram encaminhadas para quantificacao
dos niveis de TSH (Alinity i TSH Reagente Kit-Abbott), TAL (ARCHITECT Free T4 Kkit-
Abbott), acido folico (Alinity i Folate Reagente Kit-Abbott), vitamina B12 (Alinity i B12
Reagente Kit-Abbott) e titulacdo dos virus da imunodeficiéncia humana (Alinity i HIV Ag/Ab
Combo Reagente Kit-Abbott) e da sifilis (Alinity i Syphilis TP Reagent Kit-Abbott).

Figura 9. Coleta de exames laboratoriais no Hospital Universitario de Sergipe
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Fonte: Propria / Foto autorizada pelos participantes
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4.7.3 Aquisicao e processamento de imagens

A ressonancia nuclear magnética foi realizada em Aracaju, capital do Estado de Sergipe,
no mesmo dia da coleta de dados clinicos e sanguineos; em grupos de trés ou quatro individuos

por sessdo, entre abril e novembro de 2022 (figura 10).

Figura 10. Realizacdo da ressonancia nuclear magnética

Fonte: Propria / Foto autorizada pelos participantes

Todas as imagens foram adquiridas utilizando um aparelho de ressonédncia nuclear
magnética 3T GE 750w (Waukeska, WI, EUA), com bobina receptora de cabeca de 32 canais,
sem agente de contraste. Imagens de ressonancia nuclear magnética estrutural 3D ponderadas
em T1 foram adquiridas usando uma sequéncia sagital FSPGR BRAVO T1: TR =7,0ms, TE =
2,5ms, angulo de inversdo = 8°, FOV = 260 x 260 mm?, cortes = 180 e espessura de corte =
1mm. O tempo para aquisi¢do da imagem estrutural foi de 6 minutos e 31 segundos.

Apos inspecdo visual detalhada para detectar artefatos de movimento ou alteragfes
morfoldgicas cerebrais na RNM, uma mulher do grupo DIGH foi excluida por apresentar

infartos lacunares.
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A segmentacdo cerebral foi realizada automaticamente utilizando um conjunto de
analise de imagens de software FreeSurfer® versdo 7.2, disponivel gratuitamente para
download (http://surfer.nmr.mgh.harvard.edu/fswiki). O atlas cerebral de Destrieux (figura 11)
(DESTRIEUX; FISCHL; DALE et al., 2010) foi definido como o atlas de referéncia para
estimar os dados quantitativos de volumetria (cortex cerebral, substancia branca e estruturas

subcorticais) e de espessura do cortex cerebral de 174 sub-regides cerebrais (tabela 1).

Figura 11. Atlas de subdivisdo cerebral Destrieux
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Fonte: Figura extraida DESTRIEUX; FISCHL; DALE et al., 2010



Tabela 1. Regibes cerebrais de interesse
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Frontal

Caudal médio frontal
Orbito fronto lateral
Orbito fronto medial
Opercular

Orbital

Triangular

Giro precentral
Frontal médio rostral
Frontal superior

Polo frontal

Parietal

Parietal inferior
Pericalcarino

Giro pos central
Precuneus

Parietal superior
Giro supra marginal
Temporal

Sulco temporal superior
Entorrinal

Fusiforme

Temporal inferior
Giro temporal médio
Giro para hipocampal
Temporal superior
Polo temporal

Giro temporal transversal

Fronto-parietal

Loébulo paracentral
Occipital

Cunecus

Occipital lateral

Giro lingual

Cingulado

Cingulado anterior caudal
Istmo do cingulado
Cingulado anterior rostral
Cingulado posterior
fnsula

Subcorticais

Talamo

Caudado

Putdmen

Palido

Hipocampo

Amigdala

Area accubens
Diencéfalo ventral
Quiasma dptico

Corpo caloso posterior
Corpo caloso médio posterior
Corpo caloso central
Corpo caloso médio anterior
Corpo caloso anterior

O processamento de imagens incluiu extracdo de imagens de todo o cérebro,

classificacdo de tecidos (segmentacdo), quantificacdo da espessura do cortex cerebral,

quantificacdo do volume absoluto e do volume normalizado pelo volume intracraniano

individual do cértex cerebral, da substancia branca e das estruturas subcorticais. Os hemisférios

direito e esquerdo foram examinados separadamente. A qualidade da segmentacdo, o

parcelamento dos volumes cerebrais e suas medidas foram realizadas por um Unico examinador

experiente (C.E.G.S.).

Para quantificar a espessura cortical, utilizou-se o método descrito por Fischl et al.
(FISCHL; VAN DER KOUWE; DESTRIEUX et al., 2004), baseado em uma superficie

acoplada que define uma quantidade de pontos na superficie interior cortical levados até a
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fronteira da superficie exterior cortical (figura 12). A espessura cortical é calculada como a

média dessas distancias.

Figura 12. Quantificacdo da espessura cortical. A linha vermelha indica a fronteira entre o fluido
cérebro espinhal e a substancia cinzenta; e a linha azul representa a fronteira entre a substancia
cinzenta e a branca. A seta amarela representa os pontos na superficie interior cortical levados

até a fronteira da superficie exterior cortical

Fonte: https://gate.nmr.mgh.harvard.edu/wiki/whynhow/images/4/4c/\WWhynhow-10-17-13.pdf

Os valores de volumetria foram normalizados pelo valor individual do volume
intracraniano, dividindo o volume de cada sub-regido pelo volume intracraniano (VCI)
multiplicado por 100. A normalizagdo busca minimizar a variagdo entre as interferéncias das
diferencas individuais nos tamanhos e regides do cérebro (BUCKNER; HEAD; PARKER et
al., 2004). Por outro lado, o volume intracraniano (VIC) ndo foi ajustado na avaliacdo da
espessura cortical, que é considerada independente do tamanho da cabeca (BARNES;
RIDGWAY; BARTLETT et al., 2010).
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A escala Fazekas (FAZEKAS, CHAWLUK, ALAVI et al., 1987) foi utilizada para
avaliacdo semiquantitativa da presenga de lesdo na substiancia branca em todo o cérebro.
Fazekas 0 — ausente; Fazekas 1 — lesoes isoladas < 10mm e/ou lesdes agrupadas < 20mm em
qualquer diametro; Fazekas 2 — confluéncia inicial: lesdes isoladas entre 10 € 20mm ou lesdes
agrupadas > 20mm em qualquer didmetro; Fazekas 3 — confluéncia severa: amplas areas de
confluéncia, com lesdes > 20mm em qualquer didmetro (figura 6). Fazekas 1 ¢ considerado
normal em idosos; Fazekas 2 e 3 sdo patologicos, mas podem ser observados em individuos
com funcionamento normal; porém eles apresentam um risco maior de declinio funcional

global.

A escala de Scheltens ou escore de atrofia mesial temporal (MTA) (SCHELTENS;
LAUNER; BARKHOF et al., 1995) foi utilizado para avaliar o grau de atrofia cerebral. O
escore ¢ baseado em uma classificagdo visual realizada através cortes coronais em T1, que
avalia a espessura da fissura coroide e do corno temporal e a altura do hipocampo. MTA 0: sem
atrofia; MTA 1: apenas alargamento da fissura coroide; MTA 2: alargamento da fissura coroide
e do corno temporal do ventriculo lateral; MTA 3: perda moderada do volume hipocampal;
MTA 4: perda severa do volume hipocampal (figura 7). Para individuos abaixo de 75 anos, um
MTA > 2 ¢ considerado anormal; ja para os individuos acima de 75 anos, um MTA > 3 ¢

considerado anormal.

Também estimamos a idade cerebral individual a partir de imagens estruturais utilizando
uma rede neuronal treinada, conforme descrito recentemente por Leonardsen et al.
(LEONARDSEN; PENG; KAUFMANN et al., 2022). A idade cerebral foi estimada por meio
de imagem cerebral ponderada em T1 em RNM a partir de mapas voxelwise de estimativas de
volume de substancia cinzenta dentro de maltiplas regides cerebrais distintas de interesse. Todo
0 conjunto de dados de caracteristicas de maltiplos individuos e suas verdadeiras idades sdo
inseridos em um algoritmo de aprendizagem supervisionado que preveé as idades dos individuos
a partir de suas caracteristicas de imagem cerebral. Dessa forma, foi possivel obter a diferenca
entre a idade cerebral prevista por meio de RNM e a idade cronoldgica (denominado delta). Um
delta positivo pode refletir um envelhecimento acelerado; um delta negativo sugere resiliéncia
ao envelhecimento cerebral (SMITH; VIDAURRE; ALFARO-ALMAGRO et al., 2019).
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4.7.4 Andlise estatistica

As variaveis continuas foram expressas como média (desvio padrdo) e comparadas pelo
teste t de Student. O teste exato de Fisher foi utilizado para avaliar a existéncia de uma
associacdo significativa entre as variaveis categoricas. Para avaliar o tamanho do efeito foi
utilizado o d de Cohen que avalia a diferenca entre duas médias e a expressa em unidades de
desvio padrdo. Em outras palavras, expressa quantos desvios padrdo existem entre as duas
médias; d = 0,2 ¢ pequeno, d = 0,5 ¢ médio e d > 0,8 ¢ um tamanho de efeito grande. Foi
utilizado o software estatistico SPSS/PC 20.0 (SPSS, Inc., Chicago, IL). Seguindo tendéncias
recentes de melhoria da reprodutibilidade dos estudos cientificos, neste trabalho consideramos
valores significativos de p < 0,005, sendo 0,005 < p < 0,05 uma evidéncia sugestiva. Para
sermos rigorosos, discutiremos apenas diferencas com valor p < 0,005 (BENJAMIN; BERGER,;
JOHANNESSON et al., 2018; CHAWLA, 2017), reduzindo a possibilidade de associacdes

fortuitas entre as multiplas variaveis estudadas.

4.7.5 Aspectos éticos

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da Universidade Federal de
Sergipe sob o numero 3.423.043 (CAAE 4383319.5.0000.5546), disponivel em Anexo
(Anexo). Também faz parte de um grande projeto de pesquisa de duas décadas intitulado
“Consequéncias da deficiéncia isolada e vitalicia do GH”. O termo de consentimento livre e

esclarecido esta disponivel no Apéndice B.
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5 RESULTADOS

Os grupos incluiram 13 DIGH (8 mulheres, média de idade de 66,9 + 8,5 anos, faixa
etaria de 54 a 85 anos, com estatura média de 1,21 + 0,07m e peso de 46,7 + 16,3 kg); e 14
controles (8 mulheres, com idade média de 67,3 £ 6,7 anos, faixa etéaria de 56 a 79 anos, com
altura média de 1,56 + 0,06m e peso de 66,9 + 10,4 kg).

A comparacdo entre dados antropométricos, bioquimicos, de pressao arterial e de
volume intracraniano estd demonstrada na tabela 2. Peso, altura, perimetro cefélico e volume
intracraniano foram menores no grupo DIGH (p < 0,005). Nao foram encontradas diferencas
em relacdo a idade, ao sexo, as pressdes arteriais sistolica (PAS) e diastélica (PAD), bem como
em niveis de acido folico, vitamina B12, TSH e T4 Livre. Todos os individuos apresentaram
resultados negativos nos testes de sorologia para HIV e sifilis. Ndo houve diferenca em relagdo

ao tabagismo (2 DIGH e 2 controles) entre os dois grupos.

A tabela 3 apresenta os valores de espessura cortical para cada grupo. Apenas o sulco
temporal superior esquerdo apresentou reducédo significativa da espessura cortical no grupo
DIGH (p = 0,002).

Apenas oito volumes corticais absolutos (de 174 sub-regiGes definidas pelo atlas
cerebral de Destrieux) foram reduzidos no grupo DIGH, conforme demonstrado na tabela 4:
parietal inferior esquerdo (p = 0,001), pericalcarino direito (p = 0,001), precuneus esquerdo (p
= 0,002), temporal inferior esquerdo (p = 0,002), giro temporal médio esquerdo (p = 0,003),
giro temporal médio direito (p = 0,002), giro lingual direito (p = 0,004) e istmo cingulado direito
(p = 0,0006).

A tabela 5 demonstra os volumes absolutos da substancia branca e da regido subcortical.
Apenas quatro volumes absolutos da substancia branca foram reduzidos na DIGH: pericalcarino
direito (p = 0,001), giro para hipocampal direito (p = 0,002), occipital lateral esquerdo (p =
0,002) e cingulado anterior caudal direito (p = 0,001). Nao houve diferenca nos volumes

absolutos nas estruturas subcorticais, no cerebelo e no tronco encefalico entre 0s grupos.
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Tabela 2. Dados demograficos, antropométricos, bioquimicos, pressao arterial (PA) e volume

intracraniano (VIC) avaliados por RNM; valores de p < 0,005 em negrito

Parametros

Idade (anos)

Sexo, feminino (n %)

Peso (kg)
Altura (m)
IMC (kg/m?)

Perimetro cefélico (cm)
Fumantes (n%)
Analfabetos (n%)
Anos de estudo
Dominio motor, direita (n%)
PA Sist6lica (mmHg)
PA Diastolica (mmHg)
Vitamina B12 (pg/mL)
Acido folico (ng/mL)
TSH (nUI/mL)

T4 Livre (ng/mL)

Volume intracraniano (cm?3)

DIGH
66,9 (8,5)

8 (61,5)

46,7 (16,3)
1,21 (0,07)
31,4 (8,9)
50,84 (2,9)

2 (15,4)

4 (30,7)

6,00 (5,4)

11 (84,6)
127,03 (20,2)
78,67 (13,4)
501,69 (185,7)
14,89 (3,8)
3,22 (2,8)
1,02 (0,2)
1219,0 (151,7)

Controles
67,3 (6,7)

8 (57,2)

66,9 (10,4)
1,56 (0,06)
27,2 (2,9)
54,8 (2,1)

2 (14,3)

4 (28,6)

4.4 (3,0)

13 (92,8)
138,33 (14,7)
82,5 (6,21)
501,8 (293,1)
12,5 (3,2)
1,9 (1,0)

0,9 (0,7)
1419,1 (151,3)

P
0,883

1

0,001
<0,0001
0,107
<0,0001
1

1

0,368
0,596
0,131
0,380
0,999
0,085
0,130
0,019
0,001

DIGH: Deficiéncia isolada do hormdnio do crescimento; IMC: indice de Massa Corporal; PA:

Pressédo arterial; RNM: Ressonancia Nuclear Magnética; TSH: Hormonio tirecestimulante
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Tabela 3. Espessuras corticais esquerda e direita (mm) expressos em média (desvio padrao) e
comparados pelo teste t de Student; valores de p < 0,005 em negrito

Parametros

Cortex frontal

Caudal médio frontal
Orbito fronto lateral
Orbito fronto medial
Opercular

Orbital

Triangular

Giro precentral

Frontal médio rostral
Frontal superior

Polo frontal

Cortex parietal
Parietal inferior
Pericalcarino

Giro pos central
Precuneus

Parietal superior

Giro supra marginal
Coértex fronto-parietal
Lobulo paracentral
Cértex temporal
Sulco temporal superior
Entorrinal

Fusiforme

Temporal inferior

Giro temporal médio
Giro para hipocampal
Temporal superior
Polo temporal

Giro temporal transversal
Cértex occipital
Cuneus

Occipital lateral

Giro lingual

Cértex cingulado
Cingulado anterior caudal
Istmo cingulado
Cingulado anterior rostral
Cingulado posterior
insula

ESQUERDA

DIGH

2.4 (0,1)
2,7 (0,2)
2,5 (0,2)
2.4 (0,1)
2.7(0,2)
2,4 (0,1)
2.3(0,1)
2.4 (0,1)
2,6 (0,1)
3,0 (0,3)

2,2 (0,1)
1,7 (0,1)
2,0 (0,1)
2,2 (0,1)
2,0 (0,1)
2,3 (0,1)

2.2 (0,1)

2,2 (0,2)
3,3(0,3)
2,6 (0,1)
2,7 (0,1)
2,6 (0,2)
2.7 (0,2)
2,5 (0,2)
3,5 (0,3)
2,1(0,2)

1,9 (0,2)
2,1(0,1)
1,9 (0,1)

2,3 (0,3)
2.2 (0,2)
2,7(0,2)
2,2 (0,1)
2,9 (0,2)

Controles

2,4 (0,2)
2,7 (0,2)
24 (0,2)
2,4 (0,2)
2,6 (0,2)
2.3(0,2)
2,4 (0,3)
2.3(0,2)
2,6 (0,2)
2,9 (0,3)

2.3(0,2)
1,7 (0,2)
2,0 (0,2)
2,3(0,1)
2,1(0,2)
2,4 (0,2)

2,3(0,3)

2,4 (0,1)
3,0 (0,4)
2,7(0,2)
2,8 (0,2)
2,7(0,2)
2,6 (0,4)
2,5 (0,2)
3,4 (0,4)
2,2 (0,2)

1,9(0,2)
2,1(0,2)
2,0 (0,1)

24 (0,2)
2.3(0,2)
2,6 (0,3)
2,3(0,1)
2,9 (0,1)

P

0,636
0,279
0,166
0,817
0,728
0,415
0,471
0,673
0,853
0,592

0,069
0,323
0,144
0,071
0,091
0,039

0,155

0,002
0,037
0,668
0,202
0,221
0,667
0,620
0,265
0,508

0,902
0,425
0,097

0,287
0,307
0,353
0,211
0,938

DIGH: Deficiéncia isolada do horménio do crescimento

DIREITA
DIGH Controles
24(0,1) 2,4(0,3)
28(0,2) 2,7(0,3)
24(0,2) 25(0,2)
2401 24(0,2
2,7(0,2) 2,7(0,3)
2,3(0,1) 2,4(0,3)
2,3(0,1) 2,3(0,3)
2401 24(0,2
2601 26(0,3)
300,22 3,0(0,3)
2201 23(0,3)
1,6(0,2) 1,6(0,2)
20(0,1) 2,0(0,2
2,3(01) 23(0,2
2,101 21(0,2
2,3(0,1) 23(0,2
2,101 23(0,2
2,3(0,1) 23(0,2
33(0,3) 3,1(04)
2601 26(0,2
28(0,1) 28(0,2
2602 2,7(0,2
260,22 26(0,2
2402 25(0,2)
34(0,4) 3,4(03)
2202 22(0,3)
1,8(0,1) 1,8(0,2)
2201 21(0,3)
1,9(0,1) 1,9(0,1)
2,202 23(0,1)
220,22 22(0,1)
2602 2,7(0,3)
22(0,1) 23(0,1)
290,2) 28(0,2

p

0,826
0,306
0,592
0,847
0,814
0,497
0,825
0,644
0,945
0,481

0,461
0,330
0,339
0,604
0,430
0,321

0,053

0,420
0,167
0,745
0,855
0,721
0,530
0,509
0,778
0,993

0,642
0,148
0,579

0,335
0,217
0,327
0,065
0,454
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Tabela 4. Volumes absolutos corticais esquerdo e direito (cm3) expressos em média (desvio
padrdo) e comparados pelo teste t de Student; valores de p < 0,005 em negrito

Parametros

Cortex frontal
Caudal médio frontal
Orbito fronto lateral
Orbito fronto medial
Opercular

Orbital

Triangular

Giro precentral
Frontal médio rostral
Frontal superior
Polo frontal

Cortex parietal
Parietal inferior
Pericalcarino

Giro pos central
Precuneus

Parietal superior
Giro supra marginal
Cortex fronto-
parietal

Lobulo paracentral
Cortex temporal
Sulco temp. superior
Entorrinal

Fusiforme

Temporal inferior
Giro temporal médio
Giro para hipocampal
Temporal superior
Polo temporal

Giro temp. transversal
Cortex occipital
Cuneus

Occipital lateral
Giro lingual

Coértex cingulado
Cingulado ant. caudal
Istmo cingulado
Cingulado ant. rostral
Cingulado posterior
insula

ESQUERDO

DIGH Controles
5,3 (1,3) 5,9 (0,8)
6,3 (1,2) 6,9 (0,6)
4,9 (0,9 5,1 (0,5)
3,8(0,7) 4,0 (0,6)
2,0 (0,4) 2,1(0,3)
3,1(0,5 3,2 (0,6)
11,4 (1,90 12,4(1,6)
12,3(2,1) 13,5(1,3)
18,5(2,4) 19,6 (2,5
1,1 (0,3) 1,1 (0,2)
8,6 (1,5 10,4(1,3)
1,6 (0,5) 2,1(0,5)
8,1(1,4) 9,1(1,0)
7,0 (1,0) 8,3(1,1)
10,0 (1,7) 11,6(1,6)
9,2 (1,9) 9,9 (1,6)
2,8 (0,6) 3,0(0,4)
1,8 (0,4) 2,0 (0,3)
1,6 (0,3) 1,6 (0,4)
7,6 (1,6) 8,5(0,9)
9,0(1,9 10,8(1,3)
8,1(1,6) 9,7(1,1)
1,6 (0,2) 1,7 (0,4)
9,6 (1,6) 10,6 (1,6)
2,5(0,4) 2,4 (0,5)
0,9(0,1) 1,0 (0,2)
2,5(0,4) 2,9 (0,5)
9,6 (1,8) 11,0(1,7)
5,4 (0,8) 6,3 (0,9)
1,3(0,2) 1,6 (0,4)
2,0 (0,3) 2,4 (0,3)
1,9 (0,4) 2,3(0,5)
2,4 (0,4) 2,7 (0,4)
6,2 (1,0) 6,7 (0,9)

P

0,095
0,085
0,244
0,170
0,101
0,293
0,085
0,051
0,125
0,338

0,001
0,007
0,022
0,002
0,008
0,165

0,232

0,006
0,377
0,034
0,002
0,003
0,234
0,047
0,266
0,067

0,015
0,026
0,006

0,033
0,009
0,016
0,065
0,117

DIGH: Deficiéncia isolada do horménio do crescimento

DIREITO
DIGH Controles
4,5 (0,8) 5,3(0,8)
6,3 (1,3) 6,9 (0,6)
5,0 (1,0) 5,6 (0,8)
3,1(0,5) 3,4 (0,6)
2,5 (0,6) 2,7(0,4)
3,5(0,8) 3,6 (0,7)
114 (1,7) 11,9(1,5)
12,3(2,1) 14,0(1,5
17,7(3,0) 18,6 (2,4)
1,3(0,2) 1,4 (0,2)
11,2 (14,7) 12,7(2,1)
1,7 (0,4) 2,3(0,5)
8,1(1,9 8,6 (1,2)
74(1,00  84(11)
99(1,1) 11,1(18)
8,1(1,6) 9,0 (1,5
3,0 (0,6) 3,4 (0,4)
1,7 (0,3) 1,9 (0,3)
1,6 (0,4) 1,6 (0,3)
7,4 (1,2) 7,9 (1,0)
8,3(1,8) 9,9 (1,4)
8,7(1,1) 10,1(11)
1,6 (0,2) 1,8 (0,3)
8,8 (1,0) 9,9(1,4)
2,5(0,5) 2,6 (0,4)
0,7(0,1) 0,8(0,2)
2,7 (0,6) 2,9 (0,6)
10,0 (2,0) 10,5 (2,0)
5,7 (1,0) 6,7 (0,8)
1,6 (0,5) 1,9 (0,3)
1,8 (0,3) 2,2(0,3)
1,4 (0,3) 1,7 (0,4)
2,2 (0,6) 2,7(0,4)
6,0 (1,1) 6,2 (0,8)

p

0,011
0,064
0,052
0,110
0,213
0,372
0,252
0,010
0,208
0,126

0,025
0,001
0,209
0,009
0,029
0,068

0,025

0,014
0,429
0,113
0,011
0,002
0,010
0,012
0,430
0,108

0,218
0,250
0,004

0,010
0,0006
0,012
0,005
0,345
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Tabela 5. Volumes absolutos da substancia branca e da regido subcortical (cm?), esquerdo e
direito, expressos em media (desvio padréo) e comparados pelo teste t de Student; valores de p

< 0,005 em negrito

ESQUERDO DIREITO
Parametros DIGH Controles p DIGH Controles p
Substancia branca
Caudal médio frontal 5,2 (1,0) 6,2(1.2) 0,014 4,4(0.6) 51(0,9) 0,008
Orbito fronto lateral 53(1,1) 59(0.9 0,087 56(.2) 6,4 (1,00 0,031
Orbito fronto medial 3,4 (0,5) 35(0.6) 0,232 3,5(0.6) 3,9(0,5 0,067
Opercular 2,9 (0,5) 3,1(06) 0,214 25(0.4) 2,8(0,6) 0,085
Orbital 0,8(0,2) 0,8(0.1) 0391 1,1(0.3) 1,1(0,2) 0,481
Triangular 2,6 (0,4) 28(0.4) 0159 28(0.5) 2,8(0,6) 0,336
Giro precentral 120(16) 14,1(31) 0,019 116(1.6) 13,8(3,6) 0,030
Frontal médio rostral 96(1,7 11,0(25 0,052 95(1.8) 11,3(2,1) 0,013
Frontal superior 14,7(1,9) 16,7(39) 0,059 14,0(25) 152(3,7) 0,158
Polo frontal 0,3(0,06) 0,3(0.03) 0,105 0,4(0.08) 0,3(0,06) 0,182
Parietal inferior 7,7 (1,2) 8,7(3 0030 91(14 111(3,9 0,038
Pericalcarino 2,7(0,7) 3,2(0.5) 0,023 28(0,7) 3,5(0,5) 0,001
Giro pos central 6,4 (1,1) 7,2(1,3) 0,060 6,0(1,1) 6,9(1,6) 0,058
Precuneus 7,0 (0,8) 81(15 0,012 75(09) 8,4 (2,00 0,082
Parietal superior 96(15 115(2,6) 0,014 8,7(1,2) 10,8(2,7) 0,009
Giro supra marginal 8,0 (1,7) 83(20) 0307 7,2(11) 8,3(2,1) 0,055
Lobulo paracentral 3,2 (0,6) 3,6(0,79 0,072 4,1(0,7) 4,6 (1,3) 0,093
Sulco temporal superior 2,3 (0,5) 2,6 (0.6) 0,104 2,1(0,5 2,6 (0,4) 0,006
Entorrinal 0,6 (0,1) 0,8(0,2) 0,021 0,7(0,2) 0,8(0,2) 0,042
Fusiforme 5,0 (0,9) 56(1,0) 0,063 4,9(1,0) 55(1,0) 0,058
Temporal inferior 5,1(1,0) 6,0 (1,00 0,016 4,6 (0,8) 55(1,2) 0,021
Giro temporal médio 4,3 (0,8) 50(1,00 0,026 4,6(0,8) 56(1,6) 0,030
Giro para hipocampal 1,2 (0,2) 1,4(0,3) 0,067 1,2(0,2) 1,4(0,2) 0,002
Temporal superior 6,9 (1,1) 7,3(1,6) 0,188 55(0,6) 6,5(1,6) 0,024
Polo temporal 0,6 (0,1) 0,7(0,2) 0,333 0,7(0,1) 0,7(0,1) 0,208
Giro temp. transversal 0,8 (0,1) 0,8(,1) 0,270 0,6(0,1) 0,6 (0,1) 0,128
Cuneus 2,0 (0,4) 2,4(05 0,012 22(0)55) 2,4(0,5) 0,137
Occipital lateral 7,4 (1,1) 99(2,8) 0,002 7,7(1,5) 95(3,2) 0,041
Giro lingual 4,6 (1,1) 51(0,6) 0,087 5,0(1.2) 6,0 (0,9) 0,009
Cingulado ant. caudal 2,1(0,5) 26 (05 0,014 21(0)5) 2,8(0,5) 0,001
Istmo cingulado 3,2(0,5) 36(0,6) 0,039 28(04) 3,2(0,5) 0,013
Cingulado ant. rostral 2,0 (0,6) 25(0,5) 0,018 15(0,5 1,8(0,3) 0,015
Cingulado posterior 3,6 (0,6) 4,2(0,6) 0,018 3,3(0,6) 3,9(0,5 0,010
insula 9,0(1,1) 93(1,1) 0,266 8,6(1,2) 8,8(1,2) 0,374
Subcortical
Talamo 6,7 (1,0) 70(0,8 0199 6,4(1,0) 6,8(0,7) 0,241
Caudado 3,3(0,6) 3405 0273 3,2(0,6) 3,4(0,5) 0,187
Putamen 4,2 (0,8) 45(0,6) 0,180 4,4(0,7) 45(0,5 0,366
Palido 1,7 (0,3) 1,8(0,3) 0,054 1,7(0,3) 1,8(0,3) 0,089
Hipocampo 3,4 (0,5) 3,7(05 0,032 35(0,6) 39(04) 0,019
Amigdala 1,2 (0,2) 1,3(0,2) 0,090 15(0,2) 16 (0,2) 0,094
Area accubens 0,3(0,1) 0,3(0,1) 045 0,4(0,1) 0,4(0,1) 0,206
Diencéfalo ventral 3,3(0,4) 35(0,3) 0,069 32(04) 3,4(0,2) 0,022

DIGH: Deficiéncia isolada do hormdnio do crescimento
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Os volumes cerebrais normalizados (porcentagem do volume de cada regido em relagéo
ao volume intracraniano) estdo representados na tabela 6 (regido cortical), na tabela 7
(substancia branca) e na tabela 8 (regido subcortical). Os volumes cerebrais normalizados foram
significativamente maiores no grupo DIGH em 6 regifes (tabela 9): substancia branca do polo
frontal direito (p = 0,001), substancia branca do polo frontal esquerdo (p = 0,0001), substancia
branca insula direita (p = 0,0002), substancia branca insula esquerda (p = 0,0003), cértex insula
direita (p = 0,002) e caudado esquerdo (p = 0,002). Os tamanhos de efeito d de Cohen foram
superiores a 0,8, demostrando um grande tamanho de efeito que se traduz em maior volume

normalizado nessas sub-regides no grupo DIGH.

Quatro estruturas subcorticais apresentaram evidéncias sugestivas de que os volumes
cerebrais normalizados eram maiores na DIGH (tabela 8): o talamo esquerdo 0,55 (0,06) versus
0,49 (0,03), p = 0,006; o talamo direito 0,52 (0,05) versus 0,47 (0,04), p = 0,025; o caudado
direito 0,26 (0,03) versus 0,24 (0,01), p = 0,046; o putdmen direito 0,36 (0,05) versus 0,31
(0,03), p =0,013.

Dez individuos no grupo DIGH (77%) e 10 controles (71%) apresentaram escala de
Fazekas dentro da normalidade (Fazekas < 1) (tabela 10) e nenhum desses individuos
apresentou anormalidade no escore de MTA (tabela 11). N&o houve diferenga entre os grupos

em ambas as escalas.

Também ndo houve diferenca no delta do envelhecimento cerebral em comparacao com
dados cronoldgicos: 10,5 (4,8) versus 9,6 (5,8) anos, comparando DIGH versus controles,
respectivamente. O nimero de individuos com resiliéncia ao envelhecimento cerebral (delta
negativo) foi semelhante nos dois grupos. Apenas um controle apresentou envelhecimento
acelerado (delta positivo), indicando que a rede neural treinada subestimou a idade cerebral

prevista em ambos os grupos (figura 13).
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Tabela 6. Volumes corticais normalizados esquerdo e direito, media (desvio padrao), expressos
em porcentagem do volume intracraniano para cada grupo, comparados pelo teste t de Student;
valores de p < 0,005 em negrito

ESQUERDO DIREITO
Parametros DIGH  Controles p DIGH Controles p
Cortex frontal
Caudal médio frontal 0,43 (0,06) 0,41 (0,04) 0.423 0,37(0,03) 0,37 (0,06) 0.815
Orbito fronto lateral 0,52 (0,06) 0,48 (0,05) 0.200 0,51(0,05) 0,48(0,05) 0.295
Orbito fronto medial 0,40 (0,04) 0,36 (0,04) 0.028 0,40 (0,05) 0,39 (0,05) 0.455
Opercular 0,31 (0,06) 0,28 (0,04) 0.212 0,25(0,02) 0,24 (0,04) 0.297
Orbital 0,15 (0,02) 0,15(0,03) 0.561 0,20(0,03) 0,19(0,04) 0.321
Triangular 0,25 (0,03) 0,22 (0,04) 0.098 0,29 (0,03) 0,25(0,04) 0.044
Giro precentral 0,93 (0,07) 0,87 (0,20) 0.117 0,94 (0,08) 0,84 (0,11) 0.020
Frontal médio rostral 1,01 (0,12) 0,95 (0,10) 0.227 1,00 (0,09) 0,99 (0,11) 0.865
Frontal superior 1,52 (0,10) 1,38 (0,14) 0.010 1,45(0,14) 1,31(0,12) 0.013
Polo frontal 0,09 (0,01) 0,07 (0,01) 0.032 0,10(0,01) 0,10(0,02) 0.399
Cortex parietal
Parietal inferior 0,70 (0,08) 0,74 (0,12) 0.415 0,92(0,11) 0,90(0,15) 0.719
Pericalcarino 0,13 (0,03) 0,15(0,03) 0.193 0,14(0,02) 0,16 (0,03) 0.059
Giro pos central 0,66 (0,07) 0,64 (0,07) 0.521 0,66 (0,11) 0,60 (0,07) 0.159
Precuneus 0,57 (0,05) 0,58 (0,05) 0.628 0,60 (0,05) 0,59 (0,06) 0.604
Parietal superior 0,81(0,08) 0,81(0,08) 0.946 0,81(0,06) 0,78(0,11) 0.377
Giro supra marginal 0,75 (0,11) 0,69 (0,07) 0.124 0,65(0,08) 0,63 (0,08) 0.440
Cortex fronto-
parietal
Lobulo paracentral 0,23(0,03) 0,21(0,02) 0.090 0,24(0,04) 0,24(0,02) 0.717
Cértex temporal
Sulco temp. superior 0,15 (0,03) 0,14 (0,01) 0.580 0,13(0,02) 0,13(0,02) 0.871
Entorrinal 0,13 (0,02) 0,11 (0,02) 0.024 0,13(0,02) 0,11(0,02) 0.108
Fusiforme 0,61 (0,07) 0,60 (0,08) 0.661 0,60 (0,07) 0,56 (0,07) 0.140
Temporal inferior 0,73 (0,10) 0,76 (0,08) 0.370 0,68 (0,10) 0,70 (0,11) 0.643
Giro temporal médio 0,66 (0,09) 0,68 (0,06) 0.573 0,71(0,08) 0,71(0,07) 0.907
Giro para hipocampal 0,13 (0,01) 0,12 (0,03) 0.201 0,12 (0,02) 0,12 (0,01) 0.807
Temporal superior 0,78 (0,08) 0,74 (0,07) 0.262 0,72(0,06) 0,69 (0,07) 0.384
Polo temporal 0,21 (0,03) 0,17 (0,04) 0.019 0,21(0,04) 0,18(0,04) 0.142
Giro temp. transversal 0,07 (0,01) 0,07 (0,01) 0.626 0,06 (0,01) 0,05(0,01) 0.430
Cértex occipital 0.205
Cuneus 0,20 (0,03) 0,20 (0,03) 0.759 0,22 (0,03) 0,20(0,03) 0.093
Occipital lateral 0,78 (0,07) 0,77 (0,20) 0.738 0,81(0,10) 0,74(0,11) 0.673
Giro lingual 0,44 (0,05) 0,44 (0,06) 0.880 0,46 (0,04) 0,47 (0,06)
Cértex cingulado
Cing. anterior caudal 0,11 (0,02) 0,11 (0,02) 0.871 0,12 (0,03) 0,13(0,02) 0.371
Istmo cingulado 0,16 (0,01) 0,16 (0,01) 0.945 0,14(0,01) 0,15(0,01) 0.046
Cing. anterior rostral 0,15 (0,02) 0,16 (0,02) 0.607 0,11(0,02) 0,12 (0,03) 0.363
Cingulado posterior 0,20 (0,02) 0,18 (0,02) 0.195 0,18(0,04) 0,19(0,01) 0.367
insula 0,51 (0,04) 0,47 (0,04) 0.033 0,49(0,04) 0,43(0,04) 0.002

DIGH: Deficiéncia isolada do hormdnio do crescimento
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Tabela 7. Volumes da substancia branca normalizados esquerdo e direito, média (desvio
padrdo), expressos em porcentagem do volume intracraniano para cada grupo, comparados pelo
teste t de Student; valores de p < 0,005 em negrito

ESQUERDO DIREITO
Parametros DIGH Controles p DIGH Controles p
Frontal
Caudal médio 0,42 (0,04) 0,43(0,06) 0.698 0,35(0,03) 0,36 (0,04) 0.913
frontal
Orbito fronto lat. 0,43 (0,05) 0,41 (0,05) 0.282  0,45(0,06) 0,45 (0,05) 0.847
Orbito frontomed 0,27 (0,03) 0,24 (0,02) 0.021 0,29 (0,03) 0,27 (0,02) 0.158
Opercular 0,24 (0,04) 0,21(0,03) 0.118 0,20(0,03) 0,19 (0,03) 0.369
Orbital 0,06 (0,01) 0,05(0,01) 0.091 0,08 (0,01) 0,07 (0,01) 0.049
Triangular 0,21 (0,03) 0,19(0,02) 0.146 0,22(0,02) 0,20(0,03) 0.048
Giro precentral 0,98 (0,06) 0,98 (0,26) 0925 0,95(0,10) 0,96 (0,02) 0.870
Frontal medio 0,78 (0,10) 0,77(0,23) 0.734 0,77 (0,08) 0,79 (0,10) 0.667
rostral
Frontal superior 1,21(0,11) 1,17(0,21) 0516 1,14(0,13) 1,06 (0,19) 0.237
Polo frontal 0,02 (0,01) 0,01(0,01) 0.00009 0,03(0,01) 0,02(0,01) 0.001
Parietal
Parietal inferior 0,63 (0,06) 0,61(0,08) 0.442 0,74 (0,10) 0,78 (0,23) 0.604
Pericalcarino 0,22 (0,04) 0,22(0,03) 0.763 0,22 (0,04) 0,24 (0,03) 0.152
Giro pos central 0,52 (0,04) 0,50(0,06) 0.368 0,49 (0,04) 0,48 (0,08) 0.785
Precuneus 0,57 (0,05) 0,57 (0,06) 0.763 0,61(0,08) 0,58 (0,10) 0.385
Parietal superior 0,78 (0,08) 0,80(0,14) 0.638 0,72(0,09) 0,75(0,15) 0.483
Giro sup marginal 0,64 (0,09) 0,58 (0,10) 0.089 0,59 (0,05) 0,58 (0,11) 0.761
Fronto parietal
Lob. paracentral 0,26 (0,03) 0,25(0,04) 0.516 0,33(0,04) 0,32(0,07) 0.618
Temporal
Sulco temp. sup. 0,18 (0,04) 0,18(0,04) 0.776 0,17 (0,04) 0,18 (0,03) 0.615
Entorrinal 0,05(0,01) 0,05(0,01) 0.447 0,05(0,01) 0,05(0,01) 0.645
Fusiforme 0,41 (0,05) 0,39(0,04) 0.307 0,40(0,07) 0,38(0,04) 0.557
Temporal inferior 0,41 (0,06) 0,42 (0,04) 0.869 0,38 (0,06) 0,38 (0,06) 0.914
Giro temp. médio  0,35(0,05) 0,35(0,04) 0.955 0,38(0,06) 0,39(0,08) 0.757
Giro para 0,10 (0,01) 0,09 (0,01) 0.348 0,10(0,01) 0,10(0,01) 0.999
hipocampal
Temp. superior 0,56 (0,06) 0,51(0,07) 0.054 0,45(0,05) 0,45(0,08) 0.995
Polo temporal 0,05(0,01) 0,04(0,01) 0.126 0,05(0,01) 0,05(0,01) 0.038
Giro temp. transv. 0,06 (0,01) 0,05(0,01) 0.074 0,04 (0,01) 0,04 (0,01) 0.178
Occipital
Cuneus 0,16 (0,03) 0,17 (0,02) 0585 0,18 (0,02) 0,16 (0,02) 0.285
Occipital lateral 0,60 (0,06) 0,69 (0,15) 0.073 0,63(0,11) 0,66 (0,18) 0.652
Giro lingual 0,38 (0,06) 0,36(0,03) 0331 0,41(0,08) 0,42 (0,05) 0.528
Cingulado
Cing. ant. caudal 0,17 (0,04) 0,18 (0,02) 0.761 0,17 (0,03) 0,19 (0,02) 0.058
Istmo cingulado 0,26 (0,02) 0,25(0,02) 0.261 0,23(0,01) 0,22(0,02) 0.571
Cing. ant. rostral 0,16 (0,03) 0,17 (0,03) 0.378 0,12 (0,02) 0,13(0,02) 0.262
Cing. posterior 0,30 (0,04) 0,29(0,02) 0.607 0,27 (0,03) 0,27 (0,01) 0.894
insula 0,74 (0,06) 0,65 (0,04) 0.00027 0,70(0,05) 0,61(0,05) 0.0002

DIGH: Deficiéncia isolada do hormonio do crescimento



47

Tabela 8. Volumes da regido subcortical normalizados esquerdo e direito, média (desvio
padrdo), expressos em porcentagem do volume intracraniano para cada grupo, comparados pelo
teste t de Student; valores de p < 0,005 em negrito

ESQUERDO DIREITO

Parametros DIGH Controles p DIGH Controles p

Téalamo 0,55 (0,06) 0,49 (0,03) 0,006 0,52(0,05) 0,47 (0,04) 0,025
Caudado 0,27 (0,02) 0,24 (0,02) 0,002 0,26 (0,03) 0,24 (0,01) 0,046
Putdmen 0,34 (0,05) 0,31(0,04) 0,111 0,36(0,05) 0,31(0,03) 0,013
Palido 0,13 (0,02) 0,13(0,01) 0,419 0,13(0,01) 0,13(0,01) 0,164
Hipocampo 0,27 (0,01) 0,26 (0,03) 0,231 0,28(0,04) 0,27 (0,02) 0,426
Amigdala 0,10 (0,01) 0,09 (0,01) 0,336 0,12(0,01) 0,11(0,01) 0,205
Area accubens 0,02 (0,01) 0,02 (0,01) 0,206 0,03(0,01) 0,03(0,01) 0,523
Diencéfalo ventral 0,27 (0,01) 0,25(0,02) 0,005 0,26 (0,01) 0,24 (0,01) 0,024

DIGH: Deficiéncia isolada do horménio do crescimento

Tabela 9. Comparacdo dos volumes cerebrais normalizados, expressos em media (desvio
padrédo), do percentual de cada regido (%) em relacdo ao volume intracraniano de cada grupo,
com valores de p < 0,005. O tamanho do efeito d (d) de Cohen também é mostrado; d = 0,2 é
pequeno, d = 0,5 ¢ médio e d > 0,8 ¢ grande

Parametros DIGH Controles IC 95% p d
Substéncia branca

Polo frontal direito 0,03(0,01) 0,02(0,01) 0,03a0,09 0,001 1,47
Polo frontal esquerdo 0,02 (0,01) 0,01(0,01) 0,02a0,07 0,0001 1,98
insula direita 0,70 (0,05) 0,61 (0,05) 0,48 a 1,34 0,0002 1,70
insula esquerda 0,74 (0,06) 0,65(0,04) 0,44a1,30 0,0003 1,64
Substéncia cinzenta

fnsula direita 0,49 (0,04) 0,43 (0,04) 0,22 20,90 0,002 1,29
Caudado esquerdo 0,27 (0,02) 0,24 (0,02) 0,11a0,45 0,002 1,32

DIGH: Deficiéncia isolada do hormonio do crescimento; IC: intervalo de confianca
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Tabela 10. Classificacdo da escala de FAZEKAS. O valor de p pelo teste exato de Fisher ndo
foi significante (p = 0,507)

FAZEKAS DIGH Controles
0 3 1
1 7 9
2 3 4
3 0 0

DIGH: Deficiéncia isolada do horménio do crescimento

Tabela 11. Classificacdo do escore de MTA. O valor de p pelo teste exato de Fisher ndo foi

significante (p = 1)

MTA DIGH Controles
0 4 4
1 9 10
2 0 0
3 0 0
4 0 0

DIGH: Deficiéncia isolada do hormdnio do crescimento; MTA: atrofia mesial temporal
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Figura 13. Relacdo entre a idade cerebral predita pela rede neuronal treinada e a idade
cronoldgica, em anos, em individuos com deficiéncia isolada do horménio do crescimento
(DIGH) e controles. Apenas um controle ficou abaixo da bissetriz, com delta positivo,

indicando que a rede neuronal treinada subestimou a idade dos individuos de ambos 0s grupos

m Controle
bissetriz
¢ DIGH

Idade cronologica (anos)

30 40 50 60 70 80 90

Idade predita (anos)
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6 DISCUSSAO

Neste estudo transversal, verificamos que a grande maioria dos valores absolutos de
espessura cortical e de volumes cerebrais regionais foram semelhantes em individuos com
DIGH néo tratada ao longo da vida, com mais de 50 anos de idade, em comparacdo com
individuos recrutados nos mesmos domicilios ou bairros e faixa etaria. Quando corrigidos pelo
VIC, seis regides apresentaram maior volume normalizado e grande tamanho de efeito (d de
Cohen maior que 0,8 e valor de p < 0,005): substancia branca polo frontal direito e esquerdo,
substancia branca insula direita e esquerda, cortex insula direita e caudado esquerdo, resultando
em maiores volumes normalizados no grupo DIGH. Estes dados séo particularmente relevantes
pois foram obtidos em grupos pareados em idade, género, percentual de analfabetos,
escolaridade, tabagismo, presséo arterial, escalas Fazekas e MTA.

Sabe-se que a insula estabelece redes com o cortex pré-frontal e o estriado (composto
pelo ndcleo caudado e pelo ndcleo lentiforme), especializado em formar e ordenar
representacfes interoceptivas que apoiam o controle de Orgaos viscerais e pProcessos
fisioldgicos, servindo uma ampla variedade de fun¢des em humanos, desde o processamento
sensorial e afetivo até a cognicdo de alto nivel (FERMIN; FRISTON; YAMAWAKI, 2022;
UDDIN; NOMI; HEBERT-SEROPIAN et al., 2017). Especular uma relagdo entre os dados
deste trabalho e a funcionalidade da insula, do cortex pré-frontal e do estriado é tentador, mas
vai além do propdsito deste trabalho, cuja énfase é dada aos dados morfométricos. Por outo
lado, os presentes dados sugerem que o desenvolvimento ou a manutencdo dessas regibes é
menos dependente da funcdo do eixo somatotropico (ou seja, GHRH, GH hipofisario e IGF1
circulante), que é gravemente diminuido nesses individuos com DIGH ao longo da vida. Estas
seis regides especificas do cérebro, corrigidas por VIC, expandem a lista de estruturas que tém
volume relativamente preservado nesta condicdo grave de DIGH ndo tratada, como ovarios,
prostata, comprimento axial ocular e largura das vias aéreas faringeas semelhante aos controles
e 0 aumento dos volumes normalizados do figado, rins e pancreas (OLIVEIRA; SALVATORI,
NOBREGA et al., 2008). Dados atuais indicam que o nanismo proporcional nesta DIGH se
refere & proporgdo entre tronco e membros, com crescimento desigual de diferentes estruturas,
refletindo a importancia dos circuitos extra-hipofisarios para o crescimento e funcao de tecidos,
com relevancia fisiologica hierarquica como o cérebro, para os quais insulina (CHEN; QIU;
YU et al., 2021; FRAZIER; BETTCHER; DUTT et al., 2015), IGF2 (PARDO; CHENG;
SITBON et al., 2019), GH cerebral (GOSSARD; DIHL; PELLETIER et al., 1987) e IGF1 e
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IGF2 cerebrais (ROTWEIN; BURGESS; MILBRANDT et al., 1988; NYBERG, 2000)

parecem especialmente importantes.

Nossos dados parecem concordar com a descricdo de Nashiro et al. (NASHIRO;
GUEVARA-AGUIRRE; BRASKIE et al., 2017) em individuos equatorianos com Sindrome de
Laron, modelo de resisténcia ao GH, com altos niveis de GH e baixos de IGF1. Esses individuos
resistentes ao GH tém maiores areas de superficie corrigidas pelo VIC em varias regides frontais
e cinguladas e mostram tendéncias para maiores giros dentados e regides CA1 do hipocampo
associados a melhor desempenho cognitivo sugerindo que individuos com resisténcia ao GH

tém estrutura e funcdo cerebral favoraveis.

Foi demonstrado que o envelhecimento na DIGH de Itabaianinha esta associado a
desempenho cognitivo total semelhante, com melhor atencéo e fungdo executiva que controles,
quando avaliada por uma bateria de testes psicologicos, a Avaliacdo Cognitiva Independente
de Alfabetizacdo (LICA) (BATISTA; KELLNER; SALVATORI et al., 2023). A funcdo
executiva é essencial para o controle cognitivo do comportamento, da saude fisica e mental e
do desempenho académico e profissional e € regulada pelo polo frontal (DOYLE, 2006; HU;
ZHANG, ZHANG et al., 2019), que se encontrou aumentado no volume normalizado em
individuos com DIGH. Por outro lado, o hipotdlamo e as regides frontal e estriatal sdo
particularmente sensiveis a insulina. As regides da memoria, do hipocampo e do cérebro visual
também sdo moduladas pela insulina (KULLMANN; HENI; HALLSCHMID et al., 2016). O
aumento da sensibilidade a insulina de ambas as coortes, dos individuos equatorianos
resistentes ao GH (NASHIRO; GUEVARA-AGUIRRE; BRASKIE et al., 2017) e dos
individuos brasileiros com DIGH (OLIVEIRA; SALVATORI, BARRETO-FILHO et al.,

2012), pode ter implicado aumento dos volumes normalizados destas regides.

Outra descoberta do nosso trabalho foi a auséncia de diferenca entre grupos no delta do
envelhecimento cerebral. Ambos 0s grupos apresentaram o mesmo nimero de individuos com
resiliéncia ao envelhecimento cerebral (valores de delta negativos), indicando que a rede neural
treinada subestimou a idade cerebral prevista. E possivel que ambos 0s grupos possam ter se
beneficiado, em termos cerebrais, por viverem em um ambiente rural com habitos de vida e
alimentacdo saudaveis. Sabe-se que uma alimentacdo de melhor qualidade esta associada a um
desempenho superior em diversos testes de medicdo psicologica (WRIGHT; WALDSTEIN;
KUCZMARSKI et al, 2017). Estes achados concordam com a normalidade da escala de
Fazekas na maior parte dos individuos e em todos os individuos no escore de MTA em ambos

0s grupos. Os dados atuais concordam com a pontuacéo total semelhante demonstrada no LICA
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em ambos os grupos (BATISTA; KELLNER; SALVATORI et al., 2023) e com a excelente
qualidade de vida ao longo dos anos dos individuos DIGH (BARBOSA; SALVATORI;
OLIVEIRA et al., 2009).

Este estudo tem como pontos fortes a singularidade da coorte de individuos adultos com
DIGH congénita, ndo tratada, estudada e acompanhada por 30 anos, ndo disponivel em outros
lugares do mundo, a quantificagdo da morfometria cerebral e a previsdo da idade cerebral por
meio de rede neural treinada pelo mesmo examinador experiente (FILHO; BARBOSA;
RONDINONI et al., 2017; VIEIRA; RONDINONI; GARRIDO-SALMON, 2020; DIZAJI;
VIEIRA; KHODAEI et al., 2021).

O numero relativamente baixo de individuos envolvidos € uma limitacéo neste trabalho.
Esclarecemos, entretanto, que estudamos todos os individuos com DIGH acima de 50 anos e
um grupo controle pareado por sexo, idade, alfabetizacdo, anos de estudo e condigOes
socioecondmicas. O tamanho da amostra, conforme observado anteriormente, ndo € tao critico
na notificacdo de condicdes raras como é para doencas comuns (MILLER; ZOHAR,;
STALLARD et al., 2018). A anélise atual expande as caracteristicas descritas de uma sindrome
rara nesta coorte de DIGH, com uma reducdo natural no nimero desses individuos ao longo
dos anos devido a reducdo do isolamento geografico, de unides consanguineas e a
disponibilidade de terapia de GH na infancia (AGUIAR-OLIVEITA; SALVATORI, 2021).
Nesta situagdo, € importante coletar o maximo de informagéo possivel sobre assuntos nédo
abordados, como o envelhecimento cerebral. Mesmo assim, para sermos rigorosos, analisamos
apenas comparag¢des com valor de p < 0,005 (BENJAMIN; BERGER; JOHANNESSON et al.,
2018; CHAWLA, 2017). Por esse motivo, outras estruturas subcorticais com evidéncias
sugestivas (0,005 < p < 0,05) de que os volumes cerebrais normalizados eram maiores na DIGH
do que nos controles ndo foram discutidas. Também ndo analisamos os dados por sexo, 0 que
reduziria ainda mais o tamanho da amostra. No entanto, a relevancia do tamanho cerebral
utilizado nas comparag6es dos volumes cerebrais normalizados supera a importancia do sexo
na explicacdo das diferencas interindividuais nos volumes compartimentais (JANCKE;
MERILLAT; LIEM et al, 2015).
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7 CONCLUSAO

. A DIGH congénita e ndo tratada ao longo da vida devido a uma mutacdo do
GHRHR esté associada a maioria das medicdes cerebrais absolutas semelhantes a dos controles.

" Os valores de espessura cortical sdo similares entre DIGH e controles, exceto o
sulco temporal superior esquerdo que apresentou reducdo estatistica da espessura cortical no
grupo DIGH.

" Apenas oito volumes absolutos corticais foram reduzidos no grupo DIGH:
pericalcarino direito, giro lingual direito, istmo cingulado direito, giro temporal medio direito
e esquerdo, parietal inferior esquerdo, precuneus esquerdo e temporal inferior esquerdo Apenas
quatro volumes absolutos da substancia branca foram reduzidos na DIGH: pericalcarino direito,
giro para hipocampal direito, cingulado anterior caudal direito e occipital lateral esquerdo. Nao
houve diferenca nos volumes absolutos nas estruturas subcorticais, cerebelo e tronco encefalico
entre 0s grupos.

" Os volumes cerebrais normalizados da substancia branca do polo frontal e da
insula bilateralmente, do cértex da insula direita e do caudado esquerdo foram maiores em
individuos com DIGH, com evidéncias sugestivas de que o tdlamo e o putamen também podem
ser maiores em DIGH que os controles.

" N&o houve diferenca entre os grupos na classificacdo da escala de Fazekas e no
escore MTA.

" A DIGH néo parece interferir a resiliéncia ao envelhecimento cerebral.
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8. PERSPECTIVAS DE NOVOS ESTUDOS

A possibilidade de estudar as fungdes corticais do individuo vivo, sem anestesia ou
qualquer procedimento invasivo, proporcionada por técnicas de neuroimagem funcional,
causou uma revolucdo na neuroanatomia funcional, especialmente relacionada ao cortex

cerebral, revelando novas fungfes para areas ja conhecidas ou pouco conhecidas.

Com a evolucdo dos equipamentos, novas técnicas de RNM funcional surgiram e
permitiram avangar no diagndstico histologico das lesdes, obter informagdes sobre a
microcirculacdo cerebral (perfusdo cerebral), os movimentos de moléculas de 4gua nos tecidos
cerebrais (DWI - difusdo isotropica), a capacidade de reserva de autorregulacdo
cerebrovascular (BOLD-apneia ou vasorreatividade cerebral), o perfil metabdlico das lesbes
(espectroscopia por RNM) e a visualizagdo de tratos e conexdes de substancia branca (DTI —

difuséo tensional - e tractografia).

Foram realizadas, nesta mesma populagéo, a aquisicdo de imagem de RNM Sagital
CUBE FLAIR, Sagital CUBE T2, Sagital FSPGR BRAVO T1, Axial Difusdo, Axial 3D SWAN
e DTI (Tractografia) para a realizacdo de estudos funcionais descritos acima, aos cuidados do
Dr Antonio Carlos Santos, professor titular da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da
Universidade de Sdo Paulo que coordena a secdo de ressondncia magnética e o setor de

neurorradiologia.
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Abstract

Purpose: Individuals with isolated GH deficiency (IGHD) due to a mutation in the GHRH
receptor gene have a normal life expectancy and above 50 years of age, similar total cognitive
performance, with better attention and executive function than controls. Our objectives were to
evaluate their brain morphometry and brain aging using MRI.

Methods: Thirteen IGHD and 14 controls matched by age, sex, and education, were enrolled.
Quantitative volumetric data and cortical thickness were obtained by automatic segmentation
using Freesurfer software. The volume of each brain region was normalized by the intracranial
volume. The difference between the predicted brain age estimated by MRI using a trained
neuronal network, and the chronological age, was obtained. p < 0.005 was considered
significant and 0.005 < p < 0.05 as suggestive evidence of difference.

Results: In IGHD, most absolute values of cortical thickness and regional brain volumes were
similar to controls, but normalized volumes were greater in the white matter in the frontal pole
and in the insula bilaterally, and in the gray matter, in the right insula and in left Caudate (p< 0.005
for all comparisons) We also noticed suggestive evidence of a larger volume in IGHD in left
thalamus (p = 0.006), right thalamus (p = 0.025), right caudate (p= 0.046) and right putamen
(p=0.013). Predicted brain ages were similar between groups.

Conclusion: IGHD is primarily associated with similar absolute brain measurements, and a set

of larger normalized volumes, and does not appear to alter the process of brain aging.
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Introduction

Prevertebrates grow using a variety of extra pituitary circuits, like insulin and insulin-
like growth factors (IGFs). However, vertebrates have developed the somatotrophic axis with
the pituitary growth hormone (GH) and circulating IGF typel (IGF1), coupling their body
growth with the increased ability to obtain food and to reproduce (1). The somatotrophic system
(the somatotrophic axis and extrapituitary circuits), extraordinarily complex and sometimes
redundant, supports proper growth and function of bones, muscles, joints as well teeth, skull,
and brain development (2). Brain function seems to depend more on extra-pituitary circuits,
namely insulin (3, 4), IGF2 (5), brain GH (6) and brain IGF1 and IGF2 (7, 8) than on the
classical somatotrophic axis (pituitary GH and circulating IGF1) (1, 9).

We have previously described in the Brazilian city of Itabaianinha a large cohort of
individuals with severe isolated GH deficiency (IGHD) caused by a homozygous mutation
(c.57+1G—A) in the GHRH receptor (GHRHR) gene (GHRHR OMIM n.618157) (10). Most
affected adults have not received GH replacement and exhibit normal lifespan (11), with an
extended healthspan (1). Very recently we showed that aging in these IGHD subjects is
associated with similar total cognitive performance, but better attention and executive function
than local controls, measured by the Literacy Independent Cognitive Assessment (LICA) (12).
The impact of this severe, lifetime congenital IGHD on the morphometry of the brain especially
during aging is still unknown.

These individuals with IGHD present an unequal reduction in bone, non-bone, and
dental measurements (2,13,14). For example, the reduction in tooth and head growth is of a
smaller magnitude than the reduction in height (2). While the mean stature of IGHD individuals
is 78% of controls, their head circumference is 92% of the normal local controls (15). The brain
has 83.6% of its growth completed within the first year of life, with essentially full volumetric

growth achieved during the first 3 years of life (16). Consequently, brain growth follows
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different patterns of temporal regulation than body growth, suggesting other regulatory
mechanisms beyond the somatotropic axis that may impact brain structure in aging. We
hypothesized that the dimensions of brain regions may be unequally affected by this IGHD.
Furthermore, as the total cognitive performance of these IGHD individuals assessed by LICA
is similar to that of one of the controls (12), we also hypothesize that the brain age predicted by
MRI may also be similar. Ours objectives were to assess the brain morphometry and the brain
aging of these individuals, using MRI.
Subjects and Methods

Subjects

A cross-sectional study was carried out in individuals with IGHD living in Itabaianinha
and recruited by telephone by the senior author (M.H.A.O). Inclusion criteria for IGHD were
homozygosity for the ¢.57+1G—A GHRHR mutation, while homozygosity for the wild-type
GHRHR allele was required for the control group. Exclusion criteria were age less than 50
years, previous GH replacement therapy, and history of traumatic brain injury (TBI) or liver
and kidney diseases, hypothyroidism or thyrotoxicosis, positivity to HIV and syphilis serology,
and reduced serum levels of folate or vitamin B12. Presently there are 54 identified
homozygous IGHD subjects in the Itabaianinha cohort (17), of which 15 individuals are aged
50 or over. All the 15 agreed to participate, without any compensation. From our database of
genotyped homozygous normal individuals (10), we selected 15 individuals, in the same age
range, in the same households or neighborhoods. Two participants from the IGHD group (one
with lacunar infarcts and the other with TBI), and one from the control group (previous stroke)
were excluded. Therefore, the groups included 13 individuals with IGHD (5 men, range 54 to
85 years) and 14 controls (6 men, range 56 to 79 years). The Institutional Review Board of the

Federal University of Sergipe approved these studies, and all subjects gave informed consent.
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Study protocol
Clinical data

Clinical history was collected to record date of birth, sex, education, smoking, alcohol
or recreational use, drug use, medication use, surgery history, current and previous pathologies.
Height (m) and weight were measured, and body mass index (BMI) was calculated. Head
circumference (cm) was measured as fronto-occipital perimeter, using an inextensible tape with
a sensitivity of 0.1 cm and a capacity of 100 cm. Blood pressure (mmHg) was recorded as the
average of the three measurements, obtained with an aneroid sphygmomanometer with a cuff
suitable for IGHD subjects and controls.
Laboratory analyses

Blood samples were collected between 09:00 and 10:00 at the University Hospital. TSH,
free T4, HIV, syphilis serology, and vitamin B12 were measured by standard techniques.
Image acquisition and processing

MRI was performed in Aracaju, capital of the State of Sergipe, on the same day as
clinical and blood data collection, in groups of three or four individuals per session, between
April and November 2022. All images were acquired using a 3T GE 750w MRI scanner
(Waukeska, WI, USA), with a 32-channels head coil, without contrast agent. T1-weighted 3D
structural MRI images were acquired using a sagittal FSPGR BRAVO T1 sequence: TR =
7.0ms, TE = 2.5ms, flip angle = 8°, FOV = 260 x 260 mm?, slices = 180 and slice thickness =
1mm. The time for structural image acquisition was 6 min and 31 s. Brain segmentation was
performed automatically using FreeSurfer software package, version 7.2, freely available for

download in: (https://surfer.nmr.mgh.harvard.edu/fswiki). Destrieux brain atlas was used as

reference atlas to estimate the volume of 174 anatomical regions (18), including gray (cortical
and subcortical) and white matters. The imaging processing included whole-brain image

extraction, tissue classification (segmentation), measurement of cortical thickness, absolute and
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normalized gray and white matter volume of cortical and subcortical subregions. The right and
left hemispheres were examined separately. The quality of the segmentation, the parcellation
of brain volumes and their measurements were carried out by a single experienced examiner
(C.E.G.S.). To quantify cortical thickness, the method described by Fischl et al.,2004 (19) was
used. The volume values were normalized by the individual value of the intracranial volume,
dividing the volume of each sub-region by the intracranial volume (I\VVC) multiplied by 100.
Normalization seeks to minimize the variation between the interferences of individual
differences in the sizes and regions of the brain (20). On the other hand, the ICV was not
adjusted in the assessment of cortical thickness, which is considered independent of head size
(22).

We also estimated the individual brain age from structural image using a trained
neuronal network as recently described (22). The difference between predicted brain age and
actual age (named as delta) was obtained. A positive delta may reflect accelerated aging and a
negative delta suggests resilience to aging (23).

Statistical Analysis

Continuous variables were expressed as mean (standard deviation) and compared by
Student’s t test. Categorical variables were expressed as n (percentage) and compared by the
Fisher’s exact test. To evaluate the effect size, Cohen's d was used. Cohen's d takes the
difference between two averages and expresses it in standard deviation units. In other words, it
expresses how many standard deviations there are between the two means (d = 0.2 is small, d
= (.5 is medium, and d > 0.8 is a large effect size). The statistical software SPSS/PC 20.0 (SPSS,
Inc., Chicago, IL) was used. Following recent trends to improve the reproducibility of scientific
studies, in this work we consider values of p < 0.005 to be significant, with 0.005 < p < 0.05

being suggestive evidence. To be rigorous, we will only discuss differences with a p-value <



70

0.005 (24, 25), reducing the possibility of fortuitous associations between the multiple variables
studied.
Results

Table 1 shows the comparison of anthropometric, biochemical, blood pressure and
intracranial volume data between the two groups. As expected, height, weight, head
circumference and intracranial volume were lower in IGHD group (p< 0.005). There was no
difference in the illiteracy rate and years of schooling between the groups. Similarly, no
differences were observed in the distribution of professions between IGHD and controls (Table
2).

Table 3 shows the cortical thickness values for each group. Only left banks of the
superior temporal sulcus showed a significant reduction in cortical thickness in IGHD (p=
0.002).

Table4 shows the absolute cortical volumes. Only eight absolute volumes (in 174
subregions defined by the Destrieux brain atlas) were reduced in IGHD (left inferior parietal,
p= 0.001; right pericalcarine cortex, p= 0.001; left precuneus, p= 0.002; left inferior temporal,
p= 0.002, left middle temporal gyrus, p= 0.003; right middle temporal gyrus, p= 0.002; right
lingual gyrus, p= 0.004; right isthmus of the cingulate, p= 0.0006)

Table 5 shows the absolute volumes of the cortical white matter and subcortical regions.
Only four absolute volumes were reduced in IGHD (right pericalcarine cortex, p= 0.001; right
parahippocampal gyrus, p= 0.002; left lateral occipital, p= 0.002; right caudal anterior
cingulate, p=0.001). There was no difference in the absolute volumes of optic chiasm, corpus
callosum, cerebellum, and brain stem between the groups.

Normalized regional volumes (%) were greater in patients in the white matter in the
frontal pole and in the insula bilaterally, and in the gray matter, in the right insula and in left

Caudate, with all comparisons between groups with p values less than 0.005 (Table 6). The
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Cohen's d effect sizes were greater than 0.8, showing a large effect size that translates into larger
normalized volume in these subregions in the IGHD group. Four subcortical structures had
suggestive evidence that normalized regional volumes were larger in IGHD, the left thalamus
0.55 (0.06.) vs.0.49 (0.03), p= 0.006; the right thalamus 0.52.(0.05) vs 0.48 (0.04), p= 0.025;
the right caudate 0. 27 (0.04) vs. 0.24 (0.02) p= 0.046; and the right putamen 0.36 (0.05) vs.
0.32 (0.03), p= 0.013.

There was no significant difference in brain aging delta compared to chronological data
10.5 (4.8) vs. 9.6 (5.8) years, comparing IGHD vs. controls, respectively. The number of
individuals with resilience to brain aging (with negative delta values) was similar in both
groups, 13 in each. Only one control had accelerated aging (positive delta), indicating that the
trained neuronal network underestimated the predicted brain age in both groups (figurel).

Discussion

In this cross-sectional study, we have found that the vast majority of absolute values of
cortical thickness and regional brain volumes were similar in individuals with lifelong,
untreated IGHD over the age of 50 compared to local control subjects. matched by age, number
of illiterates, scholarship, and occupations. However, when corrected by ICV, individuals with
IGHD presented six regions with greater normalized volume: in the white matter, right and left
frontal pole, right and left insula; and in the gray matter, the right insula and the left caudate. It
is known that the insula establishes networks with the prefrontal cortex and the striatum
(composed of the caudate nucleus and the lentiform nucleus), specialized in forming and
ordering interoceptive representations that support habitual, model-based, and exploratory
control of visceral organs and physiological processes, serving a wide variety of functions in
humans, from sensory and affective processing to high-level cognition (26, 27). Speculating a
relationship between the data in this article and the functionality of the insula, prefrontal cortex

and striate is tempting, but goes beyond the purpose of this work, whose emphasis is given to
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morphometric data. Conversely, the present data suggest that the development or maintenance
of these regions is less dependent on the function of the somatotropic axis (i.e., GHRH, pituitary
GH, and circulating IGF1), which is severely blunted in these IGHD subjects throughout life.
These six specific regions of the brain, corrected by ICV, expand the list of structures that have
relatively preserved volume in this untreated severe IGHD condition, such as ovary and
prostate, ocular axial length (28), and pharyngeal airways with similar width to controls (29),
and the increased normalized volumes of the liver, kidney, and pancreas (14). Current data
indicate that proportional dwarfism in this IGHD refers to the proportion between trunk and
limbs, with unequal growth of different structures, reflecting the importance of extrapituitary
circuits for the growth and function of tissues, with hierarchical physiological relevance such
as the brain, for the which insulin (3, 4), IGF2 (5), brain GH (6) and brain IGF1 and IGF2 (7,
8) seem especially important.

Our data seem to agree with the description by (30) in Ecuadorian individuals with
Laron Syndrome, a model of GH resistance, with high levels of GH and low levels of IGF1.
These GH-resistant individuals have larger ICV-corrected surface areas in several frontal and
cingulate regions and show trends toward greater dentate gyrus and CAL regions of the
hippocampus, associated with better cognitive performance, suggesting that individuals with
GH resistance have favorable brain structure and function (30). We emphasize that these IGHD
individuals in this cohort have type IB GH deficiency, with autosomal recessive inheritance and
very low, but measurable GH secretion. The highest individual value obtained in the stimulatory
tests was 1.0 pg/L, with a small but significant increase in GH during the insulin tolerance test
(31). It is not known whether this minimal however active GH level can cause any subtle
difference in the brain compared to patients with Laron Syndrome, in whom no GH action is

detected.
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Very recently, we showed that aging in the Itabaianinha DIGH is associated with similar
total cognitive performance, but better attention and executive function than controls, when
assessed by a battery of psychological tests, the Independent Cognitive Assessment of Literacy
(LICA), appropriate for evaluate the cognitive function of people with little or no formal
education (12). LICA is a 300-point test, composed of 13 subtests that assess memory, visual
construction, executive function, attention, language, and calculation; we have translated the
English version into Portuguese (12).

Executive function is essential for the cognitive control of behavior, physical and mental
health, and academic and professional performance and is regulated by the frontal lobe (32, 33),
whose pole has increased normalized volume in individuals with IGHD. On other hand, the
hypothalamus, frontal and striatal regions are particularly sensitive to insulin. Memory,
hippocampal, and visual brain regions are also modulated by insulin (34). The increased insulin
sensitivity of both cohorts, the GH resistant Ecuadorian individuals (30), and the Brazilian
IGHD subjects (35), can be implicated in the increased normalized volumes of these regions.

The number of individuals with resilience to brain aging (with negative delta values)
was similar in both groups, indicating that the trained neuronal network underestimated brain
age in both groups. It is possible that both groups can benefit in brain terms from living in a
friendly rural environment, with a healthy lifestyle and eating habits, both associated with better
performance on several psychological measurement tests (36). The similar resilience to brain
aging between IGHD and controls agrees with the similar total cognitive performance in both
groups, recently demonstrated (12), and the excellent quality of life of these individuals with
IGHD, even when elderly (37).

This study has several strengths, such as the uniqueness of the cohort of adult

individuals with congenital and untreated IGHD, not available in other parts of the world,
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studied and followed for 30 years by this group, and the measurement of brain structure and
brain age predicted by the same experienced examiner (38, 39, 40)

Our study has some limitations. The relatively low number of subjects is a limitation of
the present study. However, we clarify that we studied all subjects with IGHD over 50 years of
age and a control group highly matched by sex, age, literacy, years of study neighborhood, and
socioeconomic conditions. As previously noted, the issue of sample size is not as critical in
reporting rare conditions as it is for common diseases (41). The current description extends
the description of a rare syndrome in this IGHD cohort, with a natural reduction in the number
of GH-naive individuals throughout life, due to the reduction of their geographic isolation and
consanguineous unions, and the availability of GH therapy in infancy (17). In this situation, it
is highly desirable to collect as much information as possible about unaddressed issues, such as
brain aging. Even so, to be rigorous, we only analyzed comparisons with a p value < 0.005. For
this reason, other subcortical structures with suggestive evidence (0.005 < p values < 0.05) that
normalized regional volumes were larger in IGHD than in controls were not discussed. We also
did not analyze the data by sex, which would further reduce the sample size. However, the brain
size we use to compare normalized volumes is more important than sex in explaining
interindividual differences in compartmental volumes (42).

The current study focused on untreated individuals with IGHD. Exploring the effects of
GH replacement therapy on brain structure could provide additional information; however, as
these individuals do not feel sick, but rather “just shrunken”, enthusiasm for GH treatment, after
a moment of initial curiosity, has considerably reduced even in pediatric age. This makes the
number of GH-treated individuals and the duration of treatment (often short) unsuitable for
appropriate conclusions. On the other hand, treatment with depot GH given every 15 days for
6 months to adult IGHD subjects seemed to worsen the progression of atherosclerosis (43),

which makes GH replacement studies in this cohort inadvisable.



75

In conclusion, congenital and life-long untreated IGHD due to a GHRHR mutation is
associated with most absolute brain measurements like control. The normalized volumes of the
insula, frontal cortical pole and caudate are larger in IGHD than controls, with suggestive
evidence that the thalamus and putamen may also be larger. Furthermore, IGHD does not appear
to impair resilience to brain aging. Longitudinal studies in this cohort can improve

understanding of these findings.
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Legend of figure 1. Relationship between predicted age s by the trained neuronal network
and chronological age in subjects with isolated GH deficiency (IGHD) and controls. Only one
control was below the bisector, with a positive delta, indicating that the trained neuronal

network underestimated the age of individuals in both groups.
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Table 1. Demographic, anthropometric, academic, biochemical data, blood pressure (BP) and
total intracranial volume (assessed by brain magnetic resonance imaging) of 13 DIGH and 14
controls. p values < 0.005 are in bold

Parameters IGHD Controls p

Age (years) 66.9 (8.5) 67.3 (6.7) 0.883
Sex, male (n %) 5 (38.5) 6 (42.8) 1
Weight (kg) 46.7 (16.3) 66.9 (10.4) 0.001
Height (m) 1.21 (0.07) 1.56 (0.06) <0.0001
BMI (kg/m?) 31.4 (8.9) 27.2 (2.9) 0.107
Head circunference (cm) 50.84 (2.9) 54.8 (2.1) <0.0001
Smoker (n%) 2 (15.4) 2 (14.3) 1
Illiteracy (n%) 4 (30.7) 4 (28.6) 1
Education years 6.00 (5.4) 4.4 (3.0) 0.368
Motor domain, right (n%) 11 (84.6) 13 (92.8) 0.596

Systolic BP (mmHg) 127.03(20.2)  138.33(147)  0.131

Diastolic BP (mmHg) 78.67 (13.4) 82.5 (6.21) 0.380

Vitamin B12 (pg/mL) 501.69 (185.7)  501.8 (293.1)  0.999

Folate (ng/mL) 14.89 (3.8) 12.5(3.2) 0.085
TSH (pUI/mL) 3.22 (2.8) 1.9 (1.0) 0.130
Free T4 (ng/mL) 1.02 (0.2) 0.9 (0.7) 0.019
Total intracranial volume (cm3) 1219.0 (151.7) 1419.1 (151.3) 0.001

BMI: Body mass index; MRI; magnetic resonance imaging



Table 2: Distribution of occupations in IGHD and control individuals.

Professions IGHD Controls
Office 2 3
Farming 3 3
Domestic 7 8
teacher 1 0

The p value by Fisher's exact test was not significant (p = 0.746).
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Table 3. Cortical left and right absolute thickness MRI values (mm) expressed as mean
(standard deviation) and compared by Student’s t test; p-values < 0.005 are in bold.

Parameters

Frontal cortex

Caudal middle frontal
Lateral orbitofrontal
Medial orbitofrontal
Pars opercularis

Pars orbitalis

Pars triangularis
Precentral gyrus
Rostral middle frontal
Superior frontal

Frontal pole

Parietal cortex
Inferior parietal
Pericalcarine cortex
Postcentral gyrus
Precuneus

Superior parietal
Supramarginal gyrus
Frontal/parietal cortex
Parecentral lobule
Temporal cortex
Banks of the superior
temporal sulcus
Entorhinal

Fusiform

Inferior temporal
Middle temporal gyrus
Parahippocampal gyrus
Superior temporal
Temporal pole
Transverse temporal
gyrus

Occipital cortex
Cuneus

Lateral occipital
Lingual gyrus
Cingulate cortex
Caudal anterior cingulate
Isthmus of the cingulate
Rostral anterior cingulate
Posterior cingulate
Insular cortex

IGHD

2.4 (0.1)
2.7 (0.2)
2.5(0.2)
2.4 (0.1)
2.7 (0.2)
2.4 (0.1)
2.3(0.1)
2.4 (0.1)
2.6 (0.1)
3.0 (0.3)

2.2 (0.1)
1.7 (0.1)
2.0 (0.1)
2.2 (0.1)
2.0 (0.1)
2.3(0.1)

2.2 (0.1)
2.2(0.2)

3.3(0.3)
2.6 (0.1)
2.7 (0.1)
2.6 (0.2)
2.7(0.2)
2.5(0.2)
3.5 (0.3)
2.1(0.2)

1.9 (0.2)
2.1(0.1)
1.9 (0.1)

2.3 (0.3)
2.2 (0.2)
2.7 (0.2)
2.2 (0.1)

29(02)

LEFT
Controls

2.4(0.2)
2.7 (0.2)
2.4(0.2)
2.4(0.2)
2.6 (0.2)
2.3(0.2)
2.4 (0.3)
2.3(0.2)
2.6 (0.2)
2.9 (0.3)

2.3(0.2)
1.7 (0.2)
2.0 (0.2)
2.3(0.1)
2.1(0.2)
2.4(0.2)

2.3(0.3)
2.4 (0.1)

3.0 (0.4)
2.7 (0.2)
2.8(0.2)
2.7 (0.2)
2.6 (0.4)
2.5(0.2)
3.4 (0.4)
2.2 (0.2)

1.9 (0.2)
2.1(0.2)
2.0 (0.1)

2.4 (0.2)
2.3(0.2)
2.6 (0.3)
2.3(0.1)

2.9(0.1)

P

0.636
0.279
0.166
0.817
0.728
0.415
0.471
0.673
0.853
0.592

0.069
0.323
0.144
0.071
0.091
0.039

0.155

0.002

0.037
0.668
0.202
0.221
0.667
0.620
0.265
0.508

0.902
0.425
0.097

0.287
0.307
0.353
0.211
0.938

RIGHT
IGHD Controls
24(0.1) 2.4(0.3)
28(0.2) 2.7(0.3)
24(0.2) 25(0.2)
24(0.1) 2.4(0.2
2.7(0.2) 2.7(0.3)
23(0.1) 2.4(0.3)
23(0.1) 23(0.3)
24(0.1) 2.4(0.2
26(0.1) 2.6(0.3)
3.0(02) 3.0(0.3)
22(0.1) 2.3(0.3)
1.6(0.2) 1.6(0.2)
20(0.1) 2.0(0.2
23(0.1) 23(0.2)
21(01) 2.1(0.2
23(0.1) 23(0.2)
21(0.1) 23(0.2)
23(0.1) 23(0.2)
3.3(0.3) 3.1(04)
26(0.1) 2.6(0.2
28(0.1) 2.8(0.2
26(0.2) 2.7(0.2
26(0.2) 2.6(0.2
24(0.2) 25(0.2)
3.4(04) 3.4(0.3)
22(0.2) 2.2(0.3)
1.8(0.1) 1.8(0.2)
22(0.1) 2.1(0.3)
1.9(0.1) 1.9(0.1)
22(0.2) 23(0.1)
22(02) 2.2(0.1)
26(0.2) 2.7(0.3)
22(0.1) 23(0.1)
29(0.2) 2.8(0.2

p

0.826
0.306
0.592
0.847
0.814
0.497
0.825
0.644
0.945
0.481

0.461
0.330
0.339
0.604
0.430
0.321

0.053

0.420

0.167
0.745
0.855
0.721
0.530
0.509
0.778
0.993

0.642
0.148
0.579

0.335
0.217
0.327
0.065
0.454
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Table 4. Absolute cortical gray mater volumes (cm?®) expressed as mean (standard deviation)
of values and compared by Student’s t test; p-value < 0.005 are in bold.

Parameters

Frontal cortex
Caudal middle frontal
Lateral orbitofrontal
Medial orbitofrontal
Pars opercularis

Pars orbitalis

Pars triangularis
Precentral gyrus
Rostral middle frontal
Superior frontal
Frontal pole

Parietal cortex
Inferior parietal
Pericalcarine cortex
Postcentral gyrus
Precuneus

Superior parietal
Supramarginal gyrus
Frontal parietal
cortex

Paracentral lobule
Temporal cortex
Banks of the superior
sulcus

Entorhinal

Fusiform

Inferior temporal
Middle temporal

gyrus
Parahippocampal

gyrus
Superior temporal
Temporal pole
Transverse temp gyrus
Occiptal cortex
Cuneus

Lateral occipital
Lingual gyrus
Cingulate cortex
Caudal ant cingulate
Isthmus of the
cingulate

Rostral ant cingulate
Posterior cingulate
Insular cortex

IGHD

5.3 (1.3)
6.3 (1.2)
4.9 (0.9)
3.8 (0.7)
2.0 (0.4)
3.1 (0.5)
11.4 (1.9)
12.3 (2.1)
18.5 (2.4)
1.1 (0.3)

8.6 (1,5)
1.6 (0.5)
8.1 (1.4)
7.0 (1.0)
10.0 (1.7)
9.2 (1.9)

2.8 (0.6)
1.8 (0.4)

1.6 (0.3)
7.6 (1.6)
9.0 (1.9)
8.1 (1.6)

1.6 (0.2)

9.6 (1.6)
2.5(0.4)
0.9 (0.1)

2.5 (0.4)
9.6 (1.8)
5.4 (0.8)

1.3(0.2)
2.0 (0.3)

1.9 (0.4)
2.4 (0.4)
6.2 (1.0)

LEFT
Controls

5.9 (0.8)
6.9 (0.6)
5.1 (0.5)
4.0 (0.6)
2.1(0.3)
3.2 (0.6)
12.4 (1.6)
135 (1.3)
19.6 (2.5)
1.1 (0.2)

10.4 (1.3)
2.1 (0.5)
9.1 (1.0)
8.3 (1.1)
11.6 (1.6)
9.9 (1.6)

3.0 (0.4)
2.0 (0.3)

1.6 (0.4)
8.5 (0.9)
10.8 (1.3)
9.7 (1.1)

1.7 (0.4)

10.6 (1.6)
2.4 (0.5)
1.0 (0.2)

2.9 (0.5)
11.0 (1.7)
6.3 (0.9)

1.6 (0.4)
2.4 (0.3)

2.3 (0.5)
2.7 (0.4)
6.7 (0.9)

0.095
0.085
0.244
0.170
0.101
0.293
0.085
0.051
0.125
0.338

0.001
0.007
0.022
0.002
0.008
0.165

0.232

0.006

0.377
0.034
0.002
0.003

0.234

0.047
0.266
0.067

0.015
0.026
0.006

0.033
0.009

0.016
0.065
0.117

RIGHT
IGHD Controls
4.5 (0.8) 5.3(0.8)
6.3 (1.3) 6.9 (0.6)
5.0 (1.0) 5.6 (0.8)
3.1(0.5) 3.4 (0.6)
2.5(0.6) 2.7 (0.4)
3.5(0.8) 3.6 (0.7)
114 (1.7) 119 (1.5)
12.3(2.1) 14.0(1.5)
17.7(3.0) 18.6(2.4)
1.3(0.2) 1.4 (0.2)
11.2 (1.7) 12.7(2.1)
1.7 (0.4) 2.3(0.5)
8.1(1.9) 8.6 (1.2)
7.4(1.0) 84(11)
99(11) 11.1(1.8)
8.1(1.6) 9.0 (1.5)
3.0 (0.6) 3.4 (0.4)
1.7 (0.3) 1.9 (0.3)
1.6 (0.4) 1.6 (0.3)
74(1.2)  7.9(1.0)
8.3(1.8) 9.9 (1.4)
8.7(1.1) 10.1(1.1)
1.6 (0.2) 1.8 (0.3)
8.8 (1.0) 9.9 (1.4)
2.5(0.5) 2.6 (0.4)
0.7 (0.1) 0.8(0.2)
2.7 (0.6) 2.9 (0.6)
10.0 (2.0) 10.5(2.0)
5.7 (1.0 6.7 (0.8)
1.6 (0.5) 1.9 (0.3)
1.8 (0.3) 2.2(0.3)
1.4(0.3)  1.7(0.4)
2.2 (0.6) 2.7 (0.4)
6.0 (1.1) 6.2 (0.8)

0.011
0.064
0.052
0.110
0.213
0.372
0.252
0.010
0.208
0.126

0.025
0.001
0.209
0.009
0.029
0.068

0.025

0.014

0.429
0.113
0.011
0.002

0.010

0.012
0.430
0.108

0.218
0.250
0.004

0.010
0.0006

0.012
0.005
0.345



Table 5. Absolute white matter (cortical) and gray matter (subcortical) volumes (cm?)
expressed as mean (standard deviation) of values and compared by Student’s t test; p-value <

0.005 are in bold.
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LEFT RIGHT
Parameters IGHD Controls p IGHD Controls p
Cortical
Caudal middle frontal 5.2 (1.0) 6.2(1.2) 0.014 4.4(0.6) 51(0.9) 0.008
Lateral orbitofrontal 53(1.1) 59(0.9 0.087 5.6(.2) 6.4 (1.0) 0.031
Medial orbitofrontal 3.4 (0.5) 35(0.6) 0.232 35(0.6) 3.9(0.5) 0.067
Pars opercularis 2.9 (0.5) 3.1(0.6) 0214 25(04) 2.8(0.6) 0.085
Pars orbitalis 0.8(0.2) 0.8(0.1) 0391 11(0.3) 1.1(0.2) 0.481
Pars triangularis 2.6 (0.4) 2.8(0.4) 0.159 2.8(0.5) 2.8(0.6) 0.336
Precentral gyrus 120(1.6) 141(3.1) 0.019 116(16) 13.8(3.6) 0.030
Rostral middle frontal 96(1.7) 11.0(25) 0.052 95(1.8) 11.3(2.1) 0.013
Superior frontal 14.7(1.9) 16.7(39) 0.059 140(25) 152(3.7) 0.158
Frontal pole 0.3(0.06) 0.3(0.03) 0.105 0.4(0.08) 0.3(0.06) 0.182
Inferior parietal 7.7 (1.2) 87(1.3) 0030 91(14) 11.1(3.9) 0.038
Pericalcarine cortex 2.7 (0.7) 3.2(05) 0.023 28(0.7) 3.5(0.5) 0.001
Postcentral gyrus 6.4 (1.1) 7.2(1,3) 0.060 6.0(1.1) 6.9 (1.6) 0.058
Precuneus 7.0 (0.8) 81(15 0.012 75(0.9) 8.4(2.0) 0.082
Superior parietal 9.6(15 115(2,6) 0.014 87(12) 10.8(2.7) 0.009
Supramarginal gyrus 8.0 (1.7) 83(2,0) 0307 7.2(11) 8.3(2.1) 0.055
Parecentral lobule 3.2 (0.6) 3.6(0,79 0072 4.1(0.7) 4.6 (1.3) 0.093
Banks of superior 2.3(0.5) 26(0.6) 0.104 2.1(0.5) 2.6 (0.4) 0.006
sulcus
Entorhinal 0.6 (0.1) 0.8(0,2) 0.021 0.7(0.2) 0.8(0.2) 0.042
Fusiform 5.0 (0.9) 56(1,0) 0.063 4.9(1.0) 55(1.0) 0.058
Inferior temporal 5.1(1.0) 6.0(1,00 0.016 4.6(0.8) 55(1.2) 0.021
Middle temporal gyrus 4.3 (0.8) 50(1,00 0.026 4.6(0.8) 56(1.6) 0.030
Parahippocampal gyrus 1.2 (0.2) 1.4(0,3) 0.067 1.2(0.2) 1.4(0.2) 0.002
Superior temporal 6.9 (1.1) 7.3(1,6) 0.188 5.5(0.6) 6.5(1.6) 0.024
Temporal pole 0.6 (0.1) 0.7(0,2) 0.333 0.7(0.1) 0.7(0.1) 0.208
Transverse temp gyrus 0.8(0.1) 0.8(0,1) 0270 0.6(0.1) 0.6(0.1) 0.128
Cuneus 2.0 (0.4) 24 (0,5) 0.012 22(0.5) 2.4 (0.5) 0.137
Lateral occipital 7.4 (1.1) 99(28) 0.002 7.7(15) 95(3.2) 0.041
Lingual gyrus 4.6 (1.1) 51(0,6) 0.087 5.0(1.2) 6.0 (0.9) 0.009
Caudal ant cingulate 2.1 (0.5) 26 (05 0014 21(0.5) 2.8(0.5) 0.001
Isthmus of the cingulate 3.2 (0.5) 3.6(0,6) 0039 28(0.4) 3.2(0.5) 0.013
Rostral anterior 2.0 (0.6) 2505 0.018 1.5(0.5) 1.8(0.3) 0.015
cingulate
Posterior cingulate 3.6 (0.6) 4.2(0,6) 0018 3.3(0.6) 3.9(0.5 0.010
Subcortical
Thalamus 6.7 (1.0) 7.0(0.8) 0.199 6.4(1.0) 6.8(0.7) 0.141
Caudate 3.3(0.6) 34(05) 0273 3.2(0.6) 3.4(0.5) 0.187
Putamen 4.2 (0.8) 45(0.6) 0.180 4.4(0.7) 45(0.5) 0.366
Pallidum 1.7 (0.3) 1.8(0.3) 0.054 1.7(0.3) 1.8(0.3) 0.089
Hippocampus 3.4 (0.5) 3.7(0.5) 0.032 35(0.6) 3.9(0.4) 0.019
Amygdala 1.2 (0.2) 1.3(0.2) 0.090 15(0.2) 1.6(0.2) 0.094
Accubens area 0.3(0.1) 0.3(0.1) 0456 0.4(0.1) 0.4(0.1) 0.206
Ventral diencephalon 3.3(0.4) 35(0.3) 0.069 3.2(0.4) 3.4(0.2) 0.022
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Table 6: Comparison of normalized regional volumes, expressed as mean (standard deviation), of the
percentage of each region (%) in relation to the intracranial volume of each group, with p values <
0.005. Cohen's d (d) effect size is also shown; d = 0.2 is small, d = 0.5 is medium, and d > 0.8 is large.

Parameters IGHD Controls 95% CI p d
White matter

Right frontal pole 3.1(0.5) 2.5(0.3) 30to94 0.001 1.47
Left frontal pole 2.3(0.3) 1.8 (0.2) 2.7t07.1 0.0001 1.98
Right insula 70.9 (5.7) 61.7(5.1) 48.0t0134.0 0.0002 1.70
Left insula 745 (6.0) 65.7 (4.7) 44910 130.1 0.0003 1.64
Gray matter

Right insula 49.3 (4.6) 43.7 (4.1) 22.1t090.8 0.002 1.29
Left caudate 27.0 (2.2) 24.1 (2.2) 11.81t045.9 0.002 1.32

Figure 1: Relationship between predicted age in years by the trained neuronal network and
chronological age in years, in subjects with isolated GH deficiency (IGHD) and controls.
Only one control was below the bisector, with a positive delta, indicating that the trained
neuronal network underestimated the age of individuals in both groups.

m Control
= bissector
¢ IGHD

Chronological age (vears)

30 40 50 60 70 80 90
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Apéndice B - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
UNIVERSIDADE FEDERAL DE SERGIPE

HOSPITAL UNIVERSITARIO

Estamos convidando-o a participar como voluntario da pesquisa intitulada
“EMORFOMETRIA CEREBRAL E ESTIMATIVA DO ENVELHECIMENTO
CEREBRAL EM INDIVIDUOS COM DEFICIENCIA CONGENITA, ISOLADA E
NAO TRATADA DO HORMONIO DO CRESCIMENTO” que faz parte da linha de
pesquisa Consequéncias da Deficiéncia Isolada e Vitalicia do Horménio deCrescimento que ha
24 anos procura estabelecer as consequéncias da falta dohormonio de crescimento no organismo
dos “andes de Itabaianinha”.

Serdo realizados exames ndo invasivos de Ressonancia Nuclear Magnética (RNM) e
coleta de sangue.

A RNM ndo utiliza radiacdo ionizante, e até o momento ndo se identificou nenhum
efeito colateral ou dano a saude pela exposi¢do ao campo magnético eads ondas geradas. A
maioria das maquinas de RNM sao em forma de tinel comabertura em ambas as extremidades.
Pessoas com claustrofobia sdo desaconselhados a participar ja que o exame de RNM sera
realizado sem sedacdo e duracdo aproximada de 30 (trinta) minutos. Durante o exame é
necessario que se mantenha imével para que as imagens ndo saiam tremidas ou desfocadas. E
um exame indolor, porém barulhento. Fones de protecdo serdooferecidos durante o exame.

Os riscos dos exames laboratoriais incluem dor ou surgimento de mancha que
geralmente desaparece espontaneamente no local, além de tonturas, ansiade vomito pelo
periodo longo de jejum.

Sera também submetido a exame fisico geral, com afericdo de peso e estatura.

Todos os resultados serdo entregues aos participantes. Assisténcia integrale imediata sera
fornecida sem qualquer custo, pelo tempo que for necessario, em caso de qualquer dano no
decorrer da pesquisa, bem como a realizacdo detodos os exames adicionais, responsabilizando-
nos caso haja qualquer complicacdo, prestando toda a assisténcia médica. Tem a garantia de
gue sua identidade serd mantida em sigilo e nenhuma informacéo sera dada a outras pessoas

gue ndo facam parte da equipe de pesquisadores, ja que 0 Seu nome na pesquisa sera substituido



91

por um nimero e ndo serdo mostrados os dados que possam identificar o participante.

E importante lembrar que pode desistir da pesquisa a qualquer momento, sem qualquer
penalizacéo.

Em caso de dividas sobre o estudo, podera entrar em contato com Keila Ribeiro Villar
Gouy por meio de telefone (79) 99977-0852 ou pelo e-mail keilavillar@yahoo.com.br.

Também podera falar com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP), que é o local que protege e
defende seus interesses, atraves do telefone (79) 3194-7208 ou do endereco Rua Claudio
Batista, s/n, bairro Palestina, Aracaju/SE, nlcleo de Pés-Graduacdo, sala da CEP. Recebera
uma cépia deste termo para ter sempre todas essas informagdes quando precisar.

Apobs ter sido esclarecido sobre a natureza da pesquisa, objetivos, riscos ebeneficios,

aceito participar,

Aracaju, __ de de

Pesquisador Participante da pesquisa
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PARECER CONSUBSTANCIADD DO CEP
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Thulo da Pesquisa: Doenga Cerebrovascular em Paclentes com Deficléncla lsolada do Hormdnko @0

Crascimanto
Peaquisador: CINDI GUIMARAES MARINHO COUTINHD
Area Tematica:
Verslo: 2

CAAF” 14383319.5.0000.5546
Ingtttulgao Proponenta: FUNDACAD UNIWVERSIDADE FEDERAL DE SERGIPE
Patrocinader Princlpal: Financamenio Progro

DaDos DO PARECER

Himero do Parecer: 3.423.043

apresentacio oo Projeto;

Az Informagies slencadas nos campos “Apresentacdo do Projeto”, “Objetivo da Pesquisa” @ “Avalagdo dos
Rlsgos & Beneficlos” foram retiradas do argulve *Informagdes Baslcas da
Pesguisa™(PE_INFORMACOES_BASICAS_DO_PROJETO_1363606.pdf 21/06/20189].
INTRODUCAD

A doenca cerebrovascular (DCeV) @ uma das cawsas mals prevalentes de mone & Incapacidads no mundo.
Mos Estagios Unidos da Ameénca, uma pessoa apresenta um acldente vascular encefalico (AVE) a cada 41
SegUNdos 2, 3 cada 4 minuins, WM nofe-amencano mome pely evento. No mundo, cerca de 795000
pess0as s0ffem wm AVE anualments. Estima-se gue em 2030 havera um aumento de 20,5% em swa
pravaléncia

comparada ap and de 2012 de acordo com a American Hear Association. Cerca de 7% dos evantos 530
provocados por lsquemla decomenie de obstrugio ardedal, devido a trombo ow smbolla. Varos fatores estdo
ass0clados 3 DCeV como dislipidemla, diabstzs, hipertensdo arterial, sobrepesoiobesidads & tabaglsmo®.
Meste sentido, o aumento da espesswa médio-ntimal carotidea (EMIC) 2 3 presenga de placa canotidea s3o
fortemente assoclados a evenios cerebrovasculares 2. Simllarments, Individuss com escone de cdlcio
comonariano elevado 530 mals propensos 3 ferem estenose camtidea slgnificativa & Imegulandads da placa
canotidea, aumentando potenciaiments o risco de um eventa Isquémico censbral 3. Mo entanto, embora 3
DCeV 523 freguentements ass0clada 3 doenga cardlovascular
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(G, & possivel gue haja dissoclagdo enfre a6 duas condigdes.Ambos GH e IGF- estimuiam prodferasda
ge cdlulas andotellals & anglogénese 4. A elevada exoressdo de 1GF-1 na vasculabura sUgers Que amoos o8
pepiideos tem wm Importante papel no crescimento & repars vasculars. Aldm d@isso, as células endodellials
possuem ligagdo 92 alta afinidade para 1GF-, estimulando, asslm, a producio do taido niticos. Tambem o
IGF 2 seus IGFEPs (oroteinzs ligadoras de |GF) paticipariam @3 anglogeness & de processos de regan
fa imflamagio apts eventos IsquamicosT. A deficiéncia de GH (DGH), frequeniements adgquirida, provoca
dminugds 43 producio de dxido nithico, aumento da athvidade simpatica, elevacdo do Nbrinogénio e dos
nivels de profeina C reativad, disfungdo endotellal®, hipercoagulablidadeil, coesldade abdominal,
resisi2ncia Insulinica, dislipidemiaii, aberosserose, DCY e evenuaimenie DCeWVE. Nasie santido, rabalhos
de duas a trés décadas atrds evidenciaram uma malor mortalldade cardlovascular em pacientes com
hipoplultarismo com deflciéncia de GH (DEH), assoclada a mdliplas geficlénclas g2 outros hormdnlos
pliultarios, com frequentes dédlciis de homanios tirepidlanos,

adrenals @ seyuals, reposins “comvendonaimants” (com as Imperfelches da época), mas sem tarapla com
GH12,13,14. Dados mals recentes ndo evidenclaram o aumenio de morialldade por causas
cardlovasculares, mas sim em dscoméncia @2 crise adrenal e surgimenta de um novo fumor ceredral em
guem havia recebildo radloteraplals. Mo entanto, 3 mortaldade ceregrovascular parsiste slevada em alguns
estudos em paclentes com hipopltultarismaoi3, 14,16, A relacdo deste aumento da mortalldads
cerabrovascular @ a DEH ndo & comprovada nestes estudos, devido a varlos

fatores confundidores, como deficlénclas hormonals, s2u tratamenta, radlaterapla e diferentes causas oo
hipopitutansma. Um model ge deficléncia isplada de hoomanio de crescimenio (DIGH), congéniio e s2m
tratamento s=ria ldeal para avallar a refacio entre 3 deficidncia de GH e a DCeV.HA vinte e quatro anos,
wna coorte de 105 Individuss - vivos & martos - com MGH devido a mutagao homozigttica ¢ 57+1G=A N
gene do recepior do hormdnio Noeragor de GH (GHRHR) fol descriia no municiplo d2 Habalaninha no estado
de Sergpe & vem sendo estudada minusissaments. Esles

Individucs apresentam balea esiatura severa, facles de boneca, voz aguda e ooesidade cantral, com
aumento do percentual de massa gordal T, Esses Indlviduos exibemn nivels mals elevados de coéesierol toial
g LOL-goiesierod & proteina C reativail, elevada frequencla de periodontite 19,20, porém s2m evid2nslas de
alerosciarnse prematura avallada pela espessura medio-Intimal das cardtidas (EMIC)21, escore de caloo
coronaniano2? e cakcificaches da aora abdominal2.

Desanho
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0 presenta estudo faz parie da pesquisa "Consaquénclas da Defcencla Isolada e Vitalicla do Hormonlo de
Crescimenio” da linha de pesquisa "Doengas Genelicas Endocrinas do NPGME™. Esta pesquisa utliiza uma
coarte de Individuos com deficiéncla Isolada de harmdnio de crescimento (DIGH) gue vive no muniziplo da
Itabalaninha, na qual procura-se estabelecer o Inventano das cons2quancias do hormanlo @2 crescimenta
no organismo humano. Prefende-s2 esiudar todos os Individuos com DIGH residentes am Habalaninha qus
s woluntanarem. Trata-s2 de um esbudo fransversal willzando um grupo controle. O tamanho amostral
minima serla de 25 Individues com DIGH e de 25 Individuos controles. Serdo avallados dados
antropométricos como aferigdo de peso, atea, bem como medida g2 pressao anenal. Dados laboratorals
como glicemia de jejum, hemogloblna glieada, colesters total @ suas frapdes @ proteina C reativa serda
uililzados. Aldm disso, s2rdo dosados marcadores Inflamatarios como

nterieucing &, THF afa & MCP-1. Serao avallados pardmebos da wirassonograna doppler manscraniana em
r2pouUso & apds manobra que Induza hipercapnla. Adiclonaimente, sera avallada 3 espessUra Intmak-madia
da candtida & serd felta comelagdo entre of achados 03 wWirassonografla transcraniana & o ultrassonografa
ge carctidas. OF exames de Imagem e parte dos exames laboratorials serdo reallzados no Hospital
Universltaro por profissionals devidamenis habliitados sem cusios adiclonals. Uma parts dos exames
lanoratorials (marcadores Inflamattnios, de longevidade] serd felta também sem custos adicionals na
Universidade da Florida.

Hipdtese:

Sera que a prevaléncla de doenga cerebrovascular @ malor nas pessoas com DIGH do que na populago
geral?

METODOLOGIA

Pretende-g2 esudar todos os Individuos com deflciéncia lsolada @0 homonlo de crescimento residenies em
Itabalaninha que e woluntanarem. O amanho amostral minimo s2ra de 25 Indlviduos com DIGH e de 25
Indlviduns controdes. Trata-se de um estudo transversal utilizando grupo controie. & partr do nomens de
Indlviduns com DIGH lkocalizados serd constiiuldo um grupo controle local pareado por Idade & 5240, AS
varavels de estudo serdo qualiativas e quantitabivas. Serdo Incluidos: sexo, idade, dados antropomatricos,
inciuindo peso, altura 2 Indlce de massa corpdrea, akkm da pressdo arteral

Diados lanoratonals como glicemia de j2jum, hemaoglobing glicada, codesierol total e fracles e prodeina C
reativa serdo uilllizados, bem como marcasores Inflamabarios. Esses exames serdo feltos no laboratdro do
Hospital Universitano de Sergipe, mas os marcadones de longevidade comD Intefieucina 6, THF alfa e MCP-
1 serdo realzados sem qualjuer cusio adicional na
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Universidade da Florda através da cooperagdo dos professores Andrze| Bartke & Michal Mastemak sem
gualguer custo adiclonal. Emoora 25136 005agens [OSsam 57 felias no Brasll, a reallzacio nesie outm
sernyigo permitira comparar com 3 mesma metodologla esses marcadores em diversos modelos de
camundongos com diferentes transtomos no el 80 ommdnio de crescimento. Os dados do DTC de VIPS,
VOF, WM, IP & IR dwante o repouso 2 3pts manobra gue Induza hipercapnia tamoem sardo evidenclados.
Adicionalments, s2ra avallada a espessura Intimal-média da carotida e sara felta comelacdo entre os
achados da

wirassonografla ranscraniana e o ultrassonograna de carctidas. Os examss de Wirassonografa descritos
serio feltos no Hospital Universitans de Serglpe. A reallzacio do DTC ser3 realizada sem custos por Or.
Hyder Arag3o através do apareiho de Doppler box da empresa DWL utiizando-62 um probe de 2 MHZ. Ja 3
wirassonograna com doppler de candtidas sera Telta por Dr. Marco Prado também sem custos adicionals.
Faremos 3 coleta dos dados antropometricos & pressdo arterial no mesma dia que a realizagio dos examss
e Imagem & colsta de exames g2 sangue. S0 52 SNCETara a coleta apos realzacdo de examss de todos os
Individuos. O dados |anoratorials & dos exames de Imagem, que 530 de Interesse clinico, s=rdo reallzados
apts cadasto dos pacientes no Hospltal Universitanio.

Crterio de Exciusdoc - Paclentes com deficiéncla ksolada de GH submetidos a tratamento com hormidnio do
crescmento & - Menores de 13 anos.

Objativo da Pesquiaa:

Objetivo Primania; - Avaliar a presenga de Doenga Cerebrovascular em Individues com DIGH

Objetivo Secundano: - ldentfcar a0 DTC parametros como a velocidate sisttlca de pico (VSP), velocidade
mastoiica final (VDF), velotidade média (VM), o indice de pulsatiidada {IP) e o indice de resisténcla (IR)
guranie o repouso & apis manobra que Induza hiparcapnla (tesle da apnela)- Venficar a associagdo os
PETE.I'“ETI'EE- EI'ItI'l]FI{HﬂE'IJ'I[‘-ﬁE- & |aboratarials g!lﬂﬁ bam como de marcadores Inflamabdniios com os dados do
DTC- Medir 3 espessura mediaintimal carotigea (EMIC) - Comelacionar a DTC com a EMIC.

Avallagio dos Riscos & Bansficlos:

s riscos Ingluem dor ou sungimento de mancha que geralmenie desaparece ssponiansaments no losal,
além de tonturas, ansla de vomito pelo periodo longo de |ejum. Durante o ulirassom com doppler
transcraniane, serd feito um procedimento que pode delba-lo tonto, com dor de cabega leve de forma bem
raplda. Para reduzir 35 chancas desses e78iios, os profisslonals envolvidos na pesquisa tem expenénda
Vasta, ssmpre com 3 presenca de um médico no amolente”.
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Beneficios:
0= particlpantas terdo 3cess0 3 exames complementarss s2m qualquer custo g, C3ED SXames alterados,
serio Imediatamente encaminhados para os devidos proflssionals para as Intervenglies adequadas.

Comentaries & Conslderagies sobra a Pesquisa:
Desfecho Primano: - Alleragdo do doppler transcraniano e uirassonograna de candllda denotando desfechos
sUnsttutos para dosnga cerebrovascular.

Conaldsragles sobre o8 Termos de apresentaiio obrigataria:
Os Termos de apresentagao obrgaitna se encontram de de acordo com as orentagles da COMER-MS.

Conclestes ou Pandénclas e Lisia de Inadaquagias:
Mo foram observatos dbices dficos.

Conslderagies Finals a critério do CEP:
De acondd com as RES. 466-2012 e 510-2016 & de responsabliidads g0 pesquisador enviar o relalonos
parzlal e final da pesgulsa.

Ests parecar fol elaborado kaseado nos documanios abalao relacienados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Auior ShEga0
Informaghes Basicas| Po_INFORMACDES_BAGICAS DO P | 21062019 Acein
0 Projeto ROLETO 1363606 pal 11:51:16
Outros CartadeResposiaPendendas. dod 21062019 | CINDI GUIMARAES | Acsino

1124215 |MARINHD
COUTINAHS
Cronograma Cronograma.socy 21062019 | CINDI GUIMARAES | Acsino
1123048 | MARINHC
COUTINAHS
Projeto Detalhado /| | CEPCIndIProjetokesirado. docx 21062019 | CINDI GUIMARAES | Acsino
Brochura 1122846 | MARINHD
Inua&%nﬂur COUTINAHS
Decla o g Deciaracaplab. pdf 21062019 | CINDI GUIMARAES | Acsino
Insttuigda 2 11226:48 | MARINHD
Infrasstntura COUTINAHS
DE{:HﬁD de Deciaracapimagem. pol 21062019 | CINDI GUIMARAES | Acsino
Insttuigda 2 11226:24 | MARINHD
Infrasstntura COUTINAHS
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Qran ™

TCLE /Termos de | TCLEAnal. pof 21/DE2019 |CINDI GUIMARAES | Acelio
Assentimento | 1115010 | MARINHD
Justificativa g COUTINHD
LAusEnCia
Foiha de Rosto Folhaderestolinal pd? 21/D872019 | CINDI GUIMARAES | Acsiio
11214338 | MARINHD
COUTINHD

Stuagan do Pareer:

3 Apraciagao da COMER:

ARMACAJU, 28 de Junha de 20

Emdsrego:  Fua Cliudio Satish oin®

UF: EE Bunioiplo:  ARACAN

Tedeifioma: (79)315L-7208

Agsinado por:

Anita Herminda Olivalra Souza
{Coordenaderfa))

CEF: £2.080-190
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