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Osteoporose na doenca de Cushing: valor preditivo da
guantificacéo de adiposidade visceral e 0ssea sobre a remodelacao

e densidade mineral dssea

Resumo

As propriedades anti-inflamatérias e imunossupressoras dos glicocorticoides (GC)
justificam o uso destes esteroides em diversas condic@es clinicas, apesar dos seus importantes
efeitos adversos. A osteoporose induzida por glicocorticoide (OIG) € considerada a causa
mais importante de osteoporose secundaria. Trata-se de uma doenga multifatorial que envolve
alteracOes sistémicas, teciduais e da sinalizacdo das células oOsseas. Alem disso, o
hipercortisolismo também se associa a obesidade, redistribuicdo de gordura, resisténcia
insulinica e diabetes mellitus. Curiosamente, nestes distirbios metabdlicos em que a massa
Ossea estd preservada, ha maior fragilidade d6ssea. Nos ultimos anos, diversas evidéncias
mostram complexa interacdo entre o metabolismo mineral e o energético, em particular entre
0 tecido adiposo e 0sseo. Neste cendrio, a doenca de Cushing (DC) € um modelo clinico
conveniente para avaliar diversos mecanismos envolvidos no complexo processo de
desenvolvimento de osteoporose.

O objetivo deste trabalho foi avaliar, em um estudo basal e em um estudo prospectivo,
diversos aspectos da interacdo entre 0 metabolismo mineral e energético em mulheres com
DC e o seu possivel impacto sobre a massa ¢ssea, bem como a associacdo entre a massa 0ssea
e os diversos tipos de tecido adiposo. No estudo basal, avaliamos trés grupos de individuos,
pareados por sexo e idade: grupo controle (C; n=27), grupo obeso (O; n=16) e grupo doenca
de Cushing (DC; n=16). No estudo prospectivo, avaliamos o grupo DC em trés momentos:
pré-operatorio (Pré-op; n=11), 6° més pos-operatorio (6° més PO; n=10) e 12° més pos-
operatorio (12° més PO; n=10).

No estudo basal, os grupos O e DC diferiram em relagdo ao C quanto ao peso e IMC
(p<0,05). O grupo DC apresentou valores significativamente maiores de glicemia,
insulinemia, hemoglobina glicosilada (HbA1c), HOMA-IR e leptina em relacdo aos grupos C
e O (p<0,05). Adicionalmente, o grupo DC mostrou niveis baixos de osteocalcina em relagdo
aos grupos C e O (p<0,05) e também de PTH, 25-OH vitamina D (25(OH)D) e adiponectina
em relacdo ao grupo C (p<0,05). Nao houve diferenca entre os grupos em relagdo as dosagens

de IGF-I e preadipocyte factor 1 (Pref-1). O grupo DC apresentou menor massa 6ssea em



coluna lombar em relacdo aos grupos C e O (p<0,05) e menor massa 6ssea em corpo total
quando comparado ao grupo O (p<0,05). O Trabecular bone score (TBS) foi capaz de
evidenciar prejuizo na qualidade 6ssea nos grupos O e DC, mostrando comprometimento
maior no grupo DC (p<0,05). A adiposidade de medula 6ssea (AMO) de L3 foi
significativamente maior no grupo DC em relacdo aos grupos C e O (p<0,05). O grupo DC
apresentou maior teor de tecido adiposo subcutaneo (SAT), visceral (VAT), relacdo
VAT/ISAT e de lipideos intra-hepaticos (IHL) em relacdo ao grupo C (p<0,05).
Adicionalmente, o grupo DC apresentou maior teor de VAT em relagéo ao grupo O (p<0,05).
A osteocalcina se correlacionou de maneira positiva com TBS (r=0,5, p<0,0001) e negativa
com HOMA-IR (r=-0,4, p<0,01) e AMO de L3 (r=-0,4, p<0,01). O TBS apresentou
correlacdo negativa com HOMA-IR (r=-0,6, p<0,0001) e AMO de L3 (r=-0,5, p<0,001). A
AMO de L3 se correlacionou positivamente com IMC (r=0,4, p<0,01), HOMA-IR (r=0,3,
p<0,05), leptina (r=0,3, p<0,05), relacdo VAT/SAT (r=0,6, p<0,0001) e IHL (r=0,5, p<0,05).

No estudo prospectivo, houve reducdo do peso e IMC e dos niveis de glicemia,
insulinemia, HOMA-IR, hemoglobina glicada e leptina (p<0,05). Adicionalmente, houve
aumento dos niveis de 25(OH)D, osteocalcina e deoxipiridinolina (p<0,05). Ndo houve
diferencas significativas entre os niveis de Pref-1 e adiponectina. O TBS manteve-se estavel e
ndo houve aparecimento de novas fraturas pelo vertebral fracture assessment (VFA). Na
composicao corporal por dual-energy X-ray absorptiometry (DXA), houve reducdo da massa
gorda total e melhora no indice de massa magra apendicular pelo Foundation for the National
Institutes of Health (FNIH) (p<0,05). A AMO de L3 reduziu significativamente no 6° més
PO, mantendo-se estavel no 12° més PO (p<0,05). Houve reducdo significativa do VAT,
relacdo VAT/SAT e IHL no seguimento prospectivo (p<0,05).

O presente estudo reafirma dados anteriores que mostram que o hipercortisolismo
enddgeno exerce profundo efeito negativo sobre o esqueleto, em particular sobre 0 0sso
trabecular. Além disto, é o primeiro estudo a mostrar que existe correlacdo negativa entre o
TBS com HOMA-IR e AMO; é possivel gue as alteragdes do metabolismo energético sejam,

pelo menos em parte, responsaveis pelo maior risco de fratura na DC.

Palavras chave: doenca de Cushing, osteoporose, ressonancia magnética, densidade mineral

Ossea



Osteoporosis in Cushing'’s disease: predictive value of
measurement of visceral and bone fat on bone remodeling and

mineral density

Abstract

The anti-inflammatory and immunosuppressive properties of glucocorticoids (GC)
justify the use of these steroids in various clinical conditions, despite its significant adverse
effects. Osteoporosis induced by glucocorticoids (OIG) is considered the most important
cause of secondary osteoporosis. It is a multifactorial disease involving systemic, tissue and
bone cell signaling changes. Furthermore, hypercortisolism is also associated with obesity,
redistribution of fat, insulin resistance and diabetes mellitus. Interestingly, these metabolic
disorders in which bone mass is preserved, there is increased bone fragility. In recent years,
evidence shows various complex interaction between the mineral and energy metabolism, in
particular between adipose tissue and bone. In this scenario, Cushing's disease (CD) is a
desirable clinical model to evaluate various mechanisms involved in the complex process of
developing osteoporosis.

The objective of this study was to evaluate, in a baseline study and a prospective
study, various aspects of the interaction between the mineral and energy metabolism in
women with DC and their possible impact on bone mass, as well as the association between
bone mass and different types of adipose tissue. In the baseline study, we evaluated three
groups of individuals, matched by sex and age: control group (C, n = 27), obese (O; n = 16)
and Cushing's disease group (CD, n = 16). In the prospective study, we evaluated the CD
group at three time points: preoperative (Pre-op; n = 11), 6 months postoperative (6th month
PO; n = 10) and 12 months postoperatively (12th month PO; n = 10).

In the baseline study, the O and CD groups differed in relation to C as the weight and
BMI (p <0.05). The CD group showed significantly higher blood glucose, insulin,
glycosylated hemoglobin (HbAlc), HOMA-IR and leptin in relation to the C and O groups (p
<0.05). Additionally, the CD group showed lower levels of osteocalcin in relation to the C
and O groups (p <0.05) as well as PTH, 25-OH vitamin D (25 (OH) D), and adiponectin in
relation to the C group (P <0.05). There was no difference between the groups regarding
dosages of IGF-I and preadipocyte factor 1 (Pref-1). The CD group had lower bone mass in

the lumbar spine in relation to the C and O groups (p <0.05) and lower bone mass in the total



body when compared to the O group (P <0.05). The Trabecular bone score (TBS) was able to
show impaired bone quality in groups O and CD, showing greater involvement in CD group
(p <0.05). Bone marrow adiposity (BMA) in L3 was significantly higher in the CD group
compared to the C and O groups (p <0.05). The CD group showed increased subcutaneous fat
content (SAT), visceral (VAT), VAT/SAT ratio and intrahepatic lipid (IHL) in relation to the
C group (p<0.05). Additionally, the CD group had a higher content of VAT in relation to the
O group (p<0.05). Osteocalcin correlated positively with TBS (r = 0.5, p <0.0001) and
negatively with HOMA-IR (r = -0.4, p <0.01) and AMO of L3 (r = - 0.4, p <0.01). The TBS
was negatively correlated with HOMA-IR index (r = -0.6, p <0.0001) and AMO of L3 (r = -
0.5, p <0.001). The AMO of L3 positively correlated with BMI (r = 0.4, p <0.01), HOMA-IR
(r =0.3, p <0.05), leptin (r = 0.3, p < 0.05), VAT/SAT ratio (r = 0.6, p <0.0001) and IHL (r =
0.5, p <0.05).

In the prospective study, there was a reduction in weight and BMI and blood glucose,
insulin, HOMA-IR, glycated hemoglobin and leptin (p <0.05). Additionally, there was
increased levels of 25(OH)D, osteocalcin and deoxypyridinoline (p <0.05). There were no
significant differences between the levels of adiponectin and Pref-1. The TBS was stable and
there was no occurance of new fractures by vertebral fracture assessment (VFA). In body
composition by dual-energy X-ray absorptiometry (DXA), threre was a reduction of total fat
mass and improvement in apendicular lean body mass index by Foundation for the National
Institutes of Health (FNIH) (p <0.05). The BMA of L3 significantly reduced in the 6th month
PO, remaining stable on the 12th month PO (p <0.05). There was a significant reduction of
VAT, VAT/SAT ratio and IHL in the prospective follow-up (p <0.05).

This study confirms previous data showing that endogenous hypercortisolism has a
profound negative effect on the skeleton, in particular on trabecular bone. Moreover, it is the
first study to show that there is a negative correlation between TBS with HOMA-IR and
BMA; it is possible that changes in energy metabolism are at least partly responsible for the

increased risk of fracture in DC.

Keywords: Cushing's disease, osteoporosis, magnetic resonance, bone mineral density
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Introducao

Inicialmente descrita em 1932 por Harvey Cushing, a doenca de Cushing (DC) € uma
doenca que se caracteriza pelo aumento da producgéo e secrecdo dos glicocorticoides (GC) e
andrégenos adrenais, causada pela hiperestimulacdo devido a um adenoma hipofisario
funcionante, secretor de hormdnio adrenocorticotréfico (ACTH). A importancia da doenca
6ssea no hipercortisolismo enddgeno ndo passou despercebida na descricdo original de
Harvey Cushing, e é considerado até hoje um componente de alto valor preditivo da doenca
em individuos com esta hipdtese diagnostica. A prevaléncia de osteoporose na DC varia de 3
a 15% nos estudos dependendo do critério adotado no diagnostico e no perfil de gravidade do
hipercortisolismo do grupo avaliado (Cushing, 1932; Faggiano et al., 2001; Kaltsas et al.,
2002; Arnaldi et al., 2003; Van Der Eerden et al., 2007). Alem disso, a DC apresenta
manifestacdes clinicas que envolvem obesidade, hiperglicemia, resisténcia insulinica,
hipertensdo arterial, miopatia com fraqueza proximal, fragilidade capilar, baixa imunidade,
alteracdes de humor e disfuncdo sexual, além de distarbio de crescimento em criancas e
adolescentes (Abad et al., 2001).

Neste contexto, a doenca 0ssea, que muitas vezes ndo é valorizada na pratica clinica,
resulta de um processo complexo que envolve alteracdes hormonais como disfuncao gonadal,
prejuizo na secre¢do de hormdnio do crescimento (GH) e do fator de crescimento semelhante
a insulina tipo I (IGF-I), alteragdes no metabolismo energético, alteragdes no metabolismo do
calcio com reducdo na absorcdo intestinal associado ao aumento da excrecdo renal deste
elemento, além das acBes do cortisol sobre as células 6sseas, tanto por mecanismos diretos
como indiretos (Figura 1). Estas alteragdes hormonais séo tdo evidentes que inicialmente se
considerou que este mecanismo seria o principal determinante das manifestacdes 0sseas no

hipercortisolismo. Adicionalmente, a miopatia proximal que esses individuos apresentam
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pode aumentar o risco de quedas e, consequentemente, de fraturas. Outro papel atribuido a
musculatura, que € manter massa Ossea através de ténus muscular e por estimulo através de
contragdes intensas, estaria prejudicado pela miopatia na DC (Ziegler e Kasperk, 1998;

Manelli e Giustina, 2000; Kaltsas et al., 2002).

GLUCOCORTICOIDS
k
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\'L Tremodeling
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Figura 1 - Mecanismos de a¢éo direta e indireta dos glicocorticoides sobre o metabolismo dsseo (Marcus et
al., 2013) (adaptado)

Uma particularidade da DC, em relacdo ao hipercortisolismo exdgeno, € a presenca de
estimulo de producdo de androgenos pelas adrenais, além do cortisol. Os andrégenos
poderiam ter um papel protetor na manutencdo da massa éssea, pois foi demonstrado que a
osteoporose por hipersecrecdo pura de cortisol em sindrome de Cushing de origem tumoral
adrenal manifesta-se de maneira mais grave (Ohmori et al., 2003; Minetto et al., 2004). Em
contrapartida, existem estudos que mostram ndo haver diferencas quanto & doenga dssea na

DC em mulheres com e sem amenorreia. Mulheres eumenorreicas com diagndstico recente de
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sindrome de Cushing foram avaliadas por densitometria 6ssea (DXA), onde se demonstrou
que a perda Gssea trabecular, avaliada em coluna lombar, é mais acentuada do que a perda
6ssea no esqueleto periférico, avaliada em antebraco distal (Karavitaki et al., 2004). Em outro
estudo, observou-se ndo haver diferengas de densidade mineral 6ssea e ocorréncia de fraturas
em mulheres com ou sem amenorreia na sindrome de Cushing, sugerindo que o excesso de
cortisol, independentemente da funcdo gonadal, tem efeito negativo sobre o esqueleto
(Tauchmanova et al., 2006).

Com relagéo ao eixo GH / IGF-I, o excesso de cortisol tem efeito inibitdrio que se
traduz em importante indicador clinico de DC em criangas obesas com deéficit de crescimento,
sendo que este quadro de hipossomatotrofismo pode ser potencializado pelo hipogonadismo
secundario. Em adultos, o prejuizo de secrecdo de GH / IGF-I pode ser um mecanismo de
reducdo de formacdo 6ssea como sugerido em individuos asmaticos em uso de GCs (Canalis
et al., 2004; Malerba et al., 2005).

Paralelamente, o hipercortisolismo poder levar a alteracbes no metabolismo da
vitamina D, na absorcdo intestinal de célcio e na excrecdo urinaria do célcio, resultando em
um estado de hiperparatireoidismo secundario (Lukert e Raisz, 1990; Ziegler e Kasperk,
1998). O tratamento cronico com GCs pode alterar a dinamica secretéria de paratormdnio
(PTH), ocasionando uma menor secre¢do no tonus basal, mas com padréo de hiper-resposta
frente a estimulos (Lanna et al., 2002; Bonadonna et al., 2005). Em um estudo clinico, a
inducdo de hipocalcemia por meio de infusdo endovenosa de acido etilenodiaminotetracético
(EDTA) demonstrou que individuos com sindrome de Cushing possuem resposta de PTH,
apos hipocalcemia, mais acentuada em relacdo aos controles. Em contrapartida, 0 mesmo
estudo mostrou que a supressdo do PTH com administracdo de célcio oral e endovenosa é
semelhante em ambos os grupos (Lanna et al., 2002). Adicionalmente, a perda 0ssea €

predominantemente trabecular no hipercortisolismo, com perda de funcdo osteoblastica,
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enquanto no hiperparatireoidismo a perda 6ssea é predominantemente cortical, sem alteracdo
concomitante da funcdo osteoblastica (Lukert e Raisz, 1990; Gennari, 1994; Lanna et al.,
2002; Canalis et al., 2004). Em conjunto, os dados acima sugerem que o hiperparatireoidismo
secundario ndo parece ser o mecanismo preponderante da doenca 6ssea no hipercortisolismo.
Outro aspecto a ser considerado sobre o fendtipo dsseo na OIG é que os GCs
prejudicam ndo s6 a massa 6ssea, mas também a qualidade 6ssea. Uma forte evidéncia clinica
a favor desta colocacdo é que individuos com hipercortisolismo apresentam risco de fratura
maior quando comparados a individuos com massa 0ssea semelhante sem historico de uso de
GC. Neste sentido, nos altimos anos grande esforgo tem sido dirigido ao desenvolvimento de
novas ferramentas para aprimorar o diagnostico de osteoporose. Recentemente, a
incorporacdo do Trabecular Bone Score (TBS) ao exame de densitometria dssea (DXA)
possibilitou uma melhor estratificacdo de risco de fatura, independente da densidade mineral
0ssea (DMO) (Pothuaud et al., 2008; Hans et al., 2011; Roux et al., 2013; Winzenrieth et al.,
2013). O TBS é um preditor independente do risco de fratura, complementar a DMO e aos
fatores de risco clinicos. Adicionalmente, O TBS é melhor preditor de fraturas nas causas
secundarias de osteoporose. Além disto, a avaliacdo por TBS ndo € influenciada por
alteracdes degenerativas que ocorrem na osteoartrose (Dufour et al., 2013; Silva et al., 2014;
Di Gregorio et al., 2015; Harvey et al., 2015; Mccloskey et al., 2015). O TBS é mais baixo
em individuos com fraturas, prediz risco de fratura independentemente da DMO, sendo que a
combinacdo de TBS e DMO ¢ superior a qualquer um dos métodos atuais quando utilizados
isoladamente (Silva et al., 2014; Harvey et al., 2015; Mccloskey et al., 2015). Desta forma, o
TBS tem se mostrado muito Util na avaliacdo de risco de fratura por causas secundarias de
osteoporose, como diabetes mellitus tipo 2 (DM 2) e osteoporose induzida por
glicocorticoides (OIG) (Dhaliwal et al., 2014; Ulivieri et al., 2014; Paggiosi et al., 2015). Em

um estudo recente, observou-se que a avaliagdo por TBS foi capaz de detectar alteracGes
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Osseas no diabetes mellitus, uma situacdo em que o exame de medida de DMO tem
reconhecida limitacdo para capturar alteragdes. Nesta mesma linha, o TBS foi capaz de
estratificar diferencas entre os individuos diabéticos, sendo mais alto nas mulheres com bom
controle glicémico, demonstrando um menor risco de fraturas quando a hemoglobina
glicosilada (HbA1c) era menor ou igual a 7,5% (Dhaliwal et al., 2014). Além disso, o TBS
foi capaz de estratificar a gravidade da doenca ¢ssea na OIG ao mostrar que o0s individuos em
uso de GC apresentam baixo TBS, porém o valor é ainda menor entre aqueles que ja sofreram
fratura. (Paggiosi et al., 2015). Por fim, o TBS pode ser uma ferramenta util de
monitoramento clinico de terapia, sendo capaz de apontar os efeitos 6sseos decorrentes do
tratamento para osteoporose, tanto com drogas antirreabsortivas como anabdlicas (Di
Gregorio et al., 2015).

De maneira mais detalhada, os GCs podem alterar a qualidade e a densidade mineral
Ossea, visto que o excesso de GC reduz a sintese de matriz 6ssea e aumenta a sua degradacao.
O hipercortisolismo também inibe a diferenciacdo das células da linhagem osteoblastica,
diminuindo a osteoblastogénese e induzindo a apoptose de ostedcitos e osteoblastos (Pereira
et al., 2001). Os GCs também afetam a osteoclastogénese aumentando a expressao do ligante
do receptor ativador do fator nuclear kappa-B (RANKL) e diminuindo a producdo da
osteoprotegerina (OPG). Estas duas a¢Ges culminam com aumento da osteoclastogéne e da
atividade de osteoclastos maduros (Figura 2) (Canalis e Giustina, 2001; Francucci et al.,
2002). Além disso, os GCs aumentam a expressdo do CSF-1 (colony-stimulatingfactor 1), que
tem efeito sinérgico com o0 RANKL na atividade osteoclastogénica. Contudo, a analise dos
marcadores de reabsorcdo 0ssea nos pacientes com DC é contraditéria, visto que os valores
séricos de RANKL estdo mais relacionados com a sintese deste marcador pelo endotélio
vascular do que com sua sintese no microambiente 6sseo (Canalis e Giustina, 2001; Francucci

et al., 2002).
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Ainda, ha evidéncias de que o hipercortisolismo pode influenciar a formagdo 0ssea,
interferindo na sinalizacdo da via Wnt (wingless-type), através de alteracBes dos niveis de
esclerostina e do Dickkopf-1 (DKK-1), antagonistas enddgenos desta via (Gifre et al., 2013).
Um estudo prospectivo, em individuos em uso de GCs, demonstrou um aumento da
esclerostina ao longo de doze meses, de maneira dependente da dose dos GCs, com correlagéo
negativa com os niveis de FA dssea. Por outro lado, os niveis do DKK-1 sofreram queda dos
niveis ao logo do tempo, sugerindo um mecanismo contrarregulador protetor dos efeitos dos
GCs sobre a inibicdo da formacéo éssea (Gifre et al., 2013). Os osteoblastos também
expressam a 11pB-hidroxiesteroidedesidrogenase tipo 1 (11B-HSD1), uma isoenzima que
converte primariamente a cortisona inativa em cortisol ativo. Tal conversdo se torna maior a
medida que aumenta a exposicdo dos osteoblastos aos GC (Cooper et al., 2002). Como a
expressao da 11B-HSD1 é variavel entre os individuos, a maior ou menor amplificacdo dos
efeitos osteocatabdlicos dos GCs promovidos por este mecanismo, dependera da atividade
desta enzima, explicando a diferenca de sensibilidade entre os individuos, em relacdo a
gravidade da doenca dssea, com a dose de GCs (Cooper et al., 2002; Canalis et al., 2004).
Nesta mesma linha, a 11p3-HSD1 também apresenta expressao diversa nos diferentes tipos de
tecido adiposo, isto é, subcutaneo e visceral. Desta forma, é possivel que a distribuicdo de
gordura na DC tenha impacto sobre o esqueleto. Porém ainda ndo esta claro o papel da

adiposidade visceral e da adiposidade da medula 6ssea (AMO) sobre a massa 6ssea na DC.
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Figura 2 - Mecanismos diretos de acdo do cortisol pela via RANK/RANKL/OPG (Richards et al., 2012)
(adaptado).

Em geral, quando se avalia o efeito do peso, observa-se uma correlacdo positiva entre
DMO de coluna lombar e indice de massa corporal (IMC). A obesidade foi por muito tempo
associada a maior risco cardiovascular e, em contrapartida, como fator protetor de
osteoporose devido ao papel positivo que o peso corporal tem sobre a massa 6ssea (Reid et
al., 1994). Mais recentemente, este conceito foi reconsiderado ap0s novos estudos terem
verificado que a incidéncia de fratura é igual ou maior em obesos (Premaor et al., 2014).
Adicionalmente, a obesidade e alteracdo do metabolismo dos carboidratos causados pelo
hipercortisolismo podem ter um papel negativo importante no esqueleto. Mais do que isso, a
coexisténcia do hipercortisolismo com a obesidade e com a alteracdo do metabolismo dos
carboidratos traduz-se em um cenario impar. O possivel efeito positivo da obesidade sobre o
esqueleto passou a ser questionado apds estudos mais recentes terem mostrado que o risco de
fratura é similar ou aumentado em individuos obesos. Desta forma, passou a existir grande
interesse no estudo do papel da distribuicdo de gordura corporal e da resisténcia a insulina

sobre o tecido 6sseo (Fulzele et al., 2010; Premaor et al., 2014).
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Em relacdo a distribuicdo de adiposidade corporal e redistribuicdo de lipideos na
obesidade como fator influenciador funcional e estrutural em outros tecidos (p.ex. pancreas,
musculo e figado) o tecido 6sseo ocupa posicdo especial por abrigar o seu proprio tecido
adiposo. A perda de massa 6ssea no hipercortisolismo estd associada a uma maior
adipogénese da medula 6ssea em detrimento da osteoblastogénese. Osteoblasto e adipdcito da
medula O6ssea compartilham um precursor comum, a célula-tronco mesenquimal e,
possivelmente, o desvio de diferenciacdo em uma linhagem ocorre em detrimento da outra.
N&o por acaso, foi sugerido que a osteoporose pode ser considerada a obesidade do 0sso
(Rosen e Bouxsein, 2006). Os GCs atuam na via de regulacéo da familia de fatores nucleares
C/EBP (CCAAT/enhancer binding protein) e na via do PPARYy2 (peroxisome proliferator-
activated receptor y 2), estimulando a adipogénese na medula 6ssea (Pereira et al., 2004;
Lazarenko et al., 2007). Além disso, o cortisol pode induzir superexpressdao do receptor
Notchl atraves de aumento do RNA mensageiro (mRNA) desta proteina, causando um
prejuizo na maturacdo osteoblastica e também favorecendo a adipogénese (Pereira et al.,

2004) (Figura 3).
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Figura 3 - Mecanismos de ac¢éo do cortisol nas células-tronco mesenquimais da medula 6ssea e no
microambiente das células (Toth e Grossman, 2013) (adaptado).

Em relacdo a obesidade, ndo s6 a quantidade, como também a distribuicdo do tecido
adiposo € determinante de saude ou doenca. Em relacdo ao esqueleto ainda nédo esta claro o
papel que a distribuicdo de gordura tem sobre a massa 0ssea e suscetibilidade a fratura. Neste
particular, o tecido 6sseo apresenta uma relacdo especial, por abrigar o seu préprio tecido de
armazenamento de lipidios, o tecido adiposo da medula 6ssea. A AMO possui uma complexa
relacdo com o metabolismo energético, apresentando comportamento diferente de outros
sitios de tecido adiposo. Por exemplo, em situacdes de restricdo caldrica ocorre aumento de
tecido adiposo de medula éssea, enquanto, como esperado, 0s outros sitios definham
(Bredella et al., 2009; Misra e Klibanski, 2013). A producdo de adipocinas inflamatorias,

além de causarem alteracdo no metabolismo dos carboidratos e de aumentar risco
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cardiovascular, levam a um aumento da atividade osteocléastica e uma diminuicao da atividade
osteobléstica.

A leptina pode modular a adipogénese e osteoblastogénese. Estudos in vitro,
utilizando uma linhagem de células estromais imortalizadas de medula 6ssea de humanos
(hMS2-12), demonstraram que a leptina foi capaz de bloquear a adipogénese e estimular a
osteoblastogénese (Thomas et al., 1999). Além disso, quando injetada via intraperitoneal, a
leptina inibe a osteoclastogénese em modelos animais de perda éssea (Martin et al., 2005).
Entretanto, quando a leptina é administrada por via intraventricular, tanto em animais
controles como em animais ob/ob, se observa perda de massa 0ssea. Neste caso, diversas
evidéncias indicam que ha estimulo do sistema simpatico, o qual levaria a perda de massa
Ossea. Adicionalmente, a perda de massa 6ssea induzida por infusdo central de leptina pode
ser inibida por propanolol, um antagonista B-adrenérgico (Ducy et al., 2000; Takeda et al.,
2002). De maneira contraria, quando a leptina é injetada por via subcutanea em animais
ob/ob, observa-se aumento do contetdo mineral 6sseo e reducdo do volume de adiposidade
Ossea dos membros posteriores (Hamrick et al., 2005). Outros estudos indicam que a leptina é
um fator osteogénico apenas em animais deficientes, ndo apresentando efeito adicional
quando injetada em animais com niveis circulantes normais de leptina (Khosla, 2002;
Hamrick et al., 2004). Recentemente, foi descrito uma correlacdo positiva dos niveis de
leptina com alteracBes dOsseas estruturais (porosidade cortical do radio, diametro cortical
radial, espessura trabecular tibial e estresse trabecular tibial de von Mises) em criancas obesas
(Dimitri et al., 2015). Os dados da literatura com relacdo a leptina permanecem conflitantes,
em parte pelo fenotipo esquelético discrepante dos animais ob/ob (Ducy et al., 2000; Hamrick
et al., 2004). Além disso, a deficiéncia de leptina nos animais ob/ob parece ter efeitos

variaveis sobre o esqueleto, dependendo do sitio 6sseo considerado, como, por exemplo,
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vértebras ou 0ssos longos dos membros posteriores (Ducy et al., 2000; Hamrick et al., 2004).
Assim, a relacdo entre leptina e tecido 6sseo parece ser complexa e ainda pouco entendida.

O Pref-1 (preadipocyte factor 1), um membro da familia de fatores de crescimento
epidérmico, € outra adipocina que pode ter um papel importante na interagdo entre o tecido
adiposo e o tecido 0Osseo. Inicialmente, foi descrita como uma proteina de superficie de
membrana, passivel de clivagem, altamente expressa em pré-adipdcitos, sofrendo down-
regulation durante o processo de adipogénese (Smas e Sul, 1993; Smas et al., 1997). Em
camundongos com delecdo do Pref-1, observou-se aumento do tecido adiposo periférico e
retardo no desenvolvimento esquelético (Moon et al., 2002).  Além disso, o padrdo de
heranca do Pref-1 ocorre por imprinting, o que explica diferentes fendtipos em animais
heterozigotos (Moon et al., 2002).  Estudos in vitro demonstraram que a superexpressao do
Pref-1 bloqueia tanto a adipogénese como a osteoblastogénese, consistente com a hipotese
que o Pref-1 mantém a célula-tronco mesenquimal em um estado indiferenciado (Abdallah et
al., 2004). Diante do exposto, o Pref-1 poderia tanto atuar inibindo a adipogénese como a
osteoblastogénese.

Em situacOes de restricdo caldrica, por outro lado, onde ha reducdo das adipocinas
inflamatdrias, ocorre um aumento de adiponectina, impactando positivamente sobre a
sensibilidade insulinica e metabolismo energético (Cawthorn et al., 2014). Além disso, a
adiponectina possui influéncia complexa sobre o tecido ésseo, com dados conflitantes na
literatura quanto ao papel da adiponectina sobre o tecido 0sseo. Estudos in vitro e in vivo
mostram que a adiponectina atua diretamente nos osteoblastos, inibindo a formacéo 6ssea por
meio de inducdo apoptose destas células, mas, por outro lado, estimula indiretamente a
osteoblastogénese por inibir a atividade do sistema nervoso simpaético (Kajimura et al., 2013).
Adicionalmente, a adiponectina inibe indiretamente a osteoclastogénese através das células

estromais (Williams et al., 2009). Estudos clinicos também apresentam resultados conflitantes
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quanto ao papel da adiponectina sobre o esqueleto (Richards et al., 2007). Em um estudo de
metanalise, uma relacdo inversa entre adiponectina e DMO se manteve em coluna lombar,
quadril total e corpo total mesmo quando se ajustou a analise pelos pardmetros de gordura
corporal (Biver et al., 2011). Em suporte a esses dados, observou-se relacdo inversa entre
adiponectina e DMO de coluna lombar e colo femoral, mas apds analise multivariada, a
adiponectina foi fator preditivo independente para menor DMO apenas em colo femoral
(Mpalaris et al., 2016). Por outro lado, estudo realizado por Napoli e colaboradores, ndo
demonstra relagéo entre adiponectina e DMO ap0s ajuste para o IMC (Napoli et al., 2010).
Concomitantemente, o tecido 0sseo pode influenciar o tecido adiposo, configurando
uma relagdo mdtua entre estes tecidos de origem mesenquimal. Os osteoblastos séo capazes
de liberar fatores que possivelmente atuam melhorando sensibilidade insulinica, funcéo e
sobrevida das células B-pancreaticas e secrecdo de adiponectina por adipécitos (Riddle e
Clemens, 2014). A osteocalcina, um peptideo sintetizado pelo osteoblasto, € um potencial elo
de ligacdo entre o tecido 0sseo e os tecidos insulinodependentes classicos (Fulzele et al.,
2010; Bredella et al., 2014). Fulzele et al. demonstraram in vitro que osteoblastos com
delecdo do receptor de insulina apresentam reducéo de expressao de fosfatase alcalina e maior
taxa de apoptose. Adicionalmente, in vivo, 0s camundongos com esta delecdo apresentavam
parametros de morfometria como espessura trabecular, nimero de trabéculas e relacdo de
volume 6sseo sobre volume trabecular reduzidos, além de menor nimero de osteoblastos.
Além disso, Fuzele et al. observaram que estes camundongos apresentavam niveis séricos
reduzidos de osteocalcina, menor tolerancia ao teste de glicose endovenosa e maior resisténcia
insulinica. Curiosamente, estes animais, quando tratados com osteocalcina,apresentaram
melhora na tolerancia a glicose em teste endovenoso e maior sensibilidade insulinica. Um
estudo transversal realizado por nosso grupo (Miranda et al., 2011), demonstrou que

individuos com DC apresentavam menor DMO em coluna lombar e niveis supressos de
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osteocalcina em relagcdo ao controle, sendo que a recuperacdo da DMO foi observada, em
média, apds dez anos da remissdao da DC. Estes dados dao suporte a resultados anteriores que
demonstraram menor DMO em individuos com DC seguido de recuperacdo de massa Ossea
apos remissdo clinica obtida por tratamento cirargico (Manning et al., 1992; Hermus et al.,
1995; Di Somma et al., 2003). Por fim, esta relacdo entre massa 6ssea e tecido adiposo torna-
se mais complexa, visto que estes interagem entre si € com o metabolismo glicémico, de
maneira negativa. Como contraponto, este ambiente favorece o aparecimento do diabetes
mellitus, que também é considerado um fator predisponente a fratura (De Paula et al., 2010).

Assim, a triade formada por hipercortisolismo, obesidade e hiperglicemia é um
conjunto que apresenta uma complexa interagdo com o tecido 6sseo. O papel que cada um
exerce para o surgimento de osteoporose ainda esta por ser melhor esclarecido e desperta
grande interesse.

Atualmente, ndo existem dados na literatura sobre a associacdo entre alteracdo do
metabolismo dos carboidratos, resisténcia insulinica, distribuicdo de tecido adiposo e suas
relacGes com alteracbes de remodelacdo 6ssea na DC.

O presente trabalho foi desenvolvido para avaliar diversos aspectos da interacéo entre
metabolismo 0sseo e energético na DC e avancar no conhecimento de alguns aspectos da
etiopatogenia do surgimento da perda de massa 6ssea, do aumento de adipogénese e da
alteracdo do metabolismo de carboidratos caracterizado por resisténcia insulinica nesta

condicdo clinica.
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Objetivo Geral

Avaliar em dois estudos distintos, basal e prospectivo, diversos aspectos da interacéo
entre o metabolismo mineral e metabolismo energético na DC e o seu possivel impacto sobre
a massa Ossea. Em particular, houve interesse em se investigar a associagdo entre a massa
6ssea e os diversos tipos de tecido adiposo como o subcutaneo (SAT) e visceral (VAT), teor
de lipidios intra-hepaticos (IHL) e AMO.

Objetivos especificos

Avaliar, no estudo basal e prospectivo, a inter-relacdo de parametros antropométricos,
metabolismo energético, FA, IGF-I, osteocalcina, leptina, adiponectina e Pref-1 com DMO,
TBS, composi¢édo corporal por DXA, AMO, SAT e VAT na DC.

Avaliar, no estudo basal e prospectivo, a inter-relacdo de parametros de composicao
corporal por DXA, AMO, SAT e VAT com DMO e TBS na DC.

Avaliar, no estudo prospectivo, a inter-relacdo da osteocalcina com a tolerancia a

glicose e resisténcia insulinica na DC.

Avaliar, no estudo prospectivo, a inter-relacdo da deoxipiridinolina com DMO, TBS,

parametros de composicéo corporal por DXA, AMO, SAT e VAT na DC.
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Materiais e Métodos

Desenho do estudo

O presente estudo, conduzido de maneira prospectiva, foi realizado no Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de Séo Paulo (HC-
FMRP-USP). A inclusdo de individuos com doenca de Cushing foi feita entre 01 de julho de
2011 e 31 de julho de 2015. Esses individuos foram selecionados no Ambulatério de
Neuroendocrinologia do HC-FMRP-USP e/ou nas enfermarias sob responsabilidade da
Diviséo de Endocrinologia e Metabologia do HC-FMRP-USP.

O projeto de pesquisa foi submetido a apreciacio prévia do Comité de Etica em
Pesquisa da instituicdo, com proposta de desenvolvimento em estrita obediéncia aos preceitos
para pesquisa em seres humanos (Brasil, 1996), tendo sido aprovado sem restricdes (CAAE
03209812.6.0000.5440). O consentimento de todos os participantes foi obtido apos a devida
informacao sobre os objetivos do estudo e 0s métodos que seriam utilizados, mediante o
emprego de termos préprios, sendo que, somente apds a concordancia em participar do estudo
e a assinatura do correspondente termo, foi iniciada a participacdo de cada um no estudo.
Foram formados trés grupos experimentais, sendo um grupo controle de individuos néo
obesos (C), um grupo controle de individuos obesos (O) e um grupo de individuos com
doenca de Cushing (DC). Os voluntarios foram informados sobre os objetivos, possiveis
desconforto e riscos envolvidos em cada um dos procedimentos. Todos os participantes
assinaram um termo de consentimento livre esclarecido antes da inclusdo no protocolo
experimental (Anexo 8).

Adicionalmente, o grupo DC, submetido a intervencdo cirdrgica para o tratamento da
DC (tumorectomia via transesfenoidal ou adrenalectomia bilateral), foi avaliado no periodo
pré-operatorio (Pré-op), no 6° més pos-operatorio (6° més PO) e no 12° més pds-operatdrio
(12° més PO). Durante o seguimento destes individuos, realizamos o escore de atividade
clinica (EAC) para DC (Anexo 7) (Sonino et al., 2000; Elias et al., 2014).

Critérios de inclusao

Individuos com DC, do sexo feminino, com idade superior a 18 anos e inferior a 65

anos, submetidas a tratamento cirurgico.
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Grupo controle ndo obeso e o grupo controle obeso incluiram individuos saudaveis, do
sexo feminino, com idade superior a 18 anos e inferior a 65 anos. No grupo controle ndo
obeso foram incluidos individuos com IMC < 27,0kg/m? e no grupo controle obeso foram
incluidos individuos com IMC > 27,0Kg/m2.

Critérios de exclusao

Foram excluidos individuos com patologias concomitantes que pudessem alterar o
metabolismo do célcio (desnutricdo, neoplasias, doenca hepatica, renal, tireoidiana ou
paratireoidiana) ou uso de medicacfes que interferissem no metabolismo mineral (célcio,
vitamina D, calcitonina, bisfosfonatos, anticonvulsivantes e terapia de reposicdo hormonal).
Além disto, foram excluidos individuos com historia de tabagismo e alcoolismo nos Gltimos

dez anos.

Casuistica

Grupo doencga de Cushing (DC)

Neste grupo foram incluidos dezesseis individuos do sexo feminino (n=16), recrutadas
de maneira consecutiva, com idade superior a 18 anos e inferior a 65 anos, com diagndstico
de DC estabelecido pelos critérios adotados pelo servico de Neuroendocrinologia do HC-
FMRP-USP (Castro e Moreira, 2007; Nieman et al., 2008).

O tempo médio de DC ao diagndstico foi 4,3 £ 2,4 anos. As pacientes apresentavam
medidas elevadas de cortisol salivar as 09h (2340 + 1146ng/dl) e as 23h (1621 = 793ng/dl) e
ndo apresentavam supressao apos 1mg de dexametasona overnight (1533 + 1848ng/dl). Além
disso, apresentavam valores elevados de cortisol livre urinario (UFC) (152 + 120ug/24h).

O ACTH basal médio foi de 68,8 + 42,4pg/ml e o tamanho tumoral foi de 1,0 £ 0,9cm,
sendo que onze individuos apresentavam microadenoma (0,4 £ 0,2cm), e cinco apresentavam
macroadenoma (2,3 + 0,7cm). Os niveis médios de andrégenos foram: sulfato de
deidroepiandrosterona (DHEAS) 172,2 + 116,6ug/dl, androstenediona 127,3 + 75,5ng/dl e
testosterona total 76,2 + 31,8ng/dl.

Das dezesseis pacientes avaliadas na condicdo basal, catorze tratavam-se de
primodiagnéstico e foram submetidas a primeira cirurgia transesfenoidal, uma apresentava

diagndstico prévio de DC com cirurgia transesfenoidal realizada hé cinco anos com recidiva
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documentada ha cerca de um ano, tendo sido submetida a segunda abordagem transesfenoidal
e a outra tratava-se de DC diagnosticada ha seis anos, com cirurgia transesfenoidal prévia sem
sucesso, seguida de tratamento com cetoconazol e radioterapia sem controle adequado da
doenca, sendo submetida a adrenalectomia bilateral. No seguimento pds-operatério, oito
pacientes evoluiram com remissao clinica e laboratorial, cinco apresentaram apenas remissao
clinica e trés mantiveram doenca em atividade. A paciente submetida a adrenalectomia
bilateral iniciou tratamento com prednisona e fludrocortisona. O critério adotado pelo servico
para remissao laboratorial é dosagem de cortisol plasméatico menor que 1,8ug/dl nos primeiros
15 dias ap6s a abordagem cirdrgica.

Na avaliagdo prospectiva, foram acompanhadas onze pacientes, das quais sete
mantiveram-se em remissdo da doenca durante todo o periodo do estudo, trés apresentaram
alteracdo laboratorial sugerindo recidiva e uma paciente ndo apresentou critérios de remisséo
clinica ou laboratorial em nenhum momento. Das sete pacientes que se mantiveram em
remissdo, quatro mantinham uso de prednisona no 12° més PO. As trés pacientes que
apresentaram recidiva foram documentadas com elevagdo do cortisol salivar as 23h no 12°
més PO. A paciente que ndo apresentou critérios de remissdo iniciou tratamento com
cetoconazol no 6° més PO.

Cabe salientar que uma das participantes tinha diagnostico de diabetes mellitus tipo 1
(DM 1) héa cerca de vinte anos, duas tinham relato de cirurgia bariatrica, uma apresentava
doenca renal policistica com insuficiéncia renal crbnica estadio Illb com clearance de
creatinina estimado pelo CKD-EPI (Chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboration) de
35,1ml/min/1,73m?2 (Levey et al., 2009), trés tinham historico de tabagismo (uma em uso atual
de tabaco), uma referia histérico de etilismo e uma relatava fratura prévia de tibia e oito
faziam reposicdo oral com célcio e vitamina D. Tais pacientes ndo foram excluidas do estudo
devido ao nimero pequeno de individuos participantes. Adicionalmente, ndo observamos
diferencas significativas dos parametros avaliados destas pacientes quando comparadas ao

grupo DC como um todo.

Grupos controle nao obeso (C) e controle obeso (0)

Os voluntéarios destes grupos foram selecionados por aviso no ambiente da FMRP-USP
e externo. O grupo C foi formado 27 individuos saudaveis (n=27), do sexo feminino, com

idade entre 18 e 65 anos, pareado com o grupo DC por idade e altura. O grupo O foi formado
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16 por individuos (n=16), do sexo feminino, com idade entre 18 e 65 anos, pareado com 0

grupo DC por idade e altura.

Medidas de bioquimica geral e osteometabdlica

A coleta de sangue foi realizada entre 08 e 09 horas da manha, ap6s jejum de 12 horas.
Foram colhidos 30 ml de sangue para determinacdo de célcio total, albumina, fésforo
inorganico, FA, creatinina, glicemia, insulina, HbAlc, osteocalcina, PTH, 25-hidroxivitamina
D (25(OH)D), IGF-I, adiponectina, leptina e Pref-1.

Além disso, no grupo DC, foi realizada coleta de amostra de sangue, para dosagem de
calcio ibnico e magnésio, e de urina, para dosagem de deoxipiridinolina e creatinina, além de
coleta prévia de urina de 24h para dosagem de calcidria.

Finalmente, o grupo DC foi submetido a teste oral de tolerancia a glicose (GTT), com
coleta seriada de amostra de sangue aos 30, 60, 90 e 120min apds ingestdo de 75g de glicose
para avaliacdo de curva glicémica, resposta insulinica e comportamento de osteocalcina
sérica.

Amostras de soro foram armazenadas a -80° C para posterior dosagem de insulina,
osteocalcina, 25(OH)D, IGF-I, adiponectina, leptina e Pref-1, além de armazenamento de
amostra de urina também a -80° C para posterior dosagem de deoxipiridinolina. As demais
dosagens foram realizadas no mesmo dia da coleta.

As dosagens bioquimicas de calcio total (método arcenazo Ill), albumina (método
colorimétrico), fésforo inorganico (método ultravioleta), célcio i6nico (método eletrodo
seletivo), FA (método enzimatico), creatinina (reacdo de Jaffé) e glicemia (método
enzimatico) foram realizadas em aparelho analisador bioquimico automatico (CT 600i,
WienerLabGroup, Rosario, Argentina) no Laboratorio Central do HC-FMRP-USP.

A dosagem de magnésio foi obtida através de espectrofotometria por absor¢do atémica,
em analisador bioquimico semi-automatico (SpectrAA 55B, Agilent Technologies, Mulgrave,
Australia), no Laboratério de Metais do HC-FMRP-USP.

As dosagens de creatinina urinaria e calciuria de 24h foram obtidas utilizando-se de
método cinético e colorimétrico, respectivamente, em aparelho analisador bioquimico
automatico (CB 350i, WienerLabGroup, Rosario, Argentina), no Laboratério de Fluidos
Organicos do HC-FMRP-USP.
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As dosagens de 25(OH)D foram realizadas por técnica de quimioluminescéncia, em
analisador automaético (Diasorin, Saluggia, VC, Itélia), o PTH intacto foi determinado por
método quimioluminescente, em analisador automético (Immulite I, Siemens, Los Angeles,
CA, USA) e o IGF-I sérico foi dosado por técnica de quimioluminescéncia, em analisador
automatico (Immulite 2000, Siemens, Los Angeles, CA, USA), no Laboratério de
Endocrinologia e Metabolismo do HC-FMRP-USP.

A dosagem da curva glicémica tambeém foi realizada no mesmo dia da coleta, com kit
Glicose HK Liquiform (Labtest, Lagoa Santa, MG, Brasil) em aparelho analisador bioquimico
automatico (Cobas Mira S, Roche, Indianopolis, IN, USA), e da HbAlc por cromatografia
liquida de alta performance (HPLC) de troca i6nica em aparelho analisador bioquimico
automatico (D-10, Bio-Rad, Hercules, CA, USA), no Laboratorio de Endocrinologia e
Metabolismo do HC-FMRP-USP.

A curva de insulina foi dosada por método imunorradiométrico pelo kit Beckman
Coulter IM3210 (Immunotech, Prague, Czech Republic), no Laboratdrio de Endocrinologia e
Metabolismo do HC-FMRP-USP. O coeficiente de variacdo (CV) intraensaio variou de 1,7 a
5,9%, com média de 3,1%, e o CV interensaio foi de 8,4%.

A osteocalcina foi determinada por ensaio imunoenzimatico pelo kit hOST-EASIA
(Diasource, Louvainlaneuve, Bélgica), no Laboratério de Endocrinologia e Metabolismo do
HC-FMRP-USP. O CV intraensaio variou de 0,8 a 8,8%, com média de 3,9%, e o CV
interensaio foi de 9,8%.

As dosagens de deoxipiridinolina foram obtidas num dnico ensaio por método
imunoenzimatico pelo kit MicroVue (Quidel, San Diego, CA, USA), no Laboratorio de
Endocrinologia e Metabolismo do HC-FMRP-USP. O CV intraensaio foi de 1,6%.

O Pref-1 foi determinado por ensaio imunoenzimatico pelo kit DuoSetHuman Pref-1
(R&D Systems, Minneapolis, MN, USA), no Laboratorio de Endocrinologia e Metabolismo
do HC-FMRP-USP. O CV intraensaio variou de 3,6 a 9,3%, com meédia de 6,2%, e o CV
interensaio foi de 9,3%.

A adiponectina foi determinada por ensaio imunoenzimatico (Millipore, Billerica, MA,
USA), no Laboratorio de Endocrinologia e Metabolismo do HC-FMRP-USP. O CV
intraensaio variou de 4,8 a 9,0%, com média de 6,9%, e 0 CV interensaio foi de 26,4%.

A leptina foi dosada por método imunoenzimatico (TECO, Sissach, Switzerland), no
Laboratorio de Endocrinologia e Metabolismo do HC-FMRP-USP. O CV intraensaio variou

de 1,6 a 3,7%, com média de 2,5%, e 0 CV interensaio foi de 5,4%.
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O HOMA-IR (Homeostatic Model Assessment — Insulin Resistance) foi calculado para
todos os individuos, utilizando-se as dosagens de glicemia (mg/dL) e insulinemia (pUI/mL),
por meio de formula matematica descrita previamente (HOMA-IR = insulinemia (uUI/mL) x
glicemia (mg/dl) x fator de converséo (0,0555)/22,5) (Turner e Holman, 1976; Matthews et
al., 1985; Levy et al., 1998).

Densitometria 60ssea

Todos os individuos foram submetidos ao exame de DXA com medida da DMO em
coluna lombar, quadril total, colo do fémur, antebraco distal e corpo total, com resultados
expressos em g/cm? e Z-score, alem da aquisicdo de imagem de coluna téraco-lombar para
realizagdo de VFA, em aparelho Discovery Wi, QDR® series (Hologic, Waltham, MA, USA).

O CV foi de 0,87% para coluna lombar, 1,46% para quadril total, 1,84% para colo
femoral, 1,99% para antebraco distal e 0,98% para corpo total (Gluer et al., 1995). A analise
das imagens obtidas para VFA foi realizada por radiologista com experiéncia em doencas
musculo-esqueléticas (Genant et al., 1993; Wu et al., 2004).

Além disso, foi realizado a analise de coluna lombar para calculo do TBS através do
software TBS iNsight V3.0 (MedimapsGroup, Geneva, Switzerland).

Os exames obtidos pelo densitdmetro foram realizados no Centro de Ciéncias da
Imagem e Fisica Médica (CCIFM) do HC-FMRP-USP.

Ressonancia Magnética (RM)

Os exames de RM, tanto de coluna lombar como de abdémen, foram realizados em
aparelho de 1,5 Tesla (Achieva, Philips Medical System, Amsterdam, Holanda) no CCIFM do
HC-FMRP-USP.

Protocolo de aquisicdo de imagens de coluna por espectroscopia (MRS)

Foram realizados 25 exames de RM de coluna lombar no grupo C, 14 exames no
grupo O, e 15 exames no grupo DC. No estudo prospectivo, foram realizados 10 exames no
periodo Pré-op, 08 exames no 6° més PO e 06 exames no 12° més PO.

Todos os exames foram feitos utilizando bobina phased-array para a regido lombar.

Imagens ponderadas em T2 adquiridas em orientacdo sagital foram utilizadas como
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localizadoras para a MRS de prétons (Tempo de eco (TE): 120ms, gap: 4,4mm, echo-train-
lenght: 19, Tempo de repeticdo (TR): 3900ms, espessura do corte: 4mm, flipangle: 45°).

Um voxel cubico de 1,5 cm de lado foi posicionado sobre o corpo de terceira vértebra
de coluna lombar (L3) e serviu como volume de interesse para aplicacdo da técnica PRESS
(point resolved spectroscopy), com oito medidas, sem supressdo do sinal da &gua,
TR=2000ms e mdltiplos valores de TE=40/60/80ms. A duracdo desta aquisicdo foi de 1
minuto. Os dados foram processados com o software LCModel (Provencher, 1993) com o
qual foi calculada a fracdo de gordura, a partir da area sob a curva do sinal na regido de 1,3
ppm e 4,7 ppm, relacionada com a concentragdo de gordura e &gua, respectivamente
(Hatipoglu et al., 2007). A duracdo da aquisicdo da MRS foi de aproximadamente 1 minuto.
O ambiente visual do programa LC Model estéa representado na Figura 4.

O valor relatado no presente estudo foi a fracdo gordura/dgua+gordura ou
simplesmente AMO, sendo a concentragdo de agua (pico na regido de 4,7 ppm) igualmente

corrigida ante o efeito de relaxagéo transversal.

Protocolo de aquisi¢do de imagens de RM de abdomen

Foram realizados 13 exames de RM de abdémen no grupo C, 09 exames no grupo O, e
12 exames no grupo DC. No estudo prospectivo, foram realizados 08 exames no periodo Pré-
op, 08 exames no 6° més PO e 07 exames no 12° més PO.

Foram obtidas as seguintes sequéncias: sequéncia ponderada em T2, plano coronal,
turbo-spin-eco com supressdo da respiracdo (TR= 737ms, TE= 80ms, flipangle= 90°, eco-
train-length= 121, espessura de corte= 6mm, gap= 8%, 30 cortes em 22s de supressdo da
respiracdo) utilizada como localizador; sequéncia ponderada em T1 no plano axial, duplo-eco,
em-fase (TE= 4,6ms) e fora-de-fase (TE= 2,3ms), com supressdo da respiracdo,
spoiledgradientecho (TR= 111ms, flipangle= 80°, espessura de corte= 6mm, gap= 7%, 30
cortes para cada eco, em 29s de supressao da respiracdo), com aquisi¢cdes no abdémen
superior incluindo o figado com centro na regido umbilical.

A analise de SAT, VAT e IHL foi realizada no software Display (Macdonald, 1996).
Para analise da SAT e VAT foi utilizado o corte axial ao nivel da cicatriz umbilical obtido na
sequéncia T1, com realizagdo de segmentacdo manual da SAT e VAT, com obtengdo da area

em mm? (Figura 5). A area da gordura abdominal total foi considerada a soma das areas da
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SAT e VAT no mesmo corte. O célculo da quantidade de gordura nestas areas é feito pela
obtencdo do nimero e do tamanho dos voxels (mm) segmentados.

Para a analise de IHL foi selecionada a regido central com melhor posicionamento do
figado, sendo delimitadas quatro regides de interesse (ROI) no tamanho 10mm? nos
segmentos VI/VII, VIVIIL, 1V e 1I/11l. Os quatro ROIs foram posicionados evitando grandes
vasos intra-hepaticos (Figura 6). O célculo de IHL foi obtido utilizando-se a média de quatro
medidas em locais distintos e seguiu a formula descrita por Fishbein e colaboradores: Fragdo
de gordura = (ISem-fase — |Stora-de-fase)/ 21Sem-fase, ONde IS corresponde aos niveis médios de
intensidade de sinal por pixel, sendo que valores acima de 9% foram considerados como

infiltracdo gordurosa hepatica (Fishbein et al., 2005).

Row#1 Col#1 46865 _COLUNA LOMBO SACRA - NASH (2013.10.14 15:02:27) (1947.06.11) 1.60e+00 mL,
TE/TR/NS=25/1600/16 (SV_PRESS_MTE)
Data of: Departamento de Neurologia, FMRP, Sao Paulo

2 LCMeodel (Version 6.2-2B) Copyright: S.W. Provencher. Ref.: Magn. Reson. Med. 30:672-679 (1993). 12-May-2014 15:38
§m“"=m e |

Conc. %SD /Water Metabolite
4.11E-02 0%  2.500 L16+LO9+L13
3.57E-02 1% 2.168 Lipl6+Lipl3
7.63E-03 1%  0.464 L28+L23+4L21
3.20E-02 1% 1.947 Lipl3
5.47E-03 3%  0.333 L1p09
3.63E-03 3%  0.221 Liplé
4.52E-03 2%  0.275 Lip2l
2.83E-03 3% 0.172 Lip23
2.84E-04 7% 1.7E-02 Lip28
1.68E-03 3%  0.102 L1p53+Lip52
1.65E-02 1% %
5.3BE-05 30% 3

DIAGNOSTICS
40 info’= PNNLS 1

MISCELLANEOUS OUTEUT
FWHM = 0.017 ppm S/N = 162
Data shift = 0.229 ppm

Ph: 43 deg 1.9 deg/ppm

8.0 7.0 8.0 5.0 40 30 20 10
Chemical Shift (ppm)

Figura 4 — Imagem de ressonancia magnética de coluna lombar, no ambiente do software LCModel,
ilustrando voxel no centro do corpo de terceira vértebra lombar (canto superior esquerdo) e respectivo
gréfico de espectroscopia de prétons da medula 6ssea vertebral com dois picos, um correspondente a
guantidade de dgua e o outro & quantidade de gordura (canto inferior direito).
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Figura 5 — Imagem de ressonancia magnética de abdémen, em corte transversal, no ambiente do software
Display. A area marcada em vermelho foi usada para calculo do tecido adiposo subcutaneo, enquanto que
a area marcada em verde foi usada para calculo do tecido adiposo visceral.

Figura 6 — Regifes de interesse selecionadas em imagem de ressonancia magnética de abdémen, no
ambiente do software Display, para calculo de lipideos intra-hepéticos.
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Analise estatistica

Inicialmente realizou-se uma anéalise exploratoria dos dados, com o objetivo basico de
sumarizar os valores, organizando e descrevendo os dados de duas maneiras: por meio de
tabelas com medidas descritivas e de gréficos. As variaveis foram expressas em média,
mediana, desvio padrdo (DP) e graficos em boxplot (Montgomery, 2000; Pagano e Gauvreau,
2004).

Estudo basal
Neste estudo utilizou-se a analise de variancia (ANOVA) (Fisher, 1925). As

comparacdes entre os grupos foram obtidas por meio de contrastes ortogonais ao invés de
pos-teste (Montgomery, 2000; Pagano e Gauvreau, 2004). Os resultados foram obtidos com o
auxilio do software SAS® (versao 9.2), usando a PROC GLM (Cary, 1999).

Estudo prospectivo
Neste estudo utilizou-se 0 modelo de regressdo linear com efeitos mistos (efeitos

aleatorios e fixos) (Montgomery, 2000; Pagano e Gauvreau, 2004; Schall, 1991). Neste
estudo, os individuos foram acompanhados em trés momentos: Pré-op, 6° més PO e 12° més
PO. Os resultados foram obtidos com o auxilio do software SAS®, versdo 9.2, usando a
PROC MIXED (Cary, 1999).

Cushing basal
Neste estudo utilizou-se o coeficiente de correlacdo de Pearson®™ (Pearson, 1892;

Montgomery, 2000; Pagano e Gauvreau, 2004). Os resultados foram obtidos com o auxilio
do software SAS®, versdo 9.2, através da PROC CORR (Cary, 1999) e os gréaficos de

dispersdo foram obtidos com o auxilio do software R, versdo 3.1 (RCoreTeam, 2014).

Analise dos dados agrupados
Neste estudo, os individuos foram acompanhados em trés momentos: Pré-op, 6° més

PO e 12° més PO. Utilizou-se 0 modelo de regressdo linear com efeitos mistos (efeitos
aleatorios e fixos) (Montgomery, 2000; Pagano e Gauvreau, 2004; Schall, 1991). Os
resultados foram obtidos com o auxilio do software SAS®, versdo 9.2, usando a PROC
MIXED (Cary, 1999).

Em todas as andlises considerou-se um nivel de significancia de 5% (o = 5%) e os
ajustes foram obtidos no software SAS®, versdo 9.2 (Cary, 1999). Os graficos foram

construidos no software R, versdo 3.1 (RCoreTeam, 2014).



4. RESULTADOS
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Estudo basal - Resultados

Caracteristicas clinicas

Os dados referentes a sexo, idade, peso, altura e IMC dos individuos dos trés grupos (C,
O e DC) estédo apresentadas nos Anexo 1, Anexo 2 e Anexo 3, respectivamente. A Tabela 1
exibe, exclusivamente, os valores de médias e DP da caracterizagdo clinica dos grupos
estudados.
N&o houve diferenca entre os trés grupos quanto a idade (C= 35,4 + 8,9, O= 40,0 +
8,4, DC= 37,4 £ 10,7 anos). Conforme esperado, observamos maiores valores entre 0s grupos
O e DC em relacéo ao grupo C quanto ao peso (C=61,1+7,8, O=81,6 £ 15,6, DC=88,1 +
17,2Kg, p< 0,05), a circunferéncia abdominal (CA) (C= 78,8 + 10,0, O= 99,5 + 8,1, DC=
112,1 + 12,5cm, p< 0,05) e a0 IMC (C= 22,6 + 2,6, O= 32,1 + 4,7, DC= 33,5 + 6,0Kg/mz, p<
0,05). O grupo DC também apresentou maior valor de CA quando comparado ao grupo O.
Em relagdo a estatura, o grupo O apresentou menor estatura quando comparado ao grupo C
(C=1,65+0,08, O=1,59 + 0,07, DC= 1,62 + 0,05m, p<0,05).

Tabela 1 - Média e desvio-padréo da caracterizagéo antropométrica dos grupos controle, obeso e doenca
de Cushing

C O DC
(n=27) (n=16) (n=16)
Idade (anos) 35,418,9 40,0+8,4 37,4+10,7
Altura (m) 1,65+0,08 1,59+0,07#  1,62+0,05
Peso (kg) 61,1+7,8 81,6+15,6#  88,1+17,2*
indice de massa corporal (kg/m?) 22,612,6 32,1+4,7# 33,516,0*
Circunferéncia abdominal (cm) 78,8+£10,0 99,548,1# 112,1+12,5*s

Nota. C = grupo controle; O = grupo obeso; DC = grupo doenca de Cushing

* significa diferenga entre 0 DC quando comparado ao grupo C, p<0,05

8 significa diferenca entre o grupo DC quando comparado ao grupo O, p<0,05
# significa diferenca entre o grupo O quando comparado ao grupo C, p<0,05
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Parametros bioquimicos

Os resultados referentes as dosagens bioquimicas dos grupos estdo descritos na Tabela
2. O grupo DC apresentou valores maiores que os grupos C e O de glicemia (C= 86,4 + 6,5,
0=191,6 £ 9,9, DC= 132,3 + 60,3mg/dL, p<0,05), insulinemia (C=7,2 + 3,3, O= 14,2 + 6,5,
DC= 30,1 + 21,5pUl/mL, p<0,05), HbAlc (C= 5,2 + 0,3, O= 5,6 + 0,4, DC= 7,8 + 1,7%,
p<0,05), HOMA-IR (C=1,56 + 0,75, O= 3,12 + 1,41, DC=9,79 £ 7,81, p<0,05) e leptina (C=
18,6 = 8,9, O= 50,9 + 20,2, DC= 64,8 £ 28,3ng/mL, p<0,05). O grupo DC apresentou
menores valores que os grupos C e O de osteocalcina (C=8,8 + 3,5, 0=6,1 £ 2,6, DC=3,3
1,4ng/mL, p<0,05) (Figura 7, Figura 8, Figura 9, Figura 10, Figura 11, Figura 12).

O grupo DC comparado ao grupo C apresentou maiores valores de FA (C= 143,8 £
28,4, 0=174,6 + 50,2, DC= 193,7 £ 39,2U/L, p<0,05) e creatinina (C= 0,74 £ 0,11, O= 0,80
+ 0,13, DC=0,89 + 0,27mg/dL, p<0,05), mas menores valores de 25-OH vitamina D (C= 23,8
+9,0,0=22,1+5,6, DC= 16,9 + 7,2ng/mL, p<0,05), PTH (C= 44,5 + 21,3, O= 39,6 + 19,9,
DC= 29,3 + 15,1pg/mL, p<0,05) e adiponectina (C= 21,7 + 14,8, O= 15,1 £ 18,9, DC=12,0 +
8,0ng/mL, p<0,05). O grupo O apresentou maior valor que o grupo C de fosfatase alcalina e
menores Vvalores de osteocalcina e adiponectina (Figura 13, Figura 14, Figura 15, Figura 16).

N&o houve diferencas entre os individuos em relagcdo aos valores de albumina (C=4,3 +
0,2, 0=4,2 + 0,3, DC= 4,3 + 0,2g/dL), célcio total (C=9,6 + 0,7, 0=9,6 + 0,6, DC=9,7 +
0,5mg/dL), fésforo inorganico (C= 3,6 £ 0,4, O= 3,4 £ 0,3, DC= 3,7 £ 0,7mg/dL), IGF-I (C=
232,5 + 85,3, 0= 192,3 + 97,5, DC= 221,8 + 92,7ng/dL) e Pref-1 (C= 62,3 + 76,2, 0= 81,4 +
68,8, DC= 56,4 £ 54,1ng/mL).

Com relacdo aos niveis séricos de 25(OH)D, quando utilizado os critérios do Institute of
Medicine (IOM), ilustrado na Tabela 3, a prevaléncia de baixos niveis de vitamina D foi de
40,7% no grupo C (n=11), 43,7% no grupo O (n=07) e 62,5% no grupo DC (n=10) (Institute
of Medicine, 2011). Quando utilizado os critérios da Endocrine Society Clinical Practice
Guideline (ESCPQG), ilustrado na Tabela 4, a prevaléncia de baixos niveis de vitamina D foi
de 74,0% no grupo C (n=20), 93,7% no grupo O (n=15) e 93,7% no grupo DC (n=15) (Holick
etal., 2011).
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Tabela 2 - Resultados dos exames bioquimicos nos grupos controle, obeso e doenga de Cushing

C O DC
(n=27) (n=16) (n=16)

Glicemia (mg/dL) 86,4 £ 6,5 91,6 +9,9 132,3 + 60,3*8
Insulinemia (uUI/mL) 7,2+33 14,2 £ 6,5 30,1 +21,5*s
HOMA-IR 1,56 £ 0,75 3,12+141 9,79 + 7,81*8
HbAlc (%) 52+0,3 56+04 78+1,7*8
Albumina (g/dL) 43+0,2 4,2+0,3 4,3+0,2
Célcio total (mg/mL) 9,6 +0,7 9,6 £0,6 9,7+0,5
Fosforo inorganico (mg/dL) 3,6+04 34+0,3 3,7+0,7
Fosfatase alcalina (U/L) 143,8 + 28,4 174,6 + 50,2# 193,7 + 39,2*
Creatinina (mg/dL) 0,74 £ 0,11 0,80 + 0,13 0,89 +0,27*
IGF-1 (ng/dL) 232,5+853 192,3+97,5 221,8 £92,7
25(0OH)D (ng/mL) 23,8+9,0 22,1+5,6 16,9 + 7,2*
PTH (pg/mL) 445+ 21,3 39,6 +19,9 29,3+ 15,1*
Osteocalcina (ng/mL) 8,8+35 6,1 + 2,64 3,3+ 1,4*s
Adiponectina (ng/mL) 21,7+14,8 15,1 + 18,9 12,0 £ 8,0*
Leptina (ng/mL) 18,6 + 8,9 50,9 £ 20,2# 64,8 + 28,3*§
Pref-1 (ng/mL) 62,3 + 76,2 81,4 + 68,8 56,4 + 54,1

Nota. C = grupo controle; O = grupo obeso; DC = grupo doenga de Cushing; HOMA-IR = Homeostatic model
assessment — insulin resistance; HbAlc = hemoglobina glicosilada; IGF-I = fator de crescimento semelhante a
insulina tipo I, 25(0OH)D = 25-hidroxivitamina D; PTH = paratormdnio; Pref-1 = Preadipocyte factor 1

* significa diferenca entre o DC quando comparado ao grupo C, p<0,05

§ significa diferenca entre o grupo DC quando comparado ao grupo O, p<0,05

# significa diferenca entre o grupo O quando comparado ao grupo C, p<0,05

Tabela 3 — Classificagé@o dos niveis de 25-hidroxivitamina D nos grupos de acordo com o IOM nos grupos
controle, obeso e doenca de Cushing

25(0OH)D C (n=27) O (n=16) DC (n=16)
Normal 16 (59,3%) 9 (56,3%) 6 (37,5%)
(>20ng/mL)
Deficiente 11 (40,7%) 7 (43,7%) 10 (62,5%)
(<20ng/mL)

Nota. C = grupo controle; O = grupo obeso; DC = grupo doenca de Cushing; IOM = Institute of Medicine

Tabela 4 — Classificagéo dos niveis de 25-hidroxivitamina D nos grupos de acordo com a ESCPG nos
grupos controle, obeso e doenga de Cushing

25(0H)D C (n=27) O (n=16) DC (n=16)
Desejavel 7 (26,0%) 1 (6,3%) 1 (6,3%)
(>30ng/mL)

Insuficiente 9 (33,3%) 8 (50,0%) 5 (31,2%)
(20-29ng/mL)

Deficiente 11 (40,7%) 7 (43,7%) 10 (62,5%)
(<20ng/mL)

Nota. C = grupo controle; O = grupo obeso; DC = grupo doenga de Cushing; ESCPG = Endocrine Society
Clinical Practice Guideline
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Figura 7 — O grafico mostra os resultados de glicose sérica (mg/dL) dos grupos controle, obeso e doenca de
Cushing
* significa diferenca entre os grupos, p<0,05
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Figura 8 — O gréafico mostra os resultados de insulina sérica (LUI/mL) dos grupos controle, obeso e doen¢a
de Cushing
* significa diferenca entre os grupos, p<0,05
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Figura 9 — O grafico mostra os resultados de hemoglobina glicosilada (%6) dos grupos controle, obeso e
doenca de Cushing
* significa diferenca entre os grupos, p<0,05
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Figura 10 — O gréfico mostra os resultados de HOMA-IR dos grupos controle, obeso e doenca de Cushing
* significa diferenca entre os grupos, p<0,05
HOMA-IR: Homeostatic model assessment — insulin resistance
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Figura 11 — O gréafico mostra os resultados de osteocalcina sérica (ng/mL) dos grupos controle, obeso e
doenga de Cushing
* significa diferenca entre os grupos, p<0,05
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Figura 12 — O grafico mostra os resultados de leptina sérica (ng/mL) dos grupos controle, obeso e doenca
de Cushing
* significa diferenca entre os grupos, p<0,05
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Figura 13-O Grafico mostra os resultados de fosfatase alcalina sérica (U/L) dos grupos controle, obeso e
doenga de Cushing
* significa diferenca entre os grupos, p<0,05
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Figura 14-O gréafico mostra os resultados de 25-hidroxivitamina D sérica (ng/mL) dos grupos controle,
obeso e doenga de Cushing
* significa diferenca entre os grupos, p<0,05
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Figura 15 — O gréafico mostra os resultados de paratorménio sérico (pg/mL) dos grupos controle, obeso e
doenga de Cushing
* significa diferenca entre os grupos, p<0,05
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Figura 16 — O gréafico mostra os resultados de adiponectina sérica (ng/mL) dos grupos controle, obeso e
doenca de Cushing
* significa diferenca entre os grupos, p<0,05
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Densitometria 60ssea

Na Tabela 5, observamos que na avaliacdo de DMO dos individuos no estudo basal, o
grupo DC apresentou menor DMO em relacéo ao grupo C e ao grupo O em relacéo a coluna
lombar (C=1,022 + 0,101, O=1,059 + 0,141, DC=0,928 + 0,092g/cm?, p< 0,05) e a vértebra
L3 (C=1,059 + 0,109, 0=1,080 + 0,153, DC=0,933 + 0,114g/cm?, p< 0,05), ilustrado na
Figura 17. O grupo O apresentou maior valor de DMO de corpo total relacdo ao grupo C e ao
grupo DC (C=1,119 £+ 0,081, O=1,176 + 0,087, DC=1,087 + 0,085g/cm?, p< 0,05), Figura 22.
Os grupos nédo diferiram na DMO de quadril total (C=0,937 + 0,093, 0=0,972 £ 0,106,
DC=0,920 + 0,123g/cm?), colo do fémur (C=0,831 + 0,106, 0=0,887 * 0,156, DC=0,836 +
0,173g/cm?), antebraco total (C=0,574 + 0,033, 0=0,567 + 0,024, DC=0,570 £ 0,040g/cm?) e
terco de radio (C=0,686 + 0,040, 0O=0,664 + 0,037, DC=0,677 + 0,047g/cm?), ilustrado na
Figura 18, Figura 19, Figura 20 e Figura 21.

A Tabela 6 mostra a classificacdo segundo o Z-score dos individuos, onde observamos
que apenas um individuo do grupo C (3,7%) apresentou baixa massa 0ssea, henhum do grupo
O apresentou baixa massa 6ssea e trés individuos do grupo DC (18,7%) apresentaram baixa
massa 0ssea. Por outro lado, cinco individuos do grupo O (31,3%) apresentaram massa 0ssea
elevada, enquanto apenas trés individuos do grupo C (11,1%) e trés individuos do grupo DC

(18,8%) apresentavam tal classificacéo.
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Tabela 5 - Resultados da densitometria dssea para os grupos controle, obeso e doenga de Cushing

C O DC

(n=27) (n=16) (n=16)
Coluna lombar
DMO (g/cmg?) 1,022 £0,101 1,059 +0,141 0,928 £ 0,092*8
Z-score 0,0£1,0 05+£12 -0,9 + 0,8*s
Vértebra L3
DMO (g/cmg?) 1,059 +0,109 1,080+0,153 0,933 +£0,114*g
Z-score 00+1,1 0,3+1,3 -1,1 +£1,0*s
Quadril Total
DMO (g/cm?) 0,937 +0,093 0,972 £ 0,106 0,920 + 0,123
Z-score 0,1+0,8 0,5+0,8 -01+11
Colo do fémur
DMO (g/cm?) 0,831 +0,106 0,887 £ 0,156 0,836 + 0,173
Z-score 0,1+1,0 0,7+1,3 0,1+16
Antebraco total
DMO (g/cm?) 0,574 +0,033 0,567 £ 0,024 0,570 + 0,040
Z-score 0,1+0,7 0,2+0,5 0,2+0,9
Terco do radio
DMO (g/cn?) 0,686 £ 0,040 0,664 + 0,037 0,677 £ 0,047
Z-score 0,2+£0,7 -0,1+£0,7 0,1+£0,9
Corpo total
DMO (g/cn?) 1,119+0,081 1,176 +£0,087# 1,087 £ 0,0858
Z-score 05+1,0 1,3+£0,9# 0,2+1,18

Nota. C = grupo controle; O = grupo obeso; DC = grupo doenca de Cushing; DMO = densidade mineral dssea
* significa diferenca entre 0 DC quando comparado ao grupo C, p<0,05

8 significa diferenca entre o grupo DC quando comparado ao grupo O, p<0,05

# significa diferenga entre o grupo O quando comparado ao grupo C, p<0,05

Tabela 6 - Resultados da classificacdo dos individuos segundo o0 Z-score nos grupos controle, obeso e
doenga de Cushing

Z-score C (n=27) O (n=16) DC (n=16)
Massa 6ssea normal 26 (96,3%) 16 (100%) 13 (81,3%)
(>-2,0DP)
Baixa massa dssea 1 (3,7%) - 3 (18,7%)
(<-2,0DP)
Massa Ossea elevada 3 (11,1%) 5 (31,3%) 3 (18,8%)
(>+2,0DP)

Nota. C = grupo controle; O = grupo obeso; DC = grupo doenca de Cushing; DP = desvio-padrao
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Figura 17 — O gréafico mostra os resultados de densidade mineral dssea de coluna lombar (g/cm?) dos
grupos controle, obeso e doenga de Cushing
* significa diferenca entre os grupos, p<0,05
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Figura 18 — O gréfico mostra os resultados de densidade mineral dssea quadril total (g/cm?) dos grupos
controle, obeso e doenca de Cushing
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Figura 19 — O grafico mostra os resultados de densidade mineral dssea de colo do fémur (g/cm?) dos
grupos controle, obeso e doenga de Cushing
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Figura 20 — O gréfico mostra os resultados de densidade mineral 6ssea de antebraco total (g/cm?) dos
grupos controle, obeso e doenga de Cushing
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Figura 21 — O grafico mostra os resultados de densidade mineral dssea de terco de radio (g/cm?) dos
grupos controle, obeso e doenga de Cushing
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Figura 22 — O gréfico mostra os resultados de densidade mineral 6ssea de corpo total (g/cm?) dos grupos
controle, obeso e doenca de Cushing
* significa diferenca entre os grupos, p<0,05
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Em relacdo ao TBS de coluna lombar (Tabela 7), o grupo DC apresentou menor valor
que o grupo C e o grupo O, e também o grupo O apresentou menor valor que o grupo C
quando avaliado coluna lombar (C= 1,512 + 0,077, O=1,405 + 0,150, DC=1,208 + 0,152,
p<0,05), ilustrado na Figura 23. Quando avaliado TBS apenas de L3, o grupo DC manteve
menor valor em relacdo aos grupos C e O (C=1,547 £ 0,091, 0=1,484 £+ 0,119, DC=1,233
0,192, p<0,05).

Na Analise de Fraturas Vertebrais (VFA), observamos que dois individuos do grupo C
apresentavam fratura vertebral, sendo que um individuo apresentava fratura de grau leve em
vértebra L3 e o outro individuo apresentava fratura de grau moderado em vértebra T6. No
grupo DC, um individuo apresentava fratura moderada em vértebra T12. N&o foram
observadas fraturas vertebrais no grupo O. O individuo controle com fratura de vértebra L3
apresentou TBS de coluna lombar de 1,417 e TBS de L3 de 1,396.

Tabela 7 — Resultados de Trabecular Bone Score dos grupos controle, obeso e doenca de Cushing

TBS C (n=27) 0 (n=13) DC (n=14)
Coluna lombar 1,512 £ 0,077 1,405 + 0,150# 1,208 + 0,152*§
Vértebra L3 1,547 + 0,091 1,484 £ 0,119 1,233 + 0,192*§

Nota. C = grupo controle; O = grupo obeso; DC = grupo doenca de Cushing; TBS = Trabecular bone score
* significa diferenca entre 0 DC quando comparado ao grupo C, p<0,05

8 significa diferenca entre o grupo DC quando comparado ao grupo O, p<0,05

# significa diferenca entre o grupo O quando comparado ao grupo C, p<0,05
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Figura 23 — O grafico mostra os resultados de trabecular bone score de coluna lombar dos grupos controle,
obeso e doenga de Cushing
* significa diferenca entre os grupos, p<0,05

Na avaliacdo de composicdo corporal por DXA (Tabela 8), observamos que tanto o
grupo DC como o grupo O apresentaram maiores valores que o grupo C em relagdo a massa
gorda total (C=21,8 + 4,6, O=35,1 + 9,4, DC= 40,3 £ 11,5Kg, p<0,05), massa magra total
(C=36,1+4,4, 0=43,3 £ 6,9, DC= 43,9 + 8,7Kg, p<0,05), massa magra apendicular (C=14,9
+ 2,3, 0=18,0 + 3,4, DC= 17,1 + 4,0Kg, p<0,05), gordura corporal total (C=36,1 + 4,2,
0=43,1 + 4,1, DC= 46,2 £+ 7,0%, p<0,05), indice de massa gorda (IMG) (C=7,99 + 1,57,
0=13,81 + 3,11, DC= 15,30 + 4,29Kg/m2, p<0,05) e de indice de massa magra apendicular
(IMMA) pelos critérios de Baumgartner (C=5,47 = 0,73, O=7,07 = 1,03, DC=6,49 +
1,35Kg/m2, p<0,05) (Baumgartner et al., 1998; Kelly et al., 2009). O grupo DC e o grupo O
apresentaram menores valores que o grupo C em relacdo ao IMMA pelos critérios da
Foundation for the National Institutes of Health (FNIH) (C=0,633 + 0,104, 0=0,570 + 0,062,
DC=0,516 + 0,100m?, p<0,05) (Mclean et al., 2014). Os graficos de IMG e de IMMA estao
ilustrados nas Figura 24, Figura 25 e Figura 26.

A Tabela 9 descreve a classificacdo dos individuos do estudo basal segundo a
composicao corporal por DXA (Baumgartner et al., 1998; Kelly et al., 2009; Mclean et al.,

2014). Nesta avaliagdo, observamos que nove individuos do grupo C apresentavam sobrepeso
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(33,3%). No grupo O, um individuo apresentou eutrofia (6,2%), sete apresentaram sobrepeso
(43,8%), quatro apresentaram obesidade grau | (25%), quatro apresentaram obesidade grau Il
(25%), mas nenhum apresentou obesidade grau I1l. No grupo DC, um individuo apresentou
eutrofia (6,2%), trés apresentaram sobrepeso (18,8%), oito apresentaram obesidade grau |
(50%), dois apresentaram obesidade grau Il (12,5%) e dois apresentaram obesidade grau Il
(12,5%). A prevaléncia de baixa massa magra, quando avaliado o IMMA pelos critérios de
Baumgartner, foi de catorze individuos no grupo C (51,9%), nenhum individuo no grupo O e
trés individuos no grupo DC (18,7%). A prevaléncia de baixa massa magra, quando avaliado
0 IMMA pelos critérios do FNIH, foi de nenhum individuo no grupo C, dois individuos no
grupo O (12,5%) e oito individuos no grupo DC (50%).

Tabela 8 - Resultados da composicéo corporal atraves de densitometria para os grupos controle, obeso e
doenca de Cushing

C @] DC
(n=27) (n=16) (n=16)
Massa gorda total (KQg) 21,8 £ 4,6 35,1 £9,4# 40,3 £ 11,5*
Massa magra total (Kg) 36,1+4,4 43,3 £ 6,9% 43,9 £ 8,7*
Massa magra apendicular (Kg) 149+23 18,0 + 3,4# 17,1 + 4,0*
Gordura corporal total (%) 36,1+4.2 43,1 £ 4,1# 46,2 = 7,0*
IMG (Kg/m?) 7,99 + 1,57 13,81 + 3,11# 15,30 + 4,29*

IMMA
Baumgartner (Kg/m2) 5,47 £0,73 7,07 £1,03# 6,49 £ 1,35*
FNIH (m?) 0,663 +0,104 0,570 +0,062# 0,516 + 0,100*

Nota. C = grupo controle; O = grupo obeso; DC = grupo doenga de Cushing; IMG = indice de massa gorda;
IMMA = indice de massa magra apendicular; FNIH = Foundation for the National Institutes of Health

* significa diferenca entre 0 DC quando comparado ao grupo C, p<0,05

# significa diferenca entre o grupo O quando comparado ao grupo C, p<0,05



Tabela 9 - Resultados da classificacdo dos individuos segundo a composi¢ao corporal por densitometria
nos grupos controle, obeso e doenga de Cushing

C (n=27) O (n=16) DC (n=16)
IMG (Kg/n?)
Eutrdfico (5,0-9,0) 18 (66,7%) 1 (6,2%) 1 (6,2%)
Sobrepeso (9,1-13,0) 9 (33,3%) 7 (43,8%) 3 (18,8%)
Obesidade grau I (13,1-17,0) - 4 (25%) 8 (50%)
Obesidade grau Il (17,1-21,0) - 4 (25%) 2 (12,5%)
Obesidade grau 11l (>21,1) - - 2 (12,5%)
IMMA — Baumgartner (Kg/m2)
Massa magra adequada (>5,45) 13 (48,1%) 16 (100%) 13 (81,3%)
Baixa massa magra (<5,45) 14 (51,9%) - 3 (18,7%)
IMMA — FNIH (m?)
Massa magra adequada (>0,512) 27 (100%) 14 (87,5%) 8 (50%)
Baixa massa magra (<0,512) - 2 (12,5%) 8 (50%)

Nota. C = grupo controle; O = grupo obeso; DC = grupo doenca de Cushing; IMG = indice de massa gorda;
IMMA = indice de massa magra apendicular; FNIH = Foundation for the National Institutes of Health
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Figura 24 — O gréafico mostra os resultados do indice de massa gorda (Kg/m?) obtidos por composi¢édo
corporal dos grupos controle, obeso e doenga de Cushing

* significa diferenca entre os grupos, p<0,05
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Figura 25 — O grafico mostra os resultados do indice de massa magra apendicular (Kg/m2) obtidos por
composi¢ao corporal pelos critérios de Baumgartner dos grupos controle, obeso e doenga de Cushing
* significa diferenca entre os grupos, p<0,05
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Figura 26 — O gréafico mostra os resultados do indice de massa magra apendicular (m?2) obtidos por
composicdo corporal pelos critérios do FNIH dos grupos controle, obeso e doenga de Cushing

* significa diferenca entre os grupos, p<0,05

FNIH = Foundation for the National Institutes of Health
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Ressonancia magnética

A Tabela 10 ilustra os resultados obtidos por MRS de prétons em L3 nos individuos
do estudo basal. A AMO de L3 foi significativamente maior no grupo DC quando comparado
aos grupos C e O (C=23,52 £ 8,56, 0=28,04 £ 6,29, DC=38,37 + 8,31%, p<0,05) (Figura 27).

Tabela 10 - Resultados de espectroscopia de proétons por ressonancia magnética em coluna lombar para os
grupos controle, obeso e doenga de Cushing

C (n=25) O (n=14) DC (n=15)

AMO de L3 (%) 23,52 + 8,56 28,04 + 6,29 38,37 + 8,31*8§

Nota. C = grupo controle; O = grupo obeso; DC = grupo doenca de Cushing; AMO de L3 = adiposidade de
medula 6ssea de terceira vértebra lombar

* significa diferenca entre o DC quando comparado ao grupo C, p<0,05

§ significa diferenca entre o grupo DC quando comparado ao grupo O, p<0,05
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Figura 27 — O gréfico mostra os resultados de adiposidade de medula dssea de terceira vertebra lombar
(%) obtidos por ressonancia magnética nos grupos controle, obeso e doenga de Cushing
* significa diferenca entre os grupos, p<0,05
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A Tabela 11 ilustra os dados de quantificagcdo de SAT, VAT e IHL por RM. No grupo
DC, quando comparado ao grupo C, observou-se maiores valores na &rea de SAT
(C=18.167,96 + 8.185,70, 0=38.769,27 + 14.876,64, DC=35.843,02 + 15.438,36mm?,
p<0,05), area de VAT (C=2.393,07 + 2.313,35, 0=9.568,85 + 4.095,02, DC=14.190,98 *
6.259,15mm2, p<0,05), na relacdo VAT/SAT (C=0,12 + 0,07, 0=0,28 + 0,14, DC=0,46 +
0,32, p<0,05) e na taxa de IHL (C=1,61 + 0,93, 0=8,59 + 8,39, DC=13,75 * 13,63%, p<0,05).
O grupo DC quando comparado ao grupo O apresentou maior valor de area de VAT. O grupo
O quando comparado ao grupo C apresentou maiores valores de areas de SAT e VAT (Figura
28, Figura 29, Figura 30 e Figura 31).

Tabela 11 - Resultados da ressonancia magnética de abddémen para os grupos controle, obeso e doenca de
Cushing

C (n=13) O (n=9) DC (n=12)
Area de SAT (mm2) 18.167,96 + 8.185,70  38.769,27 + 14.876,64# 35.843,02 + 15.438,36*
Area de VAT (mm?) 2.393,07 £2.313,35 9.568,85 + 4.095,02#  14.190,98 + 6.259,15*§
VAT/SAT 0,12 +0,07 0,28+0,14 0,46 + 0,32*
IHL (%) 1,61+0,93 8,59 + 8,39 13,75 + 13,63*

Nota. C = grupo controle; O = grupo obeso; DC = grupo doenca de Cushing; SAT = tecido adiposo subcutaneo;
VAT = tecido adiposo visceral; VAT/SAT = relagdo entre VAT e SAT; IHL = lipideos intra-hepéticos

* significa diferenca entre 0 DC quando comparado ao grupo C, p<0,05

8 significa diferenca entre o grupo DC quando comparado ao grupo O, p<0,05

# significa diferenca entre o grupo O quando comparado ao grupo C, p<0,05
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Figura 28 — O grafico mostra os resultados da area de tecido adiposo subcutaneo (mma2) obtidos por
ressonancia magnética nos grupos controle, obeso e doenga de Cushing
* significa diferenca entre os grupos, p<0,05
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Figura 29 — O gréfico mostra os resultados da area de tecido adiposo visceral (mm?) obtidos por
ressonancia magnética nos grupos controle, obeso e doenca de Cushing
* significa diferenca entre os grupos, p<0,05
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Figura 30 — O grafico mostra os resultados da relagéo das areas entre tecido adiposo visceral e subcutaneo
obtidos por ressonancia magnética nos grupos controle, obeso e doenca de Cushing
* significa diferenca entre os grupos, p<0,05
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Figura 31 — O gréafico mostra os resultados de lipideos intra-hepéticos (%) obtidos por ressonancia
magnética nos grupos controle, obeso e doenga de Cushing
* significa diferenga entre os grupos, p<0,05
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Correlacoes

As correlagdes observadas entre os diversos parametros biogquimicos, hormonais,
DMO, TBS, AMO, SAT, VAT, IHL e VAT/SAT estéo descritas nas Tabela 12, Tabela 13,
Tabela 14, Tabela 15, Tabela 16 e Tabela 17.

Quando avaliado as correlages no estudo basal dos grupos C, O e DC, a idade se
correlacionou positivamente com a AMO de L3 (r=0,4, p<0,01). O peso se correlacionou
positivamente com DMO do colo femoral (r=0,3, p<0,01). O IMC se correlacionou
positivamente com AMO de L3 (r=0,4, p<0,01) e negativamente com o TBS (r=-0,6,
p<0,0001). A CA se correlacionou positivamente com AMO de L3 (r=0,6, p< 0,01) e
negativamente com TBS (r=-0,8, p<0,0001). Como esperado, tanto o peso, IMC e CA se
correlacionaram positivamente com IMG, SAT, VAT e IHL (Tabela 12). A glicemia se
correlacionou positivamente com AMO de L3 (r=0,4, p<0,01). A insulinemia e 0 HOMA-IR
se correlacionaram negativamente com TBS (r=-0,6, p<0,0001). A HbAlc se correlacionou
positivamente com AMO de L3 (r=0,6, p<0,01) e negativamente com TBS (r=-0,5, p<0,01).
Conforme esperado, a insulinemia e 0 HOMA-IR se correlacionaram positivamente com IMG
e VAT (Tabela 12). Os niveis de FA se correlacionaram positivamente com AMO de L3
(r=0,4, p<0,01). O IGF-I ndo se correlacionou com nenhum dos parametros avaliados. A
osteocalcina se correlacionou negativamente com AMO de L3 (r=-0,4, p<0,01) e
positivamente com TBS (r=0,5, p< 0,0001). A leptina se correlacionou negativamente com
TBS (-0,6, p<0,0001). A adiponectina se correlacionou inversamente com VAT (r=-0,5,
p<0,01). O Pref-1 ndo se correlacionou com nenhum dos parametros avaliados. Como
esperado, a leptina se correlacionou positivamente com IMG, SAT e VAT (Tabela 12). O
IMG se correlacionou positivamente com DMO de colo do fémur (r=0,3, p<0,01) e
negativamente com TBS (r=-0,7, p<0,0001). O IMMA pelos critérios de Baumgartner se
correlacionou positivamente com DMO de quadril total (r= 0,4, p<0,01) e colo do fémur
(r=0,4, p<0,01), mas negativamente com TBS (r=-0,5, p<0,001). O IMMA pelos critérios de
FNIH se correlacionou positivamente com TBS (r=0,5, p<0,001). A AMO de L3 se
correlacionou negativamente com DMO de coluna lombar (r=-0,3, p<0,05) e TBS (r=-0,05,
p<0,001). O SAT se correlacionou positivamente com DMO de quadril total (r=0,5, p<0,01),
colo do fémur (r=0,5, p<0,01) e corpo total (r=0,4, p<0,05), mas negativamente com TBS (r=-
0,7, p<0,0001). O VAT e o IHL se correlacionaram negativamente com TBS (r=-0,8,
p<0,0001 e r=-0,6, p<0,001, respectivamente). A relacdo VAT/SAT se correlacionou
negativamente com TBS (r=-0,4, p<0,05).
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Quando avaliado as correla¢Ges no estudo basal apenas do grupo DC, observamos que
0 peso, IMC e CA se correlacionaram positivamente com DMO de quadril total e colo do
fémur. Adicionalmente, o peso e o IMC se correlacionaram positivamente com DMO de
corpo total (Tabela 16). A FA se correlacionou positivamente com IHL (r=0,47, p<0,01). A
adiponectina se correlacionou negativamente com AMO de L3 (r=-0,6, p<0,05). A
osteocalcina e o Pref-1 ndo se correlacionaram com nenhum dos parametros avaliados. O
IMG se correlacionou positivamente com a DMO de quadril total (r=0,7, p<0,01) e colo do
fémur (r=0,7, p<0,01). O SAT também se correlacionou positivamente com a DMO de
quadril total (r=0,8, p<0,01) e colo do fémur (r=0,9, p<0,001). O IHL se correlacionou
positivamente com DMO de coluna lombar (r=0,7, p<0,01). A AMO de L3 nédo se
correlacionou nem com DMO ou TBS.

Tabela 12 - Valores (r) da correlacdo entre parémetros antropométricos, parametros bioquimicos,
peptideos de origem no tecido 6sseo e peptideos de origem no tecido adiposo com as medidas de
composicdo corporal por DXA e de adiposidade obtidas por RM no estudo basal dos grupos C (n=27), O
(n=16) e DC (n=16)

Parametros IMG IMMA IMMA AMO SAT VAT IHL VAT/SAT
(Baumgartner) (ENIH)
Idade 0,0 0,0 -0,2 0,4** 0,0 0,2 0,1 0,4*
Peso 019**** 0’7**** _0’3* 0'3* 0,8**** 0,7**** 0,6*** 0,2
IMC 019**** 0’7**** _0’5**** 0'4** 0'9**** 0,8**** 0,6*** 0,3
CA 019**** 0’6*** _0’6*** 0'6*** 0'8**** 0,9**** 0’5** 0,4*
Glicemia 0,1 0,1 -0,2 0,4** 0,1 0,4** 0,5** 0,6***
Insulina 0,5%*** 0,6%*** -0,1 0,3 0,4* 0,5** 0,3 0,3
HOMA-IR 0,4** 0,5%*** -0,1 0,3* 0,4* 0,5** 0,4* 0,4*
HbAlc 0,5** 0,3 -0,3* 0,6** 0,4* 0,7%***  0,6*** 0,6**
FA 0,4** 0,2 -0,4** 0,4** 0,0 0,2 0,1 0,3*
IGF-I -0,1 0,1 0,3* -0,2 0,0 -0,3 -0,2 -0,4*
Osteocalcina -0,6%*** -0,4** 0,5%***  -0,4** -0,6***  -0,7****  -Q,5** -0,5**
Leptina 0,8**** 0,6%*** -0,4** 0,3* 0,6**** 0,6%** 0,3 0,2
Adiponectina -0,2 -0,3* 0,1 -0,3 -0,3 -0,56** -0,4* -0,5**
Pref-1 0,0 0,1 0,1 -0,1 0,0 0,0 0,2 0,2

Nota: DXA = dual-energy X-ray absorciometry; RM = ressonancia magnética; IMC = indice de massa corporal; CA =
circunferéncia abdominal; HOMA-IR = Homeostatic model assessment - insulin resistance; HbAlc = hemoglobina
glicosilada; FA = fosfatase alcalina; IGF-I = fator de crescimento semelhante & insulina; Pref-1 = preadipocyte factor 1; IMG
= indice de massa gorda; IMMA = indice de massa magra; FNIH = Foundation for the National Institutes of Health; AMO =
adiposidade de medula 6ssea; SAT = tecido adiposo subcutaneo; VAT = tecido adiposo visceral; IHL = lipideos intra-
hepéticos; VAT/SAT = relagdo entre VAT e SAT

*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001
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Tabela 13 - Valores (r) da correlacdo entre parametros antropométricos, parametros bioquimicos,
peptideos de origem no tecido dsseo e peptideos de origem no tecido adiposo com densidade mineral 6ssea
e TBS no estudo basal dos grupos C (n=27), O (n=16) e DC (n=16)

Parametro Coluna  Vértebra  Quadril Colo do Antebrago  Tercodo  Corpo TBS TBS
lombar L3 total fémur total radio total L1-L4 L3
Idade -0,1 -0,1 0,0 -0,1 0,2 0,0 0,2 0,0 0,0
Peso 0,1 0,0 0,3* 0,3** 0,0 -0,1 0,2 -0,6%*** -0,6%***
IMC 0,1 0,0 0,3* 0,3* -0,1 -0,2 0,2 -0, 7%*** -0,6****
CA -0,2 -0,3 0,2 0,4* 0,1 0,0 0,2 -0,8**** -0,8%***
Glicemia -0,2 -0,2 0,0 0,1 0,1 0,3 0,0 -0,3* -0,3*
Insulina -0,2 -0,2 0,1 0,1 0,0 -0,1 -0,1 -0,6%*** -0,6%***
HOMA-IR -0,1 -0,2 0,1 0,1 0,0 0,0 0,0 -0,6%*** -0,6%***
HbA1lc -0,1 -0,1 0,2 0,3 0,1 0,3 0,1 -0,5** -0,5**
FA -0,3* -0,3** -0,2 -0,2 0,0 0,0 -0,2 -0,3* -0,3*
IGF-1 -0,1 -0,1 0,0 0,1 -0,2 0,0 -0,2 0,1 0,1
Osteocalcina 0,0 0,0 -0,2 -0,2 -0,1 0,0 -0,2 0,5**** 0,5%***
Leptina -0,1 -0,1 0,2 0,2 -0,1 -0,2 0,1 -0,6%*** -0,6%***
Adiponectina 0,0 0,0 0,1 -0,1 0,0 0,1 0,0 0,3 0,3
Pref-1 0,1 0,1 0,0 0,0 -0,1 0,1 0,0 0,2 0,2

Nota: TBS = Trabecular bone score; IMC = indice de massa corporal; CA = circunferéncia abdominal; HOMA-IR =
Homeostatic model assessment - insulin resistance; HbAlc = hemoglobina glicosilada; FA = fosfatase alcalina; IGF-I = fator
de crescimento semelhante a insulina; Pref-1 = preadipocyte factor 1; TBS L1-L4 = Trabecular bone score de coluna
lombar; TBS L3 = Trabecular bone score de terceira vértebra lombar

*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001

Tabela 14 - Valores (r) da correlagdo entre medidas de adiposidade obtidas através de composicdo
corporal por DXA e por RM com densidade mineral éssea e TBS no estudo basal dos grupos C (n=27), O
(n=16) e DC (n=16)

Parametro Coluna  Vértebra  Quadril Colo do Antebrago  Tercodo  Corpo TBS TBS
lombar L3 total fémur total radio total L1-L4 L3
IMG 0,0 -0,1 0,3* 0,3** -0,1 -0,2 0,2 -0,7%%*F*  -0,6%*F**
IMMA
Baumgartner 0,2 0,1 0,4** 0,4** 0,0 -0,1 0,3* -0,5%** -0,5%**
FNIH 0,2 0,3* 0,1 0,1 0,1 0,2 0,0 0,5*** 0,3*
AMO -0,3* -0,3* -0,2 -0,2 0,1 -0,1 -0,1 -0,5%** -0,5%**
SAT 0,2 0,1 0,5** 0,5** -0,1 -0,2 0,4* -0,7%***  -0,6%**
VAT 0,0 -0,1 0,2 0,3 0,1 0,0 0,3 -0,8**** 0, 7x***
IHL 0,2 0,2 0,2 0,3 0,1 0,1 0,1 -0,6%** -0,7%**
VAT/SAT -0,1 -0,1 -0,2 -0,1 0,1 0,1 0,1 -0,4* -0,4*

Nota: DXA = dual-energy X-ray absorciometry; RM = ressonancia magnética; TBS = Trabecular bone score; IMG = indice
de massa gorda; IMMA = indice de massa magra; FNIH = Foundation for the National Institutes of Health; AMO =
adiposidade de medula 6ssea; SAT = tecido adiposo subcutaneo; VAT = tecido adiposo visceral; IHL = lipideos intra-
hepéticos; VAT/SAT = relacdo entre VAT e SAT; TBS L1-L4 = Trabecular bone score de coluna lombar; TBS L3 =
Trabecular bone score de terceira vértebra lombar

*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001
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Tabela 15 - Valores (r) da correlacdo entre parametros antropométricos, parametros bioquimicos,
peptideos de origem no tecido dsseo, peptideos de origem no tecido adiposo com as medidas de composi¢cao
corporal por DXA e de adiposidade obtidas por RM no estudo basal do grupo DC (n=16)

Parametros IMG IMMA IMMA AMO SAT VAT IHL VAT/SAT
(Baumgartner)  (ENIH)
Idade -0,3 -0,2 0,1 0,4 -0,4 0,1 0,0 0,4
Peso 0,9**** 0,7* -0,1 -0,4 0,9**** 0,6 0,2 -0,4
IMC 0,9**** 0,5* -0,2 -0,5 0,9**** 0,6* 0,2 -0,4
CA 0,8*** 0,1 -0,6* 0,0 0,8** 0,5 0,1 -0,3
Glicemia -0,4 -0,1 0,2 0,2 -0,3 0,1 0,3 0,5
Insulina 0,1 0,7** 0,6** -0,3 0,1 -0,2 -0,2 -0,2
HOMA-IR -0,1 0,6* 0,6* -0,2 0,0 0,0 0,1 0,1
HbA1lc 0,1 0,0 -0,1 0,0 0,1 0,4 0,4 0,4
FA 0,0 0,4 0,4 0,3 0,0 0,4 0,7** 0,6
IGF-I 0,1 0,4 0,3 -0,2 0,4 -0,2 -0,2 -0,4
Osteocalcina -0,4 0,1 0,5 0,3 0,0 -0,2 -0,3 -0,1
Leptina 0,5* 0,6* 0,2 -0,2 0,3 0,3 -0,1 -0,3
Adiponectina 0,4 -0,1 -0,6* -0,6* 0,2 -0,2 -0,5 -0,5
Pref-1 -0,2 -0,1 0,0 0,3 0,0 0,2 0,4 0,4

Nota: DXA = dual-energy X-ray absorciometry; RM = ressonancia magnética; IMC = indice de massa corporal; CA =
circunferéncia abdominal; HOMA-IR = Homeostatic model assessment - insulin resistance; HbAlc = hemoglobina
glicosilada; FA = fosfatase alcalina; IGF-1 = fator de crescimento semelhante a insulina; Pref-1 = preadipocyte factor 1; IMG
= indice de massa gorda; IMMA = indice de massa magra; FNIH = Foundation for the National Institutes of Health; AMO =
adiposidade de medula 6ssea; SAT = tecido adiposo subcutaneo; VAT = tecido adiposo visceral; IHL = lipideos intra-
hepaticos; VAT/SAT = relacdo entre VAT e SAT

*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001

Tabela 16 - Valores (r) da correlacdo entre pardmetros antropométricos, parametros bioquimicos,
peptideos de origem no tecido dsseo, peptideos de origem no tecido adiposo com densidade mineral dssea e
TBS no estudo basal do grupo DC (n=16)

Parametro Coluna  Vértebra Quadril Colo do Antebragco  Tercodo  Corpo TBS TBS

lombar L3 total fémur total radio total L1-L4 L3
Idade -0,3 -0,3 -0,1 -0,2 0,2 0,2 0,3 0,0 0,0
Peso 0,4 0,3 0,8****  (,8**** 0,1 0,0 0,6* -0,4 -0,4
IMC 0,5* 0,4 0,8*** 0,8**** 0,0 0,0 0,6* -0,4 -0,4
CA 0,2 0,1 0,6* 0,7** 0,0 0,0 0,4 -0,4 -0,4
Glicemia 0,0 0,1 0,1 0,1 0,1 0,5* 0,2 0,2 0,1
Insulina 0,2 0,0 0,3 0,1 0,0 -0,1 0,2 -0,4 -0,4
HOMA-IR 0,3 0,1 0,3 0,2 0,0 0,2 0,3 -0,2 -0,2
HbAlc 0,4 0,5 0,4 0,3 0,1 0,7* 0,4 0,2 0,2
FA 0,4 0,4 0,0 0,0 -0,4 -0,5 -0,2 -0,3 -0,4
IGF-1 0,0 -0,1 0,0 0,0 -0,2 -0,4 -0,2 0,0 0,0
Osteocalcina -0,3 -0,3 -0,4 -0,3 -0,4 -0,2 -0,4 0,1 0,1
Leptina 0,0 0,0 0,5 0,3 0,1 -0,1 0,5 -0,4 -0,4
Adiponectina 0,3 0,3 0,1 0,1 -0,2 -0,2 0,0 0,4 0,5
Pref-1 0,0 0,2 0,1 0,3 -0,1 0,1 0,1 0,0 -0,1

Nota: TBS = Trabecular bone score; IMC = indice de massa corporal; CA = circunferéncia abdominal; EAC = escore de
atividade clinica; HOMA-IR = Homeostatic model assessment - insulin resistance; HbAlc = hemoglobina glicosilada; FA =
fosfatase alcalina; IGF-I = fator de crescimento semelhante a insulina; Pref-1 = preadipocyte factor 1; TBS L1-L4 =
Trabecular bone score de coluna lombar; TBS L3 = Trabecular bone score de terceira vértebra lombar

*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001
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Tabela 17 - Valores (r) da correlagdo entre medidas de adiposidade obtidas através de composicao
corporal por DXA e por RM com densidade mineral 6ssea e TBS no estudo basal do grupo DC (n=16)

Parametro Coluna  Vértebra  Quadril Colo do Antebrago  Tercodo  Corpo TBS TBS

lombar L3 total fémur total radio total L1-L4 L3

IMG 0,4 0,3 0,7** 0,7** -0,1 -0,1 0,4 -0,4 -0,3
IMMA

Baumgartner 0,3 0,1 0,6* 0,5* 0,0 -0,1 0,4 -0,5 -0,6*

FNIH  -0,1 -0,3 0,0 -0,1 0,1 0,0 0,0 -0,2 -0,4

AMO -0,4 -0,3 -0,4 -0,4 0,1 0,2 0,0 -0,3 -0,2

SAT 0,6 0,3 0,8**  0,9%** -0,2 -0,1 0,4 -0,4 -0,5

VAT 0,5 0,4 0,7* 0,6 0,0 0,2 0,6* -0,3 -0,4

IHL 0,7** 0,7* 0,5 0,4 0,0 0,1 0,1 -0,3 -0,5

VAT/SAT 0,1 0,2 -0,2 -0,2 -0,1 0,2 0,1 0,2 0,1

Nota: DXA = dual-energy X-ray absorciometry; RM = ressonancia magnética; TBS = Trabecular bone score; IMG = indice
de massa gorda; IMMA = indice de massa magra; FNIH = Foundation for the National Institutes of Health; AMO =
adiposidade de medula éssea de terceira vértebra lombar; SAT = tecido adiposo subcutaneo; VAT = tecido adiposo visceral;
IHL = lipideos intra-hepéticos; VAT/SAT = relagdo entre VAT e SAT; TBS L1-L4 = Trabecular bone score de coluna
lombar; TBS L3 = Trabecular bone score de terceira vértebra lombar

*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001
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Estudo prospectivo - resultados

Caracteristicas clinicas

Os dados referentes a sexo, idade, peso, altura e IMC dos periodos Pré-op, 6° més PO e
12° més PO estéo apresentadas nos Anexo 4, Anexo 5 e Anexo 6, respectivamente. A Tabela
18 exibe, exclusivamente, os valores de médias e DP da caracterizacdo clinica dos periodos
estudados.

Apos a cirurgia, observamos reducao no 6° més PO seguido de estabilizacdo no 12° més
PO dos seguintes parametros: peso (Pré-op= 83,8 £ 17,8, 6° més PO= 74,1 + 19,4, 12° més
PO= 76,4 + 18,1Kg, p<0,05), IMC (Pré-op= 32,2 + 6,3, 6° més PO= 28,6 + 7,2, 12° més PO=
29,2 + 6,6Kg/m?, p<0,05) e EAC da DC (Pré-op=8 £ 2, 6° més PO=3 = 2, 12° més PO=4 +
2, p<0,05).

Tabela 18 - Média e desvio-padréo da caracterizacao antropométrica dos individuos na avaliacéo
prospectiva

Pré-op 6° més PO 12° més PO

(n=11) (n=10) (n=10)
Altura (m) 1,61+0,05 1,6140,05  1,61+0,05
Peso (kg) 83,8+17,8 74,1+19,4;  76,4+18,17
Indice de massa corporal (kg/m?) 32,246,3 28,6+7,2; 29,246,617
Escore de atividade clinica 8+2 3+2; 4129

Nota. Pré-op = periodo pré-operatdrio; 6° més PO = sexto més pos-operatorio; 12° més PO = décimo segundo
més pos-operatério

1 significa diferenca entre o grupo 12° més PO quando comparado ao grupo pré-op, p<0,05

1 significa diferenca entre o grupo 6° més PO quando comparado ao grupo pré-op, p<0,05
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Parametros bioquimicos

Os resultados referentes as dosagens bioquimicas dos grupos estdo descritos na Tabela
19. Houve melhora de pardmetros bioquimicos dos pacientes com DC em remissdo pds-
cirlrgica, tanto no sexto quanto no décimo segundo més pds-operatdrio: glicemia (Pré-op=
134,7 + 62,8, 6° més PO= 96,5 £ 29,6, 12° més PO= 90,5 + 26,4mg/dL, p<0,05), insulinemia
(Pré-op= 33,0 + 24,9, 6° més PO= 13,4 + 11,6, 12° més PO= 16,6 + 13,6puUl/mL, p<0,05),
HOMA-IR (Pré-op= 10,84 + 8,86, 6° més PO= 3,21 + 2,77, 12° més PO= 3,70 + 3,87,
p<0,05), 25(0OH)D (Pré-op= 15,6 + 7,0, 6° més PO= 22,2 + 6,1, 12° més PO= 25,1 +
7,1ng/mL, p<0,05), osteocalcina sérica (Pré-op= 3,35 +1,56, 6° més PO= 9,45 + 6,11, 12° més
PO= 8,98 + 7,54ng/mL, p<0,05) e deoxipiridinolina urinaria (Pré-op= 6,06 = 3,36, 6° més
PO= 13,36 * 4,15, 12° més PO= 12,60 = 7,70nmol/mmol, p<0,05) (Figura 32, Figura 33,
Figura 34, Figura 35, Figura 36, Figura 37).

As pacientes no 6° més PO em relagdo ao Pré-op apresentaram menores valores de
HbAlc (Pré-op= 7,8 £ 1,8, 6° més PO=6,3 £ 0,9, 12° més PO= 6,5 £ 1,1%, p<0,05) e leptina
sérica (Pré-op= 60,1 + 29,8, 6° més PO= 31,0 + 23,1, 12° més PO= 49,7 + 27,5ng/mL,
p<0,05) (Figura 38, Figura 39).

Finalmente, ndo houve diferencas entre o Pré-op, 6° més PO e 12° més PO em relacéo
aos niveis de albumina, calcio total, célcio i6nico, fésforo inorganico, magnésio, fosfatase
alcalina, calciuria e creatinina. O IGF-I1 ndo apresentou diferenca no seguimento (Pré-op=
204+ 90,6, 6° més PO= 168,2 + 42,8, 12° més PO= 152,1 + 55,0ng/dL). Também ndo
observamos diferenca do PTH no seguimento (Pré-op= 26,3 £ 13,5, 6° més PO= 34,4 + 25,8,
12° més PO= 36,4 *+ 16,3pg/mL). A adiponectina também nao diferiu entre os periodos do
estudo (Pré-op= 13,7 = 9,1, 6° més PO= 13,1 + 8,1, 12° més PO= 16,9 = 8,4ng/mL).
Finalmente, o Pref-1 ndo mostrou diferenca significativa entre os periodos estudados (Pré-op=
41,7 + 47,9, 6° més PO= 38,3 + 29,6, 12° més PO= 22,1 + 19,8ng/mL).

Com relacdo aos niveis séricos de 25(0OH)D, quando utilizado os critérios do 10M,
ilustrado na Tabela 20, a prevaléncia de baixos niveis de vitamina D foi de 72,7% no periodo
Pré-op (n=08), 30,0% no 6° més PO (n=10) e 30,0% no 12° més PO (n=10) (Institute of
Medicine, 2011). Quando utilizado os critérios da ESCPG, ilustrado na Tabela 21, a
prevaléncia de baixos niveis de vitamina D foi de 90,9% no periodo Pré-op (n=10), 90,0% no
6° més PO (n=09) e 80,0% no 12° més PO (n=08) (Holick et al., 2011).
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Pré-op 6° més PO 12° més PO

(n=11) (n=10) (n=10)
Glicemia (mg/dL) 134,7 + 62,8 96,5 £ 29,63 90,5 £ 26,41
Insulinemia (uUI/mL) 33,0+24)9 13,4 £ 11,63 16,6 = 13,61
HOMA-IR 10,84 + 8,86 3,21+ 277% 3,70 + 3,877
HbAlc (%) 78+1,8 6,3 +0,9; 65+1,1
Albumina (g/dL) 4,4+0,2 4,2+0,2 4,3+0,2
Célcio total (mg/mL) 9,8+0,6 9,7+0,4 9,8+0,2
Célcio ibnico (mmol/L) 1,17 £ 0,08 1,16 £ 0,07 1,12 + 0,06
Fosforo inorganico (mg/dL) 3,8+0,8 3,8+0,3 3,8+0,6
Magnésio (m€q/L) 1,68 +0,13 1,61 +0,15 1,68 + 0,09
Fosfatase alcalina (U/L) 192,6 £42,3 199,1+£94,9 230,5 +119,2
Calcitria (mg/24h) 137,9 61,2 141,2 + 101,0 117,2 +51,1
Creatinina (mg/dL) 0,88 £0,31 0,85 +0,24 0,87 £0,28
IGF-1 (ng/dL) 204,0 £ 90,6 168,2 + 42,8 152,1 + 55,0
25(0OH)D (ng/mL) 15,6 +7,0 22,2 +6,11 251+ 7,17
PTH (pg/mL) 26,3+ 135 34,4 + 25,8 36,4 +£ 16,3
Osteocalcina (ng/mL) 3,35+ 1,56 9,45+ 6,113 8,98 £ 7,541
Deoxipiridinolina (nmol/mmol) 6,06 £ 3,36 13,36 + 4,153 12,60 = 7,701
Adiponectina (ng/mL) 13,7+9,1 13,1 +£8,0 16,9+8,4
Leptina (ng/mL) 60,1 £ 29,8 31,0 £23,1% 49,7 +27,5
Pref-1 (ng/mL) 41,7+ 479 38,3 +29,6 22,1+19,8

Nota. Pré-op = periodo pré-operatorio; 6° més PO = sexto més pds-operatdrio; 12° més PO = décimo segundo
més pos-operatdrio; HOMA-IR = Homeostatic model assessment — insulin resistance; HbAlc = hemoglobina
glicosilada; IGF-1 = fator de crescimento semelhante a insulina tipo I, 25(OH)D = 25-hidroxivitamina D; PTH =
paratormonio; Pref-1 = Preadipocyte factor 1

1 significa diferenca entre o grupo 12° més PO quando comparado ao grupo pré-op, p<0,05

1 significa diferenga entre o grupo 6° més PO quando comparado ao grupo pré-op, p<0,05



81

Tabela 20 - Classificagédo dos niveis de 25-hidroxivitamina D nos grupos de acordo com o IOM na
avaliagdo prospectiva

25(0OH)D Pré-op (n=11) 6° més PO (n=10)  12° més PO (n=10)
Normal 3 (27,3%) 7 (70%) 7 (70%)
(>20ng/mL)

Deficiente 8 (72,7%) 3 (30%) 3 (30%)
(<20ng/mL)

Nota. Pré-op = periodo pré-operatorio; 6° més PO = sexto més pos-operatorio; 12° més PO = décimo segundo
més pds-operatorio; IOM = Institute of Medicine

Tabela 21 - Classificagdo dos niveis de 25-hidroxivitamina D nos grupos de acordo com a ESCPG na
avaliagdo prospectiva

25(0H)D Pré-op (n=11) 6° més PO (n=10)  12° més PO (n=10)
Desejavel 1(9,1%) 1 (10%) 2 (20%)
(>30ng/mL)

Insuficiente 2 (18,2%) 6 (60%) 5 (50%)
(20-29ng/mL)

Deficiente 8 (72,7%) 3 (30%) 3 (30%)
(<20ng/mL)

Nota. Pré-op = periodo pré-operatério; 6° més PO = sexto més pos-operatorio; 12° més PO = décimo segundo
més pos-operatério; ESCPG = Endocrine Society Clinical Practice Guideline
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Figura 32 — O gréafico mostra os resultados de glicose sérica (mg/dL) dos individuos no estudo prospectivo
* significa diferenca entre os grupos, p<0,05
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Figura 33 — O grafico mostra os resultados de insulina sérica (uUI/mL) dos individuos no estudo
prospectivo
* significa diferenca entre os grupos, p<0,05
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Figura 34 — O gréfico mostra os resultados de HOMA-IR dos individuos no estudo prospectivo
* significa diferenca entre os grupos, p<0,05
HOMA-IR: Homeostatic model assessment — insulin resistance
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Figura 35 — O gréafico mostra os resultados de 25-hidroxivitamina D sérica (ng/mL) dos individuos no
estudo prospectivo
* significa diferenca entre os grupos, p<0,05

o N
*
25 o
o
20 5
15
=1
o
w —
o 1
10
L ]
5 -
———
0 e
Prosp. Basal Prosp. 6-P.0. Prosp. 12 P.0.

Figura 36 — O gréfico mostra os resultados de osteocalcina sérica (ng/mL) dos individuos no estudo
prospectivo
* significa diferenca entre os grupos, p<0,05
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Figura 37 — O gréafico mostra os resultados de deoxipiridinolina urinaria (nmol/mmol) dos individuos no
estudo prospectivo
* significa diferenca entre os grupos, p<0,05
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Figura 38 — O grafico mostra os resultados de hemoglobina glicosilada (%) dos individuos no estudo
prospectivo
* significa diferenca entre os grupos, p<0,05
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Figura 39 — O gréafico mostra os resultados de leptina sérica (ng/mL) dos individuos no estudo prospectivo
* significa diferenca entre os grupos, p<0,05

Teste oral de tolerancia a glicose (GTT)

Com relacdo aos resultados obtidos pelo GTT, listados nas Tabela 22 e Tabela 23,
observamos que tanto no 6° més PO e 12° més PO em relacdo ao Pré-op a glicemia foi menor
nos individuos no tempo zero (Pré-op= 132 + 57, 6° més PO= 98 * 31, 12° més PO= 83 +
12mg/dL, p<0,05), +30min (Pré-op= 225 + 73, 6° més PO= 160 + 42, 12° més PO= 153 +
32mg/dL, p<0,05), +60min (Pré-op= 273 + 90, 6° més PO= 200 + 66, 12° més PO= 167 +
56mg/dL, p<0,05), +90min (Pré-op= 275 + 109, 6° més PO= 181 + 86, 12° més PO= 155 +
67mg/dL, p<0,05) e +120min (Pré-op= 270 £ 115, 6° més PO= 155 + 71, 12° més PO= 135 +
71mg/dL, p<0,05), a insulinemia foi menor no tempo zero (Pré-op= 32 + 27, 6° més PO=15 +
11, 12° més PO= 18 + 13ulU/mL, p<0,05) e a osteocalcina sérica foi maior no tempo zero
(Pré-op= 3,3 = 1,6, 6° més PO= 9,5 + 6,5, 12° més PO= 9,0 + 7,5ng/mL, p<0,05), +30min
(Pré-op= 3,3 £ 1,5, 6° més PO= 9,6 £ 8,3, 12° més PO= 9,2 + 6,7ng/mL, p<0,05), +60min
(Pré-op= 3,2 + 1,8, 6° més PO= 9,0 £ 6,9, 12° més PO= 10,6 + 8,9ng/mL, p<0,05), +90min
(Pré-op= 3,3 £ 1,4, 6° més PO=9,5+ 7,9, 12° més PO= 9,4 + 8,6ng/mL, p<0,05) e +120min
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(Pré-op= 3,3 + 2,0, 6° més PO=9,9 + 7,9, 12° més PO= 9,7 * 8,5ng/mL, p<0,05). Ndo houve
diferencas dos niveis séricos de insulina entre os periodos Pré-op, 6° més PO e 12° més PO no
tempo +30min (Pré-op= 140 + 210, 6° més PO= 65 + 47, 12° més PO= 191 + 328ulU/mL),
+60min (Pré-op= 204 + 287, 6° més PO= 110 £ 77, 12° més PO= 286 + 494ulU/mL), +90min
(Pré-op=181 + 207, 6° més PO= 121 + 89, 12° més PO= 170 + 185ulU/mL) e +120min (Pré-
op= 156 + 147, 6° més PO= 116 + 99, 12° més PO= 103 + 70puIU/mL).

A area sob a curva (AUC) da glicose foi menor nos individuos tanto do 6° més PO
quanto do 12° més PO em relacdo ao periodo Pré-op (Pré-op=29.263,00 + 1.0051,68, 6° més
PO=20.040,00 + 7.104,89, 12° més PO=17.555,00 + 5.131,00min.mg.dL™, p<0,05). Tal
diferenca se manteve mesmo quando se ajustou a analise para AUC acima do basal (Pré-
0p=13.486,67 + 4.404,67, 6° més P0O=8.370,56 * 3.916,35, 12° més PO=7.597,33 *
4.033,02min.mg.dL™, p<0,05) (Figura 40). Em relacdo & AUC da osteocalcina, observamos
maiores valores tanto nos periodos do 6° més PO quanto do 12° més PO em relagéo ao Pré-op
(Pré-0p=396,37 + 189,38, 6° més P0O=1.129,83 + 899,06, 12° més PO=1.152,23 +
958,40min.ng.mL™, p<0,05) (Figura 42). N&o observamos diferencas entre os trés periodos
com relacdo a AUC da insulina (Pré-op=18.556,67 + 22.789,97, 6° més P0O=10.842,86 *
7.766,91, 12° més PO=21.236,25 + 3.0491,66min.uUl.mL™), mesmo quando se ajustou a
analise para a AUC acima do basal (Pré-op=14.716,67 + 21.794,91, 6° més P0O=9.042,86 +
6.408,98, 12° més PO=19.033,50 + 30.165,75min.pUl.mL™) (Figura 41).

Cabe salientar que das onze pacientes, uma nao foi submetida ao GTT por tratar-se de
DM 1. Entre as dez paciente avaliadas, sete tinham diagndstico de diabetes mellitus e duas
tinham diagndstico de intolerancia a glicose no GTT realizado no periodo Pré-op. Na
reavaliacdo do 6° més PO e 12° més PO, das sete pacientes com diagnéstico de diabetes
mellitus, uma permaneceu com intolerancia a glicose e as trés restantes tiveram resposta
normal ao GTT. Ambas pacientes com intolerancia a glicose no periodo Pré-op, quando

reavaliadas no 6° més PO e 12° més PO tiveram resposta normal ao GTT.
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Tabela 22 — Resultados em média e desvio-padrao da glicemia, insulinemia e osteocalcina sérica durante
os diversos tempos no teste oral de tolerancia a glicose (GTT)

zero +30min +60min +90min +120min
Glicemia (mg/dl)
Pré-op (n=9) 132457 226+73 273+90 275109 270+115
6° més PO (n=9) 98+31% 160+42% 2001661 1814861 155471%
12° més PO (n=9) 8312 1534321 1674561 1554671 135471
Insulinemia (uIU/mL)
Pré-op (n=9) 32+27 1404210 204+287 1814207 1564147
6° més PO (n=7) 15+11% 65+47 110477 121489 116499
12° més PO (n=8) 184131 1914328 2861494 1704185 103470
Osteocalcina sérica (ng/mL)
Pré-op (n=10) 3,3£1,6 3,3£1,5 3,2+1,8 3,3t14 3,3+2,0
6° més PO (n=9) 9,546,571 9,648,3% 9,046,9% 9,547,9% 9,9+7,9%
12° més PO (n=9) 9,047,571 9,246,71 10,648,91 9,448,61 9,748,51

Nota. Pré-op = periodo pré-operatdrio; 6° més PO = sexto més pos-operatorio; 12° més PO = décimo segundo
més pos-operatorio

1 significa diferenca entre o grupo 12° més PO quando comparado ao grupo pré-op, p<0,05

1 significa diferenca entre o grupo 6° més PO quando comparado ao grupo pré-op, p<0,05

Tabela 23 - Resultados da &rea sob a curva de glicemia, de insulina e de osteocalcina para os grupos na
avaliacao prospectiva

Pré-op 6° més PO 12° més PO
(n=9) (n=9) (n=9)

Curva glicémica
AUC (min.mg.dL™")  29.263,00 + 10.051,68  20.040,00 +7.104,893 17.555,00 + 5.131,00
AUC acima do basal (min. mg.dL™?)  13.486,67 + 4.404,67 8.370,56 + 3.916,35f  7.597,33 £ 4.033,021
Curva insulinémica
AUC (min. pUl . mL?)  18.556,67 +£22.789,97  10.842,86 + 7.766,91  21.236,25 + 30.491,66
AUC acima do basal (min . pUl . mL™?)  14.716,67 + 21.794,91 9.042,86 + 6.408,98  19.033,50 £ 30.165,75
Curva de osteocalcina
AUC (min.ng. mL™%) 396,37 + 189,38 1.129,83 + 899,061 1.152,23 + 958,401
AUC acima do basal (min . ng. mL™) - - -

Nota. Pré-op = periodo pré-operatdrio; 6° més PO = sexto més pds-operatdrio; 12° més PO = décimo segundo
més pds-operatorio; AUC = area sob a curva

1 significa diferenca entre o grupo 12° més PO quando comparado ao grupo pré-op, p<0,05

i significa diferenga entre o grupo 6° més PO quando comparado ao grupo pré-op, p<0,05
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Figura 42 — O gréafico mostra as curvas de osteocalcina (ng/mL) durante o teste oral de tolerancia a glicose

Densitometria o0ssea

Na Tabela 24, observamos que na avaliacdo de DMO, os individuos no 12° més PO
apresentaram menor DMO em antebraco total em relagdo aos individuos nos Pré-op e 6° més
PO (Pré-op=0,560 + 0,045, 6° més PO=0,563 + 0,048, 12° més PO=0,553 + 0,040g/cm?
p<0,05), ilustrado na Figura 46. Nao houve diferencas destes individuos entre o periodo Pré-
op, 6° més PO e 12° més PO quando comparados a DMO dos sitios de coluna lombar (Pré-
0p=0,937 + 0,087, 6° més PO=0,940 + 0,098, 12° més PO=0,943 + 0,097g/cm?), vértebra L3
(Pré-op=0,955 + 0,104, 6° més PO=0,964 + 0,114, 12° més PO=0,981 + 0,118g/cm?), quadril
total (Pré-op=0,887 + 0,119, 6° més PO=0,898 + 0,131, 12° més PO=0,884 + 0,128g/cm?),
colo do fémur (Pré-op=0,786 = 0,117, 6° més PO=0,779 + 0,116, 12° més PO=0,781 *
0,135g/cm?), terco de radio (Pré-op=0,665 + 0,052, 6° més PO=0,659 *+ 0,054, 12° més
P0O=0,659 + 0,035g/cm?) e corpo total (Pré-op=1,065 * 0,091, 6° més PO=1,095 + 0,086, 12°
més PO=1,100 £+ 0,102g/cm?), ilustrado na Figura 43, Figura 44, Figura 45, Figura 47 e
Figura 48.

A Tabela 25 mostra a classificacdo segundo o Z-score dos individuos nos periodos
Pré-op, 6° més PO e 12° més PO. Observamos que a prevaléncia de baixa massa 0ssea foi de
18,2% no Pré-op (n=02), 30% no 6° més PO (n=03) e 14,3% no 12° més PO (n=01). Durante

0s trés periodos, observamos que apenas um individuo apresentou massa 0ssea elevada.
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Tabela 24 - Resultados da densitometria dssea para os grupos na avaliagio prospectiva

Pre-op 6° més PO 12° més PO

(n=11) (n=10) (n=7)
Coluna lombar
DMO (g/cmg?) 0,937 £0,087 0,940 £ 0,098 0,943 £ 0,097
Z-score -0,8£0,8 -0,7+£0,9 -0,6 £0,8
Vértebra L3
DMO (g/cmg?) 0,955+ 0,104 0,964 £0,114 0,981 + 0,118
Z-score -0,9+£0,8 -0,9+£0,9 -0,6 £1,0
Quadril total
DMO (g/cm?) 0,887 +0,119 0,898 £ 0,131 0,884 + 0,128
Z-score -0,3+1,0 -02+1,1 -0,3+1,1
Colo do fémur
DMO (g/cm?) 0,786 +0,117 0,779+0,116 0,781 + 0,135
Z-score -03+1,1 -03+1,1 -0,3+1,2
Antebraco total
DMO (g/cm?) 0,560 £0,045 0,563 +0,048 0,553 + 0,0409+
Z-score 0,0+1,0 0,1+1,0 -0,1+0,9
1/3 do radio
DMO (g/cn?) 0,665 + 0,052 0,659 + 0,054 0,659 £ 0,035
Z-score -0,1+1,0 -0,1+1,0 -0,2+£0,7
Corpo total
DMO (g/cn?) 1,065+ 0,091 1,095 + 0,086 1,100 + 0,102
Z-score 0,0+£1,2 04+11 04+13

Nota. Pré-op = periodo pré-operatorio; 6° més PO = sexto més pds-operatdrio; 12° més PO = décimo segundo
més pés-operatdrio; DMO = densidade mineral 6ssea

1 significa diferenca entre o grupo 12° més PO quando comparado ao grupo pré-op, p<0,05

+ significa diferenca entre o grupo 12° més PO quando comparado ao grupo 6° més PO, p<0,05

Tabela 25 - Resultados da classifica¢io dos individuos segundo o Z-score na avaliagdo prospectiva

Z-score Pré-op (n=11) 6° més PO (n=10) 12° més PO (n=7)

Massa 6ssea normal 9 (91,8%) 7 (70%) 6 (85,7%)
(> -2,0DP)

Baixa massa dssea 2 (18,2%) 3 (30%) 1 (14,3%)
(<-2,0DP)

Massa Ossea elevada 1(9,1%) 1 (10%) 1 (10%)
(> +2,0DP)

Nota. Pré-op = periodo pré-operatorio; 6° més PO = sexto més pos-operatorio; 12° més PO = décimo segundo
més pds-operatorio; DP = desvio-padrdo
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Figura 43 — O gréafico mostra os resultados de densidade mineral 6ssea de coluna lombar (g/cm?) dos
individuos no estudo prospectivo
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Figura 44 — O gréfico mostra os resultados de densidade mineral 6ssea de quadril total (g/cm?) dos
individuos no estudo prospectivo
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Figura 45 — O grafico mostra os resultados de densidade mineral dssea de colo do fémur (g/cm?) dos
individuos no estudo prospectivo
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Figura 46 — O gréafico mostra os resultados de densidade mineral 6ssea de antebraco total (g/cm?) dos
individuos no estudo prospectivo
* significa diferenca entre os grupos, p<0,05
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Figura 47 — O grafico mostra os resultados de densidade mineral dssea de terco de radio (g/cm?) dos
individuos no estudo prospectivo
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Figura 48 — O gréfico mostra os resultados de densidade mineral dssea de corpo total (g/cm?) dos
individuos no estudo prospectivo
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Em relacdo ao TBS, na avaliagdo prospectiva, representada na Tabela 26, ndo houve
diferencas entre 0s grupos Pré-op, 6° més PO e 12° més PO nem quando comparado TBS de
coluna lombar (Pré-op=1,247 + 0,152, 6° més PO= 1,304 + 0,063, 12° més PO= 1,305 +
0,097) e nem quando comparado TBS apenas de L3 (Pré-op=1,288 + 0,185, 6° més PO=
1,345 + 0,076, 12° més PO= 1,386 + 0,109), ilustrado na Figura 49. Na Analise de Fraturas
Vertebrais (VFA), ndo foram observadas novas fraturas vertebrais durante a avaliagdo

prospectiva.

Tabela 26 — Resultados de Trabecular Bone Score dos individuos na avaliagio prospectiva

TBS Pré-op (n=10) 6° més PO (n=9) 12° més PO (n=7)
Coluna lombar 1,247 + 0,152 1,304 + 0,063 1,305 + 0,097
Vértebra L3 1,288 + 0,185 1,345 + 0,076 1,386 + 0,109

Nota. Pré-op = periodo pré-operatorio; 6° més PO = sexto més po6s-operatorio; 12° més PO = décimo segundo
més pos-operatorio; TBS = Trabecular bone score
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Figura 49 — O gréafico mostra os resultados de trabecular bone score de coluna lombar dos individuos no
estudo prospectivo
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Na avaliagdo de composicdo corporal por DXA para os individuos do estudo
prospectivo (Tabela 27), observamos menores valores nos individuos no 6° més PO e 12° més
PO em relacdo ao periodo Pré-op quando comparado massa gorda total (Pré-op=38,2 + 12,9,
6° més PO= 31,2 £ 11,6, 12° més PO=29,5 + 11,4Kg, p< 0,05), porcentagem de gordura
corporal total (Pré-op=45,7 + 8,4, 6° més PO= 41,3 + 6,9, 12° més PO=35,9 + 6,9%, p< 0,05)
e IMG (Pré-op=14,67 + 4,86, 6° més PO=12,03 * 4,47, 12° més PO=11,50 + 4,49Kg/m?, p<
0,05) e maiores valores de IMMA pelos critérios do FNIH (Pré-op=0,513 + 0,121 6° més
PO=0,567 + 0,079, 12° més PO=0,555 + 0,098m?, p< 0,05) (Kelly et al., 2009; Mclean et al.,
2014). Nao houve diferenca entre a massa magra total (Pré-op=42,0 + 9,2, 6° més PO=40,4 +
6,9, 12° més PO=41,3 + 9,8Kg), massa magra apendicular (Pré-op=16,4 + 4,5, 6° més
PO=15,9 + 3,4, 12° més PO=16,0 £ 4,3Kg) ou do IMMA pelos critérios de Baumgartner (Preé-
op=6,27 + 1,50, 6° més PO=6,13 + 1,13, 12° més PO=6,21 + 1,49Kg/m?) durante o
seguimento prospectivo (Baumgartner et al., 1998). O grafico de IMG e de IMMA esta
ilustrado na Figura 50, Figura 51 e Figura 52.

A Tabela 28 descreve a classificacdo dos individuos segundo a composi¢cdo corporal
por DXA (Baumgartner et al., 1998; Kelly et al., 2009; Mclean et al., 2014). Nesta avaliacéo,
observamos que dez individuos no Pré-op (90,9%) apresentavam excesso de gordura (27,3%
sobrepeso, 45,4% obesidade grau I, 0% obesidade grau Il e 18,2% obesidade grau IlI),
enquanto apenas seis individuos no 6° més PO (60%) apresentavam excesso de gordura (50%
obesidade grau I, 10% obesidade grau Il e 0% obesidade grau I11) e cinco individuos no 12°
més PO (62,5%) apresentavam excesso de gordura (25% sobrepeso, 25% obesidade grau I,
12,5% obesidade grau Il e 0% obesidade grau Ill). A prevaléncia de baixa massa magra,
quando avaliado o IMMA pelos critérios de Baumgartner, foi de trés individuos no Pré-op
(27,3%), trés individuos no 6° més PO (30%) e dois individuos no 12° més PO (25%). A
prevaléncia de baixa massa magra, quando avaliado o IMMA pelos critérios do FNIH, foi de
seis individuos no Pré-op (54,6%), dois individuos no 6° més PO (20,0%) e trés individuos no
12° PO (37,5%).
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Tabela 27 - Resultados da composicao corporal através de densitometria para os grupos na avaliagdo
prospectiva

Pre-op 6° més PO 12° més PO

(n=11) (n=10) (n=8)
Massa gorda total (Kg) 38,2+129 31,2 £11,63 29,5+ 11,49
Massa magra total (Kg) 42,0+9,2 40,4 £6,9 41,3+9,8
Massa magra apendicular (Kg) 16,4 +45 159+34 16,0+ 4,3
Gordura corporal total (%) 45,7+ 8,4 41,3 £6,9; 39,5+£6,99
IMG (Kg/m?) 14,67 +4,86 12,03 + 4,47; 11,50 + 4,49
IMMA

Baumgartner (Kg/m?) 6,27 = 1,50 6,13+ 1,13 6,21 +1,49

FNIH (m?) 0,513+0,121 0,567 +0,079: 0,555 + 0,098§

Nota. Pré-op = periodo pré-operatorio; 6° més PO = sexto més po6s-operatorio; 12° més PO = décimo segundo
més pds-operatorio; IMG = indice de massa gorda; IMMA = indice de massa magra apendicular; FNIH =
Foundation for the National Institutes of Health

1 significa diferenca entre o grupo 12° més PO quando comparado aos grupo pré-op, p<0,05

i significa diferenga entre o grupo 6° més PO quando comparado ao grupo pré-op, p<0,05

Tabela 28 - Resultados da classificacdo dos individuos segundo a composic¢éo corporal por densitometria
na avaliagdo prospectiva

Pré-op 6° més PO 12° més PO
(n=11) (n=10) (n=08)
IMG (Kg/m?)
Eutrdfico (5,0-9,0) 1(9,1%) 4 (40%) 3 (37,5%)
Sobrepeso (9,1-13,0) 3 (27,3%) - 2 (25%)
Obesidade grau 1 (13,1-17,0) 5 (45,4%) 5 (50%) 2 (25%)
Obesidade grau Il (17,1-21,0)

- 1 (10%) 1 (12,5%)
Obesidade grau 1l (>21,1) 2 (18,2%) - -
IMMA — Baumgartner (Kg/m2)

Massa magra adequada (>5,45) 8 (72,7%) 7 (70%) 6 (75%)
Baixa massa magra (<5,45) 3 (27,3%) 3 (30%) 2 (25%)
IMMA — FNIH (m?)
Massa magra adequada (>0,512) 5 (45,4%) 8 (80%) 5 (62,5%)
Baixa massa magra (<0,512) 6 (54,6%) 2 (20%) 3 (37,5%)

Nota. Pré-op = periodo pré-operatorio; 6° més PO = sexto més po6s-operatorio; 12° més PO = décimo segundo
més pos-operatorio; IMG = indice de massa gorda; IMMA = indice de massa magra apendicular; FNIH =
Foundation for the National Institutes of Health
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Figura 50 — O grafico mostra os resultados do indice de massa gorda (Kg/m?) obtidos por composi¢ao
corporal dos individuos no estudo prospectivo
* significa diferenca entre os grupos, p<0,05
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Figura 51 — O grafico mostra os resultados do indice de massa magra apendicular (Kg/m?) obtidos por
composicao corporal pelos critérios de Baumgartner dos individuos no estudo prospectivo
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Figura 52 — O gréafico mostra os resultados do indice de massa magra apendicular (m?2) obtidos por
composic¢do corporal pelos critérios do FNIH dos individuos no estudo prospectivo
* significa diferenca entre os grupos, p<0,05

Ressonancia magnética

A Tabela 29 ilustra os resultados obtidos por MRS de protons em L3 dos individuos
nos periodos estudados. Nesta avaliacdo, os individuos no 6° més PO e 12° més PO
apresentaram reducdo da AMO de L3 quando comparados ao periodo Pré-op (Pré-op=38,71 +
8,98, 6° més PO=29,42 + 8,88, 12° més PO=28,77 + 8,97%, p<0,05) (Figura 53).

Tabela 29 - Resultados de espectroscopia de prétons por ressonancia magnética em coluna lombar na
avaliacao prospectiva

Pré-op (n=10) 6° més PO (n=7) 12° més (n=6)

AMO de L3 (%) 38,71 + 8,98 29,42 + 8,88% 28,77 £ 8,971

Nota. Pré-op = periodo pré-operatdrio; 6° més PO = sexto més pds-operatdrio; 12° més PO = décimo segundo
més pds-operatorio; AMO de L3 = adiposidade de medula dssea de terceira vértebra lombar

1 significa diferenca entre o grupo 12° més PO quando comparado ao grupo pré-op, p<0,05

i significa diferenga entre o grupo 6° més PO quando comparado ao grupo pré-op, p<0,05
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Figura 53 — O grafico mostra os resultados de adiposidade de medula éssea em terceira vértebra lombar
(%) obtidos por ressonancia magnética dos individuos no estudo prospectivo
* significa diferenca entre os grupos, p<0,05

A Tabela 30 ilustra os dados de quantificacdo de SAT, VAT e IHL por de RM através
do software Display nos individuos do estudo prospectivo. Nesta avaliacdo, os individuos no
6° més PO e 12° més PO, quando comparados ao periodo Pré-op, apresentaram reducédo
significativa da area de VAT (Pré-op=13.992,86 + 7.199,10, 6° més PO=8.425,33 + 4.954,12,
12° més PO=10.274,00 + 5.823,30mmz, p<0,05), na relacdo VAT/SAT (Pré-op=0,52 + 0,38,
6° més PO=0,42 + 0,30, 12° més PO=0,30 + 0,16, p<0,05) e no IHL (Pré-op=14,03 + 14,44,
6° més PO=6,87 + 6,19, 12° més PO=6,52 + 6,35%, p<0,05). Com relacdo a area de SAT,
apenas os individuos no 6° més PO apresentaram menor valor do que o periodo Pré-op (Pré-
0p=30.409,56 + 12.694,70, 6° més P0O=23.817,22 + 11.463,84, 12° més P0O=32.236,89 +
14.214,55, p<0,05) (Figura 54, Figura 55, Figura 56 e Figura 57).
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Tabela 30 - Resultados do exame de ressonancia magnética de abdémen para os grupos na avaliagédo
prospectiva

Pré-op (n=8) 6° més PO (n=8) 12° més (n=7)
Area de SAT (mm2) 30409,56 + 12694,70  23817,22 + 11463,841  32236,89 + 14214,55
Area de VAT (mm2) 13992,86 + 7199,10 8425,33 +4954,121  10274,00 + 5823,30
VAT/SAT 0,52 +0,38 0,42 +0,30% 0,30 + 0,161
IHL (%) 14,03 + 14,44 6,87 + 6,191 6,52 + 6,35

Nota. Pré-op = periodo pré-operatdrio; 6° més PO = sexto més pds-operatdrio; 12° més PO = décimo segundo
més pés-operatorio; SAT = tecido adiposo subcutaneo; VAT = tecido adiposo visceral; VAT/SAT = relacédo
entre VAT e SAT; IHL = lipideos intra-hepaticos

1 significa diferenca entre o grupo 12° més PO quando comparado ao grupo pré-op, p<0,05

i significa diferenca entre o grupo 6° més PO quando comparado ao grupo pré-op, p<0,05

=
50000 — i
i
s :
1
1
; — !
40000 i
w© 1
[ 1
c ]
‘g 1
3 ]
2 ' .
3
30000 — *
]
(&3]
<
> 5 .
14 1
20000 — |
. i
! i
i : :
i i !
10000 i _
TR ——
Prosp. Basal Prosp. 6-P.0. Prosp. 12 P.0O.

Figura 54 — O gréfico mostra os resultados da area de tecido adiposo subcutaneo (mm2) obtidos por
ressonancia magnética dos individuos no estudo prospectivo
* significa diferenca entre os grupos, p<0,05
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Figura 55 — O grafico mostra os resultados da area de tecido adiposo visceral (mm2) obtidos por
ressonancia magnética dos individuos no estudo prospectivo
* significa diferenca entre os grupos, p<0,05
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Figura 56 — O grafico mostra os resultados da relagéo das areas de tecido visceral e adiposo obtidos por
ressonancia magnética dos individuos no estudo prospectivo
* significa diferenca entre os grupos, p<0,05
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Figura 57 — O grafico mostra os resultados de lipideos intra-hepaticos (%) obtidos por ressonancia
magnética dos individuos no estudo prospectivo
* significa diferenca entre os grupos, p<0,05

Correlacoes

As correlagdes observadas entre os diversos parametros bioquimicos, hormonais,
DMO, TBS, AMO, SAT, VAT, IHL e VAT/SAT estdo listadas nas Tabela 31, Tabela 32,
Tabela 33. Cabe salientar que ndo observamos correlacdo de tamanho tumoral, tempo de
doenca ou dos niveis de androgénios com DMO, TBS, AMO de L3, SAT, VAT, relacdo
VAT/SAT, IHL ou EAC da DC.

Quando avaliado juntamente os peridos Pré-op, 6° més PO e 12° més PO, observamos
que o peso e o IMC se correlacionaram positivamente com DMO de coluna lombar, quadril
total, colo do fémur e corpo total (Tabela 32). A insulinemia se correlacionou positivamente
com DMO de quadril total (r=0,5 p<0,05) e colo dofémur (r=0,5 p<0,05), mas
negativamente com TBS (r=-0,5, p<0,01). A FA e o IGF-1 e nédo se correlacionaram com
nenhum dos parametros avaliados. A osteocalcina se correlacionou negativamente com IMG
(r=-0,4, p<0,05). A deoxipiridinolina se correlacionou negativamente com VAT (r=-0,5,

p<0,05) e positivamente com TBS (r=0,5, p<0,05). A leptina se correlacionou positivamente
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com DMO de quadril total (r=0,4, p<0,05) e colo do fémur (r=0,5, p<0,05). Adicionalmente, a
leptina se correlacionou positivamente com IMG, SAT e VAT conforme era esperado (Tabela
31). A adiponectina se correlacionou negativamente com AMO de L3 (r=-0,6, p<0,01) e
relacdo VAT/SAT (r=-0,6, p<0,01), mas positivamente com TBS (r=0,4, p<0,05). O Pref-1 se
correlacionou positivamente com AMO de L3 (r=0,6, p<0,01), IHL (r=0,5, p<0,05) e
VAT/SAT (r=0,8, p<0,0001). O IMG se correlacionou positivamente com DMO de coluna
lombar (r=0,6, p<0,001), quadril total (r=0,7, p<0,0001), colo do fémur (r=0,8, p<0,0001) e
corpo total (r=0,4, p<0,05). O IMMA pelos critérios de Baumgartner se correlacionou
positivamente com DMO de coluna lombar (r=0,5, p<0,05), quadril total (r=0,7, p<0,0001),
colo do fémur (r=0,7, p<0,0001) e corpo total (r=0,4, r<0,05), mas negativamente com TBS
(r=-0,4, p<0,05). A AMO de L3 se correlacionou negativamente com TBS de L3 (r=-0,4,
p<0,05). O SAT se correlacionou positivamente com DMO de coluna lombar (r=0,7,
p<0,001), quadril total (r=0,8, p<0,0001) e colo do fémur (r=0,9, p<0,0001). O VAT se
correlacionou positivamente com DMO de quadril total (r=0,6, p<0,01), colo do fémur (r=0,6,
p< 0,01) e corpo total (r=0,5, p<0,05). O IHL se correlacionou negativamente com TBS de L3
(r=-0,6, p<0,01).

Tabela 31 - Valores (r) da correlacdo entre pardmetros antropométricos, parametros bioquimicos,
peptideos de origem no tecido dsseo, peptideos de origem no tecido adiposo com as medidas de composi¢ao
corporal por DXA e de adiposidade obtidas por RM no estudo prospectivo dos periodos Pré-op (n=11), 6°
més PO (n=10) e 12° més PO (n=10)

Parametros IMG IMMA IMMA AMO SAT VAT IHL VAT/SAT
(Baumgartner) (FNIH)

Idade -0,2 0,0 0,3 0,3 -0,4* 0,2 0,1 0,4
Peso 0,9**** 0,7%*** -0,3 0,1 0,9%**>* 0,7%** 0,3 -0,1
IMC 0,9%*** 0,7**** -0,4* 0,0 0,9%**>* 0,7%** 0,2 -0,1
Glicemia -0,2 -0,1 0,3 0,3 -0,3 0,1 0,3 0,6*
Insulina 0,4 0,7%*** 0,2 0,1 0,6** 0,2 0,0 -0,1
HOMA-IR 0,2 0,6** 0,2 0,1 0,4 0,3 0,1 0,1
HbA1lc 0,0 -0,2 -0,1 0,3 -0,1 0,4 0,5 0,4
FA 0,0 0,0 0,0 -0,1 -0,2 0,0 0,0 0,1
IGF-I 0,0 0,2 0,2 0,1 0,3 0,1 0,2 0,0
Osteocalcina -0,4* -0,1 0,2 -0,3 -0,3 -0,3 -0,2 -0,1
Deoxipiridinolina -0,2 -0,1 0,3 -0,4 -0,3 -0,5* -0,3 -0,4
Leptina 0,5** 0,4* -0,1 0,3 0,5* 0,6** 0,3 0,0
Adiponectina 0,5** -0,1 -0,7***  -0,6** 0,3 -0,2 -0,5 -0,6**
Pref-1 -0,2 -0,1 0,1 0,6** -0,2 0,3 0,5* 0,8****

Nota: DXA = dual-energy X-ray absorciometry; RM = ressonancia magnética; IMC = indice de massa corporal; EAC =
escore de atividade clinica; HOMA-IR = Homeostatic model assessment - insulin resistance; HbAlc = hemoglobina
glicosilada; FA = fosfatase alcalina; IGF-I = fator de crescimento semelhante a insulina; Pref-1 = preadipocyte factor 1; IMG
= indice de massa gorda; IMMA = indice de massa magra; FNIH = Foundation for the National Institutes of Health; AMO =
adiposidade de medula éssea de terceira vértebra lombar; SAT = tecido adiposo subcutaneo; VAT = tecido adiposo visceral;
IHL = lipideos intra-hepaticos; VAT/SAT = relacdo entre VAT e SAT

*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001
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Tabela 32 - Valores (r) da correlacdo entre parametros antropométricos, parametros bioquimicos,
peptideos de origem no tecido ésseo, peptideos de origem no tecido adiposo com densidade mineral 6ssea e
TBS no estudo prospectivo dos periodos Pré-op (n=11), 6° més PO (n=10) e 12° més PO (n=10)

Parametro Coluna Vértebra  Quadril Colo do Antebrago  Tergodo  Corpo TBS TBS
lombar L3 total fémur total radio total L1-L4 L3
Idade -0,3 -0,4 0,0 -0,2 0,4* 0,3 0,3 0,1 0,1
Peso 0,6*** 0,6**  0,8****  (,9%*** 0,0 0,0 0,5** -0,3 -0,2
IMC 0,7%***  Q,6%** (,8%*** (,0**** -0,1 -0,1 0,5** -0,2 -0,1
Glicemia -0,1 -0,1 -0,1 -0,1 0,2 0,5** 0,1 0,0 0,0
Insulina 0,3 0,2 0,5* 0,5* 0,1 0,1 0,3 -0,5**  -0,6**
HOMA-IR 0,3 0,1 0,4 0,4 0,1 0,2 0,3 -0,3 -0,4
HbAlc -0,1 -0,1 0,0 0,0 0,2 0,6* 0,1 0,3 0,3
FA -0,1 -0,1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,1 0,1
IGF-1 0,0 0,0 0,1 0,1 -0,1 -0,2 -0,1 0,0 -0,2
Osteocalcina -0,3 -0,2 -0,2 -0,2 0,0 0,0 -0,1 0,1 0,0
Deoxipiridinolina -0,1 -0,1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,1 0,5* 0,4*
Leptina 0,2 0,0 0,4* 0,5* 0,1 -0,1 0,5* -0,3 -0,3
Adiponectina 0,3 0,4 0,1 0,2 -0,2 -0,3 0,0 0,4* 0,6**
Pref-1 -0,1 0,0 -0,1 -0,2 0,0 0,1 -0,1 0,0 -0,1

Nota: TBS = Trabecular bone score; IMC = indice de massa corporal; EAC = escore de atividade clinica; HOMA-IR =
Homeostatic model assessment - insulin resistance; HbAlc = hemoglobina glicosilada; FA = fosfatase alcalina; IGF-I = fator
de crescimento semelhante a insulina; Pref-1 = preadipocyte factor 1; TBS L1-L4 = Trabecular bone score de coluna
lombar; TBS L3 = Trabecular bone score de terceira vértebra lombar

*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001

Tabela 33 - Valores (r) da correlagdo entre medidas de adiposidade obtidas através de composicédo
corporal por DXA e por RM com densidade mineral 6ssea e TBS no estudo prospectivo dos periodos Preé-
op (n=11), 6° més PO (n=10) e 12° més PO (n=10)

Parametro Coluna  Vértebra Quadril Colo do Antebrago  Terco do Corpo TBS TBS
lombar L3 total fémur total radio total L1-L4 L3
IMG 0,6*** 0,6***  0Q,7****  (,8**** -0,1 -0,2 0,4* -0,2 -0,1
IMMA
Baumgartner  0,5** 0,4 Q,7%***  (,7**** 0,0 -0,1 0,4* -0,4* -0,4*
FNIH  -0,2 -0,3 -0,1 -0,2 0,1 0,2 0,0 -0,2 -0,3
AMO -0,2 -0,3 -0,1 -0,2 0,1 0,2 0,0 -0,4 -0,4*
SAT 0,7***  0,6** 0,8****  (,9%*** -0,1 -0,1 0,4 -0,1 0,0
VAT 0,4 0,3 0,6** 0,6** 0,1 0,2 0,5* -0,4 -0,4
IHL 0,4 0,3 0,4 0,2 0,2 0,3 0,1 -0,4 -0,6**
VAT/SAT 0,0 0,0 0,0 -0,1 0,0 0,3 0,2 -0,2 -0,4

Nota: DXA = dual-energy X-ray absorciometry; RM = ressonancia magnética; TBS = Trabecular bone score; IMG = indice
de massa gorda; IMMA = indice de massa magra; FNIH = Foundation for the National Institutes of Health; AMO =
adiposidade de medula dssea de terceira vértebra lombar; SAT = tecido adiposo subcutaneo; VAT = tecido adiposo visceral;
IHL = lipideos intra-hepéticos; VAT/SAT = relagdo entre VAT e SAT; TBS L1-L4 = Trabecular bone score de coluna
lombar; TBS L3 = Trabecular bone score de terceira vértebra lombar

*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001
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Discussao

Desde os primeiros casos descritos por Harvey Cushing (Cushing, 1932), despertou-se
grande interesse na caracterizacdo da obesidade e da distribuicdo de gordura corporal dos
individuos com hipercortisolismo. Hiramatsu et al. descreveu a predominancia de obesidade
de caracteristica truncal em mulheres com sindrome de Cushing, de tal maneira que esta
caracteristica antropométrica € muito Util para o rastreamento e reconhecimento destes
individuos (Hiramatsu et al., 1983). Adicionalmente, o acompanhamento prospectivo deste
parametro demonstrou ser um indicador de resposta ao tratamento cirurgico. Em conformidade
com estes autores, observamos em nosso estudo, no grupo DC, uma prevaléncia de 75% de
obesidade e 6,3% de sobrepeso. Em relagdo ao predominio de obesidade truncal, todos os
individuos do grupo DC apresentaram valores de CA significativamente maiores em relagéo
aos grupos C e O. Finalmente, apds o procedimento cirargico, houve reducéo significativa do
peso e do IMC nos individuos com DC no 6° més PO seguido de estabilizagdo no 12° més PO

quando comparados ao periodo Pré-op.

A apresentacdo tipica de obesidade truncal em individuos com hipercortisolismo,
aliado a observacao de fragilidade capilar, imunossupressdo, miopatia proximal, disturbios de
humor, hipertensdo, alteracdo de metabolismo energético, disturbios eletroliticos,
hiperandrogenismo e disfuncdo gonadal justificaram o desenvolvimento de escores clinicos
para avaliar o grau de atividade da DC. Baseado nestes parametros clinicos, Sonino et al.
estabeleceram um indice de gravidade que discriminou de maneira significativa a remissdo de
individuos com sindrome de Cushing antes e depois do tratamento cirdrgico (Sonino et al.,
2000). Entretanto, Elias et al. demonstraram que o EAC ndo se correlacionou com o grau de
hipercortisolismo, sugerindo que a gravidade da doenca ndo depende apenas dos niveis de
cortisol, mas de outros fatores como, por exemplo, a susceptibilidade ao hipercortisolismo
devido a variabilidade individual de expressdo da enzima 11B-HSD1 (Cooper et al., 2002;
Elias et al., 2014). Em nosso estudo, utilizamos o EAC como ferramenta na avaliacdo
prospectiva de individuos com DC submetidos a abordagem cirargica, demonstrando a
utilidade deste instrumento no seguimento destes individuos. Em oposi¢do a Elias et al.,
observamos que o EAC se correlacionou positivamente com o0s niveis de cortisol salivar as
09h e 23h e também com 0 UFC, mas ndo se correlacionou com tempo de doenca ou tamanho

tumoral. Embora o EAC tenha se correlacionado com o grau de hipercortisolismo, o fato de
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ndo observarmos uma correlacdo do EAC com o tempo de doenga reforga a hipotese de que a
susceptibilidade individual ao cortisol seja também um fator importante na determinacéo de
gravidade clinica da doenca.

Outro aspecto importante a ressaltar € que ndo ha dados na literatura de prevaléncia de
hipovitaminose D na doenca de Cushing. Nosso estudo documentou, prospectivamente, 0s
niveis de 25(OH)D em individuos com DC. Observamos uma prevaléncia de hipovitaminose
D elevada, atingindo 62,5% dos individuos do grupo DC comparados aos 43,7% do grupo O e
40,7% do grupo C, quando utilizado os critérios do IOM (Institute of Medicine, 2011).
Quando avaliados prospectivamente, houve uma melhora acentuada dos niveis de 25(OH)D
nos individuos com DC, com 72,7% de prevaléncia de hipovitaminose D no periodo pré-
operatério e 30% no 6° més PO e 12° més PO, quando utilizado os critérios da IOM (Institute
of Medicine, 2011). Por outro lado, a prevaléncia de hipovitaminose D aumentou para 93,8%
dos individuos do grupo DC, 93,7% dos individuos do grupo O e 74,0% dos individuos do
grupo C quando utilizado os critérios da ESCPG (Holick et al., 2011). A melhora na
classificagdo clinica observada pelos critérios do 10M praticamente ndo ocorre quando se
utiliza os critérios da ESCPG (Holick et al., 2011), com 90,9% de prevaléncia de
hipovitaminose D no periodo Pré-op, 90% no 6° més PO e 80% no 12° més PO. Além das
alteracdes do metabolismo da vitamina D devido ao estado de hipercortisolismo, a baixa
exposicdo solar e a obesidade poderiam contribuir para a maior prevaléncia de hipovitaminose

D nestes individuos (Mehmood e Papandreou, 2016).

Independentemente do critério utilizado, a prevaléncia de hipovitaminose D entre os
individuos com DC ndo se associou a presenca de hiperparatireoisdismo secundario. Estes
dados estdo de acordo com estudos anteriores nos quais ndo se observou alteracdo de secrecdo
basal de PTH no hipercortisolismo, sugerindo que este ndo € um mecanismo importante de
perda de massa Ossea nesta situacdo (Lanna et al.,, 2002; Bonadonna et al., 2005).
Adicionalmente, nossos dados reforcam estudos prévios em que ndo se observou grande
influéncia do hipercortisolismo na reducdo da concentracdo de IGF-I circulante (Malerba et
al., 2005; Bredella et al., 2014). Outra particularidade quanto a participacdo hormonal como
fator de surgimento de doenca 6ssea no hipercortisolismo enddgeno é a descricdo prévia de
maior acometimento 6ésseo em individuos com hipercortisolismo de origem adrenal em
relacdo ao hipofisario. Neste ultimo, o aumento de andrégenos adrenais, principalmente do
DHEAS, como ocorre na DC poderia exercer um papel protetor no esqueleto (Ohmori et al.,

2003; Minetto et al., 2004). Em oposicdo, nossos dados ndo demonstraram correlacdo de
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andrégenos adrenais com DMO, TBS, AMO, SAT, VAT ou IHL, sugerindo que o
hipercortisolismo na DC se sobrepde aos efeitos protetores dos esteroides sexuais no
metabolismo dsseo. De maneira complementar, outros estudos ndo demonstraram diferencas
de DMO entre individuos com sindrome de Cushing quando comparado mulheres
eumenorreicas e amenorreicas (Karavitaki et al., 2004; Tauchmanova et al., 2006).

Dados prévios na literatura de prevaléncia de osteopenia e osteoporose em DC, variam
de 60-80% e 30-65%, respectivamente (Mancini et al., 2004; Van Der Eerden et al., 2007;
Kawamata et al., 2008). Em nosso estudo, observamos que 18,7% dos individuos do grupo
DC apresentavam baixa massa 0ssea contra apenas 3,7% do grupo C e nenhum do grupo O,
portanto evidenciando maior prevaléncia de baixa massa 0ssea no grupo DC. A baixa
prevaléncia observada de baixa massa dssea em relacdo aos estudos anteriores poderia ser
justificada por se tratarem de popula¢@es distintas e pelo fato de que o critério de classificagdo
adotado em nosso estudo foi segundo o Z-score e ndo segundo o T-score, como utilizado nos
estudos prévios. E interessante ressaltar, que neste aspecto, a obesidade secundaria a DC
difere da obesidade primaria, pois neste Ultimo caso existe uma correlacéo positiva entre IMC
e massa 0ssea. Neste sentido, ndo observamos diferencas na DMO de quadril total e colo de
fémur entre os grupos O e DC, sendo que a preservacdo de massa 0ssea nestes sitios parece
estar relacionada a sobrecarga mecanica. Os sitios do fémur proximal séo os que sofrem maior
influéncia mecéanica do peso (Gilsanz et al., 2009), inclusive observamos uma correlacéo
positiva da DMO de quadril total e colo do fémur com o peso e o IMC nos grupos C, O e DC.
O antebraco total e o terco de radio também ndo diferiram entre os grupos, indicando que as
regibes com predominio de osso cortical sofrem menor acdo negativa do hipercortisolismo.
Outro aspecto a ser ressaltado no presente estudo é a manutencdo da massa Gssea apesar da
perda de peso dos individuos que apresentaram remisséo do hipercortisolismo, diferentemente
ao observado em pacientes obesos submetidos a cirurgia bariatrica, onde a perda de peso
acentuada e rapida que ocorre se associa também a perda de massa 6ssea significativa. A
reducdo observada em DMO de antebraco total do periodo Pré-op em relacdo aos periodos
Pré-op e 6° més PO, apesar de estatisticamente significativa, ndo tem relevancia clinica

quando ponderado o CV do método.

O presente estudo é o primeiro a avaliar o parametro de qualidade 6ssea (TBS), em
pacientes com DC. Os dados mostram que o TBS foi capaz de evidenciar um espectro de
acometimento de qualidade dssea em obesos e DC, sendo que o valor de TBS no obeso foi

menor que no controle e que o TBS foi ainda menor no grupo DC em relacdo aos controles e
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obesos. Estes dados justificam a suscetibilidade a fratura em obesos, apesar de massa 0ssea
preservada e a maior fragilidade Gssea no hipercortisolismo que apresentam prejuizo de
quantidade e de qualidade 6ssea. (Canalis et al., 2004; Mancini et al., 2004; Premaor et al.,
2014).

Outro aspecto importante em individuos com hipercortisolismo é a prevaléncia de
alteracdo do metabolismo dos carboidratos. E descrito na literatura uma prevaléncia de
diabetes mellitus ou intolerdncia a glicose entre 40-90% dos individuos com sindrome de
Cushing (Danese e Aron, 1994; Canalis e Giustina, 2001; Nieman, 2002; De Paula et al.,
2010; Miranda et al., 2011; Mirza e Canalis, 2015). Em conformidade, observamos uma
prevaléncia de 68,8% de diabéticos (n=11) e 12,5% com intolerancia a glicose (n=2) no grupo
DC. Adicionalmente, caracterizamos um maior comprometimento nestes individuos, do ponto
de vista do metabolismo energético, quando observamos que o0 HOMA-IR e a leptina foram
significativamente maiores no grupo DC quando comparado aos grupos C e O. Conforme a
expectativa, a melhora do controle glicémico e a reducdo dos niveis de HOMA-IR e leptina
ocorreram apos a abordagem cirdrgica destes individuos, de maneira precoce e sustentada,
como observado no seguimento prospectivo. Esses dados indicam que nestes individuos a

maior resisténcia a insulina e a leptina, sdo reversiveis com a remisséo do hipercortisolismo.

Fulzele et al. descreveram a relacdo reciproca entre alteracdo do metabolismo dos
carboidratos e da resisténcia insulinica com o metabolismo 6sseo. Este grupo de pesquisadores
demonstrou, in vitro e in vivo, que a auséncia de expressao de receptor de insulina em
osteoblastos diminui a osteoblastogénese e mineralizacdo 6ssea (Fulzele et al., 2010).
Adicionalmente, no estudo in vivo, observaram-se baixos niveis séricos de osteocalcina nos
camundongos que ndo expressavam o receptor de insulina em osteoblastos. Estes animais
desenvolviam, ao longo do tempo, adiposidade periférica, hiperglicemia e resisténcia
insulinica. Contudo, quando tratados com infusdo exdgena de osteocalcina, estes animais
apresentavam melhora dos parametros metabdlicos (Fulzele et al., 2010). Na DC, onde o
diabetes mellitus é predominantemente associado a resisténcia a insulina, os niveis séricos de
osteocalcina encontravam-se bastante reduzidos em relagédo aos grupos C e O. Adicionalmente,
no estudo basal, a osteocalcina se correlacionou positivamente com TBS, mas negativamente
com HOMA-IR, AMO de L3, SAT, VAT, relacdo SAT/VAT e IHL, corroborando a inter-
relacdo endocrina do metabolismo energético, distribuicdo de gordura e tecido Gsseo
observada em estudos anteriores. Finalmente, no estudo prospectivo, a osteocalcina de

correlacionou positivamente com FA e deoxipiridinolina, mas negativamente com EAC e
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leptina, sugerindo que o remodelamento 6sseo relaciona-se com o metabolismo energético e

com o tecido adiposo.

Adicionalmente, o grupo DC apresentou menor DMO em coluna lombar e TBS em
relagdo aos grupos C e O, demonstrando o prejuizo caracteristico do o0sso trabecular e da
qualidade dssea no hipercortisolismo. Ainda, nossos dados corroboram estudo clinico
transversal em pacientes com DC realizado anteriormente por nosso grupo, que demonstrou
massa Ossea reduzida decorrente principalmente da reducdo da formagdo Ossea, suportado
pelos baixos niveis de osteocalcina e menor DMO em coluna lombar observado nestes
individuos (Miranda et al., 2011). Esse mesmo estudo observou normalizacdo da DMO de
coluna lombar em individuos em remissdo da DC cerca de dez anos apos a abordagem
cirdrgica, sugerindo que a recuperagdo da massa 0ssea ocorre de maneira lenta e gradual;
dados compativeis foram obtidos em outros estudos (Manning et al., 1992; Hermus et al.,
1995; Di Somma et al., 2003). Em conformidade, no seguimento prospectivo observamos uma
melhora no metabolismo energético e dos niveis de osteocalcina aliado a um aumento dos
niveis de deoxipiridinolina urinaria, poréem valores estaveis de DMO de coluna lombar e TBS.
Estes dados indicam ocorrer retomada da atividade de remodelamento 6sseo apds a remissdo
clinica da DC, mas sugerindo que a recuperacdo da massa 0ssea nestes individuos ocorra em
longo prazo. Por outro lado, a auséncia de novas fraturas vertebrais assintomaticas sugere que
a remissao clinica do hipercortisolismo talvez seja suficiente, em curto prazo, para reduzir o
risco de fraturas por melhora de qualidade Ossea, como observado no tratamento de

osteoporose com drogas antirreabsortivas.

A associacdo entre metabolismo energético e 0Osseo, aliado ao fato de que os
osteoblastos compartilham com os adip6citos a mesma origem celular (célula-tronco
mesenguimal), sugere que o tecido 0sseo e adiposo tenham forte inter-relacdo. De fato,
Bredella et al. demonstraram que mulheres com anorexia nervosa apresentavam maior AMO
em relacdo aos controles e que a quantidade de AMO tem correlacdo inversa com a DMO
(Bredella et al., 2009). Neste contexto, o aumento de AMO em uma situacdo de expressiva
escassez de SAT e VAT incita questdes importantes de como a distribuicdo do tecido adiposo
pode influenciar no metabolismo dsseo e energético. Cawthorn et al. demonstrou que o
aumento paradoxal de adiponectina em estados de restrigdo caldrica tem origem no adipécito
da medula 6ssea. Esta adipocina possui influéncia benéfica no metabolismo energético e na
salde cardiovascular (Cawthorn et al., 2014). Adicionalmente, Kanazawa descreveu os efeitos

da adiponectina na massa 0ssea, além da interdependéncia entre a secrecdo de adiponectina,



111

osteocalcina e insulina, destacando o papel enddcrino do tecido 6sseo nos tecidos pancreético
e adiposo (Kanazawa, 2012; 2015). Nesta mesma linha, Moon et al. estudaram o papel da
expressdo do Pref-1 e sua influéncia no tecido adiposo. Modelos de knockout do Pref-1 em
camundongos revelaram um fendtipo complexo, destacando-se o retardo do crescimento,
malformacdes esqueléticas e obesidade acentuada (Moon et al., 2002). Ainda, Fazeli et al.
observaram que, em mulheres com anorexia nervosa, 0s niveis de Pref-1 se correlacionaram
positivamente com a AMO (Fazeli et al., 2010). Em nosso estudo, observamos baixos niveis
de adiponectina no grupo DC em relacdo aos grupos C e O, mas ndo houve diferengas quanto
aos niveis de Pref-1. Adicionalmente, ndo observamos diferencas significativas entre os niveis
de adiponectina e de Pref-1 no estudo prospectivo. Estes resultados em relacdo ao Pref-1
podem sinalizar que esta adipocina ndo seja importante no contexto do hipercortisolismo.
Contudo, no seguimento prospectivo, o Pref-1 se correlacionou negativamente com a
adiponectina e positivamente com a AMO de L3, sugerindo que o papel desta adipocina tanto

na adipogénese como na osteogénese seja provavelmente mais complexo.

Diante desta relacdo complexa entre tecido dsseo e tecido adiposo, a caracterizagao da
distribuicdo de adiposidade nos individuos com hipercortisolismo pode contribuir para o
melhor entendimento dos mecanismos hormonais envolvidos nas alteracfes de tolerancia a
glicose e osteoporose secundarias a DC. Yoshida et al. observou, em individuos com sindrome
de Cushing, que tanto a VAT como a relacdo VAT/SAT se correlacionavam positivamente com
as concentracdes de cortisol. (Hiramatsu et al., 1983; Yoshida et al., 1991). Este mesmo grupo
de pesquisadores estudou a distribuicdo de VAT e SAT em ratos, através de tomografia
computadorizada (TC), em diversos disturbios enddcrinos, sendo que seus resultados
indicaram fortemente que a insulina é o principal hormdnio envolvido na formacéo de VAT e o
estrégeno na formacdo do SAT. De maneira complementar, Geer et al. avaliaram a massa
magra e a massa gorda em quinze mulheres com DC através de RM, observando que estes
individuos apresentavam maior acumulo de gordura corporal, com predominio de VAT e SAT
em regido truncal, com relacdo VAT/SAT aumentada em relacdo aos controles, alem de massa
muscular reduzida (Geer et al., 2010). Posteriormente, Geer et al. avaliaram,
prospectivamente, em catorze individuos com DC, sendo doze mulheres, o0 comportamento
dos niveis séricos de glicose, insulina, leptina e adiponectina, bem como a quantificacdo de
massa muscular, VAT e AMO por RM, no periodo pré-operatério e apds 20 meses, em média,
da remissédo clinica por cirurgia transesfenoidal. Esse estudo demonstrou melhora dos niveis

séricos de glicose, insulina e leptina, bem como reducéo de massa muscular, VAT e AMO, mas
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ndo observou melhora dos niveis de adiponectina, sugerindo que mesmo apds a remissao
clinica estes individuos permanecem com risco cardiovascular aumentado (Geer et al., 2012;
Whitworth et al., 2005).

Nosso estudo é um dos poucos a avaliar prospectivamente, em individuos com DC, a
inter-relacdo entre marcadores do metabolismo energético, a composicéo corporal por DXA, a
quantificacdo de adiposidade por RM com densidade mineral e qualidade Gssea. Em
conformidade com os resultados de Geer et al., observamos que os individuos com DC
apresentaram parametros metabdlicos desfavoraveis, além de maior adiposidade em relacéo
aos grupos C e O e, observamos também, de maneira mais precoce (seis meses apds
abordagem cirurgica), a melhora destes parametros metabdlicos e reducdo da adiposidade,
poréem sem melhora dos niveis séricos de adiponectina (Geer et al., 2010; Geer et al., 2012). A
avaliacdo da composicdo corporal por DXA demonstrou que os grupos DC e O apresentaram
maior quantidade de massa gorda em relagdo ao grupo C. Os grupos DC e O tiveram maior
porcentagem de gordura corporal total e maior indice de massa gorda. Quando classificados
pelo IMG, os individuos do grupo C tiveram prevaléncia de 33,3% de sobrepeso, o grupo O
teve prevaléncia de 43,8% de sobrepeso e 50% de obesidade e o grupo DC teve prevaléncia
de 18,8% de sobrepeso e 75% de obesidade (Kelly et al., 2009). O IMMA pelos critérios de
Baumgartner evidenciou maiores valores nos grupos DC e O (Baumgartner et al., 1998).
Todavia, quando utilizado o IMMA pelos critérios do FNIH, tanto o grupo DC como o grupo
O tiveram valores mais baixos em relagdo ao grupo C (Mclean et al., 2014). Isto pode sugerir
que o IMMA pelos critérios do FNIH seja mais adequado nestes grupos por corrigir a massa
magra apendicular pelo IMC. De fato, a prevaléncia de baixa massa magra foi maior no grupo
DC e grupo O quando utilizando os critérios do FNIH (Mclean et al., 2014). De maneira
complementar, no seguimento prospectivo, observamos reducdo da massa gorda e da
porcentagem de gordura corporal total nos individuos. A prevaléncia de sobrepeso e obesidade
reduziu de 90,9% no Pré-op para 60,0% no 6° més PO e 62,5% no 12° més PO. Em contraste
aos resultados de Geer et al., ndo houve mudancas significativas na massa magra total ou no
IMMA pelos critérios de Baumgartner (Baumgartner et al., 1998; Geer et al., 2012). Em
contrapartida, houve melhora do IMMA pelos critérios do FNIH, sendo observada uma
prevaléncia de baixa massa magra em 54,6% das pacientes no Pré-op em contraste com 20%
no 6° més PO e 37,5% no 12° més PO (Mclean et al., 2014). Esta observagdo reforca a

hipotese de que o IMMA pelos critérios do FNIH seja mais adequado nesta populacéo.
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Em conformidade ao descrito previamente por Geer et al., em nosso estudo
observamos que a AMO e o VAT foram maiores no grupo DC em relagdo aos grupos C e O;
que o SAT, a relacdo VAT/SAT e o IHL foram maiores no grupo DC em relacdo ao grupo C;
além de verificarmos de maneira mais precoce (seis meses ap0s a cirurgia), a reducdo da
AMO, do VAT, da relagdo VAT/SAT e do IHL durante o seguimento prospectivo (Geer et al.,
2010; Geer et al., 2012). A maior quantidade de AMO observada no grupo DC déa suporte ao
fato de que o hipercortisolismo favorece uma maior adipogénese na medula Gssea em
detrimento da osteoblastogénese (Bredella et al., 2009). No grupo DC, apesar de n&o
observarmos correlagdo entre AMO e DMO no estudo basal, esta hipotese é reforcada quando
observamos a melhora da AMO no seguimento prospectivo associado a correlagcdo negativa
existente entre AMO e TBS . Outro dado interessante é a correlagdo positiva observada entre
AMO com IHL e relacdo VAT/SAT. Isto mostra que a relacdo existente entre tecido adiposo e

tecido 6sseo € complexa e pouco entendida.



6. CONCLUSAO
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Conclusao

O presente estudo reafirma dados anteriores que indicam que o hipercotisolismo
exerce grande impacto negativo sobre 0 metabolismo mineral, energético e 6sseo. No entanto,
os resultados obtidos contribuem nesta linha de investigacdo em diversos aspectos. O TBS €
capaz discriminar o espectro de perda de qualidade 6ssea que ocorre na obesidade primaria e
secundaria a doenca de Cushing. Este achado tem consideravel valor clinico e sugere que
mais estudos sejam realizados para considerar este parametro para ajuste em algoritmos de
previsdo de risco de fratura no hipercortisolismo. Da mesma forma, o TBS mostra relacéo
inversa com tecido adiposo visceral, sugerindo um possivel mecanismo de surgimento de
fragilidade 6ssea em individuos com obesidade em particular entre aqueles que apresentam
um padrdo associado a sindrome metabdlica.

Observamos a influéncia negativa do excesso de peso e da alteracdo do metabolismo
dos carboidratos em relacdo ao TBS. Por outro lado, o peso e o IMC exerceram influéncia
positiva em DMO de quadril total e colo do fémur. A osteocalcina apresentou relacdo positiva
com TBS. Em contrapartida, a leptina apresentou correlagdo negativa com TBS. A FA
possivelmente refletiu a infiltracdo gordurosa hepatica que ocorre na DC. O Pref-1 refletiu a
AMO de L3 no seguimento prospectivo.

O excesso de gordura e a adiposidade dos diferentes tecidos tiveram influéncia
negativa na osteocalcina e adiponectina e positiva na leptina. Adicionalmente, a AMO teve
impacto negativo na DMO de coluna lombar. Os diversos tipos de tecido adiposo se
relacionaram negativamente com TBS. O aumento de DMO de quadril total e colo do fémur
associado ao excesso de peso pode ser atribuido a influéncia do SAT. O IMMA pelo critério
do FNIH parece discriminar melhor os individuos com obesidade e com DC.

A inter-relacdo entre metabolismo dos carboidratos e tecido 6sseo é evidenciada pela
relacdo negativa entre osteocalcina e HOMA-IR, bem como pela melhora da resposta ao GTT
associado a elevacdo dos niveis de osteocalcina no estudo prospectivo. Adicionalmente, a
relacdo negativa entre os niveis de leptina e osteocalcina demonstra a influéncia reciproca do
tecido adiposo sobre o tecido 0sseo.

No estudo prospectivo, a deoxipiridinolina relacionou-se de maneira inversa com a

VAT e de maneira direta com TBS. A elevacdo simultdnea da osteocalcina e da
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deoxipiridinolina que ocorre com a remissdo da DC pode ser um marcador clinico tanto de
melhora da doenca 6ssea como de melhora do hipercortisolismo nestas pacientes.

Nossos resultados encorajam novos estudos para a melhor compreensdo da inter-
relacdo entre metabolismo energético e dos diversos tipos de tecido adiposo envolvidos na
deterioracdo tanto da massa 6ssea quanto da qualidade ¢ssea em pacientes com DC.



7. CONSIDERACOES FINAIS
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Consideracoes finais

A inter-relagdo observada entre metabolismo energético, metabolismo 6sseo,
adiposidade visceral, hepatica e de medula Ossea no hipercortisolismo demonstra a
complexidade dos mecanismos hormonais envolvidos. O impacto do hipercortisolismo
enddgeno na DC possivelmente é precoce tanto sobre o metabolismo energético quanto sobre
0 metabolismo 0sseo. A obesidade secundaria & DC acentua a tendéncia de acumulo de
gordura abdominal, aumenta a adiposidade na medula 6ssea e no tecido hepatico, refletindo
um maior desarranjo do metabolismo energético e do osteometabolismo em relacdo a
obesidade primaria. Adicionalmente, na DC, ocorre perda de massa Ossea associado ao
aumento de adiposidade de medula éssea. A influéncia do hipercortisolismo nos diversos tipos
de tecido adiposo é evidenciada pela reducdo observada da adiposidade que ocorre apds a

remissao clinica.
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Anexos

Anexo 1 - Dados antropomeétricos individuais do grupo controle (C)

Voluntarios Sexo Idade Peso Altura IMC CA
(n=27) (anos) (Kg) (m)  (Kg/m’) (cm)
1 F 22 58,7 1,69 20,6 74,1
2 F 23 42,8 1,57 17,5 63,0
3 F 25 56,3 1,67 20,3 NA
4 F 28 49,5 1,52 21,4 79,0
5 F 28 63,0 1,62 24,0 82,3
6 F 29 48,8 1,64 18,3 65,7
7 F 30 61,0 1,75 19,9 72,5
8 F 36 64,7 1,80 20,0 79,0
9 F 39 71,3 1,65 26,3 NA
10 F 41 66,3 1,61 25,5 85,0
11 F 47 64,3 1,61 24,8 100,0
12 F 48 73,9 1,78 23,3 80,0
13 F 49 66,2 1,60 25,8 86,0
14 F 51 56,9 1,55 23,6 87,5
15 F 21 65,7 1,79 20,5 70
16 F 43 57,4 1,60 22,4 NA
17 F 28 58,9 1,71 20,1 NA
18 F 44 64,5 1,58 25,8 NA
19 F 36 77,0 1,70 26,6 NA
20 F 44 63,0 1,67 25,6 NA
21 F 38 62,0 1,58 24,8 NA
22 F 29 54,0 1,64 20,1 NA
23 F 39 52,0 1,53 22,2 NA
24 F 44 67,0 1,67 24,0 NA
25 F 30 56,0 1,62 21,3 NA
26 F 33 69,0 1,73 23,2 NA
27 F 30 59,0 1,66 21,4 NA
Média 357 61,1 1,65 22,6 78,8
DP 8,9 7,8 0,08 2,6 10,0

Nota. IMC = Indice de massa corporal; CA = circunferéncia abdominal; DP = desvio-
padrdo; NA = ndo avaliado




Anexo 2 - Dados antropomeétricos individuais do grupo obeso (O)

Voluntarios Sexo Idade Peso Altura IMC CA
(n=16) (anos) (K@) (m) (Kg/m?) (cm)
1 F 51 70,8 1,56 29,0 88,0
2 F 40 835 158 33,4 108,0
3 F 50 63,0 1,47 29,1 105,0
4 F 47 65,9 1,50 28,8 103,0
5 F 35 77,6 1,60 30,4 102,0
6 F 53 72,7 1,67 26,0 91,0
7 F 33 835 1,66 30,3 NA
8 F 25 96,0 1,66 34,8 NA
9 F 38 80,5 1,60 31,4 NA
10 F 33 67,0 1,56 27,5 NA
11 F 48 720 1,62 27,4 NA
12 F 44 80,2 1,57 32,5 NA
13 F 42 73,0 1,52 31,6 NA
14 F 40 92,7 1,53 39,6 NA
15 F 29 106,0 1,63 39,9 NA
16 F 32 1210 1,71 41,4 NA
Média 40,0 80,3 1,59 32,1 99,5
DP 8,4 17,1 0,07 4,7 8,1

Nota. IMC = Indice de massa corporal; CA = circunferéncia abdominal; DP = desvio-

padrdo; NA = ndo avaliado
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Anexo 3 - Dados antropomeétricos individuais do grupo DC

Voluntarios Sexo Idade Peso Altura IMC CA

(n=16) (anos) (Kg) (m) (Kg/m?) (cm)
1 F 43 100,9 1,56 41,5 NA
2 F 40 91,2 1,64 33,9 101,0
3 F 34 74,2 1,59 29,4 102,0
4 F 22 99,6 1,65 36,6 112,5
5 F 33 51,0 1,51 22,4 NA
6 F 25 94,3 1,60 36,8 114,0
7 F 50 65,1 1,65 23,9 90,0
8 F 29 96,5 1,67 34,6 108,0
9 F 45 94,3 1,67 33,8 111,0
10 F 47 59,7 1,56 24,5 95,0
11 F 23 93,7 1,65 34,4 117,0
12 F 27 95,8 1,62 36,5 126,0
13 F 31 1177 1,63 44,3 135,0
14 F 46 87,9 1,60 34,3 126,5
15 F 49 98,3 1,63 37,0 111,0
16 F 55 90,0 1,69 31,5 120,0
Média 37,4 88,1 1,62 33,5 112,1
DP 10,7 17,2 0,05 6,0 12,5

Nota. IMC = Indice de massa corporal; CA = circunferéncia abdominal; DP = desvio-padrao;

NA = ndo avaliado
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Anexo 4 - Dados antropomeétricos individuais na avaliagdo prospectiva do Pré-op

Pacientes Sexo Idade Peso Altura IMC EAC
(n=11) (anos) (Kg) (m) (Kg/m?)
1 F 43  100,9 1,56 41,5 7
2 F 40 91,2 1,64 33,9 9
3 F 34 74,2 1,59 29,4 8
4 F 33 51,0 1,51 22,4 4
5 F 25 94,3 1,60 36,8 10
6 F 50 65,1 1,65 23,9 6
7 F 29 96,5 1,67 34,6 6
8 F 45 94,3 1,67 33,8 9
9 F 47 59,7 1,56 24,5 6
10 F 27 95,8 1,62 36,5 10
11 F 49 98,3 1,63 37,0 8
Média 38,4 838 1,61 32,2 8
DP 91 178 0,05 6,26 2

Nota. IMC = Indice de massa corporal; EAC = escore de atividade clinica da doenca; DP =
desvio-padrdo




Anexo 5 - Dados antropomeétricos individuais na avaliagéo prospectiva do 6° més PO

Pacientes Sexo Idade Peso Altura IMC EAC
(n=11) (anos) (Kg) (m) (Kg/m?)

1 F 43 96,0 1,56 39,4 5
2 F 41 92,3 1,64 36,0 3
3 F 35 58,4 1,59 23,0 1
4 F 33 44,4 1,51 19,4 0
5 F 26 87,2 1,60 34,0 5
6 F 50 59,1 1,65 21,7 3
7 F 31 83,1 1,67 29,8 4
8 F 45 82,9 1,67 29,7 3
9 F 48 48,0 1,56 19,7 3
10 F NA NA NA NA NA
11 F 50 89,1 1,63 33,5 6
Média 40,2 74,1 1,61 28,6 3
DP 8,5 19,4 0,05 7,2 2

Nota. IMC = Indice de massa corporal; EAC = escore de atividade clinica da doenca; DP =

desvio-padrdo; NA = ndo avaliado

135



136

Anexo 6 - Dados antropomeétricos individuais na avaliagéo prospectiva do 12° més PO

Pacientes Sexo Idade Peso Altura IMC EAC
(n=11) (anos) (Kg) (m) (Kg/m?)

1 F 44 87,8 1,56 36,1 5
2 F 41 94,8 1,64 35,2 4
3 F 36 61,6 1,59 24,3 1
4 F 34 449 1,51 19,7 1
5 F 26 95,3 1,60 37,2 3
6 F 51 50,0 1,65 18,4 3
7 F 31 77,9 1,67 27,9 3
8 F 46 84,9 1,67 30,0 4
9 F NA NA NA NA NA
10 F 28 79,8 1,62 30,4 5
11 F 50 87,4 1,63 32,8 7
Média 38,7 76,4 1,61 29,2 4
DP 90 18,1 0,05 6,6 2

Nota. IMC = Indice de massa corporal; EAC = escore de atividade clinica da doenca; DP =
desvio-padrdo; NA = ndo avaliado




Anexo 7 - Escala para avaliagdo do Escore de Atividade Clinica da Doenca de Cushing
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Total: (0-16 pontos)

Observacoes

Obesidade Central

0 = normal (IMC<25Kg/m?)

1 = obesidade central leve (IMC: 25-30Kg/mg?)

2 = obesidade central acentuada (IMC >30Kg/m?)

Estrias/Equimoses/Infeccdes
0 = ausentes

1 = apenas uma das manifestagdes
2 = duas ou mais manifestacles

Fraqueza Muscular

0 = ausente

1 = de leve a moderada intensidade

2 = de grave intensidade (com incapacidade funcional)

Distarbio do Humor

0 = ausente

1 = leve a moderado, sem uso de medica¢do
2 = grave, com uso de medicacgéo

Hipertensao

0 = ausente (PA diastolica <90mmHg)

1 = leve (PA diastoélica entre 90 a 105mmHg ou uso de até dois anti-hipertensivos)
2 = grave (PA diastolica >105mmHg ou uso de mais de dois anti-hipertensivos)

Diabetes

0 = ausente

1 = leve (glicemia <200mg/dL ou uso de até um anti-diabético oral)

2 = grave (glicemia >200mg/dL, uso de dois ou mais anti-diabéticos orais ou
insulinoterapia)

Hipocalemia

0 = ausente (K*>3,4mmol/L)

1 = leve (K" entre 3,2 e 3,4mmol/L)
2 = grave (K*<3,2mmol/L)

Hirsutismo / Irregularidade Menstrual

0 = ausente

1 = leve (hirsutismo ou queda capilar / irregularidade menstrual)
2 = grave (amenorreia)
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Anexo 8 - Termo de consentimento livre e esclarecido

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
HOSPITAL DAS CLINICAS FACULDADE DE MEDICINA DE RIBEIRAO PRETO
DEPARTAMENTO DE CLINICA MEDICA
AUTORIZACAO PARA PARTICIPAR EM PROJETO DE PESQUISA

TITULO DO ESTUDO: Impacto da Adiposidade da Medula Ossea e da
Secrecdo/Sensibilidade Insulinica na Osteoporose Associada a Doenca de Cushing

DATA DO CONSENTIMENTO
PESQUISADOR RESPONSAVEL.: Dr. Sérgio Luchini Batista
NOME DO PACIENTE:

O (a) senhor(a) esta sendo convidado para ser voluntario em um estudo de pesquisa clinica. Os estudos de
pesquisa clinica incluem apenas pessoas que aceitam participar voluntariamente. A decisdo de
participacdo na pesquisa devera ser feita apds o (a) senhor(a) ter pleno conhecimento sobre os riscos e
beneficios envolvidos e entdo tomar um decisdo que Ihe seja adequada. Este processo é conhecido como
consentimento informado. Por favor, reflita para tomar uma deciséo.

O (a) senhor(a) esta sendo convidado para participar deste estudo porque o (a) senhor(a) preenche os
critérios de inclusédo da pesquisa.

POR QUE ESTE ESTUDO SERA REALIZADO?

Esta pesquisa esta sendo feita para avaliar a Osteoporose que pode ser causa da Doenca de Cushing. O
objetivo é avaliar quais 0ssos sdao principalmente afetados e quais sdo as alteracdes que levam a esta
doenca 6ssea.

QUANTOS INDIVIDUOS FARAO PARTE DESTE ESTUDO CLINICO?

Serdo recrutados 20 individuos, sendo formado por pacientes com Doenca de Cushing, os quais serdo
selecionados no ambulatério de Neuroendocrinologia do HCFMRP-USP.

O QUE ESTA ENVOLVIDO NESTE ESTUDO?

Se o (a) senhor(a) participar deste estudo clinico, serd colhido uma pequena gquantidade de sangue (1-3
colheres de ché ou 5-15ml) de sangue da veia de seu brago. Isto envolve uma picada com agulha na veia
do seu braco e coleta de seu sangue em tubos. Esta coleta pode ser realizada quando Ihe for conveniente.
Também serdo feitos exames de radiografia de coluna vertebral para avaliacdo de fratura sem sintoma
desta regido, exame de densitometria Gssea e de ressonancia magnética de corpos vertebrais. Estes
exames ndo causam dor, porém algumas pessoas sentem desconforto em exame de ressonancia magnética
devido ao ambiente fechado. A quantidade de raio-x emitida nos exames de densitometria 6ssea e coluna
vertebral é pequena pois os aparelhos colimados, isto é sdo aparelhos feitos para reduzir a exposicao a
radiacdo.

QUANTO TEMPO VOCE ESTARA PARTICIPANDO DESTE ESTUDO DE PESQUISA?

Os exames serdo repetidos antes do tratamento cirdrgico especifico para a Doenca de Cushing e apds seis
meses da mesma cirurgia. Vocé sera avaliado apenas uma vez por cada exame no pré-operatdrio e apds
seis meses da cirurgia.

QUAIS OS RISCOS DESTE ESTUDO DE PESQUISA?

Os riscos neste estudo de pesquisa séo relacionados a coleta de sangue da sua veia, coleta de urina e
exames de imagem. A picada da agulha pode causar uma dor passageira e o(a) senhor(a) pode podera ter
uma mancha e dor no local por alguns dias. Como referido acima os outros exames ndo causam dor.
Algumas pessoas ndo suportam ficar em ambiente fechado e por isso ndo consegue realizar exame de
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ressonancia magnética. Os exames de radiografia envolvem radiagdo, mas os aparelhos utilizados sao
preparados para reduzirem a exposi¢ao a radiacéo.

EXISTEM BENEFICIOS EM PARTICIPAR DESTE ESTUDO CLINICO?

Néo existem beneficios direto para o(a) senhor(a) em participar deste estudo de pesquisa. Porém, sua
participacdo podera ajudar outros individuos no futuro com os resultados e conhecimentos obtidos a partir
deste estudo.

QUAIS AS OUTRAS OPGOES QUE EXISTEM?

Ao invés de participar deste estudo de pesquisa, 0 (a) senhor (a) podera decidir em ndo participar. VVocé
ndo tem obrigacdo em participar e se o (a) senhor (a) decidir por ndo participar, ndo tera nenhum efeito
sobre qualquer aspecto em atendimento no HC-FMRP.

SOBRE A CONFIDENCIALIDADE?

Esforgos serdo feitos para manter suas informagdes pessoais confidenciais. Os resultados dos testes
realizados em seu sangue e /ou urina serdo mantidos completamente an6nimo e confidencial. Os
resultados serdo mantidos em seguranca em computadores protegidos por senha. Todas as informacGes
serdo codificadas e nenhum identificador pessoal sera armazenado.

QUAIS SAO 0S CUSTOS?
N&o existe nenhum custo para o(a) senhor(a) se o(a) senhor(a) participar deste estudo.
O QUE ACONTECERA SE EU SOFRER DANOS POR PARTICIPAR NESTE ESTUDO?

Em caso de dano ou doenca resultante deste estudo clinico, tratamento de emergéncia médica esta
disponivel. O Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto ndo compensara o (a)
senhor (a) ou sua companhia de seguro no evento de qualquer dano.

QUAIS SAO 0S MEUS DIREITOS COMO UM PARTICIPANTE?

Fazer parte deste estudo é uma escolha sua. VVocé pode escolher ndo participar ou pode deixar de
participar do estudo a qualquer momento. Deixar de participar do estudo ndo resultara em nenhuma
penalidade ou perda de beneficios que o (a) senhor (a) tem direito.

PERMISSAO PARA O USO DOS RESULTADOS DA PESQUISA

POR QUE EU ESTOU SENDO QUESTIONADO PARA LIBERACAO DESTA INFORMACAQ?
Como parte deste estudo, o (a) senhor (a) esta sendo solicitado(a) a permitir ao Dr. Sérgio Luchini Batista
a coletar informac&o sobre a sua sadde. Esta informacao sera coletada, listada em um banco de dados com
informacdo de salde de todos os participantes deste estudo, e analisada para identificar correlagbes de
seus achados com informacdes de pessoas saudaveis.

O QUE ESTA SENDO SOLICITADO PARA LIBERACAO?

Para este estudo, as seguintes informacdes serdo coletadas:

Sua idade e sexo

Seu peso, altura, indice de massa corpdrea.

Sua histéria clinica relacionada a doengas metabdlicas e 6sseas
Antecedentes pessoais e familiares de doencas osteometabolicas
Todas as medicagdes que vocé usa rotineiramente

Freqliéncia e tipo de exercicio fisico.

QUEM VERA ESTAS INFORMACOES?

Os investigadores envolvidos no estudo terdo acesso as suas informagdes. O Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto ou Agéncias regulatérias de pesquisa poderdo ver partes de seus
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dados médicos relatados neste estudo e, portanto, verdo seu nome ou outras informacdes de identificagao
pessoal sobre o(a) senhor(a). as informacdes coletas sdo propriedades do Investigador. No caso de
qualquer publicacéo referente a este estudo, sua identificacdo ndo sera revelada.

AS INFORMACOES COLETADAS COMO PARTE DESTE ESTUDO SERAO DESTRUIDAS
QUANDO NAO FOREM MAIS NECESSARIAS?

E dificil para o Investigador saber quanto tempo suas informagdes serdo mantidas, mas comumente elas
serdo mantidas em banco de dados do Investigador por um periodo de tempo indefinido. N6s ndo
sabemos quando suas informacdes ndo serdo mais utilizadas, e ndo existe uma expiragdo das informagdes
apos elas serem descartadas.

EU POSSO INTERROMPER MINHAS INFORMAGOES APOS ELAS COMEGCAREM A SER
UTILIZADAS?

Se o(a) senhor (a) deixar o estudo, e ndo desejar ter mais nenhuma informacdo pessoal coletada, sobre
o(a) senhor(a), devera notificar por escrito ao Dr. Sérgio Luchini Batista. O(a) senhor(a) podera também
entrar em contato com o Dr. Sérgio Luchini Batista por telefone (16) 36021000 e sua solicitacdo de
interromper a coleta de informag@es serd honrada, mas o(a) senhor(a) devera também notificar ao Dr.
Sérgio Luchini Batista por escrito. Para notificar ao Dr. Sérgio Luchini Batista por escrito, envie sua
solicitacdo para: Dr. Sérgio Luchini Batista, Av. Bandeirantes, 3900, Monte Alegre, Ribeirdo Preto SP.
Qualquer informacdo ja coletada continuara a ser vista e usada como descrito previamente.

Declaro ter lido ou terem lido para mim as informag@es acima antes de assinar o termo de consentimento
livre esclarecido. Eu concordo em participar deste estudo clinico. Ainda, eu autorizo que as informaces
colhidas sejam utilizadas para finalidade da pesquisa proposta. Foi-me oferecida ampla oportunidade de
informacdo e questionamento bem como recebi todos os esclarecimentos de dividas e pontos
questionados.

Eu recebi um copia deste termo apds té-lo assinado.
Ribeirdo Preto, /[ [/

RG:

Nome legivel do participante e/ou responsavel
legal.

Assinatura ou impressao dactiloscopia
do participante e/ou responsavel legal.

Testemunhas:

RG:

Nome legivel da testemunha

Assinatura da testemunha

RG:

Nome legivel da testemunha

Assinatura da testemunha

Pesquisador Responsavel:

Dr. Sérgio Luchini Batista RG: 43808977-7

Departamento de Clinica Médica, FMRP-USP.

Av. Bandeirantes 3900, Ribeirdo Preto, 14049-900, SP, Brasil

Fone: 16 36022934

OBSERVACAO: Documento em duas vias, uma para o paciente, outra para o pesquisador

responsavel do participante e/ou responsével legal.



