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Resumo

Introducdo: A osteoporose e a Sindrome Metabdlica (MetS) sdo consideradas
doencas que acometem os individuos e que resultam em sérios problemas
relacionados a saude publica, reduzindo a qualidade de vida de seus portadores,
resultando em maior morbi-mortalidade e consumindo gastos vultuosos. O objetivo
deste estudo foi avaliar o impacto da MetS sobre a Densidade Mineral Ossea (DMO)
e marcadores bioquimicos de formacdo Ossea e de reabsorcdo Ossea em
adolescentes com excesso de peso.

Métodos: Estudo transversal descritivo e analitico avaliou 271 adolescentes, de
ambos os sexos (10 a 16 anos). Detectou-se na amostra total, 42 adolescentes com
excesso de peso e com presenca de MetS (14%). Da mesma amostra total,
selecionou-se 42 adolescentes com excesso de peso e auséncia de MetS, pareados
por idade cronoldgica, idade Ossea e critérios de desenvolvimento pubertario para
cada um dos sexos. Os adolescentes foram submetidos a antropometria, afericdo da
pressdo arterial, exames bioquimicos, avaliacdo da DMO e dos biomarcadores
0sseos, osteocalcina (OC), fosfatase alcalina 6éssea (FAO) e telopeptideo
carboxiterminal (S-CTx).

Resultados: Os adolescentes com excesso de peso e com presenca de MetS
apresentaram diminuicao significativa das concentracdes de marcadores FAO, OC e
S-CTx frente ao grupo pareado, a excecdo do marcador OC no sexo masculino.
Verificou-se correlagao negativa e significativa entre DMO e FAO, OC e S-CTx para o
sexo feminino. Adolescentes com trés componentes apresentaram valores inferiores
de FAO e OC em relacao aqueles com zero, um e dois componentes para MetS.
Concluséo: A presenca de MetS é prejudicial ao desenvolvimento da massa 6ssea em

adolescentes.

Palavras-Chave: Adolescentes; Densidade Mineral 0ssea; Remodelagdo 0ssea;

Turnover Osseo; Sindrome Metabdlica; Osteocalcina.



Abstract

Background: Osteoporosis and metabolic syndrome (MetS) are diseases that have
serious public health consequences, reducing the quality of life of patients and
increasing morbidity and mortality, with substantial healthcare expenditures. The
objective of this study was to evaluate the impact of MetS on bone mineral density
(BMD) and biochemical markers of bone formation and resorption in adolescents with
excess weight.

Methods: A descriptive and analytical cross-sectional study evaluated 271 adolescents
of both sexes (10 to 16 years). From the total sample, 42 adolescents with excess
weight and the presence of MetS (14%) were selected. Another 42 adolescents with
excess weight and without MetS were selected and matched for chronological age,
bone age, and pubertal developmental criteria to those with MetS for each sex. The
adolescents weresubmitted to anthropometry, blood pressure measurement,
biochemical tests, and evaluation of BMD and the bone biomarkers osteocalcin (OC),
bone alkaline phosphatase (BAP), and carboxy-terminal telopeptide (S-CTx).

Results: The adolescents with excess weight and MetS exhibited a significant
decrease in BMD and in the concentrations of BAP, OC, and S-CTx compared to the
matched group, except for OC in boys. A negative and significant correlation was
observed between BMD and BAP, OC and S-CTx in girls. Adolescents with three MetS
components had lower BAP and OC levels than those with zero, one, or two
components.

Conclusion: The presence of MetS is detrimental to the development of bone mass in

adolescents.

Keywords: Adolescents; Bone mineral density; Bone remodeling; Bone turnover;

Metabolic syndrome X; Osteocalcin.



AbdC
CcC
CMO
DMO
DXA
FAO
HDLc
HOMA-IR
IDF
IL-6
ISCD
IMC
10
IOF
MetS
NCEP-ATP
1]

ocC
MetS
PAD
PAS
PVC
OMS
S-CTx
TNF-a
TCLE
TG

Lista de Abreviaturas

Circunferéncia Abdominal

Circunferéncia da cintura

Contetdo Mineral Osseo

Densidade Mineral Ossea

Densitometria Ossea de Raio x de Dupla Energia
Fosfatase Alcalina Ossea

HDL cholesterol

Homeostasis model assessment of insulin resistance
International Diabetes Federation

Interleucina 6

International Society for Clinical Densitometry
indice de Massa Corporal

Idade Ossea

Fundacao Internacional de Osteoporose

Sindrome Metabdlica

National Cholesterol Education Program’s Adult Treatment Panel Ill (NCEP-

ATP 111)

Osteocalcina

Sindrome Metabdlica

Presséo Arterial Diastdlica

Pressao Arterial Sistolica

Pico de Velocidade de Crescimento
Organizacdo Mundial de Saude
Telopeptideo Carboxiterminal

Fatores de Necrose Tumoral Alfa

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Triglicérides



Lista de Tabelas

Tabela 1. Comparagcdo dos adolescentes com presenca e auséncia de sindrome
metabdlica segundo o sexo, idade d&ssea, estagios de Tanner e medidas

antropomeétricas e indice de Massa Corporal.

Tabela 2. Comparacdo de adolescentes com presenca e auséncia de sindrome

metabdlica segundo o sexo, componentes da MetS e FAO, OC e S-CTx.

Tabela 3. Correlagéo de Pearson entre os biomarcadores 6sseos e DMO nos quatro
sitios avaliados para adolescentes do sexo feminino com presenca e auséncia de
MetS.

Tabela 4. Correlagéo de Pearson entre os biomarcadores 6sseos e DMO nos quatro
sitios avaliados para adolescentes do sexo masculino com presenca e auséncia de
MetS.

Tabela 5. Correlacdo de Pearson entre variaveis FAO, OC e S-CTx, e componentes

da MetS para adolescentes de ambos 0s sexos com presenca e auséncia de MetS.



Lista de Figuras

Figura 1. Valores médios dos biomarcadores 6sseos (FAO/UL; OC/ng/ml, S-
CTx/ng/ml) de acordo com o niumero de componentes da Sindrome Metabdlica dos

adolescentes do sexo feminino.

Figura 2. Valores médios de biomarcadores oOsseos (FAO/UL; OC/ng/ml, S-
CTx/ng/ml) de acordo com o nimero de componentes da Sindrome Metabdlica dos

adolescentes do sexo masculino.



Sumario

Introducéo

Referéncias consultadas

Artigo |- Do metabolic syndrome and its components have an impact on bone
mineral density in adolescents?

Artigo lI-(Tese-Defesa) - Impacto da Sindrome Metabdlica e seus
Componentes sobre a Remodelacido Ossea em Adolescentes (versio
portugués)

ANEXO I- Comprovante de submisséo do artigo Il

ANEXO II- Aprovacéo do Comité de Etica em Pesquisa (CEP)

APENDICE I-Termo de Consentimento e Assentimento Livre e Esclarecido
APENDICE II- Protocolo de pesquisa

APENDICE llI- Analise estatistica — Comparac&o dos 271 adolescentes

APENDICE IV- Andlise estatistica com outras variaveis

14

20

26

33

63

65

70

72

73



14

1. Introducéo

No contexto mundial do aumento da obesidade e de outros fatores de risco
cardiovasculares em criangcas e adolescentes, destaca-se a sindrome metabdlica
(MetS), condicdo clinico-metabdlica caracterizada pela associacdo entre obesidade
central, alteracées no metabolismo glicidico (hiperinsulinismo, resisténcia a insulina,
intoleréncia a glicose e hiperglicemia), dislipidemia (aumento dos triglicérides e
diminuicdo do HDL-colesterol), e hipertensédo arterial que predispde os individuos
afetados ao desenvolvimento de Diabetes Mellitus tipo 2 e doencgas cardiovasculares
(COOK et al., 2003; ALBERTI et al., 2006; ZIMMET et al., 2007; STEINBERGER et
al., 2009).

Esse conjunto de alteracbes metabdlicas é comumente evidenciado na
populacédo adulta (DUTRA et al., 2012; GOODMAN et al., 2013). No entanto, desde o
primeiro estudo sobre adolescentes com MetS, apresentado em 2003 (COOK et al.,
2003) ha uma preocupacdo crescente, jA& que evidéncias apontam aumento na
prevaléncia de obesidade e comorbidades, como hipertensdo arterial, dislipidemia,
Diabetes Mellitus (DM) tipo 2 j& precocemente na adolescéncia (ZIMMET et al., 2007,
DANIELS, 2009, RIZZO et al., 2013).

A prevaléncia de MetS entre adolescentes americanos, segundo dados
apresentados pelo NHANES 2001-2006, é de 8,6%, sendo maior no sexo masculino
(10,8%) e entre os latino-americanos (11,2%) (JOHNSON et al., 2009). Na China, a
prevaléncia de MetS entre adolescentes obesos e naqueles considerados sobrepesos
apresenta-se em torno de 14,3% e 3,7%, respectivamente (WANG et al. 2013). Em
2013, Rizzo e colaboradores estudaram uma amostra de adolescentes atendidos em
um ambulatério de medicina do adolescente localizado na regido centro -oeste do
Estado de Séo Paulo. Dos 321 adolescentes considerados sobrepesos, obesos e
superobesos avaliados, 18% apresentaram-se com diagnéstico de MetS (RIZZO et
al., 2013). No Brasil, o estudo de riscos cardiovasculares em adolescentes (ERICA)
foi programado para estimar a prevaléncia de fatores de risco cardiovascular que
fazem parte da MetS. A amostra foi representativa de adolescentes de 12 a 17 anos
estudantes de escolas publicas e privadas em municipios brasileiros com mais de 100
mil habitantes. Dos 37.504 adolescentes, 50,2% eram do sexo feminino; 54,3% tinham
de 15 a 17 anos e 73,3% estudavam em escolas publicas, a prevaléncia nacional de
sindrome metabdlica foi de 2,6% (IC95% 2,3-2,9), observou-se prevaléncia superior
para o sexo masculino, estudantes de escolas publicas e naqueles de 15 a 17 anos
na maioria das macrorregioes (4,1% [IC95% 2,8-5,9]) (KUSCHNIR et al., 2016).
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Sabe-se que a ocorréncia da Sindrome Metabdlica em adolescentes esta
associada a risco aumentado de doencas cardiovasculares, problemas psicossociais,
metabolismo anormal de glicose, doenca hepatica gordurosa nao alcoolica (DHGNA),
sindrome dos ovarios policisticos (SOP), apnéia obstrutiva do sono (AOS), transtornos
mentais, complicacdes ortopédicas e distlrbios no desenvolvimento motor (PAZIN;
FRAINER, 2007, AL-HAMAD; RAMAN, 2017, MAGGE, GOODMAN, ARMSTRONG,
2017). Além desses agravos, ja extensamente documentados na literatura cientifica,
estudos prévios demonstraram haver relacdo entre a MetS e massa déssea em
populacdo jovem e adulta, entretanto, os resultados ainda s&o inconsistentes e
requerem avaliag6es mais profundas (KIM et al., 2010; POLLOCK et al., 2011; KIM et
al., 2013, NOBREGA DA SILVA et al., 2014).

A relacdo da massa dssea frente a ocorréncia da Sindrome Metabdlica em
criancas e adolescentes tem sido assunto de interesse de alguns pesquisadores
(POLLOCK etal., 2011; KIM et al., 2013; NOBREGA DA SILVA et al., 2014; DA SILVA
et al., 2017), uma vez que o comprometimento do incremento 6ésseo durante este
periodo pode levar a um pico de massa 6ssea “sub6timo” e a um maior risco de
desenvolvimento de ostepenia/osteoporose e fraturas na senilidade (RIZZOLI et al.,
2010; LEE et al., 2013).

Neste contexto, € importante destacar que a adolescéncia é um periodo de vida
onde ocorrem intensas transformacdes fisicas, psiquicas, comportamentais e sociais
(SAITO, SILVA, LEAL, 2008). De todas essas modificaces, o periodo pubertario
merece destaque, principalmente no que diz respeito a aquisi¢cao do contetdo mineral
0sseo (CMO). O CMO aumenta gradualmente durante a infancia e se intensifica
exponencialmente durante a adolescéncia em ambos os sexos (SILVA et al., 2011,
MORETTO et al., 2011). Apds a cessacado do crescimento a massa 0ssea continua a
aumentar durante alguns anos, até atingir um pico de massa 6ssea, que pode ser
definido como a quantidade maxima da massa 6ssea que uma pessoa acumula desde
0 nascimento até a maturidade 6ssea (BAILEY et al., 2000; CRAWFORD et al., 2002;
BOOT et al., 2010; WEAVER et al., 2016).

Para que esse processo se evidencie, inicia-se na infancia e continua durante
a adolescéncia, uma sequéncia de eventos que caracterizam a formagéo e reabsorcao
0ssea, fenbmenos que dependem da acdo coordenada de trés tipos de células, os
osteoblastos, osteoclastos e os osteocitos (SEIBEL, 2007; GIACAGLIA, MARTIN,
SILVA, 2011). Esses processos continuarédo por toda a vida, sendo que apos os 40-

50 anos, a reabsorcao predominara sobre a formacéo 6ssea, principalmente no sexo



16

feminino, evidenciando-se presenca de desorganizacdo da microarquitetura,
fragilidade Ossea e, possivel, presenca de fraturas.

Os osteoblastos, oriundos das células osteoprogenitoras mesenquimais, sao
células localizadas na superficie da matriz, sintetizam, transportam, compdem a matriz
e regulam a sua mineralizagdo. Os osteoclastos, derivados das células progenitoras
hematopoiéticas, sdo macrofagos multinucleados, especializados, derivados de
monaocitos circulantes que sdo responsaveis pela reabsorcdo Ossea, apresentam
capacidade de solubilizar a matriz de colageno, liberando caélcio e fosfato do osso,
elementos esses resultantes do processo de mineralizacdo 0ssea. J4 0s ostedcitos
sdo ceélulas interligadas por uma intrincada rede de processos citoplasmaticos
dendriticos através de canaliculos, essas células ajudam a controlar os niveis de
calcio e de fosfato no microambiente proporcionando sustentacdo da matriz 6ssea
mineralizada (SARAIVA, LAZARETTI-CASTRO, 2002; SEIBEL, 2007; GIACAGLIA,
MARTIN, SILVA, 2011; ROSS; PAWLINA, 2012).

Durante o processo de formacdo Ossea sao liberadas no soro substancias
reconhecidas como marcadores bioquimicos do metabolismo 6sseo, que resultam da
acao fisiologicamente acoplada dos osteoclastos e osteoblastos. Esses
biomarcadores sao divididos em trés categorias: enzimas, secretadas por células
envolvidas na remodelacdo 6ssea; produtos da quebra do colageno, e produtos
advindos da sintese de um o0sso novo. Em situacbes fisioldgicas normais, a
reabsorcdo e a formacao sdo fendmenos dependentes, e o predominio de um sobre
0 outro pode resultar em ganho ou perda de massa 6ssea (SEIBEL, 2007).

Entre os marcadores de formacdo Ossea, dependentes da acdo dos
osteoblastos, destacam-se a enzima fosfatase alcalina 6ssea (FAO) e produtos
derivados da sintese da matriz 6ssea como a osteocalcina (OC) e fragmentos amino
e carboxiterminais do pro-colageno. Em contrapartida, os marcadores de reabsorcao
0ssea, resultantes da acdo dos osteoclastos séo: calcio urinério, hidroxiprolina
urinaria, fosfatase acida tartarato-resistente e moléculas interligadoras do colageno
tipo I, como o telopeptideo carboxiterminal (S-CTx) (ENDRES, RUDE, 2006; SEIBEL,
2007).

Sendo a duragéo do processo de reabsor¢géo mais curto que o de formacgéo, 0s
marcadores de reabsorcdo algumas vezes respondem mais rapidamente a
determinadas mudancas, como por exemplo, aquelas decorrentes da idade, durante
o intervalo entre a terceira e quinta décadas de vida e também, nas mulheres no
periodo pés-menopausa, quando comparados aos marcadores de formacao que, de

forma expressiva, encontram-se em niveis mais elevados durante a infancia e
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dolescéncia. Cabe ressaltar ainda, que alguns fatores sdo determinantes para a
remodelacdo 6ssea como genética, idade, sexo, estagio pubertario, estilo de vida,
nutricdo, atividade fisica habitual e presenca de doencas 0sseas e/ou crbnicas, que
podem alterar seus valores, mesmo durante a trajetdria evolutiva da adolescéncia
(FARES et al., 2003; SEIBEL, 2007).

Assim, varios pesquisadores sugerem gue entre os marcadores de formacao
O0ssea empregue-se a OC e a FAO, que se mostram sensiveis para avaliar niveis de
formacao 6ssea. Entretanto, em relagdo aos marcadores de reabsorcdo éssea, alguns
autores sugerem o S-CTx como um bom marcador, principalmente quando obtido em
dosagem sérica. Além do papel diagnostico e da possibilidade de se inferir sobre
riscos de desenvolver doencas osteometabdlicas, os marcadores bioquimicos
constituem importante ferramenta no acompanhamento evolutivo dessas doencas e
das respostas aos medicamentos utilizados em sua contengdo (RAUCHENZAUNER
et al., 2007; GOLDBERG et al., 2012).

Sabe-se que a formacdo do esqueleto, a aquisicdo e manutencdo da massa
0ssea, massa magra e massa de gordura sofrem influéncias de varios fatores, dentre
eles destaca-se o exercicio fisico, estado nutricional, ac6es hormonais e fatores
nutricionais como ingestao de calcio, fésforo, vitamina D e proteina (BONOFIGLIO et
al., 2001; CARTER et al., 2001).

Ao consultar a literatura cientifica observa-se niamero reduzido de estudos, que
analisam a relacao entre niveis de marcadores bioquimicos de formacao (OC e FAO)
e de reabsorcédo 6ssea (S-CTx) e Sindrome Metabdlica (REINEHR, ROTH, 2010; BAE
et al., 2011; KIM et al., 2013).

Segundo alguns autores (PITTAS et al., 2009; BAE et al., 2011), os principais
componentes envolvidos na Sindrome Metabdlica como acumulo de gordura visceral,
alteracdes do perfil lipidico e da presséao arterial, correlacionam-se significativamente
com baixos niveis séricos de OC em populacdo adulta.

Em criangcas obesas o0s niveis de OC circulante sdo menores quando
comparados aos de criancas eutroficas e se correlacionam positivamente com a
presenca de resisténcia a insulina e negativamente com a concentracao de leptina no
soro (REINEHR, ROTH, 2010). Mais recentemente, Kim e colaboradores (2013)
investigaram a associagdo de OC total no soro com a obesidade e Sindrome
Metabolica em criangcas coreanas e identificaram que a concentracdo de OC foi
significativamente menor em criangcas com sobrepeso e obesidade em comparacao
as médias obtidas entre criancas eutroficas e, ao analisarem a relagdo da OC com a

adiposidade encontraram uma correlagdo negativa. Mesmo que o sexo e a idade
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ossem controlados, essa correlacao significativa e negativa entre OC e o percentual
de gordura corporal se mantinha. Além disso, verificaram diferencas significativas
entre 0s grupos em relacdo a OC e Sindrome Metabdlica, onde os participantes que
ndo tinham os componentes da MetS tinham niveis significativamente mais elevados
de OC do que aqueles que apresentavam um ou, pelo menos, dois fatores de risco
para MetS acrescidos do aumento da circunferéncia da cintura.

Em adolescentes como ja apontado anteriormente, a relacao entre Sindrome
Metabdlica e marcadores de formacao e de reabsorcédo dssea ndo é completamente
conhecida. No entanto, algumas evidéncias apontam correlacao negativa entre niveis
séricos de osteocalcina e fatores de risco metabdlicos em criancas e adolescentes
obesos (BOUCHER-BERRY et al., 2012; GARANTY-BOGACKA et al., 2013).

Boucher-Berry e colaboradores (2012) avaliaram concentracdes de OC de 106
adolescentes entre 11 e 14 anos de idade. Os autores encontraram correlacao
negativa entre as concentracbes de osteocalcina e marcadores de adiposidade,
resisténcia insulina e citocinas inflamatorias (IL-6 e TNF-a) associadas a Sindrome
Metabodlica em adolescentes obesos.

Posteriormente, Garanty-Bogacka e colaboradores (2013) estudaram niveis de
OC, adiposidade e marcadores de risco metabdlico em criancas e adolescentes
obesos. Os autores verificaram que a concentracdo de osteocalcina sérica foi
inversamente associada com marcadores de adiposidade (percentual de gordura
corporal), bem como HOMA-IR, triglicerideos, concentracdo sérica de proteina C-
reativa (PCR) e positivamente com a 25-OH-vitamina D e HDL-colesterol. Na anélise
de regressao linear multipla, apds ajustes para idade, sexo e desenvolvimento
puberal, a OC correlacionou-se negativamente com HOMA-IR, triglicérides e
circunferéncia da cintura. Os autores ressaltaram que niveis de osteocalcina poderiam
amenizar o perfil metabdlico em individuos de risco, mas tal investigacdo deve ser
explorada em estudos de intervencédo (GARANTY-BOGACKA et al., 2013).

Em estudo publicado por nosso grupo de pesquisa, demonstrou-se que
adolescentes com excesso de peso e com presenca de MetS apresentaram
diminuicdo da densidade mineral 6ssea (DMO) em todos os locais avaliados frente
adolescentes nas mesmas condi¢des nutricionais, entretanto sem MetS. Evidenciou-
se também, nesse mesmo estudo, que adolescentes com dois ou mais fatores de risco
para MetS apresentaram reducdo significativa de sua massa 0ssea quando
confrontados aos com auséncia ou com presenca de um fator de risco (NOBREGA
DA SILVA et al., 2014).
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Diante desses resultados, ja divulgados na literatura especializada (NOBREGA
DA SILVA et al.,, 2014; DA SILVA et al.,, 2017), torna-se relevante avaliar o
comportamento de alguns biomarcadores 6sseos de formacdo e de reabsorcdo em
adolescentes com Sindrome Metabdlica, para que confirmemos nossa hipétese de
que, a Sindrome Metabdlica e seus componentes apresentam impacto negativo sobre
a massa 0ssea, ainda que ela seja diagnosticada nas duas primeiras décadas da vida.
Com essa confirmacdo, o acompanhamento do estado nutricional de criancas e
adolescentes que ja é de suma importancia no tocante a prevencao de doencas
cronicas ndo transmissiveis e de suas co-morbidades, passaria a ter relevancia seja
no momento atual como, na prevencao de doencas crénicas e seus agravos em toda

a trajetoéria da vida.
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2. Artigos resultantes do desenvolvimento do Projeto “O impacto de excesso de
gordura corporal sobre a densidade mineral 6ssea e a remodelacdo 6ssea em

adolescentes sobrepesos, obesos e superobesos”

A sequir, serdo apresentados artigos resultantes da realizagdo do projeto “O
impacto do excesso de gordura corporal sobre a densidade mineral 0ssea e a
remodelacdo O0ssea em adolescentes sobrepesos, obesos e superobesos, estudo
aprovado pela FAPESP em 2011 (processo n°® 11/05991-0).

Para a dissertacdo de mestrado, a pesquisa foi direcionada aos “Efeitos da
Sindrome Metabdlica e seus componentes sobre a massa éssea, sendo parte dos
resultados foram apresentados em trabalho cientifico (NOBREGA DA SILVA,
V.; GOLDBERG, T.B.; MOSCA, L.N.; BISI RIZzO, A.D.A. C.; TEIXEIRA ADOS
S.; CORRENTE, J.E. Metabolic Syndrome Reduces Bone Mineral Density in
Overweight Adolescents. Bone, v.66, p.1-7,2014).

Continuando, para a Tese de Doutoramento, realizou-se aprofundamento da
tematica e das analises e dois trabalhos estdo sendo apresentados no corpo dessa

Tese.

» Trabalho 1- Artigo cientifico de reviséo, ja publicado: DA SILVA, V.N.; FIORELLI,
L.N.M.; SILVA, C.C.; KUROKAWA, C.S.; GOLDBERG, T.B.L. Do Metabolic
Syndrome and Its Components Have an Impact on Bone Mineral Density in
Adolescents? Nutrition & Metabolism v.14., n.1, p.1-7, 2017.

= Trabalho 2- Artigo submetido a BONE: “ Impacto da Sindrome Metabdlica e seus
components sobre a remodelacdo 6ssea em adolescents”. DA SILVA, V.N,;
GOLDBERG, T.B.L.;FIORELLI, L.N.M.; KUROKAWA, C.S.; SILVA, C.C;
CORRENTE, J.E.
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Abstract

.

In recentyears, there has been growing concern about the occurrence of metabolic syndrome (MetS) at an early
age and its effects on bone mass in adolescents. Adolescence is considered a critical period for bone mass gain.
Impaired bone acquisition during this phase can lead to “suboptimal” peak bone mass and increase the risk of
osteopenia/osteoporosis and fractures in old age. The objective of this review was to perform a critical analysis
of articles that specifically focus on this age group, evaluating the influence of MetS and its components on
bone mineral density in adolescents. A possible relationship between this syndrome and bone mass has been
demonstrated, but the number of studies addressing this topic in adolescents is small. Despite the scarcity of
evidence, the results of those studies show that Metabolic Syndrome is negatively correlated with bone mass
andalsothatsome components of MetS are negatively correlated withbone mineral density inadolescents.

However, the associations between MetS and bone mass development need to be further explored in the age
group corresponding to adolescence. Further good-quality studies are necessary to complement the understanding
of this relationship.Keywords: Metabolic syndrome X, Abdominal obesity, Waist circumference, Bone mineral

density, Hypertriglyceridemia, Adolescents

Background
Metabolic syndrome (MetS) is a clinical condition
characterized by a combination of abdominal obesity,
altered glucose metabolism, dyslipidemia, and arterial
hypertension. This combination of metabolic
alterations predisposes affected individuals to the
development of cardiovascular diseases and type 2
diabetes mellitus [1, 2]. In addition to the
cardiovascular problems extensively documented in
the scientific literature, previous studies have shown
a possible relationship between MetS and bone
mass, however the results are still inconsistent [3—7].
In adults, studies have shown a negative correlation
be- tween MetS and bone mineral density (BMD) [3,
6, 8, 9]. These findings have been questioned in a
recent systematic
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review with meta-analysis, suggesting that BMD at
different sites does not differ between adult men and
women with and without MetS [10]. However, the
authors suggested caution in the interpretation of the
results and indicated the need for prospective
studies [10]. Among Caucasian Dutch adults, an
association with femoral BMD was observed in older
women with MetS, even after adjustment for
confounding parameters such as body mass index
(BMI), age and lifestyle, while no such association
was found in older men. Analysis of the cohort
showed a lower odds ratio of osteoporosis and
fractures in both genders [11]. Unfortunately, that
study only evaluated the femoral region [11].
However, the authors emphasized that the presence
of MetS could increase fractures of the humerus and
ankle. Another hypothesis to explain the diversity of
the results of already published studies is the fact
that the presence of MetS associated with a
reduction in BMD was demonstrated for other ethnic
groups and younger individuals, and therefore
depends on the population studied.
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With respect to adolescence, literature reviews on the
relationship between MetS and BMD are sparse [4, 5,
7].

Adolescence is considered a critical period for bone
mass gain. The greatest gains in bone occur during
this phase when peak bone mass is reached [12].
Impaired bone growth during this period can lead to
“suboptimal” peak bone mass and increase the risk of
developing osteopenia/osteoporosis and fractures in
old age [13, 14].

In view of these considerations, the objective of the
present study was to review the possible effects of
MetS and its components on BMD in adolescents.

Search strategy and article selection

A literature review was performed. The following
electronic databases were searched for articles
published over a period of 10 years (January 2004 to
June 2015), without language restrictions: Scientific
Electronic Library Online (SciELO), Latin American
and Caribbean Health (LILACS), Medline, PubMed,
Scopus, and Cochrane Library.

The following MeSH terms were used alone or in
com- bination: “metabolic syndrome or metabolic
syndrome X or plurimetabolic syndrome or MetS or
cardiometabolic risk factors or cardiovascular disease
or cardiovascular dis- ease risk factors” or “abdominal
obesity or waist circumference” or
“hypertriglyceridemia” or “HDL cholesterol” or
“diastolic blood pressure or systolic blood pressure”
or “fasting glucose” and “bone densities or bone
mineral density or bone mineral densities or density,
bone min- eral or bone mineral content or bone
mineral contents or bone density or physiological
calcification or bone mineralization”, and “adolescents
or adolescence or teens or teen or teenagers or
teenager or youth or youths”.

Human studies on the association between MetS
and bone mass, regardless of sample size, were
included if they met the following criteria: overweight
adolescents with cardiometabolic risk factors (waist
circumference, HDL cholesterol, triglycerides,
diastolic blood pressure, systolic blood pressure,
fasting glucose) and aged = 10 years. We considered
cohort studies as well as cross-sectional studies. The
latter is an anticipation of not finding many
prospective studies with a control group. BMD or bone
mineral content (BMC) or bone area was measured
by dual-energy X-ray absorptiometry (DXA).
Comments, letters, and articles containing only the
abstracts without the full text were excluded.

At the time of the initial database search twenty
studies were identified and selected to be included in
the review based on the predefined inclusion criteria.
After reading the titles and abstracts, 14 studies that
did not meet the inclusion criteria for the review were
excluded: age of the study population < 10 years,
absence of groups of adolescents with excess weight,
lack of comparison be- tween eutrophic and

overweight adolescents, absence of cardior%agtea%?o(ﬁc
risk factors, use of other methods for the evaluation
of BMD, BMC or bone area, and presence of other
diseases or syndromes associated with MetS.

Metabolic syndrome and bone mass

Literature reviews on the relationship between a
diagnosis of MetS and risk factors during puberty and
BMD in adolescents are sparse [4, 5, 7, 14—-16]. Table
1 shows the results of some studies on the topic found
in the scientific literature according to date of
publication and interest in investigating the risk
factors of metabolic syndrome, with bone mass
evaluated through densitometry in adolescents.
Afghani et al. [15] studied a cohort of overweight
Latin American children and adolescents with a family
history of type 2 diabetes mellitus. The authors
observed that total body BMC was negatively
correlated with the presence of markers of insulin
resistance; how- ever, they did not evaluate the
effects of other MetS components on bone mass.
Similar findings have been reported by Pollock et al.
[16] who evaluated total body BMC and BMD in
overweight prepubertal children with and without pre-
diabetes. These authors observed a significant
reduction in both BMC and BMD in the group with
pre-diabetes and hyperinsulinemia. In a subsequent
study, Pollock et al. [4] compared bone mass be-
tween overweight adolescents (14 to 18 years) with
and without cardiometabolic risk factors. In that
study, BMC was reduced by 5.4% in adolescents that
had at least one component of MetS compared to
those with- out any risk factor, and by 6.3% when
two or more risk factors were present. The authors
found no correlation between elevated triglyceride
levels and BMC; however, increased waist
circumference, increased visceral fat tis- sue, fasting
insulin and homeostasis model assessment of
insulin resistance (HOMA-IR) showed significant
negative correlations with total body BMC. In
contrast, HDL-cholesterol and total energy intake
were positively associated with BMC. In a comment
on the study of Pollock et al. [4], Kalkwarf [17]
emphasized that these findings were only detected
after adjusting total body BMC for fat-free soft tissue
mass, assuming that, if the crude BMC values were
not adjusted, they would mis- leadingly indicate that
bone mass increases with in- creasing body weight,
a situation previously reported in the literature.

The results published by Mosca et al. [18]
corroborate these findings by demonstrating a
negative correlation between BMD of overweight,
obese or extremely obese adolescents and the
percentage of fat mass determined by DXA. The
authors concluded that the higher the body fat
percentage of adolescents, the lower the BMD and
BMC [18]. Complementing these considerations, it
should be
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Table 1 Studies evaluating the association of metabolic syndrome or a separately altered component with BMC, BMD in

adolescents

Study Country Sample

Results - association between MetS
or risk factors and bone mass

Outcome
measures

Design

Afghani etal. [15]
(8 to 13 years)

California/lUSA 184 overweight

Pollock etal. [16] Georgia/lUSA 140 overweight
(7 to 11 years)
Pollock etal. [4] Georgia/lUSA 143 overweight adolescents

with cardiometabolic risk
factors (14 to 18 years)

Lawloretal. [5]
(15 years)

United Kingdom 2035 adolescents

Leeetal.[14] 618adolescents
(10to19years)
270 overweight adolescents

(10 to 16 years)

South Korea

NobregadaSilvaetal.[7] Brazil

Cross-sectional BMC using DXA Insulin resistance| body BMC

Cross-sectional BMC and BMD
using DXA

Pre-diabetes |BMC and BMD
Hyperinsulinemia |BMC and BMD

Cross-sectional BMC using DXA t1HDL-c t1BMC

22 MetS components |BMC
Increased WC 1tvisceral adipose
tissue, fasting insulin and
HOMA-IR |[total body BMC
Hypertriglyceridemia tBMD, BMC
and in boys

Reduced HDL and insulin
resistance |total body BMD, BMC
Cross-sectional BMC using DXA HOMA-IR |BMC in boys

Cross-sectional BMD and BMC
using DXA

Cross-sectional BMD using DXA MetS (+)|BMD/kg weight lumbar
spine, left proximal femur, total
and subtotal body
Increased WC |BMD (lumbar
spine andtotal body)inboth genders
Hypertriglyceridemia |BMD (lumbar
spine and total body) in girls.

BMC bone mineral content, BMD bone mineral density, MetS(+) with
metabolic syndrome, WC waist circumference

emphasized that the prevalence of MetS is higher
among extremely obese adolescents [19].

Lawlor et al. [5] conducted a cross-sectional study
involving a sample of 2305 adolescents in an attempt
to demonstrate associations of markers related to
insulin resistance (fasting glucose and insulin),
triglycerides and HDL-cholesterol with BMD.
Controlling for the covariates age, height and pubertal
stage in multivariate analysis, the authors found no
significant correlation between fasting glucose and
BMD. Triglycerides were positively correlated with
BMD, BMC and bone area in boys. HDL-cholesterol
showed an inverse correlation with BMD, BMC and
bone area in both genders. After adjusting for fat
mass, fasting insulin in boys was in- versely
correlated with bone mass. According to these
authors, this finding after adjustment for fat mass
should be treated with caution and further
prospective studies are needed to replicate and
explore the results.

A recent study published by Brazilian researchers
found a reduction in BMD at different sites in
overweight ado- lescents with MetS when compared
to adolescents in the same nutritional condition, but
without MetS. Further- more, adolescents with two or
more risk factors for MetS exhibited a significant
reduction in bone mass compared to those with no or
only one risk factor. Among the MetS components,
waist circumference was the determinant factor for
BMD reduction [7].

It can be observed that the majority of the studies

found were transversal with evaluation of bone
densitometry through DXA. In relation to bone
histomorphometry, quantitative histological evaluation
of calcified bone biopsy performed to obtain
information on remodeling and bone structure, a
recent experimental study was detected, being
constructed to evaluate, among other parameters, the
bone histomorphometry of the tibia and vertebra of
experimental animals, in the growth phase and
mature, who received a diet rich in saturated fat and
sucrose (HFS), against animals considered controls,
who received diet chow. The authors concluded that
the animals submitted to HFS developed a phenotype
characterized by excess visceral fat, which presented
through in- creased abdominal circumference and
body weight, non-alcoholic hepatic steatosis, and a
334% increase in basal insulinemia in those in the
growth phase and 86% in mature rats, indicating
insulin resistance, alter- ations that resembled
metabolic syndrome comorbidities. The mature rats
maintained in this scheme also developed pressure
alterations and a reduction in HDL cholesterol. In
addition, after 27 weeks of follow-up, the animals
presented a reduction in active osteocalcin (OC).
These animals also presented reduced calcemia and
increased phosphataemia, in addition to a reduc- tion
in the bone surface, thickness of the osteoid, with
more important alterations in the vertebral bones
than in the tibia, since these suffered the impact of the
load. The authors proposed that metabolic syndrome
caused by dietary HFS intake increased the porosity
of the cortex of the tibia [20].



daSilvaetal. Nutrition& Metabolism (2017) 14:1

Puberty and evaluation of bone mass

The period of puberty is characterized by the occur-
rence of a fundamental process, i.e., the maximum
acquisition of BMC [12, 21-24]. Bone tissue is
composed of cells, called osteoblasts and
osteoclasts, minerals (calcium and phosphorus), and
an organic matrix con- sisting of collagen and non-
collagen proteins. Osteo- blasts synthesize and
mineralize the protein matrix, while osteoclasts
promote bone resorption, maintaining the bone tissue
in a constant process of remodeling. During childhood
and adolescence, the rate of bone formation exceeds
that of bone resorption, favoring bone acquisition
[22, 25]. Approximately 40 to 45% of adult bone mass
is acquired during adolescence [26]. In this respect,
periods of skeletal growth, especially dur- ing
adolescence, are fundamental for peak bone mass
acquisition and to reduce the risk of developing
skeletal morbidities such as osteopenia/osteoporosis
and fragility fractures in old age [13, 14, 21, 27]. In
both genders, peak bone mass acquisition occurs
around seven or eight months after maximum
longitudinal bone growth (growth spurt) as a result of
high concentrations of hormones [22, 24, 25, 28, 29].

The occurrence of low bone mass in children and
adolescents has been identified in recent years and
has raised the interest of the scientific community [4,
30]. On the one hand, there is growing awareness that
bone mineral mass acquired at the end of growth and
its development are crucial for reducing the risk of
osteoporosis in the fu- ture. On the other hand,
osteoporosis is increasingly more prevalent and also
occurs in young patients, since BMD in these age
groups depends on peak bone mass acquired by the
end of the second decade of life [31].

The increase in recent decades in the frequency of
fractures in childhood from 35% to 65% has raised
concerns that the current lifestyle is compromising
early bone health [30]. Bone densitometry detects
bone mass losses of less than 5%. The interpretation
of DXA results in the pediatric population is a
challenge because of the changes in bone size and
geometry that occur during growth and child
development. Adequate interpretation of the results
should take into consideration skeletal ma- turity,
pubertal development, ethnic background, weight,
and height of the patient [25].

Metabolic syndrome, risk factors and bone mass

The presence of central obesity, defined by increased
waist circumference, and at least two of the following
four criteria are necessary for the diagnosis of MetS:
triglyceride elevation (=150 mg/dL); reduction in HDL-
cholesterol (<40 mg/dL); arterial hypertension (SBP =
130/DBP = 85 mmHg); and fasting hyperglycemia
(blood glucose 2100 mg/dL), or previously diagnosed
type 2 diabetes. [1].According to Nobrega et al. [7], the
prevalence of MetS was 14% among 271 adolescents,
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being 13.29% and 15.93% for female and. male

adolescents respectively. In relation to the components
of MetS, there was a higher prevalence in the increase
in waist circumference (67.82%), reduction in HDLc
(32.09%), Hypertension (22.62%), Hypertriglyceridemia
(19.78%), and Hyperglycemia (3.37%).

Within the global context of an increasing
prevalence of obesity and other cardiovascular risk
factors in children and adolescents, the role of MetS
is particularly import- ant, however, despite this, it has
been little investigated in the literature. In addition to
the health problems already documented in the
scientific literature, previous studies have provided
indicators of a relationship between MetS and bone
mass in the young and adult population, but the
results are still inconsistent [3, 4, 6, 7].

Waist circumference and bone mass

Several mechanisms of action can be proposed for the
re- percussions of MetS components on bone mass
(Fig. 1).

Visceral obesity determined by the evaluation of
waist circumference is an important factor that
contributes to the negative association with BMD,
suggesting that fat, particularly visceral fat, is
deleterious to bone mass [4, 18, 32, 33]. In addition to
its role in the storage and mobilization of lipids,
visceral fat has also been considered an endocrine
organ that releases adipokines and cytokines,
including proinflammatory molecules such as
interleukin 6 (IL-6) and tumor necrosis factor alpha
(TNF-a) [34]. There is consensus that IL-6 and TNF-
a promote bone re- sorption by stimulating the
differentiation of osteoclasts
[35] (Fig. 1). Furthermore, the accumulation of
visceral fat, lipid profile alterations and blood pressure
changes, the main components involved in MetS, are
significantly correlated with low serum levels of
osteocalcin in the adult population, which is
considered a sensitive marker of bone formation [36,
37].

In obese children, circulating osteocalcin levels
were found to be lower than in eutrophic children and
were positively correlated with the presence of insulin
resist- ance and negatively with serum leptin
concentration [38]. Recently, Kim et al. [39]
investigated the association of serum total osteocalcin
with obesity and MetS in Korean children and
identified significantly lower osteocalcin levels in
overweight and obese children compared to the mean
values obtained for eutrophic children. The authors
observed a negative correlation between osteocalcin
and adiposity. This significant negative correlation
between osteocalcin and body fat percentage was
maintained even when the variables were adjusted for
gender and age. The authors also found significant
differences in osteocalcin and MetS

between groups. Participants without MetS
components had significantly higher osteocalcin
levels



daSilvaetal. Nutrition& Metabolism (2017) 14:1

Page 30 of
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Fig. 1 Metabolic Syndrome and decrease in bone mass with explanations
N

than those with one or two risk factors for MetS, in
addition to increased waist circumference.

Regarding other factors with a negative impact on
bone metabolism, elevated leptin concentrations are
detected in obese children and adolescents based on
the fact that they accelerate bone resorption and
reduce bone formation. The consequences are
alterations in the bone microstructure of these
individuals and an increased fracture risk [40, 41].
Two mechanisms of action of leptin on bone mass
have been proposed: one through sympathetic activ-
ity in which leptin binds to hypothalamic receptors,
increasing the expression of RANKL and
consequently bone resorption, and the other through
cocaine- and amphetamine-regulated transcription,
which results in the inhibition of RANKL [42, 43].
Dyslipidemia and bone mass

Knowledge of the mechanisms related to the
participation of HDL-cholesterol in the calcification of
vascular lesions can be applied to the understanding
of its effect on skeletal formation [44]. A possible
explanation of the effect of HDL-cholesterol is that this
lipoprotein inhibits the osteogenic activity of vascular
cells by inducing inflammatory cytokines such as IL-
1B and IL-6. Oxidation of HDL- cholesterol renders it
pro-osteogenic, suggesting that HDL-cholesterol
regulates the differentiation of osteo- blasts, the cells
involved in the formation of bone tissue [44] (Fig. 1).
Also regarding the detection of hypercholesterolemia,
Abramowicz et al. [45] observed negative correlations
of lumbar spine BMD and total body BMC with
increased total cholesterol in overweight/obese girls,
but not in boys. The authors suggested that the risk of
cardio- vascular events and osteoporosis later in life

would be higher in these girls.

In adults, a previous study highlighted that elevated
levels of triglycerides are negatively correlated with
fem- oral neck BMD in postmenopausal women and
are detrimental to bone mass [3]. Thus, it appears that
high levels of triglycerides are also harmful to bone in
adolescents [7]. A negative correlation with BMD at all
sites analyzed has been observed in adolescent girls
aged 10 to 16 years [7]. Bredella et al. [46] focused
on bone marrow fat since this is the site of stem cell
differentiation into osteoblasts, the cells responsible
for bone formation. In that study, the authors used
magnetic resonance spectroscopy to accurately
measure bone marrow fat content in 106 obese
subjects ranging in age from 19 to 45 years. The study
revealed high levels of bone marrow fat in subjects
with increased liver and muscle fat content and these
results were independent of body mass index, age
and exercise status. Furthermore, HDL-cholesterol
was associated with a lower risk of heart disease and
was inversely associated with bone marrow fat
content. The authors observed that triglycerides were
positively corre- lated with bone marrow fat, possibly
because this type of fat stimulates osteoclasts, the
cells that degrade bone tis- sue. The authors
highlighted the fact that high levels of bone marrow
fat increase the risk of fracture [46].

Arterial hypertension and bone mass

Arterial hypertension can be associated with
abnormal calcium homeostasis, resulting in an
increase in the urinary
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excretion of this mineral [44] (Fig. 1). An association
between low BMD and arterial hypertension has been
described in men and in postmenopausal women [47,
48]. However, Pollock et al. [4] found no association
between arterial hypertension and bone mass in
overweight adolescents. Pludowski et al. [49]
reported the presence of lower bone mass evaluated
based on total body BMC in 94 adolescents (21 girls
and 73 boys) with primary hypertension compared to
a control group without hypertension (n = 562) after
adjusting for body weight and lean mass. Although
reduced, BMC was within the physiological range.
The hypothesis of that study was based on the fact
that, in adults, both events (hypertension and
osteoporosis) result from a reduction in physical
activity and poor eating habits such as diets rich in
sodium and low in calcium. Afgahani and Goran [50]
suggested hypertension to be a risk factor for
osteopenia observed in 187 overweight Latino
children and adolescents. This risk was more evident
in adolescent boys in late puberty.

Hyperglycemia and bone mass

There is no consensus in the literature regarding the
association between altered glucose levels and BMD
during adolescence. The mechanisms have not yet
been fully unraveled and studies suggest that
abnormal glucose levels may negatively affect bone
through multiple pathways, including an increase in
the concentrations of advanced glycated end-
products, hypercalcuria associated with glycosuria, a
reduction in insulin-like growth factor 1, an increase in
inflammatory processes and cytokines, and
microvascular complications resulting from diabetes
and the consequent reduction in blood flow to bone
[44, 51] (Fig. 1). Within this context, further studies are
needed to explore these associations [44].

Conclusion

The associations between MetS and bone mass
development in adolescents have not been widely
explored and the results have been poorly
enlightening. Prospective studies are therefore
necessary to explore these associations since the
presence of low BMD during adolescence can
significantly compromise peak bone mass acquisition,
with a consequent risk of fractures during this phase
oflife and bone fragility later in life.

Abbreviations

BMC: Bone mineral content; BMD: Bone mineral density; BMI: Body mass
index; DBP: Diastolic blood pressure; DXA: Dual energy X-ray bone densitom-
etry; HDLc: HDL cholesterol; HOMA-IR: Homeostasis model assessment of
insulin resistance; IDF: International Diabetes Federation; MetS: Metabolic
syndrome; SBP: Systolic blood pressure; WC: Waist circumference

Acknowledgements
Supported by FAPESP (Fundagéo de Amparo a Pesquisa do Estado de Séo

Paulo) — Grants (07/07731-0, 2011/05991-0 and 2015/04040-2) and Pro-Rector
for Research of UNESP.Funding FAPESP (Fundag&o de Amparo a Pesquisa

2011/62888.31 8ha

do Estado de S&o Paulo) - Grants (07/07731-0,
2015/04040-2).

Availability of data and material

Data sharing not applicable to this article as no datasets were generated or
analyzed during the writing of this review-article.

Authors’ contributions

All authors have read and agreed to the publication of this paper. VNS and
TBLG wrote the first draft and, together with LNMF, CCS and CSK contributed
equallytothis study by providing opinionsand constructive criticism regarding
the content.

Competing interests

The authors declare that they have no competing interests.

Consent for publication

Not applicable in this section.

Ethics approval and consent to participate

Not applicable in this section.

Author details

!Department of Pediatrics, Discipline of Adolescent Medicine, Postgraduate
Program in Gynecology, Obstetrics, and Mastology, Botucatu School of
Medicine, UNESP, S&o Paulo State University, Botucatu, S&o Paulo, Brazil.
2DepartmentofPhysical Education, University of North Parand, Jacarezinho,
Parana, Brazil. 3Clinical and Experimental Pediatric Research Center,
Department of Pediatrics and Postgraduate Program in Tropical Disease,
Botucatu School of Medicine, UNESP, Sdo Paulo State University, Botucatu,

Sao Paulo, Brazil.

Received: 18 August 2016 Accepted: 21
Published online: 04 January 2017

December 2016

References

1. Zimmet P, Alberti KGMM, Kaufman F, IDF Consensus Group, et al. The metabolic
syndromeinchildrenandadolescents—an IDF consensus report. Pediatr Diabetes.
2007,;8:299-306.

2. Steinberger J, Daniels SR, Eckel RH, et al. Progress and challenges in metabolic
syndrome in children and adolescents: a scientific statement from the American
Heart Association Atherosclerosis, Hypertension, and Obesity in the Young
Committee of the Council on Cardiovascular Disease in the Young; Council on
Cardiovascular Nursing; and Council on Nutrition, Physical Activity, and
Metabolism. Circulation.2009;119:628-47.

3. KimHY, ChoeJW, KimHK, etal. Negative association between metabolic syndrome
and bone mineral density in Koreans, especially in men. Calcif Tissue Int.
2010;86:350-8.

4. Pollock NK, Bernard PJ, Gutin B, et al. Adolescent obesity, bone mass, and
cardiometabolic risk factors. J Pediatr.2011;158:727-34.

5. Lawlor DA, Sattar N, Sayers A, et al. The association of fasting insulin, glucose, and
lipids with bone mass in adolescents: findings from a cross- sectional study. J Clin
Endocrinol Metab. 2012;97:2068-76.

6. Kim T, Park S, Pak YS, et al. Association between metabolic syndrome and bone
mineral density in Korea: the Fourth Korea National Health and Nutrition
Examination Survey (KNHANES 1V), 2008. J Bone Miner Metab. 2013;1:1-11.

7. Nobrega VS, Goldberg TB, Mosca LN, et al. Metabolic syndrome reduces bone mineral
density in overweight adolescents. Bone. 2014;66:1-7.

8. Hwang DK, Choi HJ. The relationship between low bone mass and metabolic
syndrome in Korean women. Osteoporos Int. 2010;21:425-31.

9. Szulc P, Varennes A, Delmas PD, et al. Men with metabolic syndrome have lower
bone mineral density but lower fracture risk—the MINOS study. J Bone Miner
Res. 2010;25:446-1454.

10.  Esposito K, Chiodini P, Capuano A, et al. Fracture risk and bone mineral densityin
metabolicsyndrome:ameta-analysis.JClinEndocrinolMetab. 2013;98:3306-14.

11, MukaT, Trajanoska K, Kiefte-de Jong JC, Oei L, Uitterlinden AG, Hofman A, etal. The
Association between metabolic syndrome, bone mineral density,



32

hipbone geometry and fracture risk: the Rotterdam study. PLoS One. 2015;6:1-15.

12.
13.

14.
15.

16.
17.
18.
19.
20.

21,
22.

23.
24,

25.
26.
21.

28.
29.

30.
3L
32.
33
34,
35.
36.
37.
38.
39.
40.

41.

42.
43.

44,
45,

46.
47.
48.
49,
50.

51

BootAM, Ridder MA, VanderSluisIM, etal. Peakbone mineral density, lean body mass and fractures. Bone. 2010;46:336-41.

RizzoliR, BianchiML, Garabédian M, etal. Maximizingbonemineral mass gain during growth for the prevention of fractures in the adolescents and the elderly.
Bone. 2010;46:294-305.

LeeK.Sex-specificrelationshipsbetweeninsulinresistance and bone mineral contentinKoreanadolescents.) Bone Miner Metab. 2013;31:177-82.

AfghaniA, Cruz ML, Goran MI.Impaired glucose tolerance and bone mineralcontentinoverweightLatinochildrenwithafamilyhistoryoftype 2 diabetes.
Diabetes Care.2005;28:372-8.

PollockNK, BernardPJ, WengerK, etal. Lowerbone massinprepubertal overweight children with prediabetes. J Bone Miner Res.2010;25:2760-9.
KalkwarfHJ.Adiposityandbone:theinfluenceof subcutaneousversus visceral fatandinsulin resistance. J Pediatr. 2011;158:698-700.

Mosca LN, Goldberg LTB, N6brega VS, et al. Excess body fat negatively affects bone mass in adolescents. Nutrition. 2014;30:847-52.

Rizzo AC, Goldberg TB, Silva CC, et al. Metabolic syndrome risk factors in overweight, obese, and extremely obese Brazilianadolescents. NutrJ. 2013;30:12-9.

Lavet C, Martin A, Linossier M, Bossche AV, Laroche N, Thomas M, Gerbaix M, Ammann P, Fraissenon A, Lafage-Proust MH, Courteix D, Vico L. Metabolism
disturbances:kinetic and reversibility studies ingrowing and adults rats. ) Bone Miner Res. 2016;31:98-115.

Heaney RP, Abrams S, Dawson-Hughes B, et al. Peak bone mass. Osteoporos Int. 2000;11:985-1009.

Silva CC, Goldberg TBL, Teixeira AS, et al. Mineralizagdo 6ssea em adolescentes do sexo masculino: anos criticos para a aquisicdo da massa 6ssea. J Pediatr.
2004;80:461-7.

Bonjour JP, Chevalley T, Ferrari S, et al. The importance and relevance of peak bone massinthe prevalence of osteoporosis. Salud Publica Mex. 2009;51:55-17.
Moretto MR, Silva CC, Kurokawa CS, et al.Bone mineral densityin healthy female adolescentsaccording to age, bone age and pubertal breast stage. Open Orthop
J.2011;5:324-30.

Campos LMA, Liphaus BL, Silva CAA, et al. Osteoporose na infancia e adolescéncia. J Pediatr (Rio J).2003;79:481-8.

Bailey DA, Martin AD, McKay HA, et al. Calcium accretioningirls and boys during puberty: a longitudinal analysis. J Bone Miner Res. 2000;15:2245-50.

Goulding A, Grant AM, Williams SM. Bone and body composition of children and adolescents with repeated forearm fractures. J Bone Miner Res. 2005;20:2090-
6.

Vargas DM, Rigotti T, Glitz CNRM, et al. Mineralizagdo 6ssea em criangas com diabetes melito tipol. J Pediatr (RioJ). 2003;79:253-7.

Goldberg TBL, Silva CC, Hong SN, et al. Bone biomarkers and bone mineral density in healthy male adolescents: Impact of biological maturation. Acta Paediatrica.
2009;98(Suppl $460):146.

Bachrach LK, SillsIN. Section onendocrinology. Clinical report-bone densitometry in children and adolescents. Pediatrics. 2011;127:189-94.

Bianchi ML. Osteoporosis in children and adolescents. Bone. 2007;41:486-95.

Russell M, Mendes N, Miller KK, et al. Adolescent girls visceral fat is a negative predictor of bone density measures in obese. J Clin Endocrinol Metab.
2010;95:1247-55.

Junior IF, Cardoso JR, Christofaro DG, et al. The relationship between visceral fat thickness and bone mineral density in sedentary obese children
andadolescents. BMC Pediatr.2013;20:13-37.

Berg AH, Scherer PE. Adipose tissue, inflammation, and cardiovascular disease. Circ Res. 2005;96:939-49.

Magni P, Dozio E, Galliera E, et al. Molecular aspects of adipokine-bone. Curr Mol Med. 2010;10:522-32.

Pittas AG, Harris SS, Eliades M, Stark P, Dawson-Hughes B. Association between serum osteocalcin and markers of metabolic phenotype. J Clin Endocrinol Metab.
2009;94:827-32.

Bae SJ, Choe JW, Chung YE, Kim BJ, Lee SH, Kim HY, et al. The association between serum osteocalcin levels and metabolic syndrome in Koreans. Osteoporos Int.
2011;22:2837-46.

ReinehrT,RothCL.Anewlinkbetween skeleton, obesityandinsulin resistance: relationships between osteocalcin, leptin and insulin resistance in obese children
before andafter weight loss. IntJ Obes (Lond). 2010;34:852-8.

Kim GS, Jekal Y, Kim HS, Im JA, Park JY, Chu SH. Reduced serum total osteocalcin is associated with central obesity in Korean children. Obes Res Clin Pract.
2013;8:230-37.

DimitriP, Wales JK, Bishop N. Adipokines, bone-derived factors and bone turnoverin obese children; evidence for altered fat-bone signalling resulting in reduced
bone mass. Bone.2011;48:189-96.

DimitriP,Jacques RM, Paggiosi M, King D, WalshJ, Taylor ZA, et al. Leptin may play a role in bone microstructural alterations in obese children. J Clin Endocrinol
Metab. 2014;100:594-602.

Lee NK, Karsenty G. Reciprocal regulation of bone and energy metabolism. Trends Endocrinol Metab. 2008;19:161-66.

Foo JP, Polyzos SA, Anastasilakis AD, Chou S, Mantzoros CS. The effect of leptin replacement on parathyroid hormone, RANKL-osteoprotegerin axis, and Wnt
inhibitors in young women with hypothalamic amenorrhea. J Clin Endocrinol Metab. 2014;99:£2252-8.

McFarlane SI. Bone metabolism and the cardiometabolic syndrome: pathophysiologic insights. J Cardiometab Syndr. 2006;1:53-7.

Abramowicz P, Konstantynowicz J, Bialokoz-Kalinowska L, et al. High cholesterollevels maybe associated with anincreased osteoporosisriskin obese girls.
Bone. 2009;45:585.

Bredella MA, GillCM, Gerweck AV, et al. Ectopicand serum lipid levels are positively associated with bone marrow fat in obesity. Radiology. 2013;269:534—

41.

Perez-Castrillon JL, Justo |, Silva J, et al. Bone mass and bone modelling markers in hypertensive postmenopausal women.JHum Hypertens. 2003;17:107-10.
Bahtiyar G, FaragA, Guber H, etal. Assessment of hypertensionasarisk factor for low bone mineral density in elderly men. J Clin Densitom. 2005;8: 40.
Pludowski P, Litwin M, Sladowska J, et al. Bone mass and body composition in children and adolescents with primary hypertension: preliminary data.
Hypertension. 2008;51:77-83.

Afghani A, Goran MI. Lower bone mineral content in hypertensive compared with normotensive overweight Latino children and adolescents. Am J
Hypertens. 2007;20:190-6.

Schwartz AV. Diabetes mellitus: Does it affect bone? Calcif Tissue Int. 2003; 73:515-9.

Submit your next manuscript toBicked Central
and we will help you at everystep:

= Y accept pre-submiszion inquines

= Our selector tool helps youto find the most relevant joumal
= e provide round the clock customer support

= Conwenient onling submis=ion

= Thorough peer rewien

= Ipelusionin Pubhded and all major indexing services

= hximum wizibility forvourreseanch

Submit wour manuscrpt at soMed
www biomedcentral .comisubmit ( )Em Centra




33

Trabalho 2- Artigo submetido a BONE (versao portugués)

Impacto da Sindrome Metabdlica e seus components sobre a remodelacao

6ssea em adolescentes

Valéria Nobrega da Silva?, Tamara Beres Lederer Goldberg?*, Luciana Nunes Mosca
Fiorelli,2 Cilmery Suemi Kurokawa®, Carla Cristiane da Silva®, Anapaula da Conceigao

Bisi Rizzo?2, José Eduardo Corrented

aPrograma de Pds-graduacéo em Ginecologia, Obstetricia e Mastologia, Disciplina de
Medicina do Adolescente, Departamento de Pediatria, Faculdade de Medicina de
Botucatu, UNESP, Botucatu, SP 18618-970, Brasil.Email-valerianutry@gmail.com
(V.N.S.); tamara@fmb.unesp.br (T.B.L.G); lunutricionista@yahoo.com.br (L.N.M.F.);

anapaula.rizzo@uol.com.br (A.C.B.R.).

blaboratério de Pesquisa Clinica e Experimental em Pediatria, Departamento de
Pediatria, Faculdade de Medicina de Botucatu, SP, UNESP, SP18618-970, Brasil.E-
mail: kurokawa@fmb.unesp.br (C.S.K.).

‘Departamento de Educacéo Fisica, Universidade do Norte do Parana, Paran4, Brasil.
E-mail:ccsilva@uenp.edu.br (C.C.S).

dDepartmento de Estatistica, Instituto de Biociéncias, UNESP, SP, Botucatu,
SP18618-970, Brasil. E-mail:jecorren@ibb.unesp.br (J.E.C.)

*Autor Correspondente:

Tamara Beres Lederer Goldberg, MD, PhD

Departamento de Pediatria, Disciplina de Medicina do Adolescente

Faculdade de Medicina de Botucatu — Universidade Estadual Paulista - UNESP
Distrito de Rubido Junior — s/n° - 18618-970 — Botucatu — SP — Brazil.

Email: tamara@fmb.unesp.br

Tel: +55 (14) 3811-6274 / 3811-6083


mailto:valerianutry@gmail.com
mailto:tamara@fmb.unesp.br
mailto:lunutricionista@yahoo.com.br
mailto:kurokawa@fmb.unesp.br
mailto:ccsilva@uenp.edu.br
mailto:jecorren@ibb.unesp.br

34

Resumo

Introdugdo: A osteoporose e a Sindrome Metabdlica (MetS) sdo consideradas
doencas que acometem os individuos e que resultam em sérios problemas
relacionados a saude publica, reduzindo a qualidade de vida de seus portadores,
resultando em maior morbi-mortalidade e consumindo gastos vultuosos. O objetivo
deste estudo foi avaliar o impacto da MetS sobre a Densidade Mineral Ossea (DMO)
e marcadores bioquimicos de formacdo 6ssea e de reabsorcdo Ossea em
adolescentes com excesso de peso.

Métodos: Estudo transversal descritivo e analitico avaliou 271 adolescentes, de
ambos os sexos (10 a 16 anos). Detectou-se na amostra total, 42 adolescentes com
excesso de peso e com presenca de MetS (14%). Da mesma amostra total,
selecionou-se 42 adolescentes com excesso de peso e auséncia de MetS, pareados
por idade cronoldgica, idade Ossea e critérios de desenvolvimento pubertario para
cada um dos sexos. Os adolescentes foram submetidos a antropometria, afericdo da
pressao arterial, exames bioquimicos, avaliacdo da DMO e dos biomarcadores
0sseos, osteocalcina (OC), fosfatase alcalina 6éssea (FAO) e telopeptideo
carboxiterminal (S-CTx).

Resultados: Os adolescentes com excesso de peso e com presenca de MetS
apresentaram diminuigcao significativa das concentracdes de marcadores FAO, OC e
S-CTx frente ao grupo pareado, a excecdo do marcador OC no sexo masculino.
Verificou-se correlacéo negativa e significativa entre DMO e FAO, OC e S-CTx para o
sexo feminino. Adolescentes com trés componentes apresentaram valores inferiores
de FAO e OC em relacao aqueles com zero, um e dois componentes para MetS.
Concluséo: A presenca de MetS é prejudicial ao desenvolvimento da massa 6ssea em

adolescentes.

Palavras-Chave: Adolescentes; Densidade Mineral O0ssea; Remodelacdo 6ssea;

Turnover Osseo; Sindrome Metabdlica; Osteocalcina.
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1. Introducéo

A osteoporose e a Sindrome Metabdlica (MetS) sao consideradas doencas que
acometem os individuos e que resultam em sérios problemas relacionados a saude
publica, reduzindo a qualidade de vida de seus portadores, associa-se a maior morbi-
mortalidade a longo prazo e consumindo gastos vultuosos [1]. A ocorréncia da MetS
em adolescentes esta associada a risco aumentado de doencas cardiovasculares,
problemas psicossociais, metabolismo anormal de glicose, doenca hepatica
gordurosa nao alcodlica (DHGNA), sindrome dos ovérios policisticos (SOP), apnéia
obstrutiva do sono (AOS), transtornos mentais, complicacdes ortopédicas e disturbios
no desenvolvimento motor [2,3,4]. Além desses agravos, ja extensamente
documentados na literatura cientifica, estudos prévios demonstraram de forma néo
definitiva uma relagéo entre a ocorréncia de MetS e possivel agressao a massa 6ssea
em populacéo jovem e adulta [5,6,7,8,9].

Na adolescéncia, o periodo de desenvolvimento pubertario merece destaque,
principalmente no que diz respeito a aquisicao do conteudo mineral 6ésseo (CMO).
Durante o processo de desenvolvimento ha modelacdo e remodelacdo 6ssea com
liberacdo no soro de substancias reconhecidas como marcadores bioquimicos do
metabolismo ésseo, que resultam da atividade dos osteoclastos e osteoblastos,
células associadas ao metabolismo 0sseo. Nessa fase da vida, a formacao 6ssea é
mais intensa do que a reabsorcdo. Esses biomarcadores sdo divididos em trés
categorias: enzimas, secretadas por células envolvidas na remodelacdo 0ssea,
produtos da quebra do colageno, e produtos advindos da sintese de um 0sso novo.
Em situacdes fisioldgicas normais, a reabsor¢cdo e a formacdo sdo fendmenos
dependentes, e o predominio de um sobre o outro pode resultar em ganho ou perda
de massa Ossea [10].

A relacdo da massa Ossea frente a ocorréncia da Sindrome Metabdlica em
criancas e adolescentes tem sido assunto de interesse de alguns pesquisadores
[6,7,8,9, 11], uma vez que, o comprometimento do incremento 6sseo durante este
periodo pode levar a um pico de massa 0ssea “subo6timo” e a um maior risco de
desenvolvimento de ostepenia/osteoporose e fraturas na senilidade [12,13].

Recentemente uma revisdo sistematica da literatura permitiu apresentar uma
analise critica de estudos que focaram especificamente o periodo da adolescéncia,
avaliando a influéncia da MetS e seus componentes sobre a densidade mineral 6ssea
nessa faixa etaria. A possivel relacdo entre essa sindrome e a massa 0ssea foi

demonstrada, mas o niamero de estudos abordando esse tépico em adolescentes
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ainda é escasso [11]. Apesar da escassez de evidéncias, os resultados de alguns
estudos revelam que a Sindrome Metabdlica esta negativamente correlacionada com
a massa 0ssea e, também, que alguns componentes da MetS sdo correlacionados
negativamente com a densidade mineral 6ssea em adolescentes [6, 8,13,14].

Os principais componentes envolvidos na MetS como acumulo de gordura
visceral, alteracbes do perfil lipidico e da pressao arterial, correlacionam-se
significativamente com baixos niveis séricos de OC em populagéo adulta [15, 16]. Em
adolescentes a relacdo entre Sindrome Metabdlica e marcadores de formacéo e de
reabsorcdo 6ssea ndo é completamente conhecida. No entanto, algumas evidéncias
apontam correlacdo negativa entre niveis séricos do marcador 6sseo osteocalcina e
fatores de risco metabdlico em criancas e adolescentes obesos [17,18].

Diante dos resultados, ja divulgados na literatura especializada [8,11], torna-se
relevante avaliar o comportamento de alguns biomarcadores 6sseos de formacgéo
(FAO e OC) e de reabsorcdo (S-CTx) em adolescentes com Sindrome Metabdlica,
para que confirmemos nossa hipétese de que, a Sindrome Metabdlica e seus
componentes apresentam impacto negativo sobre a massa 0ssea, ainda que
diagnosticada nas duas primeiras décadas da vida. Portanto, o objetivo do presente
estudo foi avaliar o impacto da Sindrome Metabdlica e de cada componente sobre a
DMO e sobre os marcadores bioquimicos de formacao e de reabsorcdo 6ssea em

adolescentes.
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2. Métodos

2.1 Desenho do estudo e participantes

Trata-se de um estudo transversal descritivo e analitico, quando de uma
amostra composta por 271 adolescentes com excesso de peso foram selecionados
84 adolescentes pareados com e sem presenca de MetS.

Todos os adolescentes com presenca e auséncia de MetS e com excesso de
peso, de ambos os sexos foram recrutados no momento da primeira consulta no
Ambulatério de Medicina do Adolescente do Hospital das Clinicas-UNESP, entre os
anos de 2011 a 2013.

O projeto foi aprovado previamente pela Comiss&o de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Medicina de Botucatu (FMB-UNESP) parecer 1.399.709 /2016 (ANEXO
[). O consentimento e o assentimento livre e esclarecido foram obtidos de todos os
pais ou responsaveis e dos adolescentes, respectivamente, que participaram de forma
voluntaria desse estudo (APENDICE ).

Os critérios de inclusao para o estudo foram adolescentes entre 10 & 16 anos,
com excesso de peso (indice de massa corporal [IMC] = 85° percentil para sexo e
idade) e com estatura entre o 5% 0 95°percentil para cada faixa de idade, segundo as
curvas de crescimento elaboradas pelo Centers for Disease Control and Prevention
[19]. Os adolescentes nao foram incluidos se apresentassem peso superior a 100 kg
(inviabilidade da realizacdo da densitometria 6ssea no aparelho localizado em nosso
HC da Faculdade de Medicina -UNESP), historico de prematuridadade ou de baixo
peso ao nascimento, os submetidos a terapia prolongada com corticéides ou que
haviam utilizado suplementacdo com calcio e/ou ferro nos ultimos 12 meses que
antecederam a pesquisa, presenca de doencas crbnicas, utilizacdo de drogas que
afetam negativamente o metabolismo 6sseo, como anticonvulsivantes ou antiacidos
com aluminio e adolescentes que fizessem uso exclusivo de dietas vegana e
vegetariana, com alto consumo de fibras, valores superior ao recomendado para a
idade, >26gdia para o sexo feminino e para sexo masculino> 31g/dia (9-13 anos) e
>38g/dia (14-16anos) [20], cafeina >300 mg/dia (>3 xicaras de café por dia) [21] ou
consumo de refrigerantes acima de 500ml/dia [22,23] e 0s que ndo consumissem
produtos lacteos diariamente. Os adolescentes ndo poderiam ser tabagistas nem
etilistas, e nem estar vinculados a qualquer modalidade esportiva extra escolar, a
excecdo apenas das aulas de Educacgédo Fisica do proprio colégio, com duragédo
inferior a duas horas semanais. Foi ainda motivo de n&o inclusdo presenca de doenca

metabdlica, enddcrina ou genética constatada pela historia da moléstia atual, pelo
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exame fisico geral e especial, em procedimentos laboratoriais ou de radiodiagnéstico,
além de qualquer alteracéo do ciclo menstrual que pudesse reportar a presenca de
Sindrome do Ovatrio Policistico (SOP) entre as meninas avaliadas. Também nao foram
incluidas as que utilizavam algum método hormonal anticoncepcional e as
adolescentes gravidas no momento da avaliagdo ou aquelas previamente gravidas.

Os adolescentes de ambos os sexos foram excluidos em caso de nao
comparecimento a todos os compromissos agendados para afericdo das medidas
antropométricas ou coleta de sangue ou que ndo seguiram 0s critérios preconizados
para o procedimento da coleta, como auséncia de jejum por pelo menos 10hs.

Nossa amostra de estudo constituida por 84 individuos ndo diferiu daquela
composta por 271 individuos incluidos inicialmente (APENDICE Il). Entretanto, na
amostra de 271 adolescentes observou-se que um percentual elevado deles (82%)
apresentava-se com algum dos componentes alterados para o diagnéstico de Mets,
49 (18%) individuos foram classificados com auséncia de alteracdo bioquimica; 79
(29%) individuos apresentaram apenas uma alteracao bioquimica dentre as possiveis
para o diagndstico de MetS, 101 (37%) individuos apresentaram duas alteracfes
bioguimicas e, 42 (16%) individuos apresentaram trés alterac6es bioquimicas para o
diagndstico de MetS. Assim, por motivos metodoldgicos, a amostra final foi composta
por 84 adolescentes, devido a necessidade de analisar dois grupos pareados de
individuos com presenca e auséncia de MetS, sendo o pareamento realizado pela
idade cronolégica, idade 6ssea e estagio de desenvolvimento puberal para cada um
dos sexos.

2.2 Avaliacdo Antropomeétrica e Afericdo de Presséao Arterial
As medidas de peso (kg) e estatura (cm) foram obtidas com os adolescentes
utiizando um minimo de roupa possivel e sem calgcados [24]. O IMC (kg/m?) foi
calculado a partir do peso e estatura e os valores de IMC percentil foram obtidos pelo
Programa Epi Info verséo 35.1., que utiliza como referéncia as curvas do Centers for
Disease Control and Prevention [19] segundo o sexo e idade. A Academia Americana
de Pediatria [25], considera sobrepesos aqueles com IMC =85°ercentil e <95°,
obesos = 95° e 99° percentil e superobesosos com IMC > 99°ercentil [26]. A
circunferéncia abdominal (cm) foi obtida no ponto médio entre a ultima costela e a
crista iliaca, no final de uma expiracdo normal [24]. As medidas foram repetidas em
triplicata por avaliador treinado.
A afericdo da pressao arterial (PA) foi realizada com o adolescente sentado,

apos 5 minutos de repouso. A medida foi obtida pelo valor médio de 3 aferi¢cdes, em
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intervalos de 3 minutos, no brago direito, pelo método auscultatério e o
esfignomandémetro de coluna de mercurio adequadamente calibrado e com manguito

adequado a circunferéncia do braco [26].

2.3 Avaliacédo dos estagios de Maturacado Sexual e de Maturacdo Esquelética

A avaliacdo dos estagios de maturacdo sexual foi realizado por um médico
experiente, através da inspecao visual de mamas (sexo feminino) e dos genitais (sexo
masculino), o resultado foi confrontado aos critérios de Tanner [28,29]. Houve néo
aceitacdo do exame entre as adolescentes (n=4) e entre os adolescentes (n=7).

A avaliacdo da maturacdo esquelética foi obtida pela obtencdo da idade
0ssea (10) a avaliacao do grau de maturacdo esquelética. O método utilizado foi o de
Greulich & Pyle [30] chamado de método GP, em que se faz a radiografia de méo e
punho a ser posteriormente comparada ao Atlas. Este exame foi realizado sob
supervisdo e orientacdo de profissional especializado, que desconhecia as

caracteristicas antropométricas e densitométricas dos adolescentes (avaliador cego).

2.4 Avaliacdo Bioquimica

Amostras de sangue foram obtidas pela manha, apds 10hrs de jejum pelos
adolescentes, e coletadas por técnicos treinados de laboratério, sendo dosados no
Laboratorio Central do HC da Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP. As
Amostras de sangue foram coletadas por pungcdo venosa e centrifugadas por 15
minutos a 1.500 g para a separacéo do soro; as amostras de soro foram armazenadas
a -70 °C até a analise dos biomarcadores fosfatase alcalina (FAO) e osteocalcina
(OC).

A osteocalcina foi dosada através do MetraTM Osteocalcin EIA kit —Biosystems
como indicador de remodelacdo Ossea. O imunoensaio MetraTM Osteocalcin,
competitivo, mediu quantitativamente a osteocalcina intacta no soro. Para o ensaio
foram utilizadas tiras revestidas de osteocalcina, um anticorpo anti-osteocalcina de
rato, um conjugado com fosfatase alcalina (IgG) anti-rato e um substrato p-Nitrofenil-
fosfato (pNPP) para quantificar a osteocalcina no soro. A leitura foi realizada em
microleitor de ELISA, no comprimento de onda de 405 nm. O ensaio foi realizado no
Laboratério Experimental da Pediatria, Faculdade de Medicina de Botucatu - UNESP.

A fosfatase alcalina especifica do osso foi medida quantitativamente no soro
através do Metra TM BAP EIA kit — Biosystems como um indicador da atividade

osteoblastica. O ensaio Metra TM BAP é um imunoensaio quantitativo, num formato
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de tira de microtitulagdo que utilizou um anticorpo monoclonal anti - BAP revestido na
tira para captar a BAP na amostra. A atividade enzimatica da BAP captada é detectada
com um substrato de p-Nitrofenil- fosfato (pNPP). A leitura foi realizada em microleitor
de ELISA, no comprimento de onda de 405 nm. O ensaio foi realizado no Laboratorio
Experimental da Pediatria, Faculdade de Medicina de Botucatu- UNESP.

O telopetideo carboxiterminal (S-CTx) foi dosado pelo kit Elecsys 3 CrossLAPs/
serum por eletro-imunoquimioluminescéncia ou ECLIA em equipamento automatizado
ELECSYS — ROCHE TM. E um ensaio especifico para isdbmeros interligados de
fragmentos de colageno do tipo |, independente de sua natureza. A especificidade do
teste € garantida através do uso de dois anticorpos monoclonais, 0s quais
reconhecem de forma linear os octapeptideos [3-8AA. Portanto a metodologia
empregada quantifica a forma beta do acido aspéartico do telopeptideos C-Terminais
(RB-CTX). Essas dosagens foram realizadas pelo Centro de Doencas
Osteometabdlicas da UNIFESP (CEDOM).

2.5 Diagnostico de MetS

A MetS foi definida de acordo com os critérios propostos pelo Consenso
organizado pela International Diabetes Federation-IDF [31]. O diagndstico positivo de
MetS foi considerado com presenca de obesidade central, definida pela circunferéncia
abdominal aumentada (valores = 90° percentil para circunferéncia abdominal de
acordo com a idade e sexo) utilizando-se a curva proposta por Fernandez e
colaboradores [32], valores estimados para o conjunto da populacdo de criancas e
adolescentes americanos; e pelo menos dois outros dos quatro seguintes critérios:
elevacdo de triglicérides (= 150mg/dL); redugdo do HDL-colesterol (< 40mg/dL);
elevacao da presséao arterial (PAS = 130/ PAD = 85mmHg) e elevacao da glicemia
de jejum (glicemia 2100mg/dL) ou Diabetes tipo 2 previamente diagnosticada [13].

2.6 Avaliacdo da Densidade Mineral Ossea

A DMO (g/cm?) da coluna lombar (L1-L4), do fémur proximal total esquerdo,
do corpo total e subtotal foram avaliados por densitometria 0ssea por atenuacao de
raio x de dupla energia (DXA), utilizando um aparelho Hologic QDR 4500 Discovery A
(Hologic Inc., Bedford, MA). Todas as avalia¢cdes foram realizadas por apenas uma

profissional técnica, habilitada para tal, sem conhecimento da pesquisa. Além disso,
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seguiu-se o0 protocolo de instrucdes do fabricante do aparelho e as normas
preconizadas pela Sociedade Internacional de Densitometria (ISCD) [33].

2.7Analise Estatistica

Os dados foram armazenados em planilha do Excel e analisados através do
programa SAS for windows, v.9.2. A normalidade dos dados das variaveis
quantitativas foi verificada pelo teste Shapiro-Wilk.

Para caracterizagdo da amostra realizou-se analise descritiva dos dados,
distribuicdes de frequéncias e medidas de tendéncia central e de dispersao. Utilizou-
se o teste t Student nas comparacBes das idades cronoldgicas e Osseas e das
variaveis antropométricas (peso, estatura, IMC), e dos marcadores 6sseos dos
adolescentes com presenca ou auséncia de MetS e seus componentes estratificados
por sexo. Para comparar as frequéncias dos estagios pubertarios segundo cada sexo,
entre os individuos com presenca ou auséncia de MetS, empregou-se o teste de Qui-
quadrado.

Para realizar a correlacdo entre os niveis séricos dos marcadores e variaveis
relativas as DMOs e aos componentes da Sindrome Metabdlica utilizou-se correlacao
de Pearson. Todas as analises foram feitas separadamente para cada um dos sexos.

A andlise da variancia (ANOVA) foi utilizada para comparar os valores médios
de OC, FAO e S-CTx de acordo com o numero de componentes da MetS para cada
um dos sexos, seguido de teste de comparacao multipla de Tukey. Aceitou-se como

significancia estatistica, para todas as analises, quando p < 0,05.
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3.Resultados

Dos 84 adolescentes que compuseram a amostra final, 57% (48) pertenciam
ao sexo feminino e 43% (36) ao masculino. A média de idade foi de 12 anos para o
sexo feminino e de 13 anos para o masculino, ambos com avan¢o médio de um ano
na idade 6ssea. Quanto aos critérios de Tanner, 77,40% deles encontrava-se em fase
meédia e tardia da puberdade. Os adolescentes com presenca de MetS apresentaram
peso e IMC superior (p<0,05) ao verificado entre aqueles sem presenca de MetS. Nao
foram observadas diferencas significativas entre as idades cronoldgica, 6ssea,
estatura ou estagios de maturacéo sexual entre 0os grupos pareados com presenca e

auséncia de Sindrome Metabdlica para cada um dos sexos (Tabela 1).

Tabela 1. Comparacdo dos adolescentes com presenca e auséncia de sindrome
metabdlica segundo o sexo, idade O&ssea, estdgios de Tanner e medidas
antropomeétricas e Indice de Massa Corporal.

Parémetros Feminino (n=48) Masculino (n=36)
MetS (-) MetS (+) MetS (-) MetS (+)
(n=24) (n=24) (n=18) (n=18)
o p o p valor?
Média+DP valor? Média+DP

Idade (anos)? 11,78+1,29  12,58+1,95 0.102  13,03+1,30 13,42+1,23 0.393
Idade éssea (anos)® 13,09+1,75  13,40+2,07 0.582  13,73+0,92 13,86+1,88 0.813
Estagios de Tanner [n]° ~ Mamas Genitais
Puberdade inicial ; 1(4) 2(9) 2 (14 ) 2(14)
Puberdade média 3  8(35) 6(29) 0.690 5( 33) 4(29 ) 0.994
Puberdade tardia g 14 ( 61) 13 (62 ) 8(53) 8 (57 )
Peso (kg)? 58,85+9,46 73,58+13,92 0.000 71,32#14,58 81,10+13,44  0.044
Estatura (m)? 1,54+0,07 1,57+0,07 0.167  1,63+0,09 1,64+0,09 0.728
IMC (kg/m?2)? 24,61+2,64  29,32+4,16 0.038  26,44+4,22 29,61+4,21 0.030

Nota: 2 Teste t- Student P Teste Qui-quadrado
MetS (-) Auséncia de Sindrome Metabdlica. MetS (+) Presenca de Sindrome Metabdli
IMC- Indice de Massa Corpérea

Quanto aos componentes da Sindrome Metabodlica observou-se que, 0s

adolescentes de ambos 0s sexos com presenca de MetS apresentaram aumento
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significativo na circunferéncia abdominal, nos niveis séricos de triglicérides, nos
valores de pressao arterial sistolica e diastélica. Os niveis séricos de HDLc foram
inferiores e significantes nos grupos com MetS. Nao houve alteracao da glicemia em
ambos 0s sexos com e sem presenca de MetS. Ao comparar os valores médios dos
biomarcadores 6sseos FAO, OC e S-CTx dos adolescentes com auséncia ou
presenca de MetS de acordo com o sexo, observou-se que as adolescentes com
excesso de peso e com presenca de MetS apresentaram diminui¢ao significativa dos
trés biomarcadores 0sseos frente o grupo pareado. J& no sexo masculino, os
adolescentes com presenca de MetS também apresentaram reducdo nas
concentracbes meédias dos biomarcadores 6sseos FAO, OC e S-CTx, porém a

diferenca significativa foi evidenciada apenas para FAO e S-CTx (Tabela 2).

Tabela 2. Comparacdo de adolescentes com presenca e auséncia de sindrome metabdlica
segundo o sexo, componentes da MetS e FAO, OC e S-CTx.

Parametros Feminino (n=48) Masculino (n=36)
MetS (-) MetS (+) MetS (-) MetS (+)
(n=24) (n=24) (n=18) (n=18)
a a
Média+DP p valor Média+DP p valor

Componentes da MetS
AbdC (cm) 83,70+7,86 94,94+7,48 <.000 86,8+7,35 92,68+9,56 0.051
HDLc (mg/dL) 46,60+1083 39624941 0022 43,77+7,89  36,27+321 0008
PAS (mmHg) 104,70+11,06 117,30+13,64 0.001 116,60+9.84 128,40+13,70 0.005
PAD (mmHg) 63,77+6,79  73,89+8,09 <000 69,58+586  80,79+9.00  0.000
Triglicérides (mg/dL) 88,82+19,80 149,90+52,03 <.000 99.38+4174 172.60+72,35  0.000
?rr']igfd"ﬂi)a de  jejum  g5781619 86,758,906 0085 87,83+690  87,22+758 0891
Biomarcadores
FAO (U/L) 178.10+46.26 121,50+65,68 0.001 5‘5‘2’;2 179.70+77,46  0.008
OC (ng/mL) 30,08+16.10  21,02¢12,15 <.000 40,07+1252 31,03+1559  0.066
S-CTx (ng/mL) 156+0,52 1224046 0027  1,93+0,33 160+0,53  0.034

Nota: @ Teste t- Student

MetS (-) Auséncia de Sindrome Metabdlica. MetS (+) Presenga de Sindrome Metabdlica

FAO - fosfatase alcalina 6ssea; OC — osteocalcina; S-CTx - telopeptideo carboxiterminal

AbdC-Circunferéncia abdominal.HDLc- HDL colesterol. PAS-Presséo arterial sistlica.PAD- Presséo arterial diastélica

Analisando a correlagcdo entre os niveis séricos dos biomarcadores 0sseos e as

DMOs dos adolescentes, observa-se uma correlacado negativa e significativa entre todas
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as DMOs e os trés biomarcadores 6sseos para 0 sexo feminino com presenca de MetS
(Tabela 3). Em contrapartida, para o sexo masculino ndo houve correlacao significativa

entre as DMOs e os biomarcadores 0sseos (Tabela 4).

Tabela 3. Correlagédo de Pearson entre os biomarcadores 6sseos e DMO nos quatro sitios
avaliados para adolescentes do sexo feminino com presenca e auséncia de MetS.

Parametros MetS (-) (n=24) MetS (+) (n=24)
FAO oC S-CTx FAO oC S-CTx
(U/L) (ng/mL) (ng/mL) (U/L) (ng/mL) (ng/mL)
DMO coluna r -0.04088 -0.09311 0.04937 -0.71742 -0.53505 -0.51012
(9/cm?) p 0.873 0.665 0.818 <.000 0.007 0.018
DMO fémur r  -0.03186 -0.07059 0.09377 -0.52271 -0.68411 -0.54997
(g/cm?) p 0.882 0.743 0.663 0.008 0.000 0.009

-0.04088 -0.16939 0.10861 -0.55568 -0.81760 -0.53838

-

DMO corpo total

(g/cm?) p 08496 0428 0613 0.005 <000 0011
DMO subtotal r 004533 -0.18300 0.12481  -0.79215 -0.47089 -0.54338
(g/cm?) p 0833 0392 0561 <000 0023 0010

Nota: FAO — fosfatase alcalina 6ssea; OC — osteocalcina; S-CTx - telopeptideo carboxiterminal;
DMO - densidade mineral 6ssea.

MetS (-) Auséncia de Sindrome Metabdlica. MetS (+) Presenca de Sindrome Metabdlica
Teste Correlacao de Pearson.
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Tabela 4. Correlacéo de Pearson entre os biomarcadores 6sseos e DMO nos quatro sitios
avaliados para adolescentes do sexo masculino com presenca e auséncia de MetS.

Parametros MetS (-) (n=18) MetS (+) (n=18)
FAO oC S-CTx FAO oC S-CTx
(U/L) (ng/mL) (ng/mL) (U/L) (ng/mL) (ng/mL)
DMO coluna r -0.42803 0.02406 -0.07669 -0.09165 0.30822 0.01061
(g/cm?) p 0.076 0.924 0.762 0.726 0.228 0.970
DMO fémur r -0.20502 0.2714 0.22064 -0.03393 0.30356 -0.03041
(g/cm?) p 0.414 0.274 0.379 0.897 0.236 0.914

-0.31354 0.22305 -0.08190 -0.07856 0.22114 -0.14209

]

DMO corpo total

(g/cm?) p 0.205 0.373 0.746 0.764 0.393 0.613
DMO subtotal r -0.30173 0.22308 -0.08440 -0.05501 0.15457 -0.08828
(g/cm?) p 0.223 0.373 0.739 0.8339 0.5536 0.7544

Nota: FAO - fosfatase alcalina 6ssea; OC — osteocalcina; S-CTx - telopeptideo carboxiterminal;
DMO - densidade mineral 6ssea (g/cm?).

MetS (-) Auséncia de Sindrome Metabdlica. MetS (+) Presenca de Sindrome Metabdlica

Teste Correlacdo de Pearson.

Quando a mesma analise foi realizada com cada componente da MetS, sendo
estes considerados variaveis independentes, e os biomarcadores 6sseos (OC, FAO e
S-CTx), considerados variaveis dependentes, observou-se que no grupo das
adolescentes com presenca de MetS o aumento da circunferéncia abdominal
correlacionou-se negativamente com biomarcador S-CTx, o0 aumento da pressao
arterial correlacionou-se negativamente com os biomarcadores FAO e OC, a presenca
de hipertrigliceridemia correlacionou-se positivamente com FAO e S-CTx. Ja no sexo
masculino, os adolescentes com presenca de MetS a correlacdo foi negativa e
significativa apenas entre aumento dos triglicérides com o biomarcador OC. Nos
adolescentes com auséncia de MetS a correlagéo foi positiva e significativa apenas
entre PAS e o biomarcador S-CTx (Tabela 5).
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Tabela 5. Correlacédo de Pearson entre variaveis FAO, OC e S-CTx, e componentes da

MetS para adolescentes de ambos 0s sexos com presenca e auséncia de MetS.

MetS (-) MetS (+)
t

Compm‘ig es da FAO ocC S-CTx FAO oC S-CTx
(U/L) (ng/mL) (ng/mL) (U/L) (ng/mL) (ng/mL)

Sexo Feminino
AbdC r -0.29836 -0.07739 -0.24094  -0.32473 -0.24808 -0.46752
(cm) D 0.177  0.732 0.280 0121 0242  0.032
HDLc (mg/dL) r 013497 -0.0581 -0.11359  -0.01574 -0.28168 -0.00502
p 0.539 0.792 0.605 0.941 0.182 0.982
PAS (mmHg) r  -0.22598 -0.0187 -0.16776  -0.50237 -0.46993 -0.17346
p 0.311 0.934 0.455 0.014 0.023 0.464
PAD (mmH) r -0.21424 0.00212 -0.20241  -0.35271 -0.4547 -0.02847
p 0.338 0.992 0.366 0.098 0.029 0.905
Triglicérides r  -0.40542 -0.12222 -0.19898 0.46519 0.20343 0.51017
(mg/dL) p 0.055 0.578 0.362 0.022 0.340 0.018
Glicemia (mg/dL) r  -0.00579 -0.22448 -0.23428  -0.09644 -0.0954 -0.17617
p 0.979 0.303 0.281 0.654 0.657 0.444

Sexo Masculino
AbdC r  0.45455 0.19324 0.11532 0.14272 0.39229 0.19134
(cm) p 0058  0.442 0.648 0598  0.132 0512
HDLc (mg/dL) r  0.00244 0.29945 0.05388 -0.33351 -0.18099 -0.07285
p 0992 0.227 0.831 0.190 0.487 0.796
PAS (MmHg) r 0.02191 0.30439 0.34550 0.15801 0.20069 0.37223
p  0.931 0.219 0.160 0.558 0.456 0.190
PAD (mmHg) r  0.30301 0.05582 0.53446 0.24027 0.14589 0.26202
p 0221 0.825 0.022 0.370 0.589 0.365
Triglicérides r -0.20649 -0.11482 0.22251 -0.22418 -0.48347 -0.15625
(mg/dL) p 0411 0.650 0.374 0.387 0.049 0.578
Glicemia (mg/dL) r -0.19083 -0.1420 0.05144 0.17677 0.13868 -0.14624
p  0.448 0.568 0.839 0.497 0.595 0.603

Nota: FAO — fosfatase alcalina 6ssea; OC — osteocalcina; S-CTx - telopeptideo carboxiterminal; AbdC-Circunferéncia
HDL colesterol. PAS-Presséo arterial sistolica.PAD- Pressaoarterial diastélica
MetS (-) Auséncia de Sindrome Metabdlica. MetS (+) Presenca de Sindrome Metabdlica

abdominal. HDLc-

Teste Correlacdo de Pearson.
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Quando realizou-se comparacdo entre as médias das concentracbes dos
biomarcadores 6sseos e 0 niumero de componentes para o diagnostico de MetS para
o sexo feminino observou-se que as adolescentes com trés componentes
apresentaram valores inferiores de OC em relagdo aquelas com zero e um
componente para MetS. Nas concentracdes de FAO, as adolescentes com trés
componentes apresentaram valores inferiores frente as sem componentes para MetS.
Ja no sexo masculino, os adolescentes com trés componentes para MetS obtiveram

valores inferiores de FAO em relacdo aos adolescentes com dois componentes

(Figura 1 e 2).
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Figural. Valores médios dos biomarcadores 6sseos (FAO/UL; OC/ng/ml, S-CTx/ng/ml) de acordo
com o numero de componentes da Sindrome Metabdlica dos adolescentes do sexo feminino. Teste
ANOVA seguida de Teste de Tukey. *p < 0.05.
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Figura 2. Valores médios de biomarcadores 6sseos (FAO/UL; OC/ng/ml, S-CTx/ng/ml) de
acordo com o numero de componentes da Sindrome Metabdlica dos adolescentes do sexo

masculino. Teste ANOVA seguida de Teste de Tukey. *p < 0.05.
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4.Discussao

Estudando uma amostra de adolescentes com excesso de peso, com presencga
ou auséncia de Sindrome Metabdlica, com caracteristicas similares quanto a idade
cronoldgica, idade 6ssea e estagios de desenvolvimento pubertario, verificou-se que
0os biomarcadores Osseos apresentaram comportamento diverso entre o0s
pertencentes ao grupo acometido pela Sindrome Metabdlica, quando confrontado a
agueles sem MetS. Um dos principais achados foi que o grupo de adolescentes com
presenca de Sindrome Metabdlica apresentou diminuicdo significativa nas
concentracfes dos biomarcadores 6sseos (FAO, OC, S-CTx) frente a aqueles sem
MetS, a exce¢do da OC no sexo masculino. Esse evento também foi constatado na
presenca de dois e trés fatores de risco para MetS, quando observou-se diminui¢cdo
nas concentracdes dos biomarcadores 6sseos FAO e OC, nas adolescentes. No que
diz respeito a DMO, as adolescentes com presenca de MetS apresentaram correlacao
negativa com todos os biomarcadores 6sseos.

Sabe-se que o tecido 6sseo apresenta um processo de maturacdo que se
estende desde a fase embrionaria, continua a se efetivar pelo processo de
mineralizacao durante a infancia e a adolescéncia e, se estabiliza entre 21 e 25 anos
de idade. A mineralizacdo 6ssea caracteriza-se por um processo ciclico de producao
e reabsorcao cujo equilibrio se modifica ao longo da vida. O processo de modelagao
e remodelacdo éssea intensifica-se durante a segunda década de vida, quando 0s
adolescentes incorporam 40% de massa 0ssea e acumulam, até a fase tardia da
adolescéncia, aproximadamente, 92% de sua massa 6ssea final [34].

E importante destacar que a massa Ossea é adquirida de forma gradativa
durante a infancia e, com o inicio da puberdade, observa-se a aceleracdo da
velocidade de crescimento em estatura e peso, expressao do estirdo pubertario que
também se revela no incremento de massa 0ssea. Assim, verifica-se uma associagao
importante entre o pico de velocidade de crescimento e 0 processo de velocidade de
incremento de massa 0ssea, uma vez que 0 pico de ganho de massa 0ssea ocorre
alguns meses apos o pico de ganho em estatura. Segundo o National Osteoporosis
Foundation [35], a faixa etaria na qual se atinge o pico de ganho de massa 0ssea é
apontada como em torno dos 12,5 + 0,90 anos para o sexo feminino e dos 14,1 + 0,95
anos para o sexo masculino [35]. Acompanhando essa orientagao internacional, os
adolescentes do presente estudo encontram-se no momento oportuno para
adquirirem o maximo de incremento 0sseo, principalmente entre as adolescentes do

sexo feminino.
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Pesquisadores tém apontado a importancia da compreenséo da evolugcéo da
DMO e das alteracbes das concentracbes dos biomarcadores 0sseos durante a
adolescéncia [36, 37]. Fortes et al., [37] ao avaliarem a densidade mineral 6ssea de
adolescentes e suas relagdes com biomarcadores 6sseos em uma amostra de 101
adolescentes saudaveis, do sexo feminino com 9 a 20 anos incompletos observaram
aumento expressivo das DMO de acordo com a progresséao das idades cronoldgica e
o0ssea. Com relacao aos indicadores do metabolismo 0sseo, as maiores médias dos
biomarcadores (FAO=110,12 U/L, OC=26,49 ng/mL, S-CTx=1,58 ng/mL) foram
evidenciadas quando as adolescentes se encontravam nos estagios M3 de
desenvolvimento mamario e nas faixas etarias iniciais da adolescéncia (11 a 12 anos)
Ao final da adolescéncia, os biomarcadores 0sseos apresentaram menores
concentragbes (FAO=31,70 U/L, OC=4,98 ng/mL, S-CTx=0,44 ng/mL). No que diz
respeito ao sexo masculino, Silva et al., [36] estudaram uma amostra de 87
adolescentes eutroficos com idades entre 10 a 18 anos. Os pesquisadores também
concluiram que os niveis séricos de biomarcadores foram significativamente
diferentes segundo 0s grupos etarios, a maior concentracdo dos biomarcadores
avaliados foi observada entre 13 e 15 anos de idade (FAO = 155,50 U/ L, OC = 41,63
ng / mL, S-CTx = 2,09 ng / mL) e a menor concentragéo foi observada entre 16 e 18
anos de idade (FAO=79,80 Ul /L, OC =27,80 ng/ mL, S-CTx = 1,60 ng/ mL). Neste
contexto, seria esperado que 0s biomarcadores (6sseos estivessem
proporcionalmente mais elevados entre os adolescentes avaliados no atual estudo,
quer fossem eles analisados segundo a idade cronoldgica ou de acordo com 0s
eventos pubertarios. Entretanto, naqueles pertencentes ao grupo de adolescentes
com presenca de MetS observou-se reducao significativa tanto dos biomarcadores de
formacao quanto nos de reabsorcdo frente ao grupo pareado e, caso uma analise
tivesse sido realizada frente aos adolescentes eutréficos, provenientes dos estudos
apontados, certamente, essa reducdo nas concentragcbes dos marcadores seria
evidenciada.

Assim, o atual estudo permitiu complementar e confirmar resultados prévios ja
presentes na literatura cientifica, uma vez que, adolescentes com excesso de peso e
com presenca de Sindrome Metabdlica apresentaram diminuig&o significativa na DMO
em todos os sitios avaliados e, ainda, adolescentes com dois ou mais fatores de risco
para MetS apresentaram reducdo significativa de sua massa 0ssea quando
confrontados aos com auséncia ou com presenca de um fator de risco metabalico [8].

Ao analisar isoladamente cada um dos componentes da MetS frente a esses

biomarcadores 0sseos, 0 grupo de adolescentes do sexo feminino com MetS
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apresentou correlacdo negativa e significativa com todos biomarcadores de formacéo
e reabsorcdo 0ssea analisados. Entre as adolescentes observou-se que, o aumento
da circunferéncia abdominal correlacionou-se negativamente com o biomarcador
0sseo S-CTx e o0 aumento da pressdo arterial sistélica e diastdlica associou-se
negativamente com FAO e OC. Destaca-se que a correlagao foi positiva e significativa
apenas para o componente triglicérides. JA4 quanto ao sexo masculino, 0s
adolescentes com aumento dos triglicérides apresentaram correlacdo negativa com o
biomarcador OC.

Observa-se, na literatura cientifica consultada, escassez de estudos que
avaliem o impacto da Sindrome Metabdlica sobre biomarcadores de formacéo e
reabsorcdo 6ssea. Nos ultimos anos, entretanto, ha uma preocupacéao direcionada ao
biomarcador 6ésseo de formacado, Osteocalcina. Na populacdo adulta, pesquisadores
observaram que o acumulo de gordura visceral, alteracées do perfil lipidico e da
pressao arterial, principais componentes envolvidos na MetS correlacionaram-se com
baixos niveis séricos de osteocalcina (OC) [15,16]

No que diz respeito a relacdo entre Sindrome Metabdlica e OC, Tan e
colaboradores [38] avaliaram 2344 homens chineses de 20 a 69 anos para elucidar a
possivel associacdo do nivel sérico de osteocalcina em individuos portadores de
MetS. Esses pesquisadores encontraram uma associacao inversa entre 0s niveis de
osteocalcina e MetS. As concentracdes séricas de OC apresentaram-se diminuidas
significativamente nos individuos com hiperglicemia, hipertrigliceridemia e baixo HDL-
c e ainda, constataram que os niveis de OC diminuiram segundo a presenca crescente
de fatores de risco para MetS [38]. Os resultados encontrados por Tan e
colaboradores [38], confirmam nossos achados, porém, as reducfes de OC foram
significativas e negativas apenas para adolescentes do sexo feminino, com presenca
de MetS.

Outros estudos também evidenciaram correlagdo negativa entre niveis séricos
de osteocalcina e fatores de risco metabdlicos em criangas e adolescentes obesos
[17,18], principalmente no sexo feminino [18]. No estudo de Reinehr e Roth [39] as
criancas com obesidade apresentaram menores niveis de OC circulante quando
comparadas as criancas eutroficas e, 0os pesquisadores observaram presenca de
correlacdo positiva com a presenca de resisténcia a insulina e negativa com a
concentracéo de leptina no soro.

Nossas evidéncias corroboram e complementam os achados do estudo de Kim
e colaboradores [7], os quais identificaram que o nivel de OC foi significativamente

menor em criangas coreanas com sobrepeso e obesidade em comparacao as médias
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obtidas entre criangas eutroficas e, ao analisarem a relagdo da OC com a adiposidade,
encontraram uma correlacdo negativa. Estes mesmos pesquisadores detectaram que
as criangas participantes, que nao tinham os componentes da MetS, apresentaram
niveis significativamente mais elevados de OC do que aquelas que tiveram um ou,
pelo menos, dois fatores de risco para MetS acrescidos do aumento da circunferéncia
da cintura [7].

Os biomarcadores ésseos fornecem informacdes ativas sobre o turnover do
tecido 0sseo, refletindo o processo de formagédo e de reabsorcao 6ssea. A OC é uma
proteina encontrada no 0sso, considerada marcador sensivel e especifico da atividade
dos osteoblastos e de doencgas 0sseas metabdlicas. Assim, niveis reduzidos de OC
podem refletir taxas mais baixas de formacédo 6ssea [40]. Além disso, OC circulante
ndo carboxilada pode estimular a proliferacdo de células beta pancreaticas e a
secrecao de insulina. Ela também atua sobre os adipdcitos induzindo a sintese de
adiponectina, além de apresentar papel preponderante no desenvolvimento de
doencas metabdlicas [41]. Em estudo incluindo populagdo feminina na fase da pos
menopausa, observou-se uma associacdo consistente entre os valores de OC e 0s
marcadores da Sindrome Metabdlica, uma vez que o0s niveis séricos de OC
apresentavam diminuigdo significativa em mulheres obesas, com elevacdo das
concentracfes glicémicas de jejum e do nivel de LDL colesterol. Portanto, a
osteocalcina sérica é considerada um preditor para o aumento de risco de diabetes
em mulheres pds-menopausadas [42].

Devido a alta prevaléncia de Osteoporose, Obesidade e MetS em adultos,
Laurent e colaboradores [43] desenvolveram um estudo para avaliar a relacdo da
MetS com o turnover ésseo de 3129 homens entre 40 a 79 anos de idade. A MetS
esteve presente em 975 homens (31,2%). Os homens acometidos por MetS
apresentaram reducao significativa de todos os biomarcadores 6sseos e maior DMO
do quadril, do colo femoral e da coluna lombar. Quando os componentes da MetS
foram analisados individualmente, apenas hipertrigliceridemia e hiperglicemia foram
inversamente associados com carboxiterminais do pro-colageno e B-CTX. A
osteocalcina foi independentemente e inversamente associada apenas a
hiperglicemia. Os homens com trés, quatro ou cinco critérios de MetS tinham
marcadores de remodelagédo 6ssea (MRO) inferiores. No entanto, homens com um ou
zero critérios tiveram maiores MRO, o que implica que ndo ha um limite de trés
critérios acima do qual os MRO estariam alterados. Os pesquisadores concluiram que

a MetS esta associada a menor renovagdo 6ssea em homens adultos.



53

Complementando o pequeno numero de publicacdes realizadas com humanos,
Wong e colaboradores [44] desenvolveram estudo experimental para avaliar os efeitos
da MetS induzida pela dieta hiperlipidica e rica em carboidratos sobre a DMO,
histomorfometria e, sobre os marcadores 6sseos OC e S-CTx em ratos machos. Doze
ratos wistar com 12 semanas de idade foram randomizados em dois grupos, o grupo
considerado normal recebeu racdo padrdo e o outro grupo, recebeu dieta com alto
teor de carboidrato e lipidio (ACAL) para induzir MetS. Os ratos que receberam a dieta
ACAL apresentaram todos os critérios de MetS, incluindo obesidade central,
hiperglicemia, hipertenséo e dislipidemia. Ndo houve diferenga significativa na DMO
entre os ratos normais frente ao grupo ACAL (p> 0,05). Com relacdo aos parametros
histomorfométricos 6sseos, os animais alimentados com dieta ACAL apresentaram
menor superficie de osteoblastos, maior superficie erosiva e reducao no volume 6sseo
trabecular. Os pesquisadores observaram aumento significativo no nivel sérico de S-
CTx, mas nenhuma diferenca nos niveis séricos de osteocalcina em relacdo aos ratos
considerados normais. Os pesquisadores concluiram que a MetS resultou em menor
namero de osteoblastos, entretanto, 0os osteoclastos compensaram o processo de
reabsor¢cdo 0ssea aumentando sua atividade. A MetS induzida pela dieta ACAL
provocou desiquilibrio na remodelagdo Ossea levando a deterioracdo da estrutura
Ossea trabecular [44].

Em consonancia com os resultados dos estudos apresentados, mesmo que
utilizando uma populagédo de adolescentes pode-se afirmar que a Sindrome
Metabdlica altera a remodelacao 6ssea [8,45,46,47], ressalvando que nem todos 0s
componentes da MetS apresentam associacfes semelhantes.

Ao analisar a evolucdo dos biomarcadores 0sseos e das DMOs segundo o0s
sexos, observou-se, pelas andlises estatisticas realizadas, um predominio de
diferencgas significativas para o sexo feminino, podendo tal situagdo estar atrelada as
caracteristicas antropométricas e bioquimicas observadas nas meninas com presenca
e auséncia de MetS. No grupo daquelas sem presenca de Sindrome Metabdlica
constatou-se maior numero (42%) delas sem alteragdes bioquimicas e com peso (kg)
e IMC (kg/m?) préximos a normalidade (IMC =85°percentil e <95° percentil =46%),
guando comparadas a aquelas com presenca de MetS. Por outro lado, no grupo dos
adolescentes do sexo masculino, tais diferencas n&o foram observadas, uma vez que
detectou-se, mesmo entre aqueles sem presenca de MetS, percentual elevado (83%)
de meninos com alteracdes bioquimicas e com peso (kg) e IMC (kg/m?) distantes da
normalidade (IMC =95°percentil=61%). Tal constata¢céo, possivelmente, influenciou na

falta de deteccéo de diferencas significativas para todos os biomarcadores, entre
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adolescentes do sexo masculino, quando os grupos pareados MetS e auséncia de
MetS foram confrontados. Diante dessa observacao, pode-se intuir que a presenca
de excesso de peso, de aumento da circunferéncia abdominal e, de algumas
alteragcfes bioquimicas relacionadas a MetS devam interferir no comportamento dos
biomarcadores 6sseos e nas DMOs.

Evidéncias sugerem que a Sindrome Metabdlica favorece a diferenciacéo dos
adipdcitos e suprime a diferenciacéo dos osteoblastos, levando a uma menor atividade
de formacdo O6ssea. Além disso, a inflamacgéo cronica induzida pela MetS também
pode aumentar a formacdo de osteoclastos e, consequentemente, sua atividade de
reabsorcdo 6ssea [48, 49].

A compreensdao da fisiopatologia da MetS é complexa e a literatura cientifica
sugere que a interacdo entre obesidade central, resisténcia a insulina e estado
inflamatério desempenham um papel importante na génese dessa doenca [3]. O
aumento do tecido adiposo é responsavel por um estado pro-inflamatério, com
aumento de liberacdo de citocinas (Interleucinas e Fator de Necrose Tumoral alfa,
TNF-alfa) e diminuicdo de producéo de adiponectina, resultando em uma diminuicédo
da sensibilidade a insulina. Com o intuito de confirmar essas hipoteses, Kurokawa e
colaboradores [50] verificaram que adolescentes com excesso de peso e com
presenca de Sindrome Metabdlica apresentavam niveis mais elevados de IL-1 beta,
IL-6 e IL-10 quando comparados a adolescentes com excesso de peso sem MetS [50].

No tocante a MetS e a remodelacdo 6ssea, estudos relacionaram a resposta
inflamatoria crénica provocada pelas citocinas inflamatorias, IL-1a, IL-1B, IL-6, € TNF-
a, produzidas pelo tecido adiposo visceral, de individuos obesos, associada ao
processo de osteoclastogénese, quando ocorreria maior reabsorcdo Ossea.
Certamente essa resposta inflamatoria crénica contribuiria na reducdo de incremento
da massa Ossea durante a fase de puberdade de adolescentes obesos [51,52,53].
Além disso, a presenca de resisténcia a insulina, que é proposta como condi¢ao
diagnéstica essencial da MetS, em conjunto com o aumento da adiposidade central,
resultaram em reducdo de adiponectina [54]. Por outro lado, divulga-se que os
osteoblastos possuem receptores para a adiponectina, sendo que esta estimula a
proliferagcéo, diferenciagao e capacidade de mineralizacao pelos osteoblastos e inibe
a atividade dos osteoclastos, por conseguinte, reduzindo a reabsorcdo 0ssea. Esses
conjunto de proposicdes resultaram em estudos que revelam a associagao entre a
reducéo de adiponectina e a DMO, com aceleracao do turnover 0sseo e presenca de

fraturas em pacientes com Diabetes Mellitus tipo 2 [55].
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A literatura cientifica sugere relacdo significativa entre os niveis plasmaticos do
horménio leptina com componentes da Sindrome Metabdlica, bem como, com outros
fatores de risco cardiometabdlicos e até cardiovasculares, como as alteracdes nos
niveis da PCR e da IL-6. Tais evidéncias sugerem que a leptina é um marcador
sensivel quanto a presenca de diferentes fatores de risco e de prognostico [56]. Alguns
pesquisadores, fundamentados experimentalmente em modelos animais com
deficiéncia de leptina ou de sua sinalizacdo, concluem que essa adipocina € um
potente inibidor do metabolismo 6sseo, e que, sua acao seria exclusivamente central
e mediada pelo sistema nervoso simpatico, induzindo a aumento do tono simpético
periférico transmitido aos osteoblastos, 0 que ocorreria através de receptores beta
adrenérgicos, inibindo a osteogénese e reduzindo o metabolismo ésseo [57,58].
Estudo mais recente apontou associacées negativas entre leptina e osteocalcina,
assinalando que o estado inflamatério pode influenciar negativamente os marcadores
de turnover 6sseo em adolescentes obesos [59].

Existe um conhecimento limitado sobre a evolu¢do dos biomarcadores 6sseos
em estudos prospectivos, sejam estudos de coorte ou ensaios clinicos realizados com
adolescentes com excesso de peso e com diagnostico de Sindrome Metabdlica, assim
como, de estudos descritivos. Pelo que se pode depreender, este € o primeiro estudo
que revela o impacto da Sindrome Metabdlica sobre a remodelacdo O0ssea em
adolescentes, sendo esse grupo etario complexo pela alta taxa de turnover ésseo.
Deste modo, a analise realizada e a avaliacdo do conjunto de marcadores bioquimicos
0sseos, de formacéo e reabsor¢do, advindos de uma amostra pareada com critérios
rigidos de inclusdo podem ser consideradas como um diferencial, frente aos
escassos resultados divulgados na literatura. Ainda, no tocante ao delineamento
transversal do presente estudo, ressaltamos que ele é incapaz de oferecer
informacdes sobre a sequéncia temporal dos eventos, além de n&o permitir a
identificacdo de relacdes causais. Entretanto, sua realizagdo contribuiu para o
surgimento de novas hipéteses e sugestédo de possiveis desenhos de estudo a serem
realizados futuramente.

Assim, infere-se que a inclusao e interpretacédo deste conjunto de marcadores
0sseos e de outros a serem futuramente incorporados, certamente complementaréo
e aprofundardo o conhecimento sobre o ésteometabolismo de adolescentes com

presenca ou auséncia de Sindrome Metabdlica.
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5. Conclusao

Nossos resultados sugerem que a presenca de MetS é prejudicial ao
desenvolvimento da massa 0ssea em adolescentes. A redu¢cdo na DMO e de
marcadores responsaveis pela formagcdo Ossea nessa fase da vida, pode
comprometer a aquisi¢cao do pico de massa 0ssea, que podera resultar em riscos de
fraturas no momento atual, assim como, na constatacdo de desarranjo da

microarquitetura e fragilidade 6ssea nos anos vindouros.
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APENDICE I-TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Prezado (a) colaborador (a):

Gostariamos de convida-lo (a) a participar da pesquisa autorizando a utilizacéao
de dados de seu filho (a) para a pesquisa “SINDROME
METABOLICA E SEUS COMPONENTES E OS MARCADORES BIOQUIMICOS DO
METABOLISMO OSSEO DE ADOLESCENTES COM EXCESSO DE PESO”que pretende

estudar resultados dos exames de sangue que avaliam o risco para doencas
cardiovasculares (doencas que afetam o sistema circulatorio, ou seja, 0S vasos
sanguineos e o coracédo) e resultados de exames que avaliam a formacao da massa
0ssea.

Para a pesquisa serdo utilizados os dados de seu filho (a) armazenados
nos prontuérios eletrénicos e no banco de dados elaborado pela pesquisadora
na pesquisa anterior (2011/2013).Serdo utilizadas as seguintes informacdes:
informacgdes de nascimento (peso de nascimento, comprimento de nascimento, idade
gestacional), uso de medicamento, relato de doencas, dados sobre alimentacao,
dados antropométricos (peso, estatura e circunferéncia abdominal), resultados de
exames bioquimicos (glicemia de jejum, insulina de jejum, HDL-colesterol,
triglicérides) e exames bioquimicos de formacdo O6ssea (osteocalcina e fosfatase
alcalina) e exames bioquimicos de reabsorcédo Ossea (telopeptideo carboxiterminal
sérico), valores de presséo arterial sistémica e diastdlica, classificacdo dos caracteres
sexuais secundarios (descricdo médica da inspec¢do visual de mamas, dos genitais e
pélos pubianos), resultados do Raio-x de maos e punhos (idade 6ssea para avaliar
amadurecimento dos 0ssos) e resultados do exame de DXA (Densitometria Ossea de
Raio X de Dupla Energia, exame que avaliou a massa 6ssea do corpo).

Gostariamos de deixar claro que sua participacdo é voluntaria e que
podera recusar-se a participar ou retirar seu consentimento, ou ainda
descontinuar sua participacédo se assim, o preferir. E garantido total sigilo do
nome de seu filho (a) imagem, resultado de exame ou doenca em relacdo aos
dados utilizados nesta pesquisa.

Os beneficios estao relacionados aos conhecimentos obtidos pela pesquisa,
uma vez que quase que de imediato os adolescentes e seus responsaveis poderao
saber sobre os resultados dos exames laboratoriais e de sua avaliacdo Ossea,
recebendo de forma gratuita os resultados da idade 6ssea e dos marcadores de
formacao 0ssea, que expressarao a qualidade atual e as possibilidades do ganho de
massa 0ssea, bem como 0s exames que indiguem risco para doencas

cardiovasculares. Além disto, caso sejam encontradas eventuais anormalidades,
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pode-se fazer intervencdo (orientacdo nutricional) precoce minimizando as
consequéncias do sobrepeso ou obesidade atuais, dos riscos cardiovasculares e da
osteoporose futura.

CONSENTIMENTO POS-ESCLARECIDO

e Ficaram claros para mim quais os objetivos do estudo, os procedimentos a
serem realizados, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos
permanentes.

e Ficou claro também que minha participacao é isenta de despesas.

e Recebi esclarecimentos sobre a liberdade de retirar meu consentimento a
qualquer momento e ndo aprovar o uso dos meus dados, sem que isto traga
prejuizo a continuidade de meu tratamento

e Recebi esclarecimento sobre o compromisso de que minha identificacdo se
mantera confidencial tanto quanto a informacdo relacionada com a minha
privacidade.

e Recebi esclarecimento sobre a disponibilidade de assisténcia no caso de
complicacbes e danos decorrentes da pesquisa.

Recebi esclarecimento de que este documento apds a aprovacao do CEP (Comité em
Etica e Pesquisa), sera elaborado em 2 vias, sendo 1 entregue & mim e o0 outro sera
mantido em arquivo pelo pesquisador. Assim, concordo voluntariamente em participar
deste estudo e declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento
Livre e Esclarecido para participacdo neste estudo.

Para demais informacdes entrar em contato com o Comité em Etica e Pesquisa,
através do telefone — (14) 3880-1608/3880-1609.

Local, Data, / /

Assinatura do Adolescente Assinatura do Responsavel

Assinatura da pesquisadora

Pesquisadora:Valéria Nobrega da Silva. Departamento de Pediatria. Distrito de Rubiao Junior — Cep.
18618970. Botucatu — SP.Fone: (14) 3811.6274.. E-mail: valerianutry@gmail.com. Orientadora: Dra.
Tamara Beres Lederer Goldberg. Faculdade de Medicina de Botucatu — Departamento de Pediatria.
Distrito de Rubido Junior — Cep. 18618970. Botucatu — SP. Caixa postal: 530. Fone: (14) 3811.6274.
Fax. (14) 3811.6083. E-mail: tamara@fmb.unesp.br. Site www.fmb.unesp.br.
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APENDICE II- Protocolo da Pesquisa

A - Identificacao
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Data da consulta: / / Dia da semana:
Paciente: RG: Responsavel:
Sexo:( )M ( )F Datado nascimento: / / Idade: anos meses
Escolaridade: Contato: ( )
B- Avaliagdo Antropométrica Inicial:
Peso atual: Peso Habitual: Peso ideal:
Estatura (cm): IMC (Kg/m?): Circunferéncia quadril:

PA:

Circunferéncia Abdominal: <cintura:

/ cicatriz umbilical: / ponto médio:

HD:

Estagios de Tanner:

C-Prética de Atividade Fisica:

Pratica atividade fisica?  Sim ()

Nao ( )

Tipo de Atividade fisica:

Frequéncia:

Horario:

Duracéo:

Tempona TV:

Tempo Computador/Videogames:

D- Habitos Gerais

Uso de bebidas alcodlicas (Etilista)

Uso de cigarro (Tabagista)

Habito intestinal

Ingestao Hidrica

Uso de medicamento: () sim ( )n&o quais:




E- Recordatdério alimentar de 24 horas
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Refeicdo/Horario/Local

Alimento/

preparacgdo/produto/marca

Quantidade ml ou mg




APENDICE lll-Anélise estatistica do total da amostra (271 adolescentes).
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Table 1.Comparison of adolescents with and without MetS according to gender, anthropometric

measures and Tanner stage.

Parameter Female (n=158) Male (n=113)
MetS (-) MetS (+) MetS (-) MetS (+)
(n=137) (n=21) (n=95) (n=18)
MeanzSD p value® MeanzSD pvalue

Age (years)? 13.78+2.25  12.86x2.36  0.097 13.88+1.88  13.43+1.24  0.624
Bone age (years)® 14.86+2.18  13.98%2.52  0.112 14.54+1.99  13.77#1.87  0.161
Tanner stage [n (% e Breast development Genital
Early puberty ; 7 (5,9) 1(5,5) 15 (20,3) 3(18,7)
Mid-puberty 3 16 (13,4) 6 (33,3) 0.099 19 (25,7) 4 (25,0) 0.985
Late puberty g 96 (80,7) 11 (61,1) 40 (54,0) 9 (56,3)
Weight (kg)* 69.22+13.04 76.07+15.46  0.030  74.03£14.08  81.03+14.50  0.054
Height (m)? 1.57+0.07 1.58+0.07 0.650 1.64+0.10 1.650.10 0.703
BMI (kg/m?)? 27.98+4.37  30.14+4.67  0.038 27.41+#3.80  29.53+4.30  0.035

aStudent t-test for independent samples. PChi-square test.
MetS (-): without metabolic syndrome; MetS (+): with metabolic syndrome.
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APENDICE IV-Tabela com outras variaveis (colesterol, insulina, HOMA e
Quicki)

Tabela 2. Comparacdo de adolescentes com presenca e auséncia de sindrome metabdlica
segundo o sexo, componentes da MetS e FAO, OC e S-CTx.

Parametros Feminino (n=48) Masculino (n=36)
MetS (-) MetS (+) MetS (-) MetS (+)
(n=24) (n=24) (n=18) (n=18)
MédiaDP p valor® MédiatDP p valor®

Componentes da MetS
AbdC (cm) 83,70+7,86  94,94+7,48  <.0001  93,23+7,94  98,66+9,90 0.0746
HDLc (mg/dL) 46,60+10,83  39,62+9,41  0.0226  4322+7,89  36,27#321  0.0022
PAS (mmHg) 104,78111,0 117,32i13,6 00014  115.60+7.94 128,4(())113,7 0.0026
PAD (mmHg) 63,77+6,79  73,89+8,09 <0001  69,58+921  80,79+9,08  0.0011
Triglicérides (mg/dL) 88,82+19 80 149,92152,0 <0001 99,38+41.74 172,62172,3 0.0009
fn']igfd"ﬂi)a de jejum g5 784619  86,75:+8,96 0.0857  87,83+550  87,22+7,58  0.7836
Colesterol (mg/dL) 149'72122*7 170’321’35’2 0.0220  143,90+32,89 172’12132’8 0.0147
Insulina (mg/dL) 16,3247,85 23,87+1750 0.0752  16,72+6,30  21,68+10,04 0.0876
HOMA 3,39+1,80  5729+43,95 00485  371+154  4,88+222  0.0891
Quicki 0,32¢0,02  0,30¢0,02 00321 0312001  0,30:0,01  0.0461
FAG (UIL) 178,12146,2 121,52165,6 0.0012 32‘212 179,72177,4 02076
OC (ng/mL) 39,08+16,10 21,024¢12,15 <.0001 34,53+1516 31,03+1559 0.5060
S-CTx (ng/mL) 1564052  1,22+0,46  0.0273  1,85:0,38  1,60+0,53  0.1252




