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RESUMO

Introdugdo: Epidermdlise bolhosa hereditaria (EBH) corresponde a um grupo de
doencgas clinicamente caracterizadas por fragilidade da pele e das mucosas, com
consequente formagao de bolhas aos minimos traumas. Baixa densidade mineral
o0ssea (DMO) e fraturas sao potenciais complicacbes das formas graves de EBH e
podem ter etiologia multifatorial. Objetivos: Avaliar variaveis clinico-antropométricas
e metabdlicas de pacientes com EBH acompanhados no Hospital Universitario de
Brasilia e estudar a relacdo dessas variaveis com a densidade mineral 6ssea areal
(aDMO) dos pacientes. Métodos: Trata-se de um estudo observacional transversal
envolvendo oito individuos com EBH, sendo seis do sexo feminino, trés com EB
simples (EBS), cinco com EB distréfica recessiva (EBDR), média de idade 16,4 + 8,3
anos. Realizou-se histéria clinica, exame fisico, avaliagdo antropométrica, avaliagdes
metabdlicas e densitometria 6ssea areal (DXA) da coluna lombar (L1-L4) e do corpo
total nas criancas e adolescentes. Nos individuos com mais de 18 anos, além dos
exames anteriores, também foi realizada a DXA do fémur proximal. A aDMO de
individuos com baixa estatura foi ajustada para idade-estatura. As possiveis
correlagcdes das variaveis clinicas e metabdlicas com a aDMO foram avaliadas.
Resultados: Nenhum paciente com EBS apresentou baixa estatura ou baixo indice
de massa corporal (IMC). Quatro pacientes (trés EBS) apresentaram mobilidade sem
restricoes. Apenas os pacientes com EBDR apresentaram anemia (média de
hemoglobina 7,9 + 2,1 g/dL), insuficiéncia de 25(0OH)D (média 15,8 + 2,6 ng/mL) e
proteina C reativa (PCR) elevada (média 5,8 + 1,5 mg/dL) . A média da interleucina
(IL) - 6 dos pacientes com EBDR (38,9 + 19,9 pg/mL) foi significativamente maior que
a dos pacientes com EBS (3,1 + 3,4 pg/mL), p = 0,014. Trés pacientes com EBDR
apresentaram baixa massa 6ssea na coluna lombar corrigida para idade-estatura e
nenhum paciente apresentou baixa massa éssea na avaliagao do corpo total corrigida
para idade-estatura. A aDMO de L1-L4 apresentou correlagao fortemente positiva e
significativa com o grau de mobilidade dos pacientes (r = 0,86 e p = 0,013), quando
um outlier foi removido. Houve correlagao forte e significativa entre a aDMO da coluna
lombar com o IMC (r = 0,79749; p = 0,0317), concentragdes séricas de 25(OH)D (r =
0,80474; p =0,0290) e de hemoglobina (r = 0,76887; p = 0,0434). Houve correlagao



fortemente positiva e significativa entre as concentragbes séricas de IL-6 e PCR (r =
0,86; p = 0,005). Entretanto esses marcadores inflamatorios ndo apresentaram
correlagdes estatisticamente significativas com a aDMO. Nenhuma correlagao
estatisticamente significativa foi encontrada entre a aDMO de corpo total corrigida
para idade-estatura e as variaveis estudadas. Conclusao: Em relacido aos pacientes
com EBS, os pacientes com EBDR apresentam maior comprometimento da estatura
e do estado nutricional, menores concentragdes de 25(OH)D e de hemoglobina, além
de valores mais elevados dos parametros inflamatérios. No grupo estudado,
encontrou-se correlagao positiva e significativa da aDMO da coluna lombar com o grau
de mobilidade do paciente, o padrao nutricional, as concentragdes séricas de vitamina

D e hemoglobina.

Palavras-chave: epidermdlise bolhosa hereditaria; densidade mineral 6&ssea;

vitamina D; indice de massa corporal; marcadores inflamatorios.



ABSTRACT

Introduction: Hereditary epidermolysis bullosa (HEB) corresponds to a group of
diseases clinically characterized by fragility of the skin and mucosa, with the
consequent formation of blisters after minimal traumas. Low bone mineral density
(BMD) and fractures are possible complications of the severe forms of HEB and may
have multifactorial etiology. Objectives: To evaluate clinical, anthropometric and
metabolic variables of patients with HEB followed at the Brasilia University Hospital
and to study the correlation among those variables and the areal bone mineral density
(aBMD) of the patients. Methods: This was a cross-sectional observational study
involving eight individuals with HEB, consisting of six females, three with EB simplex
(EBS), five with recessive dystrophic EB (RDEB), mean age 16.4 £ 8.3 years . A clinical
history, physical examination, anthropometric evaluation, metabolic assessments and
DXA of the lumbar spine (L1-L4) and of the total body in children and adolescents were
performed. In individuals older than 18 years, in addition to the previous exams, DXA
of the proximal femur was also performed. The aBMD of individuals with short stature
was adjusted for age-stature. The possible correlations of clinical and metabolic
variables with aBMD were evaluated. Results: No patient with EBS presented short
stature or low body mass index (BMI). Four patients (three EBS) had normal mobility.
Only patients with RDEB had anemia (mean hemoglobin 7.9 + 2.1 g/dL), 25(OH)D
insufficiency (mean 15.8 + 2.6 ng/mL) and high C-reactive protein (CRP) (mean 5.8 +
1.5 mg/dL). The mean interleukin (IL) -6 of patients with RDEB (38.9 £ 19.9 pg/mL)
was significantly higher than that of patients with EBS (3.1 + 3.4 pg/mL), p = 0.014.
Three patients with RDEB presented low bone mass in the lumbar spine, corrected for
age-stature, and no patient presented low bone mass when evaluating the total body
corrected for age-stature. aBMD of L1-L4 showed a strongly positive and significant
correlation with the degree of mobility of the patients (r = 0.86, p = 0.013), when an
outlier was removed. There was a strong and significant correlation between lumbar
spine aBMD and BMI (r = 0.79749, p = 0.0317), serum concentrations of 25(OH)D (r
=0.80474, p =0.0290) and hemoglobin (r = 0.76887, p = 0.0434) There was a strong
positive and significant correlation between the serum concentrations of IL-6 and CRP

(r = 0.86, p = 0.005), but those inflammatory markers did not present statistically



significant correlations with aBMD. Conclusion: In relation to patients with EBS,
patients with RDEB presented greater impairment of height and nutritional status,
lower concentrations of 25(OH)vitamin D and hemoglobin levels, and higher values of
inflammatory parameters. In the studied group, positive and significant correlations
were found between aBMD of the lumbar spine and the degree of mobility of the

patient, nutritional status and serum concentrations of vitamin D and hemoglobin.

Keywords: hereditary epidermolysis bullosa; bone mineral density; vitamin D; body

mass index; inflammatory markers.
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1 INTRODUCAO

Epidermdlise bolhosa hereditaria (EBH) corresponde a um grupo de doengas
caracterizadas por fragilidade da pele e das mucosas, com consequente formagao de
bolhas aos minimos traumas (1, 2). Os primeiros relatos dessa doenga a
consideravam como pertencente ao grupo dos pénfigos. Em 1870 Von Hebra a
descreveu como pénfigo hereditario ao relatar o caso de um paciente do sexo
masculino com bolhas na pele apds pequenos traumas desde a infancia. Sua historia
familiar era positiva para trés geragdes sucessivas. O termo epidermélise bolhosa (EB)
so foi descrito pela primeira vez por Koebner em 1886, para descrever o quadro clinico
de quatro pacientes, uma mae e seus trés filhos. Os filhos apresentavam bolhas
confinadas aos pés e ocasionalmente nas pernas, enquanto a mae apresentava
lesdes nas maos e ocasionalmente abaixo do corpete (3).

A EB pode ser classificada de acordo com sua a base etiopatogénica em
hereditaria e adquirida. A forma adquirida de EB surge geralmente entre a quarta e a
quinta década de vida, consequente a producao de anticorpos da classe IgG contra o
colageno tipo VII (4). Enquanto a EB hereditaria (EBH) compreende um grupo
heterogéneo de genodermatoses mecanobolhosas raras que apresentam ampla
variabilidade fenotipica secundaria as mutagcdes que podem acometer os diferentes
genes codificadores das varias proteinas estruturais da pele (1, 2, 5). As alteragbes
moleculares resultantes determinam distintos comprometimentos estruturais e
funcionais dos componentes de adesao intraepidérmicos ou de ancoramento
dermoepidérmicos, o que facilita a perda da integridade cutanea (1).

A EBH pode causar forte impacto nas vidas dos pacientes e dos seus familiares,
principalmente nas formas graves da doencga, por causarem dor e limitagéo fisica,
sofrimento emocional, prejuizo social e econémico (6).

A incidéncia da EB nao ¢ influenciada pela raga ou pelo sexo dos individuos e
o percentual real de criangcas nascidas com EB no mundo é desconhecido (6, 7).
Esses dados séo estimados por diferentes técnicas de amostragem em todo o mundo,
mas as mais rigorosamente obtidas sdo as do Registro Nacional de EBH dos Estados
Unidos, que realizou um estudo envolvendo 3300 pacientes com EBH durante 16 anos.
Tais dados revelaram incidéncia de 19,57 casos por milhdo de nascidos vivos entre

1986 e 2002, com prevaléncia de 11,07 casos por milhdo de nascidos vivos naquele
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pais. Durante o referido periodo, a incidéncia de EBH por subtipo e por milhdo de
nascidos vivos foi de 7,87 casos de EB simples (EBS), 2,68 casos de EB juncional
(EBJ), 2,12 casos de EB distréfica dominante (EBDD), 3,05 casos de EB distrofica
recessiva (EBDR) e 1,48 casos de EB distrofica (EBD) com modo de transmissao
desconhecido. Nos demais, 2,37 casos por milhdo de nascidos vivos, o tipo de EBH
era desconhecido (8).

Até o momento nao existem dados literarios precisos sobre prevaléncia e

incidéncia da EBH no Brasil.

1.1 CLASSIFICACAO

A primeira classificagdo formal da EBH foi realizada por Pearson em 1962 com
o auxilio da microscopia eletrénica (9). Desde entdo, varios genes e fendtipos
relacionados a doenca foram identificados e descritos. Até o momento, sao
reconhecidos 19 genes envolvidos (10) e pelo menos 30 fendtipos diferentes de EBH
foram descritos, cada um resultante das diferentes mutagdes nos genes que codificam
proteinas estruturais da pele (11). A classificagdo atual (Figura 1) descreve quatro
grupos maiores de EBH de acordo com o plano onde ocorre a clivagem na pele e as

proteinas cujas sintese e fungao estdo comprometidas (1, 12, 13):

- Epidermdlise Bolhosa Simples (EBS): clivagem intraepidérmica, envolve as
proteinas transglutaminase 5, placoglobina, queratinas 5 e 14, plectina, placofilina-1,
exofilina 5, desmoplaquina e antigeno 1 do penfigdide bolhoso.

- Epidermdlise Bolhosa Juncional (EBJ): clivagem na lamina lucida, envolve a laminina
332 (laminina 5), o colageno tipo XVII, integrina o634 e a subunidade o3 da integrina.
- Epidermolise Bolhosa Distrofica (EBD): clivagem na sublamina densa, envolve o
colageno tipo VII.

- Mista ou Sindrome de Kindler (SK): clivagem em diferentes planos, envolve a kindlina
l.



TIPO DE EBH

EBS SUPRABASAL

EBS BASAL

EBJ Lamina lucida
SK

EBD  syb-lamina densa
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PROTEINA ENVOLVIDA

Transglutaminase 5

Placoglobina
Placofilina 1
Desmoplaquina

Queratina 5/14, BP230,
plectina, exofilina 5,
kindlina 1,

Integrina a6p4 e a3, colageno
tipo XVII e laminina 332

Colageno tipo VII

Figura 1 Representacdo esquematica da pele, com a localizagdo das proteinas

envolvidas na patogénese da EBH e os niveis onde surgem as bolhas em cada tipo

da doenca.

Fonte: Adaptado de Fine JD, Bruckner-Tuderman L, Eady RA, Bauer EA, Bauer JW, Has C, et al.
Inherited epidermolysis bullosa: updated recommendations on diagnosis and classification. J Am Acad

Dermatol. 2014;70(6):1103-26.

Esses tipos de EBH ainda sao subdivididos em diversos subtipos. Uma

classificagdo mais recente, denominada onion skin, propde categorias baseadas no

tipo de EBH, modo de heranga, fendtipo (localizada ou generalizada, gravidade do

comprometimento cutédneo e extracutaneo), achados de imunomapeamento e

mutagdes apresentadas pelo paciente (12) (Tabela 1).



Tabela 1 — Principais tipos e subtipos de EBH
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Tipo | Subtipos Heranca | Genes Proteinas
de comprometidas
EBH
EBS  Suprabasal
Deficiéncia de placofilina AR PKP1 Placofilina 1
Deficiéncia de desmoplaquina AR DSP Desmoplaquina
(fragilidade cutédnea- Sindrome de
wooly hair)
EBS acantolitica AR DSP, JUP Desmoplaquina,
placoglobina
Sindrome de descamacado da pele AR TGMS Transglutaminase
acral 5
EBS superficial AD ? Desconhecida
Deficiéncia de placoglobina AR JUP Placoglobina
EBS Basal
EBS localizada (Weber-Cockayne)  AD KRTS, KRT14 Queratina 5,
Queratina 14
EBS generalizada grave (Dowling-  AD KRTS, KRT14 Queratina 5,
Meara, EBS herpetiforme) Queratina 14
EBS generalizada intermediaria AD KRT5, KRT14 Queratina 5,
(n&o Dowling-Meara, Koebner) Queratina 14
EBS com pigmentagcdo mosqueada AD KRT5 Queratina 5
e EBS circinada migratdria
EBS autossOmica recessiva K14 AR KRT14 Queratina 14
EBS com distrofia muscular AR PLEC Plectina
EBS-Ogna AD PLEC Plectina
EBS com atresia pildrica AR PLEC Plectina e
ITGB4, ITGA6 Integrina a6p4
EBS autossémica AR DST Antigeno 1 do
(deficiéncia de BP230) penfigdide
bolhoso (BPAGH1;
BP230)
EBS autossémica AR EXPHS5 Exofilina 5
(deficiéncia de exofilina 5)
EBJ EBJ generalizada
EBJ generalizada grave (Herlitz) AR LAMAS, Laminina -332
LAMBS,
LAMC2
EBJ generalizada intermediaria AR LAMAS3, Laminina -332
(n&o- Herlitz) LAMBS3,
LAMC2
EBJ com atresia pilorica AR COL17A1 Colageno XVII
ITGB4, ITGA6 Integrina a6p4
EBJ de inicio tardio AR COL17A1 Colageno XVII
EBJ com envolvimento respiratério AR ITGA3 Integrina

e renal

subunidade o3
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Continua
Tipo | Subtipos Heranca | Genes Proteinas
de comprometidas
EBH
EBJ localizada
EBJ localizada AD COL17A1 Colageno XVII
ITGB4 Integrina a6p4
LAMAS,
LAMBS,
LAMC2 Laminina -332
EBJ inversa AR LAMAS3, Laminina -332
LAMBS3,
LAMC2
EBJ sindrome laringo-onico- AR LAMAS3A Laminina -332
cuténea subunidade a3
EBD EBD dominante (EBDD)
generalizada (Cockayne-Touraine e AD COL7A1 Colageno Vi
Pasini)
EBD das unhas AD COL7A1 Colageno VIl
EBD acral AD, AR COL7A1 Colageno VII
EBD pré-tibial AD, AR COL7A1 Colageno VII
EBD pruriginosa AD, AR COL7A1 Colageno VII
EBDD e EBD recessiva (EBDR), AD, AR COL7A1 Colageno VIl
Dermolise  bolhosa do recém
nascido
EBDR generalizada AR COL7A1 Colageno VIl
grave(Hallopeau-Siemens)
EBDR generalizada intermediaria AR COL7A1 Colageno VIl
EBDR localizada AR COL7A1 Colageno VIl
EBDR inversa AR COL7A1 Colageno VII
EBDR centripeta AR COL7A1 Colageno VII
SK Sindrome de Kindler AR FERMT1 Kindlina |
(KIND1)

AR: autossOmica recessiva, AD: autossdmica dominante

Fonte: adapatado de Fine JD, Bruckner-Tuderman L, Eady RA, Bauer EA, Bauer JW, Has C, et al.
Inherited epidermolysis bullosa: updated recommendations on diagnosis and classification. J Am Acad
Dermatol. 2014;70(6):1103-26.

No acompanhamento de pacientes com EBH, o escore de Birmingham (Escore

de Gravidade da Epidermdlise Bolhosa) pode ser utilizado para avaliar a gravidade da

doencga de forma mais objetiva e reprodutivel (14, 15). Nesse escore 11 itens sao
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pontuados, sendo 100 o total maximo de pontos. Os itens avaliados sao distribuidos
da seguinte maneira:

- 1: area de pele acometida por bolhas, erosées, eritemas e cicatrizes: 0 a 50
pontos;

- 2 a 11: envolvimento das unhas, boca, olhos, laringe, eséfago, cicatrizes nas
maos, cancer de pele, feridas cronicas, alopecia e comprometimento nutricional: 0 a

5 pontos para cada item.

1.2 DIAGNOSTICO

Conhecendo-se a classificagao da EBH, seu diagndstico é baseado em dados
clinicos e laboratoriais, na histéria familiar, incluindo histéria de consanguinidade dos
pais do paciente, e a diferenciacdo dos subtipos é realizada por meio de estudos
imuno-histoquimicos, ultraestruturais e genéticos. Entretanto, a analise genética nao
esta disponivel na maioria das cidades e servigos de assisténcia médica brasileiros
(16, 17).

A subclassificagao auxilia no aconselhamento genético, no estabelecimento do
risco de comprometimento mucoso, de aparecimento de neoplasias e de morte
prematura (16, 17).

O exame histopatoldgico obtido do material de bidpsia de bolha integra € a
ferramenta diagndstica mais utilizada, mas nédo € confirmatério. Ele auxilia no
diagndstico diferencial com outras dermatoses bolhosas e na diferenciagcéo entre a
EBS, que tem clivagem intraepidérmica, e os outros tipos de EBH. Todavia, como
tanto EBJ quanto EBD possuem planos de clivagem subepidérmicos, o exame
anatomopatologico ndo consegue diferencia-las (16, 18)

Para estabelecer os diversos planos de clivagem associados aos diferentes
subtipos de EBH, sdo necessarios os exames de imunomapeamento (IMM) e/ou a
microscopia eletronica de transmissao (MET) (2, 12, 17, 18).

A MET permite a visualizagédo de alteragdes morfolégicas ultraestruturais nos
queratinécitos e na jungao dermo-epidérmica tipicas dos tipos e subtipos de EBH. No
entanto, € um método dispendioso, que consome muito tempo para a execugao e

leitura, ndo permite visualizar a clivagem como um todo e esta disponivel apenas em
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centros especializados (16, 18).

O IMM apresenta resultados com precisdo semelhante a da MET com a
vantagem da rapidez e da simplicidade na execugao e na leitura, visualizagdo da
clivagem como um todo (16), menor custo e maior disponibilidade. Por utilizar
anticorpos monoclonais especificos contra proteinas estruturais da zona da
membrana basal e antigenos epidérmicos, o IMM possibilita a detec¢ao dos niveis de
clivagem, assim como a expressao protéica local (normal, reduzida ou ausente).
Dessa forma, esse método permite identificar os tipos e subtipos de EBH (2, 12, 13).

Apods a determinacédo do plano de clivagem e do perfil antigénico, a analise
genética é recomendada, quando possivel, por permitir uma subclassificagdo mais

precisa e facilitar o aconselhamento genético (12).

1.3 MANIFESTACOES CLINICAS

As manifestagdes clinicas da EBH variam de acordo com o tipo e a gravidade
da doenca, podendo apresentar desde lesdes discretas e localizadas até formas

generalizadas com acometimento sistémico importante (13).

1.3.1 Principais Manifestacoes dos Tipos de EBH

1.3.1.1 Epidermdlise Bolhosa Simples

A EBS localizada (Weber-Cockayne) € o subtipo mais comum. As bolhas
comegam a surgir durante a infancia ou adolescéncia apds pequenos traumas, com
lesdes predominando nas maos e nos pés. Geralmente ndo deixa cicatrizes atréficas
e nao ha acometimento sistémico, mas a mucosa oral pode ser acometida (12, 13).

Nos casos de EBS generalizada (Figuras 2 e 3) as lesbes aparecem ao
nascimento ou durante a primeira infancia. Na EBS generalizada intermediaria podem

surgir despigmentacao ou hiperpigmentagdo, acometimento variavel da mucosa oral
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e geralmente nao ha alteragdes sistémicas. Ja na forma generalizada grave (Dowling-
Meara), as bolhas também surgem em varias regides da pele, podendo ocorrer
hiperceratose palmoplantar e raramente a formagao de milia, cicatrizes atroficas,
distrofia ungueal ou anoniquia. O acometimento da mucosa oral € comum e algumas
manifestagbes sistémicas podem ser observadas como anemia, retardo no
crescimento e constipacao (12, 13).

A maioria dos pacientes com EBS apresenta um bom prognéstico e qualidade
de vida relativamente boa desde que o tratamento das lesbes seja instituido cedo e
de forma eficaz. Subtipos mais raros como EBS acantolitica letal, EBS com distrofia
muscular e EBS com atresia pilorica possuem pior prognéstico e podem levar a morte

de forma mais precoce (2).

Figura 2 Pequenas erosdes e crostas, além de algumas lesdes residuais acromicas
predominando nos membros superiores de paciente do sexo feminino, 7 anos, com
EBS.

Fonte: Ambulatério de Endocrinologia Pediatrica do Hospital Universitario de Brasilia
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Figura 3 Crostas e manchas hipercrémicas na face posterior das coxas de paciente

do sexo masculino, 13 anos, com EBS.

Fonte: Ambulatério de Endocrinologia Pediatrica do Hospital Universitario de Brasilia

1.3.1.2 Epidermdlise Bolhosa Juncional

As EBJs apresentam bolhas ao nascimento, cicatrizes atroficas, distrofia
ungueal, anoniquia, comprometimento da mucosa oral, caries e hipoplasia do esmalte
dentario (12).

Nas formas localizadas ndo ha acometimento sistémico, as lesdes cutaneas
sdo menos frequentes e com menor distribuigdo, enquanto nas formas generalizadas
ha tecido de granulagdo periorificial exuberante, alopecia, anemia, retardo do
crescimento, comprometimento gastrointestinal, genitourinario, ocular e respiratorio,
principalmente nas formas graves (Herlitz) (2, 12, 13).

A EBJ generalizada grave (Herlitz) apresenta quase 100% de mortalidade nos
primeiros anos de vida por sepse, pneumonia ou obstrug¢ao laringotraqueal (13). Ja na
EBJ generalizada intermediaria as manifestagbes cutdneas e extracutaneas
costumam ser mais leves, apresentando um progndéstico melhor, porém ha maior risco

de desenvolvimento de carcinoma espinocelular (CEC) (13).

1.3.1.3 Epidermdlise Bolhosa Distréfica

As variantes mais comuns de EBD sao: Epidermdlise Bolhosa Distrofica
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Dominante (EBDD), Epidermdlise Bolhosa Distrofica Recessiva (EBDR) grave e
EBDR intermediaria (12, 18).

EBDD generalizada geralmente apresenta bom prognéstico e qualidade de vida
relativamente boa (2, 18). As bolhas surgem ao nascimento ou durante a infancia e a
distribuicdo € o numero das lesdes podem diminuir com a idade (18). Papulas
hipopigmentadas agrupadas (lesdes albopapuldides) sao tipicas (variante de Pasini),
mas com frequéncia variavel (12, 13). As bolhas sao limitadas as areas de trauma
(maos, pés, joelhos, cotovelos), gerando cicatrizes atroficas, milia e perda das unhas
(2, 18). Pode haver envolvimento mucoso, mas os dentes sdo geralmente normais
(18).

Pacientes com EBDR generalizada grave (Hallopeau-Siemens) apresentam
bolhas por todo o corpo ao nascimento, resultando em cicatrizes extensas (Figura 4),
distrofias ungueais, anoniquia, pseudosindactilia (Figura 5), milia, hipopigmentagao

ou hiperpigmentacéo (Figura 6).

Figura 4 Erosbes e cicatrizes extensas no dorso e nos gluteos de crianga do sexo

feminino, 7 anos, com EBDR.

Fonte: Ambulatério de Endocrinologia Pediatrica do HUB.
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Figura5 Pseudosindactilia e descamacgao das maos de uma crianga do sexo feminino,
12 anos, com EBDR.

Fonte: Ambulatério de Endocrinologia Pediatrica do HUB.

Figura 6 Milia, manchas eritematosas, hipercrébmicas e hipocrémicas na face de uma

crianga do sexo feminino, 7 anos, com EBDR.

Fonte: Ambulatério de Endocrinologia Pediatrica do HUB.

Os cabelos dos pacientes com EBDR s&o esparsos e com alopecia cicatricial
(12, 18). Entre as manifestagbes extracutdneas estdo as lesdes orais, caries,
microstomia, comprometimento gastrointestinal, disturbios oculares, anemia, retardo
do crescimento, atraso da puberdade, glomerulonefrite, nefropatia por IgA, amiloidose
renal, cardiomiopatia, osteoporose entre outros. Além disso ha risco aumentado de
desenvolvimento de CEC, uma das principais causas de morte nesses pacientes,
principalmente se houver metastases (2, 12, 13, 18). A incidéncia desse cancer
aumenta dramaticamente a partir da segunda década de vida. Tumores multiplos em

locais de lesbes cronicas sdo comuns e o cancer pode recorrer com frequéncia,
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mesmo apods excisdes cirurgicas agressivas (19).
A EBDR generalizada intermediaria apresenta um progndstico um pouco
melhor, com manifestagdes similares as da EBDR generalizada grave, porém mais

brandas e com menor frequéncia de CEC e de complicagdes renais (2, 18).

1.3.1.4 Sindrome de Kindler

Na Sindrome de Kindler (SK) as lesdes surgem ao nascimento, inicialmente
caracterizadas por bolhas acrais que ocorrem predominantemente na infancia. Mais
tarde predominam fotossensibilidade, poiquilodermia e atrofia cutanea extensa em
areas fotoexpostas. Ha um risco aumentado para o desenvolvimento de CEC e podem
ocorrer distrofias ungueais, anoniquia, ceratodermia, ectrépio, estenoses esofagicas
e urogenitais, esofagite e colite. A mucosa oral também pode ser acometida e

desordens como gengivite, hiperplasia gengival e periodontite sdo comuns (2, 12, 13).

1.3.2 Manifestag6es Extracutaneas

Muitas manifestagdes extracutaneas estdo associadas a tipos de EBH mais
graves e generalizados e podem trazer morbidade significativa aos pacientes (11). A

seguir destacaremos algumas dessas manifestagoes.

1.3.2.1 Manifestagdes Oculares

Diversas manifestagdes oculares foram descritas na EBH, sendo explicadas,
em parte, pelas similaridades bioquimicas e ultraestruturais entre a pele e a cérnea
(11).

A inflamacédo aguda e os danos a superficie ocular podem gerar injegcao

conjuntival, vermelhiddo, lacrimejamento, fotofobia, bolhas, vesiculas e erosdes
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corneanas. Alguns pacientes podem evoluir com lesées crénicas como cicatrizes na
cérnea, formagao de pannus, simbléfaro (Figura 7), anquilobléfaro e ectropio. Em
casos sem o tratamento adequado pode haver perda progressiva da visao (11, 13,
20).

Figura 7 Simbléfaro no olho esquerdo de paciente do sexo feminino, 13 anos, com

EBDR. Fonte: Ambulatério de Endocrinologia Pediatrica do HUB.

1.3.2.2 Manifestag¢des Orais e Dentarias

O surgimento de bolhas na mucosa oral é seguido pela formagao de cicatrizes
que resultam em microstomia e anquiloglossia (Figura 8). Os dentes também podem
ser afetados, muitas vezes com comprometimento do esmalte, perda da superficie
dentaria pela erosdo e doengas da gengiva. Todos esses fatores dificultam

gravemente o consumo de alimentos (21).

Figura 8 Microstomia e anquiloglossia em paciente do sexo feminino, 7 anos, com
EBDR.

Fonte: Ambulatério de Endocrinologia Pediatrica do HUB.
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1.3.2.3 Manifestagdes Gastrointestinais

Alteragbes do trato gastrointestinal (TGI) causam complicagdes ao individuo
pelo comprometimento nutricional, levando a anemia refrataria, hipoalbuminemia,
disturbios disabsortivos e déficit de crescimento (11, 21, 22). Praticamente qualquer
porcao do TGl pode ser afetada pela doenga, com excegao da vesicula biliar, figado
e pancreas (11, 17).

O acometimento esofagico e gastrico pode resultar em doenga do refluxo
gastroesofagico, hérnia de hiato, gastrite e ulcera péptica (21), mas a complicagao
mais grave é a estenose de eséfago (11, 21, 17), que causa disfagia, odinofagia, e
pode, nos casos mais graves, comprometer a degluticdo de saliva (11, 21). As erosdes
intestinais podem levar a perda cronica de sangue e proteinas, contribuindo para o
desenvolvimento de anemia, hipoalbuminemia, ma absorgao e retardo do crescimento
(22).

A constipacao é uma das manifestacdes clinicas mais comuns no paciente com
EBH, sendo descrita em todos os tipos da doencga e, principalmente, na EBDR. Essa
manifestagéo geralmente é precedida pela defecagéo dolorosa causada por bolhas e
fissuras perianais, fazendo com que o paciente tente reter as fezes para evitar a dor.
Outros fatores que podem exarcebar a constipagcado sdo a suplementacéo de ferro,
frequentemente necessaria, e a baixa taxa de atividade fisica. Também sao descritas
complicagdes como perfuragédo colbnica, estenose anal, prolapso retal, megacélon,
fistulas perianais, sindrome do cdlon irritavel, doenga diverticular e hemorroidas (11,
21).

1.3.2.4 Manifestagbes Geniturinarias

A formacéo recorrente de vesiculas ao longo da uretra, da jungao ureterovesical
e dos ureteres pode obstrui-los e gerar hidronefrose. Os pacientes podem desenvolver
insuficiéncia renal crénica (IRC) por hidronefrose, glomerulonefrite estreptocdcica,

amiloidose renal, nefropatia por IgA, entre outras (11,17).
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1.3.2.5 Manifestagbes da Orelha, do Nariz e da Laringe

Bolhas, erosées e crostas sdao comuns, mas a complicacédo
otorrinolaringolégica mais grave é a oclusdo parcial ou completa das vias aéreas
superiores, geralmente como resultado de estenoses proximas as cordas vocais. Esta
complicagdo é vista quase exclusivamente na EBJ generalizada e pode ocorrer no

primeiro ano de vida (11, 17).

1.3.2.6 Manifestagdes Cardiacas

Cardiomiopatia dilatada € uma complicacdo incomum da EBH e o subtipo mais
afetado € a EBDR generalizada grave (Hallopeau-Siemens). Seu curso pode ser fatal,
especialmente nos pacientes com IRC associada. A etiologia da doenga cardiaca
parece ser multifatorial, incluindo desnutricdo com deficiéncia de micronutrientes
(carnitina e selénio), anemia, miocardite viral e sobrecarga de ferro por transfusao

sanguinea (17, 19).

1.3.2.7 Infecgdes

Os pacientes com EBH, principalmente com as formas generalizadas,
desenvolvem com frequéncia infeccdes cutdneas por apresentar extensas areas de
pele erosada (Figura 9). O agente etiolégico mais comum é o Staphylococcus aureus.
Ja as infecgbes sistémicas sdo bem menos comuns, apesar da sepse ser a principal

causa de morte na infancia dos pacientes com EBJ (17, 19).
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Figura 9 Paciente do sexo feminino, 7 anos, com EBDR. A Secre¢do amarelada na
orelha esquerda. B Crostas e bolhas flacidas com conteudo purulento na regiao

posterior do pescogo. C Erosdes e crostas amareladas na perna direita.

Fonte: Ambulatério de Endocrinologia Pediatrica do HUB.

1.3.2.8 Anemia

A anemia constitui uma complicagdo comum da EBH, especialmente nos
pacientes com formas generalizadas e graves da doenga. Sua origem €& multifatorial
e pode ser explicada pela deficiéncia de ferro (perdas sanguineas nas lesdes, ma
absorc¢ao intestinal, baixa ingestdo) e pela anemia da doencga crbnica, uma vez que
as lesbes em cicatrizagao e infecgbes geram maior circulagéo de citocinas capazes

de suprimir a eritropoiese e diminuir a eficiéncia da utilizagdo do ferro (19).

1.3.2.9 Manifestagbes Musculoesqueléticas

A pseudosindactilia (deformidade em luvas) das méos e dos pés é uma
complicagdo musculoesquelética comum dos pacientes com as formas mais graves
de EBH, principalmente a EBDR generalizada grave. Inicialmente aparece uma
membrana proximal entre os espacos interdigitais, que evolui até a completa unido
dos digitos (Figura 10). Dessa forma, a fungdo das méos e a deambulagéo ficam
prejudicados. Contraturas mais proximais com flexdo dos joelhos e dos cotovelos

podem ocorrer, dificultando ainda mais a mobilidade do paciente que, em alguns
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casos, pode se tornar dependente de cadeira de rodas (19).

A intervencao cirurgica pode melhorar a fungdo dos membros, no entanto, sdo
necessarios procedimentos repetidos para preserva-la (17). Para evitar a formagao
das membranas e das contraturas, os dedos sado envolvidos por luvas especiais para

manté-los separados e sao utilizadas talas nas articulagdes (19).

Figura 10 A. Pseudosindactilia da mao de paciente do sexo feminino, 16 anos, com

EBDR. B. Pseudosindactilia do pé de paciente do sexo feminino, 7 anos, com EBDR.

Fonte: Ambulatério de Endocrinologia Pediatrica do HUB.

No ambito das manifestacbes musculares, existe uma forma de EBS com
distrofia muscular que pode se iniciar ao nascimento, com significativa fraqueza

muscular (Floppy babies), ou até mesmo ter inicio na idade adulta (17, 19).

1.4 IMPACTO DA EPIDERMOLISE BOLHOSA NA MASSA OSSEA

A fisiologia éssea também pode ser acometida na EBH em graus variados.
Baixa massa 6ssea, osteopenia, osteoporose e consequentemente comprometimento
do crescimento, deformidades e fraturas ésseas podem ocorrer, particularmente nas
formas mais graves e generalizadas da doenca e em diferentes faixas etarias (19).
Esse aspecto é relevante especialmente em criangas e adolescentes, pois encontram-
se em fase de aquisicdo de massa é6ssea. De acordo com a gravidade desse

acometimento os pacientes podem atingir um menor pico de massa 6ssea, que
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corresponde a quantidade maxima de osso que o individuo atinge ao longo da vida e
acontece por volta do término da segunda e inicio da terceira década de vida. O pico
de massa dssea € a principal variavel determinante da qualidade e saude 6ssea nas
demais décadas de vida (23). Se esse pico for inadequadamente baixo, pode colocar
o individuo em risco de osteoporose, fraturas e suas comorbidades, comprometendo
ainda mais a qualidade de vida.

Os fatores que interferem na formagao 6ssea séo classificados em intrinsecos
e extrinsecos. Os primeiros incluem fatores hereditarios (responsaveis por cerca de
80% do pico final de massa éssea), raga, sexo e fatores hormonais (horménio de
crescimento, fator de crescimento semelhante a insulina |, horménio tireoidiano,
estrogeno, testosterona, entre outros); ja os fatores extrinsecos dizem respeito a
nutricdo, fatores mecanicos, habitos, doencas crénicas e uso de medicamentos (24).

Até o momento poucos estudos avaliaram a fisiopatologia osteometabdlica em
criancas e adolescentes com EBH, todos com amostras de pacientes relativamente
pequenas por causa da raridade da doencga. Esses estudos concluiram que criangas
com formas generalizadas de EBH comumente apresentam baixa densidade mineral
o0ssea (DMO) (14, 25-28). No entanto, as mutagdes genéticas tipicas da EB nao
afetam o tipo de colageno presente no osso, predominantemente tipo 1, (26, 29, 30),
0 que sugere que as alteragdes dsseas nao tenham causa genética, mas que sejam
consequéncia das repercussdes metabdlicas sistémicas, limitagdes de movimento e
habitos dos pacientes com EBH.

Muitos fatores permissivos, determinantes e contribuintes para o adequado
desenvolvimento 6sseo podem estar alterados em pacientes com as formas
generalizadas de EBH, resultando em um estado de alta reabsor¢cao e reduzida

mineralizagao ossea (26, 29). Esses fatores sédo discutidos a seguir.

1.4.1 Mobilidade

Atividade fisica é fundamental para a adequada formacdo da massa 6ssea,
uma vez que a carga mecanica promove estimulo tréfico nesse tecido, entre outros
fatores, ao inibir a sintese de esclerostina, que € uma proteina sintetizada pelos

ostedcitos e que estimula a atividade dos osteoclastos (células que reabsorvem 0 0sso0)



36

e inibe a atividade dos osteoblastos (células que formam a matriz 6ssea e estimulam
sua mineralizagao) (31-33). Além disso, o nivel de mobilidade do individuo é
reconhecido como o melhor preditor da qualidade da massa 6ssea nos pacientes com
EBH (26, 34). Entretanto muitos individuos, principalmente com as formas
generalizadas, apresentam baixo peso (decorrente do comprometimento nutricional),
astenia (decorrente da anemia), hipotrofia muscular, movimentos limitados por
contraturas, fortes dores advindas de bolhas e erosdes e dificuldade de se exercitarem
e até de deambularem (27, 34). Esse quadro de mobilidade reduzida potencializa a
sintese de esclerostina e, consequentemente, a atividade osteoclastica e a
reabsorcao 6ssea, e a0 mesmo tempo inibe a atividade osteoblastica e a formacao
Ossea (31-33).

1.4.2 Desnutrigao

A desnutricdo também é uma complicacdo frequente na EBH e que pode
contribuir para a baixa DMO observada nesses pacientes, pela falta de substrato a
formagao Ossea (proteinas e minerais). Ha perda de sangue e proteinas nas erosdes
e uma alta demanda metabdlica, gerada por lesbes extensas e cronicas em
cicatrizagdo. Somados a isso estdo a ma absorgdo intestinal e a baixa ingestao
protéico-caldrica, situagao justificada pelas lesdes dolorosas nas mucosas oral e

esofagica, a perda de dentes e a disfagia (27, 29).

1.4.3 Vitamina D

A concentracido sérica e tecidual da forma ativa da vitamina D, o calcitriol,
também é um fator determinante da saude 6ssea, pois promove a absorgao intestinal
de célcio e fosforo e regula de modo direto e indireto a reabsorgdo renal desses
eletrélitos, que sao os elementos formadores dos cristais de hidroxiapatita,
responsavel pela mineralizacdo da matriz 6ssea. Para a formacgao do calcitriol uma

série de reagdes fotoquimicas e quimicas devem acontecer, permitindo que as
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moléculas precursoras sejam convertidas na molécula ativa (35).

O processo de sintese e ativacdo da vitamina D se inicia com a incidéncia dos
fétons dos raios ultravioleta B nas camadas profundas da derme, onde se encontra o
depodsito da molécula precursora da vitamina D, o 7-deidrocolesterol (7-DHC). A partir
da reacado fotoquimica, o 7-DHC se converte em pré-vitamina D3, a qual, é
termoinstavel e sofre uma reacdo de isomerizagao induzida pelo calor, assumindo
uma configuragédo espacial mais estavel, a vitamina D3 (ou colecalciferol). A energia
estérica dessa nova conformacao tridimensional da molécula a faz ser secretada para
0 espacgo extracelular e ganhar a circulagéo sanguinea. O colecalciferol também pode
ser adquirido pela dieta, assim como o ergocalciferol (ou vitamina D;), que é o
correspondente dos alimentos de origem vegetal. Essas moléculas D, e D3 sao
hidroxiladas no figado, convertendo-se em 25-hidroxi-vitamina D (250HD), a qual é
posteriormente hidroxilada nos rins em 1,25-diidroxivitamina D (1,25(OH);D), ou
calcitriol (35, 36).

A deficiéncia de vitaminas D, e D3 pode ser causada tanto pela ma nutricao,
que leva ao seu menor aporte nutricional, quanto pela reducédo da sintese de vitamina
Ds; na pele, uma vez que o depdsito de 7-DHC estd diminuido devido as lesdes
dérmicas decorrentes da EB. Além disso, de acordo com a extensao da pele desses
pacientes que esta coberta por bandagens protetoras, esse processo de ativagao
fotoquimica do 7DHC pode encontrar-se ainda mais comprometido, com impacto nas
concentracdes séricas e teciduais de calcitriol e suas consequéncias na absorg¢ao de

calcio e fésforo (27, 34).

1.4.4 Inflamagao

Pacientes com as formas mais graves de EBH geralmente desenvolvem um
estado inflamatério sistémico consequente as lesbes crbnicas e as infecgbes
frequentes (26, 27, 34). Essa situagao € corroborada pela detecgédo de altos niveis
séricos de marcadores inflamatorios inespecificos, como proteina C reativa (PCR),
velocidade de hemossedimentagao (VHS), ferritina e plaquetas (27, 34). Algumas
citocinas que se encontram aumentadas nesse processo inflamatério apresentam

atividade osteoclastogénica. O fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), por exemplo,
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estimula a formagao e maturacao de osteoclastos tanto diretamente como através do
estimulo a sintese do ligante do receptor ativador do fator nuclear kappa-B (RANKL),
que € uma proteina que promove a diferenciacéo de pré-osteoclastos em osteoclastos
maduros e consequente efeito catabdlico no tecido 6sseo (34). Esse aspecto sera

melhor detalhado no item a seguir.

1.5 CITOCINAS INFLAMATORIAS E MASSA OSSEA NA EPIDERMOLISE
BOLHOSA

A natureza inflamatéria da EBH ainda n&do esta bem caracterizada (27). As
correlagdes entre gendtipo e fenétipo nem sempre sdo demonstradas; individuos com
as mesmas mutagdes genéticas frequentemente apresentam manifestagdes clinicas
diferentes (37, 38). Isto pode sugerir que outros fatores, além das mutagdes genéticas,
possam ser significantes na génese e evolugao da EBH (38).

Altos niveis de autoanticorpos (anticolageno tipo VII, anti-BP180, anti-BP230)
podem ser detectados em alguns pacientes com EBH (37, 38). Apesar de seus papéis
na patogénese nao estarem esclarecidos, suas concentragdes séricas e teciduais
provaram estar significativamente relacionadas com o escore de gravidade de
Birmingham, o que sugere uma relagcéo entre a gravidade do fenétipo e mecanismos
autoimunes (37, 39, 40). A ocorréncia de amiloidose secundaria e o envolvimento de
outros 6rgéos, associados ao desequilibrio dos niveis séricos das citocinas, sugerem
que as formas moderadas e graves de EBH devam ser consideradas como desordens
inflamatdrias sistémicas e ndo apenas doengas cutaneas (37, 38).

Em um pequeno estudo envolvendo cinco pacientes com EBH, Kawakami et al.
detectaram concentragbes séricas marcadamente elevadas de interleucina 6 (IL-6)
em todos os pacientes (41).

Com uma amostra maior de pacientes (40 individuos com EBH), Annichiarico
et al. tentaram estabelecer o perfil de citocinas nestes pacientes. Os resultados
revelaram concentragbes séricas elevadas de interleucina-1p (IL-1B8) em pacientes
com EBS e EBD, enquanto interleucina-2 (IL-2) e interleucina-6 (IL-6) estavam mais
altas nos pacientes com EBD do que nos pacientes com EBS. As concentragdes de

fator de necrose tumoral-beta (TNF-B) e de interferon-gama (INF-y) também se
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encontravam mais elevadas nos pacientes com EBD, enquanto o TNF-a estava
significativamente mais baixo. Nesse grupo, ndo foram detectadas diferengas nos
niveis das demais citocinas pesquisadas, interleucinas 4, 5 e 10 (37).

Esposito et al. avaliaram as concentragdes séricas de citocinas inflamatdrias
em 42 pacientes com EBH e a maioria delas (IL-1pB, IL-2, IL-6, IL-10, TNF-B e IFN-y)
apresentava-se em concentracdes séricas mais elevadas nestes pacientes do que
nos controles. Apenas as concentragées de TNF-a e IL-4 n&o diferiram entre os
grupos (38).

Ambos os estudos correlacionaram positivamente as concentracées de IL-6
com a extensao e a gravidade da EBH (37, 38).

Esse desequilibrio entre as citocinas reflete uma resposta inflamatoria
sistémica (37, 38), e esse processo pode ter impacto na fisiologia éssea, uma vez que
elas podem estimular a atividade osteoclastica (reabsor¢ao dssea) e inibir a atividade
osteoblastica (formagdo 6ssea). Nenhum dos estudos anteriormente citados
correlacionou esse aumento de citocinas com a DMO dos pacientes com EBH.

Neste ponto aparece uma questdo que ainda nido tem respostas definidas:
esse processo inflamatério pode impactar a massa dssea de criancas e adolescentes
com EB ao promover reabsorcdo 6ssea aumentada, ao inibir a formacao dssea ou
ambos 0s processos?

E conhecido que a homeostase 6ssea depende de um constante equilibrio
entre a formacao 6ssea pelos osteoblastos e a reabsorcdo dssea pelos osteoclastos
(42, 43).

A diferenciacéo, a formagéo e a atividade dos osteoclastos sao influenciadas
por varias citocinas osteoclastogénicas (IL-1, IL-6, IL-8, IL-11, IL-17, TNF-a) e anti-
osteoclastogénicas (IL-4, IL-10, IL-13, IL-18, IFN-y, IFN-B) que podem estimular ou
suprimir sua atividade, respectivamente. Foram detectadas também citocinas (IL-7,
IL-12, IL-23, TGF-B) com ambas as propriedades (44).

Estudos demonstraram que essas citocinas podem atuar sobre a fungao
osteoclastica diretamente ou via modulacdo do sistema Receptor Ativador do fator
Nuclear kB (RANK) /RANK ligante (RANKL) /Osteoprotegerina (OPG) (45-48). A
ligacdo do RANKL ao seu receptor (RANK) promove o a diferenciagao e ativagao dos
osteoclastos (42, 49, 50). Os osteoblastos, ostedcitos e fibroblastos séo as principais

fontes de RANKL (42, 49). Outro integrante desse processo € a OPG, um receptor
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soluvel que se liga ao RANKL e impede a ligagado do mesmo ao RANK, inibindo assim
a osteoclastogénese. A OPG ¢ sintetizada principalmente nos osteoblastos, linfocitos
B e nas células dendriticas a partir de varios estimulos, entre eles as citocinas INF-y,
IL-3, IL-4, IL-10, IL-12 (42).

Em condi¢bes pro-inflamatérias, RANK, RANKL e OPG também podem ser
sintetizadas por células do sistema imune, o que pode colaborar para o desequilibrio
entre esses receptores e ligante (43).

A diferenciacdo e a atividade dos osteoblastos também sao afetadas e
suprimidas pelo TNF-a. e a IL-6 (42, 51).

Em um outro contexto clinico, niveis elevados de IL-1, IL-6 e TNF-o apos a
menopausa também foram associados a osteoporose (44, 49, 52, 53). Outros estudos
mostram que a IL-6 pode responder por mais de 34% da variagao total da DMO na
primeira década apdés a menopausa (54). Esses dados corroboram a participagao
dessas interleucinas na dindmica de formagéao e reabsorgao ossea.

A IL-6 é uma das principais citocinas pro-inflamatdrias envolvidas também na
artrite reumatdéide e o tratamento desses pacientes com o anticorpo anti-IL-6R
(Tocilizumabe) revelou melhora da DMO nos pacientes com osteopenia prévia (55).

Em uma analise paralela sobre o impacto da IL-6 na fisiologia d¢ssea, estudos
mostram que pacientes com virus da imunodeficiéncia humana (HIV) apresentam
aumento de 40-60% das concentracdes séricas de IL-6 e concentracdes basais desta
interleucina séao independentemente associadas com progressao para osteopenia ou
osteoporose em pacientes HIV positivos sem uso de terapia antirretroviral (43).

Dentro deste contexto, entendemos que o estudo da correlacdo das
concentragdes séricas de citocinas inflamatérias com a DMO de pacientes com EBH
pode trazer ferramentas que nos permitam conhecer melhor a fisiopatologia dos
disturbios da massa 6ssea nesses pacientes e fornecer dados para acdes mais
eficazes para assegurar uma melhor aquisicdo de massa 6ssea na fase de
crescimento, um melhor pico de massa d6ssea e diminuir o risco de fraturas 6sseas ao
longo da vida, que comprometeriam ainda mais a qualidade de vida dos pacientes
com EBH.
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1.6 AVALIACAO DA MASSA OSSEA

Segundo as diretrizes da Sociedade Internacional de Densitometria Clinica
(ISCD) e da Associagdo Brasileira para Avaliagdo Ossea e Osteometabolismo
(ABRASSO) a densitometria éssea (DXA, ou absorciometria por dupla emissao de
raios-X) deve ser a técnica preferida para a avaliagdo da densidade mineral éssea
(DMO), que mostra a quantidade de mineral por area, e do conteudo mineral 6sseo
(CMO), medido em gramas de mineral no sitio avaliado) (56, 57), por sua ampla
disponibilidade, facil manejo, baixo custo, boa preciséo e seguranga (57, 58).

A infancia e a adolescéncia sdo periodos criticos de desenvolvimento e
crescimento esqueléticos. Varias doencas e medicamentos podem resultar no
comprometimento da aquisigao ou predispor a perda de massa 6ssea, ou ambas (56,
57).

A DXA tem como objetivo identificar individuos com risco aumentado de
fragilidade 6ssea, determinar a magnitude do comprometimento 6sseo em pacientes
com fragilidade 6ssea estabelecida, orientar e monitorar o tratamento. Apesar de
haver dados que relacionam a DMO com o risco de fraturas em criangas saudaveis,
pouco se sabe sobre essa relagdo em criangas com doengas crénicas (57).

Em homens com mais de 50 anos e mulheres apds a menopausa a DXA é
interpretada com base no escore T, que compara a DMO do paciente com o valor
médio da DMO no pico de massa 6ssea de adultos jovens (entre 20 e 25 anos de
idade) e do mesmo sexo que o paciente. Para criangas, adolescentes e adultos jovens
(homens antes dos 50 anos e mulheres na menacme) a DMO ¢é interpretada de acordo
com o escore Z, que demonstra a diferengca entre DMO do paciente e a média
observada em individuos da mesma idade e sexo (59).

Para aquisicdo da DXA em criangas e adolescentes os sitios avaliados séo a
coluna lombar (das vértebras L1 a L4), em projecao postero-anterior (PA), e o corpo
total sem o cranio (57). O cranio é retirado da avaliagdo pois corresponde a uma
propor¢ao significativa do esqueleto da crianga (podendo comprometer a
interpretacéo) e a fisiologia da formagao dos ossos do cranio apresenta aspectos
diferentes do restante do esqueleto. Em criancgas, a DXA so é realizada a partir de 5
anos de idade, pois as bases de dados disponiveis nos equipamentos apresentam

apenas os dados de referéncia a partir dessa idade.
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A interpretacdo da DMO do individuo, de acordo com a idade, é feita a partir

dos parametros mostrados no Quadro 1.

Quadro 1 — Parametros para aquisicao e interpretacdo da DXA

Criangas e Adultos jovens Mulheres na pés-
adolescentes menopausa e homens
com mais de 50 anos
Sitios Coluna lombar (L1-L4) Coluna lombar (L1- L4) | Coluna Lombar (L1-L4)
. Corpo total (menos | Fémur proximal Fémur proximal
avaliados
cabeca)
Interpretagao Escore Z: Escore Z: Escore T:
> -2 DP: > -2 DP: > -1 DP:
massa 6ssea normal massa dssea normal | massa 6ssea normal
<-2DP: <-2DP: entre -1 e -2,5 DP:
baixa massa 6ssea baixa massa Ossea osteopenia
<-2,5DP:
osteoporose

Fonte: adaptado de Schweser KM, Crist BD. Osteoporosis: a discussion on the past 5 years. Curr Rev
Musculoskelet Med. 2017 e Bishop N, Arundel P, Clark E, Dimitri P, Farr J, Jones G, et al. Fracture
prediction and the definition of osteoporosis in children and adolescents: the ISCD 2013 Pediatric
Official Positions. J Clin Densitom. 2014;17(2):275-80.

A avaliagdo da composigado corporal (massa gorda, massa magra e massa
Ossea) associada ao exame do corpo total pode ser uma ferramenta util na avaliagao
de pacientes com doengas cronicas associadas a desnutrigao (57), entretanto requer
um programa de computador especifico e com dados de composigéo corporal na faixa
etaria pediatrica, que nem sempre esta disponivel em servigos de saude publica.

A densidade € uma grandeza fisica que correlaciona a massa e o volume de
uma estrutura tridimensional, expressa em unidades de massa por volume, como por
exemplo gramas/centimetros cubico (g/cm?). Entretanto, a densidade mineral dssea
obtida por meio da DXA rebate um objeto tridimensional em um plano, o que a torna
uma densitometria areal (aDMO), cuja grandeza é expressa em massa por area
(g/cm?) e ndo uma densidade volumétrica (vDMO) (57, 59, 60). Por conta desse
aspecto a aDMO depende do tamanho do 0sso, uma vez que 0ssos maiores podem
ter sua aDMO superestimada e ossos menores terem sua aDMO subestimada (57, 59,
60). Esse aspecto é de grande importancia no momento de se analisar a DXA de
individuos baixos para a idade cronoldgica, o que geralmente ocorre nas doengas
cronicas que comprometem o crescimento (57). A Figura 11 ilustra o efeito do

tamanho do objeto na sua aDMO.
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No caso de individuos com baixa estatura, a interpretacdo dos resultados de
DXA deve ser cuidadosa, uma vez que como 0S 0SS0S SA0 menores pode-se ter a

massa 6ssea inadequadamente interpretada como baixa.

2x2x%x2

1x1x1

Cubo A /
L CuboB —

Cubo A Cubo B
~ CMO,g 1 8
Area 6ssea, cm 1 4
DMOa, g/lcm? 1 2
DMOyv, g/cm3 1 1

1

Figura 11 Efeitos do tamanho 6sseo nos resultados da DXA. Ossos menores (cubo A)
terdo uma aDMO menor, apesar de sua vDMO ser a mesma dos 0ssos maiores (cubo
B).

Fonte: adaptado de Henwood MJ, Binkovitz L. Update on pediatric bone health. J Am Osteopath Assoc.
2009;109(1):5-12.

Para eliminar o efeito do tamanho do osso na interpretagdao da DMO, no caso
de pacientes altos e baixos (estatura acima do escore Z de estatura +2 DP e abaixo
do escore Z de estatura -2 DP, respectivamente), a ISCD recomenda que os
resultados de CMO e aDMO sejam ajustados para idade-estatura ou para o escore Z
de estatura, ou seja, essas variaveis devem ser interpretadas de acordo com o
tamanho do osso. Entretanto nem todos os equipamentos de DXA possuem o
programa de computador para fazer a analise da DMO baseada no escore Z de
estatura do paciente, limitando sua aplicabilidade.

Uma técnica frequentemente utilizada na pratica clinica consiste na corregao
da DMO para idade-estatura. Compreende-se por idade-estatura a idade na qual a
estatura do paciente encontra-se no percentil 50 para o respectivo género, como

ilustrado na figura 12.
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Paciente sexo feminino
Idade cronolégica; 10 anos
Estatura: 120 cm
Idade-estatura: 7 anos

10 1" Fe 123
Idade (meses completos e anos)

Figura 12 Plotagem de idade-estatura

Para que a aDMO seja analisada a partir da idade-estatura ha programas
computacionais que permitem plotar os resultados da aDMO de acordo com a idade
cronoldgica e com a idade estatura. Entretanto, nem todos os equipamentos de
densitometria contam com o programa especifico para essa avaliagao dupla (59).

Nesse caso uma técnica autorizada € a substituicido da data de nascimento do
paciente de forma que a nova data de nascimento seja compativel com a idade no dia
do exame que represente a estatura do paciente no percentil 50. Por exemplo, uma
menina de 10 anos de idade cronoldgica vai realizar uma DXA por apresentar fraturas
de repeticdo. Sua altura € 120 cm, que esta abaixo do percentil 3 na curva de estatura,
representando uma baixa estatura. A estatura 120 cm corresponde ao percentil 50 de
estatura de uma menina de 7 anos de idade. Desta forma, a idade-estatura dessa
menina € 7 anos. Assim, substitui-se a sua data de nascimento no registro do
equipamento de forma que no dia do exame ela seja reconhecida como tendo 7 anos
de idade. Assim, sua DXA sera interpretada de modo mais adequado ao tamanho de
sSeus 0ssos, que é de 7 anos (59).

Entretanto ha pontos complicadores com essa técnica quando se esta diante
de pacientes com baixa estatura e que ja entraram em puberdade, pois apesar de se

ajustar o tamanho do osso para a idade estatura, deve-se lembrar que os hormdnios
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da puberdade (hormdnio de crescimento e hormdnios sexuais) também interferem na
formagado 6ssea e impactam na forma e densidade 6ssea, tornando esse ajuste de
menor precisao (59).

No quadro 1, anteriormente apresentado, observa-se que o diagndstico de
osteoporose em adultos € confirmado pela DXA quando o escore T < -2,5 DP (61).
Entretanto, criangas, adolescentes e adultos jovens ndo apresentam classificagéo de
osteoporose densitométrica, apenas de massa Ossea baixa (escore Z < -2 DP).
Nesses grupos etarios a definicdo de osteoporose requer uma baixa massa éssea
detectada pela DXA e a presenga de uma histdria clinicamente significativa de fratura.

Entende-se por histdria clinicamente significativa de fratura a presenga de pelo
menos duas fraturas de ossos longos antes dos 10 anos de idade, de trés fraturas
entre os 10 e 19 anos de idade ou a presenca de fratura vertebral de colabamento,
decorrente de traumas de baixo impacto e excluindo fraturas decorrentes de grandes
traumas, como acidentes automobilisticos ou quedas de alturas maiores. Entretanto,
uma outra regra € que a presenga de uma fratura vertebral na auséncia de doenga
local ou de traumas de alto impacto por si s6 ja define osteoporose, independente do
resultado da DXA. (62).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar variaveis clinico-antropométricas e metabdlicas de pacientes com EBH
acompanhados nos Setores de Endocrinologia Pediatrica, Dermatologia e Nutricdo do
Hospital Universitario de Brasilia (HUB) e estudar a relagdo dessas variaveis com a

DMO dos pacientes.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Estudar a correlagdo da DMO dos pacientes com:

- 0 estado nutricional (peso, altura, indice de massa corporal - IMC);

- o perfil metabdlico: hemograma, ferritina, ferro, ureia, creatinina, proteinas totais e
fragbes, bilirrubinas, alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase

(AST), gama-glutamiltransferase (GGT);

- a bioquimica sérica osteomineral: calcio (Ca), fésforo (P), magnésio (Mg), fosfatase
alcalina (FA), paratorménio (PTH), e a 25-hidroxi-vitamina D (250HD);

- as concentragoes séricas de PCR e IL-6.



47

3 METODOS

3.1 DESENHO DO ESTUDO

Trata-se de um estudo observacional transversal envolvendo oito individuos
com EBH acompanhados nos Setores de Endocrinologia Pediatrica, Dermatologia e

Nutricdo do Hospital Universitario de Brasilia (HUB).

3.2 POPULACAO E LOCAL DO ESTUDO

O contato e o convite aos pacientes e responsaveis para participagao no estudo
ocorreram durante uma reunidao da Associacao de Parentes, Amigos e Portadores de
Epidermdlise Bolhosa do Distrito Federal (APPEB-DF) e durante as consultas no
ambulatério de endocrinologia pediatrica do HUB, entre os meses de maio e outubro
de 2016. Nessas consultas, os pacientes e responsaveis eram informados sobre os
objetivos, riscos e beneficios da pesquisa e, em seguida, os que aceitaram o convite,
assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido — TCLE (Apéndices A e B)
para a participacdo no estudo. No caso de participantes menores de 18 anos, o
consentimento para inclusdo na pesquisa foi concedido pelos pais ou responsaveis
legais e os menores alfabetizados foram informados e consultados quanto a
autorizagao para a sua participagao por meio de um termo de assentimento escrito
com linguagem apropriada a cada faixa etaria (Apéndices C, D e E).

Utilizou-se uma amostra de conveniéncia, por se tratar de uma doenca rara e
o HUB ser o hospital de referéncia para o acompanhamento de pacientes com EBH
no Distrito Federal e regides proximas. Os pacientes sdo acompanhados por equipe
multidisciplinar que consta com Dermatologistas, Nutricionistas, Odontélogos,
Endocrinologistas, Assistentes Sociais, Fisioterapeutas, entre outros.

Todos os pacientes foram atendidos pela pesquisadora deste estudo
(dermatologista) e por endocrinologistas pediatras do ambulatério de endocrinologia

pediatrica do HUB. Nas consultas, foram submetidos a anamnese e a exame fisico
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completo para identificagcdo, avaliagao clinica, exclusdo de doencas inflamatdrias

concomitantes e uso de medicamentos que pudessem interferir no estudo.

3.3 CRITERIOS DE INCLUSAO

Somente foram incluidos na pesquisa pacientes com diagnostico de EBH,
independente do tipo; com idade superior a cinco anos (para realizagao da DXA), em
acompanhamento no ambulatério de Endocrinologia Pediatrica do HUB e que
concordaram em participar do estudo, conforme Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido. No caso de menores de 18 anos, apenas pacientes cujos pais ou
responsaveis foram concordantes com a participagao dos mesmos foram incluidos no
estudo, apds o devido preenchimento do termo de consentimento livre e esclarecido
(TCLE).

Para ser incluido no estudo, o paciente ndo poderia fazer uso de medicamentos
anti-inflamatdrios topicos, inalatorios ou sistémicos, esteroides ou nao-esteroidais,
bisfosfonatos, antifungicos, anticonvulsivantes ou apresentar doencgas inflamatorias
concomitantes, como doencga celiaca, lupus eritematoso, artrites, entre outras, pela
interferéncia nos marcadores inflamatérios, na concentracdo de vitamina D ou na
DMO.

3.4 CRITERIOS DE EXCLUSAO

Uso de medicamentos interferentes no metabolismo osteomineral e
aparecimento de doencas inflamatdrias sistémicas, como os citados acima, entre o
aceite de participacdo do estudo e a coleta de todos os exames; desisténcia de
participacdo ao longo da execugdo do estudo; condi¢gdes clinicas que pudessem
interferir na aquisi¢do ou na analise dos exames realizados.

Inicialmente havia 14 pacientes, mas duas eram menores de cinco anos, um

foi diagnosticado com doenca celiaca, outro faleceu durante o estudo e uma paciente
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nao quis realizar a coleta de sangue por motivos pessoais, restando nove pacientes
no inicio do trabalho.

Um dos pacientes foi excluido posteriormente, uma vez que era adulto (23
anos), mas apresentava baixa estatura grave (escore Z de estatura: -6,1 DP). O ajuste
para idade-estatura deste paciente o levaria a ser interpretado como apresentando
9,7 anos. Entretanto, seus ossos ja sofreram o impacto dos esteroides sexuais e
avalia-lo densitometricamente como uma crianca de 9,7 anos incorreria em
inadequacao, pelo conhecido efeito dos esteroides sexuais na formacdo da massa
O0ssea. Dessa forma, a DMO resultante néo refletiia a DMO real do paciente.
Restaram entao oito pacientes, seis do sexo feminino, cinco com EBDR e trés com
EBS, e seis eram menores de 18 anos.

Como descrito nos objetivos, este estudo visa a avaliagdo dos parametros
clinicos, metabdlicos e densitométricos do grupo de pacientes com EBH e a analise
das suas possiveis correlacbes com a aDMO. Pelo fato da EBH apresentar
manifestagcbes sistémicas e nao apenas cutdneas nas suas formas mais graves,
podem surgir alteragbes nesses parametros, o que nao € esperado em individuos
eutroficos. Além desse estudo nao ter como objetivo a comparagdo desses
parametros entre o grupo com EBH e um grupo néo afetado, ndo se aplicaria avaliar
tais parametros em um grupo controle saudavel para em seguida correlaciona-los
com a massa 0ssea, pois todos desse grupo apresentariam resultados dentro da
normalidade.

As comparacgoes e respectivas analises foram realizadas entre os subgrupos
com tipos diferentes de EBH (EBS x EBDR), diferentes graus de mobilidade, o que
nos permitiu avaliar o impacto das diferentes formas dessa doenca nos parametros

estudados.

3.5 AVALIACAO CLINICA E EXAMES COMPLEMENTARES

Os dados de registro e histoéria clinica avaliados durante as consultas foram
catalogados em uma ficha especifica (Apéndice F) e as informagdes coletadas foram

inseridas em banco de dados do Microsoft Office Excel®.
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3.5.1 Variaveis Clinicas do Estudo

Foi aplicado um questionario onde constavam as seguintes informacgoes:

Nome

Nome da mae

Data de nascimento, idade

Peso (em kg)

Altura (em cm)

IMC (em kg/m?)

Sexo

Estadio de Tanner

Tipo de EBH

Doenga inflamatéria concomitante

Historia de fraturas

Histéria familiar de EBH

Uso de vitamina D, calcio, bisfosfonatos, anti-inflamatoérios ndo esteroidais ou
corticoides, antifungicos, anticonvulsivantes.

Mobilidade (avaliada por meio de uma escala categérica):
0. Deambula sem restricoes

1. Deambula com restricbes

Por meio desses dados tentou-se estabelecer fatores de risco para baixa DMO

e excluir pacientes com fatores alheios a doenca que pudessem influenciar nos

resultados da DXA, na avaliagdo metabdlica ou nas concentracbes séricas de

citocinas inflamatérias.

3.5.2 Dados Antropomeétricos

Para a afericdo do peso dos pacientes foi utilizada balancga tipo plataforma

digital com precisdo de 100 gramas e para a afericdo da altura foi utilizado
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antropémetro vertical de madeira, construido manualmente e especialmente para o
ambulatdrio de pediatria do HUB, com precisdo de 0,1 cm.

O peso e a altura foram avaliados por meio dos referenciais em percentis
propostos pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS) para maiores de 5 anos e
adolescentes, segundo o sexo, altura/idade (A/l) e IMC/idade (IMC/I). As curvas de
crescimento de A/l, e IMC/l da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) foram
escolhidas por serem utilizadas em todo o Brasil e constam no cartdo da crianga
elaborado pelo Ministério da Saude que é disponibilizado pelo Sistema Unico de
Saude.

Com o objetivo de facilitar a analise dos referenciais antropométricos de cada
paciente, foi utilizado o OMS AnthroPlus que é um programa informatico para a
aplicagao da referéncia da OMS de 2007, para acompanhar o crescimento de criangas

e adolescentes em idade escolar (5-19 anos).

3.5.3 Coleta de Sangue e Dosagens Séricas

A coleta do sangue ocorreu ao mesmo tempo que a coleta para os exames de
rotina da epidermolise bolhosa hereditaria (EBH) e foi realizada por profissional
treinada, que costuma realizar as coletas dos exames de rotina desses pacientes no
HUB. As amostras foram identificadas, centrifugadas e levadas para congelamento a
-30°C no Laboratério Interdisciplinar de Biociéncias da Universidade de Brasilia (UnB).

As dosagens das concentragdes séricas da bioquimica sérica osteomineral (Ca,
Mg, P, fosfatase alcalina, PTH), hemograma, proteinas totais e fra¢des, ferro, ferritina,
funcao renal, bilirrubinas, AST, ALT, GGT e PCR foram realizadas no laboratério de
analises clinicas do HUB. Ja as concentragdes séricas de 25(OH)D foram obtidas no
laboratério do Hospital das Forgcas Armadas (HFA). As dosagens de IL-6 foram
realizadas pelo Laboratério Hermes Pardini (Belo Horizonte, MG), por intermédio do
Laboratério Sabin, utilizando-se método de quimioluminescéncia e equipamento
UniCel® DxI 800 Immunoassay System - Beckman Coulter, Inc.

Os valores de referéncia, métodos laboratoriais utilizados e local de afericdo
dos exames laboratoriais incluidos como variaveis no estudo estdo sumarizados no
Quadro 2.
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Nao houve 6nus aos pacientes para a realizacdo dos exames laboratoriais. Os

exames realizados no Laboratério Pardini, por meio do laboratério Sabin, foram

realizados por cortesia em virtude de apoio fornecido aos pesquisadores por

intermédio do Nucleo de Apoio a Pesquisa desse laboratério (Anexo A).

Quadro 2 - Sumario dos exames laboratoriais realizados no estudo

Exame

Laboratdrio

Método

Valor de referéncia

Ca

HUB

soro/NM-BAPTA
automatizado

2-12 anos: 8,8-10,8 mg/dL
12-18 anos: 8,4-10,2 mg/dL

Adultos: 8,6-10,0 mg/dL

HUB

soro/Molibdato UV

automatizado

7-9 anos:
M: 3,1-5,5 mg/dL
H: 3,0-5,4 mg/dL

10-12 anos:
M: 3,3-5,3 mg/dL
H: 3,2-5,7 mg/dL

13-15 anos:
M: 2,8-4,8 mg/dL
H: 2,9-5,1 md/dL

16-18 anos:
M: 2,5-4,8 mg/dL

H: 2,7-4,9 mg/dL

Adultos: 2,5 a 4,5 mg/dL

Mg

HUB

soro/ Colorimétrico- Azul

de Xilidil automatizado

6-12 anos: 1,7-2,1 mg/dL
12-20 anos: 1,7-2,2 mg/dL
Adultos: 1,6-2,6 mg/dL

PTH

HUB

soro/

Eletroquimioluminescéncia

15 a 65 pg/mL
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Exame

Laboratdrio

Método

Valor de referéncia

25(OH)D

FA

HFA

HUB

soro/

Eletroquimioluminescéncia

soro/Colorimétrico —
padronizado contra IFCC

automatizado

Suficiente: > 20 ng/mL
Insuficiente: 12 — 20 ng/mL

Deficiente: < 12 ng/mL

4-6 anos:
M: 96-297 U/L
H: 93-309 U/L

7-9 anos:
M: 69-325 U/L
H: 86-315 U/L

10-12 anos:
M: 51-332 U/L
H: 42-362 U/L

13-15 anos:
M: 50-162 U/L
H: 74-390 U/L

16-18 anos:
M: 47-119 U/L
H: 52-171 U/L

Adultos:
30-120 U/L

Ferro

HUB

soro/Colorimétrico-

Ferrozine automatizado

33 a 193 pg/dL

Ferritina

HUB

soro/

Eletroquimioluminescéncia

H: 30-400 ng/mL

M: 13-150 ng/mL
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Exame

Laboratdrio

Método

Valor de referéncia

Hemograma

HUB

sangue total com EDTA/

automatizado

6-12 anos
Hb: 11,5-15,5 g/dL
HTC: 35-45%
VCM: 77-95 fL
HCM: 25-33 pg
LEUC: 4000-13000/mm?
PLT: 140-450 mil/mm?
12-18 anos
M: Hb: 12-16 g/dL
HTC: 36-46%
VCM: 78-102 fL
HCM: 25-35 pg
LEUC: 5000-10000/mm?
PLT: 140-450 mil/mm?
H: Hb: 13-16 g/dL
HTC: 37-49%
VCM: 78-98 fL
HCM: 25-35 pg
LEUC: 5000-10000/mm?
PLT: 140-450 mil/mm?
Adultos
M: Hb: 11,7-15,7 g/dL
HTC: 35-47%
VCM: 80-98 fL
HCM: 27-32 pg
LEUC: 4000-11000/mm?
PLT: 140-450 mil/mm?
H: Hb: 13-17 g/dL
HTC: 39-50%
VCM: 80-98 fL
HCM: 27-32 pg
LEUC: 4000-11000/mm?
PLT: 140-450 mil/mm?
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Exame Laboratdrio Método Valor de referéncia
PT:
>3 anos: 6,0-8,0 g/dL
Adultos: 6,4-8,3 g/dL
Proteinas soro/Colorimétrico- Biureto | Alb:
totais e HUB e verde de Bromocresol 4 dias-14 anos: 3,8-5,4 g/dL)
fragoes automatizado
14-18 anos: 3,2-4,5 g/dL
Adultos: 3,5-5,2 g/dL
Glob: 2,0-4,1 g/dL
soro/ UV cinético
Ureia HUB Bebés/criangas: 11-39 mg/dL
automatizado
18 - 60 anos: 13-43 mg/dL
5-6,9 anos: 0,32-0,59 mg/dL
7 - 8,9 anos: 0,40-0,60 mg/dL
9-10,9 anos: 0,39-0,73 mg/dL
11- 12,9 anos: 0,53-0,79
soro/Colorimétrico
mg/dL
Creatinina HUB cinético-Jaffé
automatizado
13- 14,9 anos: 0,57-0,87
mg/dL
mulheres: 0,50-0,90 mg/dL
homens: 0,70-1,20 mg/dL
soro/Colorimétrico- Diazo | BT: até 1,2 mg/dL
Bilirrubinas | HUB

reagente automatizado

BD: até 0,2 mg/dL
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Conclusao

Exame Laboratorio Método Valor de referéncia

soro/UV enzimatico- IFCC | AST: até 32 U/L
otimizado automatizado ALT: até 33 U/L

AST e ALT HUB

soro/Colorimétrico

GGT HUB Até 40 U/L
enzimatico automatizado
PCR HUB soro/ Imunoturbidimetria Inferior a 0,5 mg/dL
Hermes i
Soro/ Inferior a 6,4 pg/mL
IL-6 Pardini - MG/

_ quimioluminescéncia
Sabin

3.5.4 Densitometria Ossea

As densitometrias ésseas (DXA) de todos os pacientes foram realizadas em
periodo proximo a coleta de sangue, no setor de Radiologia do HUB. O aparelho
utilizado foi o densitémetro Lunar DPX — Encore 2005, versdo 9.15.010 (General
Electric Company). Para analise da aDMO, a DXA dos seis pacientes menores de 18
anos foi avaliada a partir do escore Z da coluna lombar em PA (L1-L4) e do corpo total
menos cabeca. A aDMO das duas pacientes adultas foi avaliada a partir do escore Z
da coluna lombar, corpo total e fémur proximal.

Pelo efeito do tamanho do osso na aDMO, o ajuste mais adequado foi feito para
o escore Z de estatura. Desta forma, pacientes que apresentavam baixa estatura
(escore Z de estatura abaixo de -2 DP) tiveram a aDMO corrigida para analise
adequada da massa 6ssea. Como o software do densitdmetro utilizado ndao permite
a corregao da aDMO do paciente de acordo com o escore Z de estatura, o ajuste foi
feito para idade-estatura. A estratégia utilizada foi a mudanga da data de nascimento,
transitoriamente, s6 para a interpretacao do exame, a qual foi em seguida corrigida
para a original.

A interpretacdo da DMO seguiu os critérios estabelecidos pela ISCD e
ABRASSO (57).
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3.6 ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

Os dados foram reconhecidos como de distribuicdo normal e as analises
estatisticas subsequentes foram realizadas por meio de testes paramétricos.

Modelos de regressao linear simples e multiplos foram usados para avaliar a
associagao do escore Z da DMO da coluna lombar (L1-L4) e do corpo total corrigidos
para idade-estatura com as variaveis independentes: IL- 6, PCR, plaquetas, ferritina,
escore Z do IMC/I, vitamina D, calcio corrigido, albumina e hemoglobina.

As analises foram realizadas individualmente para cada variavel e ajustadas
pela covariavel sexo. Os resultados foram expressos pelos coeficientes de correlagcao
bruto e parcial de Pearson e as intensidades interpretadas segundo Mukaka (2012):
muito forte para um coeficiente > 0,9 (positivo ou negativo); forte entre 0,7 e 0,9
(positivo ou negativo); moderada entre 0,5 e 0,7 (positivo ou negativo); fraco entre 0,3
e 0,5 (positivo ou negativo) ou desprezivel se entre 0 e 0,3 (positivo ou negativo) (63).

Os valores médios do escore Z da DMO da coluna lombar (L1-L4) e do corpo
total em pacientes com ou sem restricdo de mobilidade foram comparados com o
emprego do teste exato de Mann Whitney.

Considerou-se significativo p < 0,05 e o programa estatistico SAS 9.4 foi
utilizado na analise dos dados. Para a analise dos dados contou-se com o auxilio de

profissional estatistico.

3.7 ASPECTOS ETICOS

O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Ciéncias da Saude da UnB, sob o parecer numero 1.623.464 (Anexo B),
com a concordancia da Geréncia de Ensino e Pesquisa (GEP) e dos diretores e chefes
dos Setores de Pediatria e Endocrinologia Pediatrica do HUB e com ciéncia da equipe
do Setor de Dermatologia responsavel pelo acompanhamento desses pacientes.
Também foi avisada a diretoria da APPEB-DF.
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4 RESULTADOS

4.1 CARACTERISTICAS DA POPULACAO DO ESTUDO

Entre os pacientes que participaram do estudo ha um maior percentual de
individuos do sexo feminino (seis), cinco pacientes com EBDR e trés pacientes com
EBS, com uma média de idade de 16,4 £ 8,3 anos. A caracterizagao dos casos

estudados, por sexo, idade e tipo de EB esta demonstrada na tabela 2.

Tabela 2 — Caracterizagdo dos casos segundo sexo, identificagdo, idade e tipo de
epidermdlise bolhosa dos pacientes com EBH atendidos no ambulatério de
Endocrinologia Pediatrica do Hospital Universitario de Brasilia durante o ano de 2016,
Brasilia, DF

Sexo Identificagao Idade (anos) Tipo de EBH
F F1 13,2 EBS

F F2 33,4 EBDR

F F3 12,3 EBDR

F F4 16,4 EBDR

F F5 23,3 EBS

F F6 6,9 EBDR

M M1 12,8 EBDR

M M2 13,0 EBS

Média + DP 16,4 + 8,3

F= feminino, M= masculino
DP= Desvio-padrao

Todos os pacientes negaram histéria prévia de fratura e dois pacientes
relataram outros casos de EBH na familia.

Os pacientes recebiam suplementos nutricionais com vitamina D, mas negaram
o uso de bisfosfonatos, antifungicos, anticonvulsivantes, medicamentos anti-
inflamatdrios tépicos, inalatérios ou sistémicos, esteroides ou nao-esteroidais.
Também negaram doencas inflamatorias concomitantes. Quatro pacientes se

locomoviam sem restrigdes, mantendo atividades normais; trés possuiam dificuldade
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de locomocgao e apresentavam pouca atividade e um paciente fazia uso ocasional de

cadeira de rodas (Tabela 3).

Quanto aos parametros antropométricos,

trés pacientes com EBDR

apresentaram baixa estatura para a idade (escore Z< -2 DP) e trés pacientes com

EBDR possuiam um IMC de magreza (escore Z< -2 DP) (Tabela 3).

Em relacdo a puberdade, dois pacientes eram pré-puberes, uma paciente

(EBDR) apresentava progressao

lenta do desenvolvimento puberal,

encontravam-se em puberdade normal e duas ja eram adultas (Tabela 3).

Tabela 3 — Dados antropométricos e clinicos dos pacientes do estudo

Paciente Escore Z Escore Z | Estadio de Uso de Parente Mobilidade
Altura/ldade | IMC/Idade Tanner Medicamento com
EBH
F1 -0,02 0,6 M4P4 N&o N&o 0
F2 -0,5 -1,4 M5P5 Nao Sim: 3 1
Tiose 1
prima*
F3 -3,2 -3,4 M3P1 N&o N&o 0
F4 -2,0 -5,5 M3P2 Nao Néo 1
F5 -0,6 -0,5 M5P5 N&o N&o 0
F6 -2,5 -2,2 M1P1 Nao Néo 1
M1 -6,1 -0,8 G1P1 Nao Néo 1
M2 1,2 -1,6 G2P3 Nao Sim: Pai, 0
irmao e
irma**
MEDIA + DP -1,7+£2,3 -1,8+1,9
DP= desvio-padrao Mobilidade

* EBDR: todos faleceram antes do

primeiro ano de vida
** Pai e irmao com EBS, irma faleceu aos

5 meses (EB e tetralogia de Fallot)

F= feminino, M= masculino

0 — deambula sem restrigdes
1 — deambula com restri¢cdes

trés
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4.2 AVALIACAO LABORATORIAL

4.2.1 Bioquimica e Hemograma

Enquanto os pacientes com EBS nao apresentaram anemia, todos os
pacientes com EBDR apresentaram anemia hipocrémica e microcitica, com baixas
concentracdes de ferro em quatro desses pacientes e ferritina baixa em trés. Duas
pacientes, uma com EBS e uma com EBDR, apresentaram leucocitose; enquanto
trombocitose leve foi demonstrada em dois pacientes com EBDR. Hipoalbuminemia
foi identificada em seis pacientes, com os menores valores presentes nos pacientes
com EBDR, e concentragbes aumentadas de globulina foram detectadas em cinco
pacientes com EBDR. Ja as concentracdes séricas de ureia, creatinina, ALT, AST,

GGT e bilirrubinas ndo estavam elevadas em nenhum paciente deste estudo (Tabela

4).

Tabela 4 — Resultados de bioquimica e hemograma dos individuos estudados
Exame ’ F1 ’ F2 ’ F3 ’ F4 ’ F5 ’ F6 ’ M1 ’ M2 ’ MEDIA ’ DP
Hb (g/dL) 14,5 9,3 10,6 6,5 11,9 5,4 76 13,3 99 +3,3
HTC (%) 43,0 28,8 32,0 224 36,1 214 270 380 311 76
VCM (fl) 84,0 68,0 69,0 51,0 65,0 570 680 810 679 £110

HCM (picog) 28,0 22,0 22,0 15,0 21,0 14,0 19,0 28,4 21,2 +5,3

Leuc (/mm®) 8290 10980 5300 12320 13340 8150 11630 6430 9555  +2922

PLT 247 418 240 466 300 432 571 223 362,17 +127,5
(millmms)

Ur (mg/dL) 15 25 27 26 17 08 21 23 20 +7
Cr (mg/dL) 0,3 0,5 0,4 0,4 0,5 0,2 0,3 0,5 0,4 +0,1
Alb (g/dL) 3,1 25 4,0 2,2 3,2 21 2,2 41 29 +0,8
Glob (g/dL) 1,8 6,6 55 6,4 23 53 71 3,2 4,8 +2,1
GGT (U/L) 3 26 10 9 7 6 9 10 10 +7
AST (U/L) 10 17 22 9 8 18 15 23 15 +6
ALT (U/L) 3 7 3 2 3 4 3 4 4 +2

BT (mg/dL) 0,10 0,10 009 008 004 004 017 006 0,09 0,04
BD (mg/dL) 0,05 0,01 0,03 002 0,01 0,01 002 012 003 +0,04
Fe (ug/dL) 92 23 40 18 43 18 16 107 45 +36
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Conclusao

Exame ’ F1 ’ F2 ’ F3 ’ F4 ’ F5 ’ F6 ’ M1 ’ M2 ’ MEDIA ’ DP
Ferritina 2466 40,13 13,92 9,78 2399 10,07 18,10 5376 24,30 +1548
(ng/mL)

Hb: hemoglobina, HTC: hematécrito, VCM: volume corpuscular médio, HCM: hemoglobina corpuscular média, Leuc: leucécitos, PLT:
plaquetas, Ur: ureia, Cr: creatinina, Alb: albumina, Glob: globulina, GGT: gamaglutamiltransferase, AST: aspartato aminotransferase, ALT:
alanina aminotransferase, BT: bilirrubina total, BD: bilirrubina direta, Fe: ferro.

4.2.2 Bioquimica Osteomineral

Como nao estava disponivel a realizacdo da dosagem do calcio i6nico, foi
dosado o célcio (Ca) sérico total e seu valor foi corrigido por meio da seguinte formula,
que leva em consideracao os valores de albumina:

Ca corrigido: Ca observado + [(4 — albumina) x 0,8]

Os valores do calcio corrigido demonstraram duas pacientes com EBS com
hipocalcemia. Uma paciente com EBDR apresentou hipercalcemia apds correcédo da
hipoalbuminemia. Entretanto, a paciente ndo apresenta clinica ou fatores de risco para
hipercalcemia, e esse valor nédo foi valorizado, devendo ser subsequente a erro
analitico ou pré-analitico, de causa nao reconhecida.

Observou-se PTH com concentracdes dentro da normalidade em 7 pacientes
(média 27 £ 9,8 pg/mL). Apenas 1 paciente com EBDR apresentou baixas
concentragdes desse horménio (9,44 pg/mL), mas sem alteragdes nas concentragdes
séricas de Ca e P (que devem estar presentes nas situagdes de hipoparatireoidismo).
Desta forma, esse valor baixo deve ter decorrido de erro pré-analitico da amostra do
paciente, sendo a causa mais provavel demora para processamento da amostra e
consumo do horménio.

Todos os pacientes apresentaram concentragdes séricas normais de P (média
3,8 £ 0,8 mg/dL), Mg (média 2,1 £ 0,1mg/dL) e FA (média 94 + 44 U/L). No entanto, a
dosagem da 25(OH)D, realizada no HFA, demonstrou insuficiéncia (12 — 20 ng/mL)
nos cinco pacientes com EBDR e suficiéncia nos trés pacientes com EBS. Todos

esses dados podem ser observados na Tabela 5.
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Tabela 5 — Bioquimica osteomineral

Paciente Ca cor P (mg/dL) Mg (mg/dL) | FA (U/L) PTH 250HD
(mg/dL) (pg/mL) (ng/mL)
F1 7,42 2,8 21 85 34,55 23,01
F2 11,70 3,8 21 69 41,26 16,13
F3 9,40 4,3 2,0 130 23,07 19,30
F4 8,84 3,7 21 62 22,34 12,38
F5 8,04 2,7 21 48 33,53 35,46
F6 8,82 3,6 2,2 88 29,20 16,84
M1 8,94 4.8 2,2 85 9,44 14,45
M2 9,42 4,7 21 185 22,36 34,75
MEDIA = DP 9+1,25 3,8+0,8 2,1+0,06 94 + 44 27 +9,8 21,54 +9

F: feminino, M: masculino, Ca cor: calcio corrigido, P: fosforo, Mg: Magnésio, FA: Fosfatase alcalina,
PTH: Paratorménio, 250HD: 25-hidroxi-vitamina D.

4.2.3 Marcadores Inflamatoérios

A avaliagdo da inflamacgao sistémica e sua influéncia sobre o metabolismo
0sseo dos pacientes com EBH foi realizada por meio das concentracdes séricas da
PCR, um marcador inflamatério inespecifico, e pela dosagem da IL-6, uma citocina
pré-inflamatéria também conhecida por sua atividade osteoclastogénica.

A dosagem da PCR detectou valores elevados desse marcador inflamatério,
com uma meédia de 3,6 + 3,1 mg/dL. Todos os pacientes com EBDR apresentaram
valores maiores que 4,2 mg/dL, com uma média de 5,8 £ 1,5 mg/dL entre eles,
enquanto os pacientes com EBS apresentaram valores dentro da normalidade (Tabela
6).

Concentragdes séricas elevadas de IL-6 foram identificadas em seis pacientes,
cinco com EBDR e uma com EBS. A média dos valores de IL-6 foi de 25,5 pg/mL +
24 (para valores de referéncia esperados inferiores a 6,4 pg/mL) (Tabela 6).

Observou-se também que a média da IL-6 dos pacientes com EBDR foi
significativamente maior (38,9 pg/mL) que a dos pacientes com EBS (3,15 pg/mL),
com p =0,014.
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Tabela 6 — Marcadores inflamatérios (PCR e IL-6)

Pacientes PCR (mg/dL) IL-6 (pg/mL)

F1 0,03 1,1

F2 6,80 58,9
F3 4,30 10,0
F4 4,22 441
F5 0,15 7,1

F6 6,07 28,2
M1 7,50 53,3
M2 0,03 1,2

MEDIA + DP 3,6+3,2 255+ 24

PCR= proteina C reativa, IL-6= interleucina 6.
DP= Desvio-padrao
F= Feminino, M= Masculino

4.3 DENSITOMETRIA OSSEA

As DXAs dos seis pacientes menores de 18 anos foram avaliadas a partir do
escore Z da coluna lombar em PA (L1-L4) e do corpo total menos cabega. A aDMO
das pacientes adultas foi avaliada a partir do escore Z da coluna lombar, corpo total e
fémur proximal. Para os trés pacientes com EBDR que apresentavam baixa estatura
para a idade foi realizada a corregcao da DMO para idade-estatura.

Trés pacientes do sexo feminino com EBDR apresentaram escore Z de L1-L4
corrigido para idade-estatura < -2 DP, refletindo baixa massa 6ssea nessa regido.
Entretanto, o escore Z do corpo total corrigido para idade-estatura nao revelou baixa
massa 0ssea em nenhum desses pacientes. O escore Z do fémur proximal, avaliado
nos pacientes maiores de 18 anos, apresentou valores dentro da normalidade.
Nenhum resultado densitométrico revelou indicios de fratura vertebral (diferengca na
aDMO entre uma vértebra e sua adjacente maior que 1 DP) e nenhum paciente relatou
dor lombar (Tabela 7).
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Tabela 7 - Densidade mineral 6ssea avaliada pelo Escore Z

PACIENTES | Idade (anos) Escore Z Escore Z (L1-L4) Escore Z Corpo Escore Z
Altura corrigido (idade- Total corrigido (Fémur
estatura) (idade-estatura) proximal)
F1 13,2 -0,02 0,0 -0,4 -
F2 334 -0,5 -1,3 -0,7 -0,8
F3 12,3 -3,2 -2,4 -0,8 -
F4 16,4 -2,0 -2,5 -1,1 -
F5 23,3 -0,6 0,5 - 0,4
F6 6,9 -2,5 -21 -1,2 -
M1 12,8 -6,1 -0,6 2,3 -
M2 13,0 1,2 0,5 0,6 -
Média + DP 16,4 + 8,3 -1,7+£23 -1,0+£1,3 -0,2+1,2 -0,2+0,8

DP= desvio-padrao
Escore Z de F5 néo foi avaliado para corpo total

4.4 CORRELACOES ESTATISTICAS ENTRE OS DADOS ESTUDADOS

As correlacdes do escore Z da aDMO da coluna lombar e do escore Z da aDMO
do corpo total corrigidos para idade-estatura com as variaveis independentes: IL-6,
PCR, plaquetas, ferritina, escore Z do IMC/I, vitamina D, calcio corrigido, albumina e
hemoglobina foram avaliadas e as analises foram realizadas individualmente para
cada variavel e ajustadas pela covariavel sexo.

Os valores de IL-6 e plaquetas, apds o ajuste da variavel sexo, apresentaram
uma correlagdo negativa de intensidade moderada com o escore Z da aDMO da
coluna lombar corrigido para idade-estatura. Ja os niveis de PCR demonstraram uma
forte correlagdo negativa com o escore Z corrigido para idade-estatura da DMO dessa
regido. No entanto, nenhuma dessas varaveis mostrou correlagdo estatisticamente
significativa com o escore Z da aDMO da coluna lombar.

Apobs o ajuste da variavel sexo, o calcio corrigido, apresentou uma correlagao
negativa de intensidade baixa e sem significancia estatistica com o escore Z da aDMO
de L1-L4 corrigido para idade-estatura. Por outro lado, as variaveis albumina e ferritina

apresentaram uma correlagdo positiva de intensidade baixa e moderada,
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respectivamente, mas também sem significancia estatistica com o escore Z da aDMO
de L1-L4 corrigido para idade-estatura.

Escore Z do IMC/I, 25(OH)D e hemoglobina apresentaram correlagdes
positivas, de intensidade forte e estatisticamente significativas com o escore Z da
aDMO de L1-L4 corrigido para idade-estatura. Todas as correlagbes citadas acima

podem ser observadas na tabela 8.

Tabela 8 — Correlacdes entre as variaveis estudadas e o escore Z da aDMO de L1-L4

corrigido para idade-estatura

Variaveis Coeficiente p-valor | Coeficiente de p-valor
de Correlagao Correlagao de
de Pearson Pearson Parcial’
bruto

Escore Z da aDMO (L1-L4)
corrigido idade-estatura

Interleucina 6 -0,45629 0,2558 -0,53730 0,2136
PCR -0,64933 0,0814 -0,74356 0,0554
Plaquetas -0,36536 0,3735 -0,50527 0,2474
Ferritina 0,64877 0,0818 0,55409 0,1968
Escore Z — IMC/I 0,78992 0,0197 0,79749 0,0317
25(0OH)D 0,79589 0,0181 0,80474 0,0290
Calcio Corrigido -0,30165 0,4678 -0,36706 0,4180
Albumina 0,37539 0,3595 0,33864 0,4575
Hemoglobina 0,72827 0,0405 0,76887 0,0434

* - Ajustado por sexo

Quando estas variaveis foram correlacionadas com o escore Z da aDMO do
corpo total corrigido para idade-estatura, nenhuma correlagdo estatisticamente
significativa foi encontrada, como pode ser observado na tabela 9.

Apds o ajuste da variavel sexo, o calcio corrigido e a hemoglobina
apresentaram uma correlagdo negativa de intensidade insignificante e sem
significancia estatistica com o escore Z da aDMO do corpo total corrigido para idade-
estatura. Ja as variaveis ferritina e albumina apresentaram uma correlagdo negativa
de intensidade fraca e sem significancia estatistica com o escore Z da aDMO do corpo
total corrigido para idade-estatura. Enquanto a variavel 25(OH)D apresentou uma
correlagdo negativa de intensidade moderada e sem significancia estatistica com o
escore Z da aDMO do corpo total corrigido para idade-estatura. Por outro lado,

interleucina 6, PCR, plaquetas e escore Z do IMC/I apresentaram uma correlagcao
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positiva, mas de intensidade baixa e também sem significancia estatistica com o

escore Z da aDMO do corpo total corrigido para idade-estatura.

Tabela 9 — Correlacdes entre as variaveis estudadas e o escore Z da aDMO de corpo

total corrigido para idade-estatura

Variaveis Coeficiente p-valor Coeficiente de p-valor
de Correlagao Correlacao de
de Pearson Pearson Parcial’
bruto

Escore Z — aDMO (corpo
total) corrigido para
idade-estatura

Interleucina 6 0,15133 0,7460 0,38793 0,4473
PCR 0,10964 0,8150 0,41405 0,4144
Plaquetas 0,31149 0,4965 0,43849 0,3844
Ferritina 0,26828 0,5608 -0,39558 0,4376
Vitamina D 0,17290 0,7109 -0,59965 0,2083
Calcio Corrigido -0,08193 0,8614 -0,14101 0,7899
Albumina 0,02188 0,9629 -0,37949 0,4581
Hemoglobina 0,13756 0,7687 -0,03319 0,9502
Escore Z — IMC/I 0,45378 0,3064 0,44969 0,3709

* - Ajustado por sexo

Os valores médios de escore Z da aDMO de L1-L4 e do corpo total corrigidos
para idade-estatura ndo diferiram significativamente entre os niveis de mobilidade
(p=0,1714 e p=0,6286, respectivamente) (Quadro 3).

Quadro 3 — Valores médios do escore Z da aDMO de L1-L4 e do corpo total corrigidos

para idade-estatura, segundo a presenga ou nao de restricdo de mobilidade

Mobilidade’
Sem Restrigdes Com p-valor”
Restrigoes
Escore Z — aDMO (L1-L4) -0,35+ 1,39 -1,63 £ 0,85 0,1714
corrigido para idade-estatura
Escore Z — aDMO (corpo -0,20+0,72 -0,18 + 1,66 0,6286
total) corrigido para idade-
estatura

* Valores expressos em média + desvio padrao
# p — valor calculado pelo teste exato de Mann Whitney

No entanto, foi observado que a paciente F3 apresentava-se como um ponto
fora da curva (outlier) em relagdo ao escore Z da aDMO do grupo com mobilidade

preservada, pois apresenta uma aDMO de -2,4, dispare em relacido aos valores



67

encontrados no grupo com mobilidade preservada. Quando se avaliou o grupo total
sem a paciente F3, observou-se uma forte correlagao positiva entre escore Z de
aDMO e mobilidade (r = 0,86 e p = 0,013).

Com relagao a atividade inflamatdria, foi encontrada correlagdo fortemente
positiva e significativa entre as concentra¢des séricas de IL-6 e PCR (r = 0,86, p =

0,005), confirmando sua sincronia na inflamacéo sistémica.
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5 DISCUSSAO

Este estudo visou a avaliacdo da influéncia dos pardmetros clinicos e
metabdlicos sobre a densidade mineral dssea dos pacientes com EBH. Apesar de
outros estudos abordarem o impacto dessas variaveis na massa Ossea desses
pacientes, nenhum estudo prévio relacionou as concentragoes séricas de IL-6 com a
DMO, apenas demonstraram que as concentracdes séricas desta interleucina
encontravam-se aumentadas nas formas generalizadas da doenga (37, 38, 41).

O presente estudo consistiu em uma pesquisa institucional, onde apenas
individuos acompanhados no HUB foram selecionados. Essa abordagem possui
desvantagens, por restringir o numero de individuos que participariam do estudo.
Entretanto, por se tratar de uma doenca rara e ser o HUB o hospital de referéncia para
o atendimento de pacientes com EBH no Distrito Federal e cidades de Estados
proximos, como Goias, Minas Gerais e Bahia, ha maior probabilidade de acesso dos
pacientes de outros centros, os quais se comunicam e buscam atendimento por meio
de grupos de apoio como a APPEB-DF.

A amostra estudada apresentou uma populacdo com caracteristicas
heterogéneas, composta de criangas, adolescentes e adultos de ambos os sexos, com
idades entre 6,9 e 33,4 anos com EBH de dois tipos, EBS e EBDR.

Como os individuos estudados representam uma amostra desconhecida dos
casos que realmente ocorrem na populagao, a utilizagao dos testes estatisticos a eles
referentes se torna limitada quanto a representatividade e extrapolacdo a populacao
externa.

Este € um estudo transversal, que apresenta pontualmente o momento da
avaliagao de cada paciente, mas nao suficiente para representar uma evolugao do
estado de saude do individuo. Portanto, a causalidade ndo pode ser deduzida, uma
vez que esta ausente a temporalidade necessaria para essa associacdo, um dos
critérios essenciais para estabelecimento de uma relagdo de causa-efeito (64).

A pesquisa envolveu sempre os mesmos profissionais (endocrinologistas
pediatricos), além da pesquisadora, para a coleta de dados e a avaliagao clinica dos
participantes, garantindo homogeneidade e minimizando vieses de aferigéo.

Quanto a mensuracado dos exames laboratoriais, podemos inferir que houve

uniformidade na sua execugéo, uma vez as dosagens dos mesmos metabdlitos foram
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realizadas no mesmo laboratério, e as DXAs de todos os pacientes foram realizadas
NoO Mesmo servigo, critério essencial a sua interpretagdo em conjunto.

Entre as dosagens séricas realizadas neste estudo cabe ressaltar as
peculiaridades relacionadas a avaliagdo das concentragbes séricas de 25(OH)D.

Apesar de a 1,25(OH)2D ser o metabdlito ativo, a analise da reserva de vitamina D de

um individuo é realizada pela dosagem sérica da 25(0OH)D (35, 65). Os principais
motivos para nao utilizar o calcitriol nessa avaliagdo sdo sua meia-vida curta (4 a 6
horas, enquanto a 25(OH)D tem meia-vida de 2 a 3 semanas) e, em situagdes de
deficiéncia de vitamina D, esse metabdlito poder estar em niveis normais, pois a
hipocalcemia consequente a hipovitaminose D estimula a sintese de PTH, o qual
estimula a expressao da 1-a-hidroxilase, consumindo e convertendo a 25(OH)D em

1,25(0H),D (35).

Ha& uma ampla variabilidade interensaios na dosagem da 25(0OH)D (35), o que
torna fundamental a escolha da sua realizagdo em apenas um laboratério, sempre
pelo mesmo método. Os métodos que ndo empregam detecgdo imunologica direta
sdo a cromatografia liquida de alto desempenho acoplada a espectrofotometria de
massa, que podem distinguir niveis individuais de 25(OH)D, e 25(OH)Ds; e séao
considerados padrao-ouro de avaliagdo (35, 66). A cromatografia liquida de alta
pressao pode ser um método substituto, porém, tais métodos laboratoriais sao
dispendiosos, pouco utilizados na pratica clinica (35, 36, 67) e ndo se encontraram
disponiveis para este estudo. No presente trabalho o método utilizado foi a
eletroquimioluminescéncia, que € um método automatizado e menos oneroso, porém
apresenta menor confiabilidade e acuracia e maior variabilidade nos seus resultados
(35).

Neste estudo, a mensuragdo dos niveis séricos de 25(OH)D ocorreu em
apenas um laboratério, o que minimizou viés de afericdo decorrente da variabilidade
interlaboratorial da dosagem de 25(OH)D, observada em alguns estudos (68, 69).

Nao ha um consenso quanto ao valor de corte para a definicdo de “suficiéncia
em vitamina D”. A concentragcéo esperada de 25(OH)D seria aquela necessaria para
manter o PTH em valores adequados e nao permitir o surgimento de alteragdes
clinicas e metabdlicas relacionadas a hipovitaminose D, como hipocalcemia e
rarefagdo Ossea. Alguns estudos sugerem que o platd dos valores de PTH e de

absorcéo de calcio sao atingidos com valores de 25(0OH)D acima de 20 ng/mL (70).
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Segundo essa interpretagao, os pontos de corte que melhor representam o estado de
suficiéncia em 25(0OH)D de um individuo s&o: suficiéncia: > 20 ng/mL; insuficiéncia:
12 — 20 ng/mL; deficiéncia: 5 — 12 ng/mL; deficiéncia grave: < 5 ng/mL.

Entretanto, outros autores registram que o ponto de corte do equilibrio do platd
do PTH e de absorgao de calcio ocorreria com niveis da 25(0OH) D acima de 30 ng/mL.
Dessa maneira, concentragdes séricas abaixo de 20 ng/mL seriam classificadas como
deficiéncia, entre 20 e 29 ng/mL como insuficiéncia e entre 30 e 100 ng/mL como
suficiéncia. Portanto, concentragbes séricas de 25(0OH)D abaixo de 30 ng/mL sao
consideradas por muitos como hipovitaminose D (71-74). Esses valores foram
reconhecidos pela diretriz da Endocrine Society (Sociedade de Endocrinologia dos
Estados Unidos) (72), porém divergem daqueles aceitos (20 ng/mL) pelo Institute of
Medicine (IOM)(75).

De acordo com a Sociedade Brasileira de Endocrinologia e Metabologia
(SBEM), as concentragdes séricas de 25(0OH)D acima de 30 ng/mL séo desejaveis e
devem ser as metas para os individuos de maior risco, pois, acima desses valores, 0s
beneficios da vitamina D se tornam mais evidentes, especialmente no que se refere a
doencas osteometabdlicas e redugado de quedas (36).

Por outro lado, a Pediatric Endocrine Society segue as orientagbes do
Consenso global sobre prevengdo e manejo de raquitismo nutricional (Global
Consensus Recommendations on Prevention and Management of Nutritional Rickets)
de 2016 (76), que contou com a participagao de 33 especialistas em endocrinologia
pediatrica, pediatria, nutricdo, epidemiologia, saude publica e economia da saude e
possui recomendacao semelhante aquela do IOM quanto aos valores de referéncia
da 25(OH)D: suficiéncia: > 20 ng/mL; insuficiéncia: 12 — 20 ng/mL; deficiéncia: < 12
ng/mL. Esta seria a classificacdo mais recomendada para a populagéo pediatrica e
estes foram os valores adotados como referéncia neste estudo, uma vez que o mesmo
€ composto por criancas e adolescentes em sua maioria.

A possibilidade de discussao desta pesquisa se torna limitada por nao haver
uma literatura ampla a respeito do envolvimento ésseo da EBH e contarmos com uma
amostra pequena dessa populacdo, 0 que ndo nos permite responder nenhuma
questao com os resultados apresentados, mas sim, comparar os resultados obtidos
com os da literatura, a fim de colaborar com o conhecimento a respeito dos fatores

que podem influenciar a massa 6ssea dos individuos com EBH.
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5.1 ASPECTOS CLINICOS E METABOLICOS

5.1.1 Achados Antropomeétricos

No presente estudo, a média do escore Z da A/l foi de -1,6 £ 2,26, sendo que
dos cinco pacientes com EBDR, trés apresentaram baixa estatura. Quanto ao estado
nutricional, a média do escore Z do IMC/I foi de -1,84 + 1,88, e trés pacientes com
EBDR possuiam um baixo IMC (escore Z< -2 DP).

Estudos prévios demonstraram que os individuos com EBH tendem a
apresentar baixo peso e baixa estatura para a idade, principalmente nas formas mais
graves da doenga (26-28, 57).

Em 2016, Rodari et al. avaliaram 20 criancas com EB e encontraram uma
média de escore Z da A/l de -1,23 £ 2,15; com baixa estatura (< -2 DP) observada
em 25% dos individuos. Quanto ao escore Z do IMC/I, encontraram média de -2,03
2,98 (14).

Em um estudo longitudinal envolvendo 17 pacientes com formas generalizadas
de EB, Fu et al. observaram que apesar deles ganharem peso e estatura durante o
seguimento, ndo houve desenvolvimento significativo na média dos escores Z da All,
P/l e IMC/I. Os mesmos autores atribuiram esse crescimento linear diminuido, dentre
outros fatores, ao estado de ma nutricdo crénica observado nesses pacientes (28).
Outros autores confirmam esse retardo no crescimento na maioria das criangas com
formas graves de EB (77) .

Em concordancia com o estudo de Sousa et al. (78), o presente estudo
encontrou valores normais de escore Z de A/l e IMC/I nos pacientes com EBS, o que
poderia ser explicado pelo fato deste tipo de EBH geralmente apresentar formas

menos graves da doenga e menor acometimento sistémico.

5.1.2 Desenvolvimento Puberal

Apesar do atraso puberal ser uma complicacao frequentemente observada
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entre adolescentes com formas graves de EBH (19, 26), a maioria dos pacientes que
participaram deste estudo apresentou desenvolvimento puberal normal. Dois
pacientes eram pré-puberes, uma paciente (EBDR) apresentava progressao lenta do
desenvolvimento puberal e os demais encontravam-se em puberdade normal ou ja
eram adultos que tiveram puberdade normal.

Os mecanismos precisos do atraso puberal nos individuos com EBH ainda nao
foram esclarecidos (19). Embora o sistema hormonal tenha sido pouco avaliado em
pacientes com EB até o momento, o comprometimento nutricional provavelmente
desempenha um dos principais papéis na puberdade tardia nesses pacientes. A
desnutricdo € uma causa bem conhecida de atraso puberal e isso pode afetar todo o
sistema hormonal (insulina, hormdnios tireoidianos, cortisol e GH, e o eixo hipotalamo-
hipofise-gonadal) (77).

O estado inflamatério crénico também poderia contribuir para o retardo no
desenvolvimento puberal dos pacientes com EBH. Estudos prévios demonstraram
concentragdes séricas elevadas de citocinas pro-inflamatérias (IL-1B, IL-6, TNF-a,
entre outras) nesses pacientes (37, 38), enquanto outros estudos demonstraram que
IL-6 e IL-1 podem inibir a esteroidogénese ovariana e testicular, além de inibir a
secrecado de GnRH por acao direta no hipotalamo (79).

Nao foram encontrados na literatura, dados que correlacionem o grau de
desnutricido ou de inflamagdo dos individuos com EBH e seu estagio de
desenvolvimento puberal. A escassez de analises quantitativas talvez explique os
resultados divergentes entre nossa amostra e as de outros estudos. Também deve
ser levada em consideracao a diversidade dos subtipos de EB que compdem cada
amostra, onde amostras com maior numero de individuos com manifestacbes mais
brandas da doenca tenderiam a apresentar desenvolvimento puberal dentro da

normalidade.

5.1.3 Mobilidade

Quanto a mobilidade, a amostra estudada era composta por quatro pacientes
que se locomoviam sem restricbes, mantendo atividades normais; trés que possuiam

dificuldade de locomoc¢ao e apresentavam pouca atividade e um paciente que fazia
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uso ocasional de cadeira de rodas, ou seja, metade deles deambulava com restrigcoes.

Estudos anteriores demonstraram a mobilidade dos pacientes com EBH por
meio de diferentes formas de classificagao, outros ndo expuseram os dados, o que
dificulta a comparacgao entre as amostras.

Entre os individuos com EBH observados por Bruckner et al., assim como na
nossa amostra, nenhum paciente era completamente imovel; mas 25% deambulavam
sem restricoes, 42% possuiam dificuldades de locomocéao e tinham pouca atividade e
33% utilizavam cadeira de rodas ocasionalmente (27). Na amostra de Rodari et al.,
também n&o haviam pacientes imoveis; 40% eram ativos e nao tinham restricbes para
deambular, 35% eram pouco ativos, com restricoes e 25% utilizavam cadeira de rodas
ocasionalmente (14). Ambos possuiam pacientes com EBD e com EBS em suas
amostras.

A mobilidade desses pacientes é frequentemente limitada por dor intensa por
ulceragbes e bolhas persistentes, juntamente com contraturas que se desenvolvem
em pacientes com EBDR (14). Essa mobilidade restrita mostrou prever baixa massa
ossea em individuos com EBH e, consequentemente, um maior risco de fraturas (26).

Nao ha apenas efeitos fisicos dessa complicacdo, o individuo incapaz de
participar das atividades diarias pode desenvolver isolamento social e problemas

psicologicos (80).

5.1.4 Alteragoes Laboratoriais

Devido ao estado de desnutricado e inflamacgao cronicas, infecgcdes secundarias,
entre outros fatores, os pacientes com EBH com formas mais graves costumam
apresentar alteracdes laboratoriais que refletem o seu comprometimento sistémico.

No presente estudo, hipoalbuminemia foi identificada em seis dos oito
pacientes, com uma concentragdo média de 2,9 £ 0,8 g/dL e os menores valores foram
observados nos pacientes com EBDR. Esse achado também foi observado em
estudos prévios, como o de Reyes et al, que avaliaram sete criangas com formas
generalizadas de EBH e notaram que 43% delas apresentaram baixas concentragdes
séricas de albumina (média de 3,1 g/dL) (25). Por meio de um estudo com uma

amostra maior (24 individuos com EBH), Bruckner et al também observaram
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hipoalbuminemia (média de 3,2 £ 1,0 g/dL) nesses pacientes (27).

Acredita-se que a hipoalbuminemia seja um indicador de desnutricdo nos
individuos com EB (27), uma vez que, principalmente nas formas generalizadas de
EBH, ha uma alta demanda metabdlica imposta pelas feridas cronicas em cicatrizacao
associada a dificuldade de ingestdao de alimentos decorrente de lesdes orais e
esofagicas, além da ma absorgao intestinal (21, 28). Outro fator a ser considerado &
o estado inflamatorio sistémico que pode se desenvolver nos individuos com EBH,
pois a hipoalbuminemia pode refletir reacdo de fase aguda mediada por citocinas
durante eventos inflamatérios. Ndo encontramos alteracdes clinicas ou laboratoriais
sugestivas de comprometimento da fungcdo hepatica nos pacientes avaliados no
presente estudo. A literatura pesquisada também nao aponta esse fator como causa
da hipoalbuminemia nesses pacientes.

Outra complicagdo que surge com frequéncia nos individuos com EBH ¢é a
anemia, que pode ocorrer como resultado da perda sanguinea pelas feridas abertas,
da baixa ingestdo e ma absorgao de ferro. Além da anemia ferropriva, esses pacientes
podem desenvolver anemia da doenga cronica (81). No presente estudo, enquanto os
pacientes com EBS ndo apresentaram anemia, os cinco pacientes com EBDR
apresentaram anemia hipocrdmica e microcitica, com baixos valores de ferro em
quatro desses pacientes e ferritina baixa em trés desses pacientes. No estudo de
Reyes et al, envolvendo pacientes com EBJ e EBD, todos os sete pacientes tinham
anemia (25).

A média das concentragdes séricas de hemoglobina encontrada nos pacientes
deste estudo foi de 9,9 g/dL. Este resultado aproxima-se da média de 9,3 g/dL relatada
por Bruckner et al. (27) e 9,4 g/dL observada no estudo de Fu et al (28), ambos em
2011.

Valores de hemoglobina inferiores a 10 g/dL fazem com que a cicatrizagdo das
feridas seja prejudicada em decorréncia da baixa oxigenacéo dos tecidos. No entanto,
a literatura ndo aponta um manejo ideal para a anemia nesses casos (21).

Cuidados com a pele, prevencao e tratamento de infeccdes podem minimizar
as perdas de sangue pelas lesdes cutaneas. A suplementacéo oral de ferro para a
correcao da anemia é bastante utilizada, mas sua eficacia individual é variavel. Além
disso, a adesao a esse tratamento é prejudicada pelos transtornos gastrointestinais
dele decorrentes, como a exacerbagado da constipagdo (21, 81). Em casos com

concentragbes de hemoglobina constantemente abaixo de 8 g/dL ou pacientes
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sintomaticos que nao respondem a outras medidas, transfusdes de sangue devem ser
consideradas (82) .

Com relagcdo a bioquimica osteomineral, ndao houve alteracbes nas
concentragbes séricas de PTH, FA, P e Mg dos pacientes avaliados. Apenas um
paciente com EBDR apresentou baixos niveis de PTH (9,44 pg/mL), mas sem
alteragdes nas concentragdes séricas de Ca e P (que devem estar presentes nas
situagdes de hipoparatireoidismo). Desta forma, esse valor baixo deve decorrer de
erro pré-analitico da amostra do paciente.

Espera-se que a concentracdo do PTH apresente relagdo inversa com a
25(0OH)D (35) e seu aumento é considerado o primeiro sinal laboratorial detectavel de
insuficiéncia desse hormonio.

Neste estudo, apesar dos valores normais do PTH, a dosagem da 25(0OH)D
evidenciou insuficiéncia (12 — 20 ng/mL) em todos os pacientes com EBDR e
suficiéncia nos trés pacientes com EBS, com uma média de 21,54 + 9 ng/mL. Outros
estudos que avaliaram a massa O0ssea de pacientes com EBH corroboram esses
resultados ao relatarem concentragdes séricas normais de PTH e FA em todos os
pacientes, mesmo nos que apresentaram deficiéncia ou insuficiéncia de 25(OH)D (14,
26, 27). Esses achados nos fazem questionar até que ponto as concentragdes séricas
adotadas como referéncia atual para insuficiéncia e deficiéncia da 25(OH)D refletem
uma real hipovitaminose D.

Esses dados encontrados nos pacientes estudados também sao importantes
na avaliacdo da adesdo dos mesmos a suplementacado de vitamina D, a qual todos
sao orientados, uma vez que as lesdes de pele comprometem a ativagao inicial do
eixo metabolico da vitamina D. Valores mais baixos da 25(OH)D refletem baixa
adesado a terapéutica de reposi¢cao ou administracdo em doses insuficientes e esse
aspecto deve ser conversado com o paciente e seus responsaveis.

A amostra estudada por Rodari et al. apresentou valores de 25(OH)D entre 12
e 20 ng/mL em 20% dos individuos e 45% apresentaram valores inferiores a 12 ng/mL,
com uma média de 15,06 + 9,53 ng/mL (14). Enquanto Bruckner et al observaram
valores inferiores a 20 ng/mL em apenas 8% dos pacientes (27) e Reyes et al. ndo
identificaram concentracbes menores que essa em nenhuma das sete criangas
participantes do estudo (25).

Todos os estudos prévios citados acima relataram alta prevaléncia de

insuficiéncia e deficiéncia de vitamina D em seus pacientes, uma vez que utilizaram
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30 ng/dL como referéncia para suficiéncia de 25(OH)D. Ja no estudo de Fewtrell et al.,
concentragbes séricas de 25(0OH)D (média: 22,4 ng/mL) dentro do intervalo de
referéncia de 6 a 40 ng/mL e com intervalo interquartil de 12,4 a 27,6 ng/mL, foram
consideradas adequadas. Dessa forma, individuos com valores muito baixos de
vitamina D apresentaram “suficiéncia” dessa vitamina.

Os individuos avaliados no presente estudo ndo utilizavam medicacdes
capazes de aumentar o catabolismo da vitamina D, como anticonvulsivantes,
antifungicos ou glicocorticoides.

Apesar de Brasilia ser uma cidade de insolagéo constante ao longo do ano,
individuos com EBH apresentam diversos fatores que podem contribuir para a
hipovitaminose D, como o uso de bandagens em extensas areas do corpo,
comprometimento nutricional e atividades ao ar livre limitadas (25) pelas restrigdes de
mobilidade que esses pacientes podem desenvolver, principalmente nas formas mais
graves da doencga. Por isso a suplementagéo de vitamina D3 deve ser assegurada.

Como as correlagdes gendtipo-fendtipo da EBH nem sempre foram
demonstradas e os sujeitos com as mesmas mutagdes genéticas frequentemente
apresentavam caracteristicas clinicas muito diferentes; alguns autores aventaram a
possibilidade de que na génese de EBH, além das mutag¢des genéticas, outros fatores
pudessem ser significativos na origem das alterag¢des sistémicas presentes em alguns
individuos. Entre esses fatores esta o estado inflamatério crénico, consequente as
lesdes persistentes e as infecgdes (38).

Optou-se, no presente estudo, pela analise das concentracdes séricas de PCR
e IL-6 para a avaliagao da atividade inflamatéria nos pacientes com EBH. A dosagem
da PCR detectou valores elevados desse marcador inflamatorio, com uma média de
3,6 + 3,1 mg/dL. Todos os pacientes com EBDR apresentaram valores maiores que
4,21 mg/dL, com uma média de 5,8 + 1,5 mg/dL entre eles, enquanto os pacientes
com EBS apresentaram valores dentro da normalidade. Esses resultados estdo de
acordo com a literatura pesquisada (27, 34) e alcangaram valores préximos aos
obtidos por Bruckner et al, que observou uma média de 5,9 mg/dL em 24 pacientes,
dos quais 83% tinham EBDR (27).

Altos niveis séricos de PCR também foram encontrados nos estudos de Rodari
et al. (média = 2,14 mg/dL) e Fu et al. (média = 6,1 mg/dL) (14, 28).

No presente estudo, concentracbes séricas elevadas de IL-6 foram

identificadas em seis pacientes, em todos com EBDR e em uma com EBS, com média



77

de 25,5 pg/mL + 24 (Vr: inferior a 6,4 pg/mL). Observou-se também que a média da
IL-6 dos pacientes com EBDR foi significativamente maior (38,9 pg/mL) que a dos
pacientes com EBS (3,15 pg/mL), p = 0,014, corroborando que as formas mais graves
da doenca se relacionam com maior estado inflamatario.

Poucos estudos avaliaram os valores de IL-6 em pacientes com EBH e, como
no presente estudo, observaram concentracdes séricas elevadas da mesma nesses
individuos, principalmente nos casos de EBDR (37, 38, 41).

Kawakami et al. observaram altas concentragdes séricas de IL-6 (média de
54,34 pg/mL) nos cinco individuos envolvidos no estudo (quatro com EBDR e um com
EBJ) (41). Esposito et al. relataram concentragcéo sérica média de 33,4 pg/mL de IL-6
ao estudar 42 pacientes com EBH (38). Os resultados dos estudos de Annicchiarico
et al. e Esposito et al. reforcaram a ideia de que a EB é uma doenca inflamatéria
sistémica, principalmente nas formas graves da doenga, ao detectarem
concentragdes de IL-6 e outras citocinas inflamatorias significativamente maiores em
pacientes com EBD do que em pacientes com EBS e controles saudaveis. Além disso,
a concentracao sérica de IL-6 foi positivamente correlacionada com o escore de
Birmingham nesses estudos (37, 38).

Novos estudos, com populacbes maiores, sdo necessarios para melhor
estabelecer o papel real da IL-6 na fisiopatologia da EBH. No entanto, os resultados
encontrados até o momento estimulam o possivel emprego futuro de agentes
biolégicos voltados para redes especificas de citocinas nessa doenca. Essa
abordagem terapéutica alternativa poderia ser util para o controle da inflamagao
sistémica e suas complicagdes a longo prazo, como a amiloidose, evitando

consequéncias que ameagam a vida e melhorando a qualidade de vida (37).

5.2 DENSIDADE MINERAL OSSEA E SUAS CORRELACOES

5.2.1 Densidade Mineral Ossea

Apenas cinco estudos prévios examinaram o envolvimento 6sseo em criangas

com EBH; todos, assim como o presente estudo, tiveram uma amostra relativamente
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pequena de pacientes devido a raridade da doenca e a maioria apenas se concentrou
nas formas graves e generalizadas. Todos identificaram de forma concordante a
massa Ossea reduzida como uma complicagdo de formas generalizadas dessa
doenca (14, 25-28).

No presente estudo, a média do escore Z da coluna lombar (L1-L4) corrigido
para idade-estatura foi de -1,0 £ 1,3. Observou-se baixa massa 6ssea em L1-L4 em
trés pacientes com EBDR do sexo feminino, mas nenhum paciente apresentou baixa
massa 6ssea na avaliagao do escore Z de corpo total corrigido para idade-estatura,
apresentando uma meédia de -0,2 £ 1,2. O escore Z do fémur proximal, avaliado nos
pacientes maiores de 18 anos, apresentou valores dentro da normalidade. Nenhum
paciente apresentou indicios de fratura vertebral pela densitometria da coluna lombar
(diferengca na DMO entre uma vértebra e sua adjacente maior que 1 DP) ou relatou
dor lombar.

O fato de termos encontrado baixa massa 6ssea apenas na coluna lombar pode
ser explicado porque os 0ssos dessa regiao sdo constituidos principalmente por osso
trabecular, enquanto no fémur e no corpo total predomina osso cortical. Como o osso
trabecular € mais vulneravel a disturbios metabdlicos que o osso cortical, ele € mais
suscetivel a ndo se mineralizar adequadamente ou a desmineralizar mais rapidamente.

A comparacéao entre os resultados presentes e os resultados de cada um dos
estudos ja publicados nao foi possivel, quer devido a utilizagdo de densitdmetros
diferentes, métodos diferentes de ajuste para o tamanho do osso na DXA ou
parametros densitométricos que nao foram mostrados para todos os pacientes.

No estudo transversal de Reyes et al 7 criangas com formas generalizadas de
EBH foram avaliadas e trés apresentavam baixa DMO (L2-L4) (25). Fewtrell et al.
realizaram um estudo retrospectivo de 39 pacientes com EBH, e descobriram que as
criangas com EBDR e EBJ apresentavam DMO (L2-L4) mais baixa do que individuos
com EBS ou com controles saudaveis da mesma idade (26).

Bruckner et al. avaliaram a DMO de 24 pacientes com EBH, mas apenas 18
tiveram avaliagdo da DMO de coluna lombar (L1-L4) corrigida para estatura, com
meédia de -1,0 £ 1,2, muito préxima a encontrada no presente estudo. Os mesmos
autores ainda observaram baixa massa éssea na coluna lombar (L1-L4) de 28% dos
pacientes avaliados apdés ajuste para estatura (27).

Enquanto os resultados anteriores se basearam em estudos transversais, Fu

et al. realizaram um estudo longitudinal, ao acompanhar 17 pacientes com EBH
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generalizada por 12 meses. Na maioria dos casos, observaram um aumento absoluto
na DMO, embora os pacientes ndo tenham conseguido tanto quanto esperado para
suas idades. Por meio desse estudo, os autores concluiram que a baixa DMO em
criangas com EBDR poderia ser explicada em grande parte por disturbios na aquisi¢ao
de massa 6ssea em vez de perda O0ssea acelerada (28).

Finalmente, Rodari et al. avaliaram 20 individuos com EBH e, em consonéncia
com os estudos anteriores, observaram que 40% dos pacientes apresentaram baixa
massa 0ssea na coluna lombar (L1-L4), a qual permaneceu baixa quando ajustada
para idade 6ssea em 7 pacientes (35%) (14).

Fraturas de compressao da coluna lombar foram identificadas em trés estudos
prévios em uma pequena percentagem de pacientes (26-28). Assim como no estudo
de Rodari et al, radiografia da coluna lombar n&do foi realizada em pacientes
assintomaticos no presente estudo. No entanto, com base em um estudo recente, que
demonstra uma relagdo consistente entre os escores Z de DMO e as fraturas
vertebrais (83), as radiografias da coluna vertebral devem ser consideradas durante o
seguimento de pacientes com baixa DMO para definir a melhor abordagem
terapéutica.

Embora os bisfosfonatos possam ter papel no tratamento de fraturas
patolégicas incapacitantes em criangas com EBH, ha dados insuficientes para
recomendar seu uso para prevencado de fraturas em pacientes com baixa massa
Ossea (28).

Como as mutagdes genéticas tipicas da EBH nao afetam o colageno tipo 1,
predominante no osso (26, 29, 30), pode-se inferir que as alteragdes O6sseas nao
tenham causa genética. Apesar de ndo estar completamente esclarecida, a etiologia
da baixa massa 0ssea nesses pacientes provavelmente é multifatorial (26). Entre os
fatores que podem influenciar a DMO desses individuos podemos citar a restricao da
mobilidade, a hipovitaminose D, o comprometimento nutricional e a inflamacao
sistémica, presentes nas formas mais graves de EBH.

Parametros que avaliam esses fatores foram analisados neste estudo para

avaliar possiveis correlagdes entre eles e a DMO dos individuos com EBH.
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5.2.2 Densidade Mineral Ossea e Mobilidade

A atividade fisica é critica para o desenvolvimento esquelético, uma vez que a
carga mecanica promove estimulo tréfico sobre o tecido 6sseo. Mas a dor, a anemia
crbnica e as contraturas contribuem para uma mobilidade frequentemente limitada em
pacientes com tipos graves de EBH (34).

Reyes et al. constataram que criangas com as menores DMO, também eram
as mais mal nutridas e mais sedentarias (25). Fewtrell et al. também observaram essa
associagao e, apds ajustar para o tamanho do corpo e do osso, notaram que as
criangas moveis tinham CMO 16% maior que as iméveis. Além disso, a mobilidade foi
um preditor mais forte e significativo de CMO do que o tipo de EBH (26).

No estudo de Bruckner et al., o grau de mobilidade do individuo também foi
positivamente associado a aDMO para idade cronoldgica (27). No entanto, Fu et al.
compararam individuos com aumento da aDMO com aqueles cujos escores
diminuiram ou nao se alteraram e n&o foram observadas diferencas nas
caracteristicas clinicas (incluindo mobilidade) ou laboratoriais entre os dois grupos
(28).

A falta de homogeneidade e de objetividade entre as classificagcbes da
mobilidade dos estudos anteriores sao fatores que podem influenciar as divergéncias
entre esses resultados. A maioria utilizou escalas categéricas para avaliar a
mobilidade, enquanto escalas quantitativas seriam mais precisas e objetivas,
facilitando a comparacédo dessa variavel entre os estudos. A comparagao entre os
parametros densitométricos obtidos por densitdmetros diferentes também podem
influenciar esses resultados.

Apesar da maioria dos estudos anteriores relatarem correlagao positiva entre a
mobilidade e a aDMO (25-27), no presente estudo os valores médios da aDMO de L1-
L4 nao diferiram significativamente entre os graus de mobilidade (p = 0,1714). Esse
fato pode ter decorrido do numero pequeno de participantes ou da influéncia de
pacientes que se destacam do grupo. Desta forma, realizou-se uma nova avaliagao
parcial ao observar-se que a paciente F3 apresentava-se como um ponto fora da curva
em relagédo ao escore Z da aDMO do grupo com mobilidade preservada, pois
apresenta uma aDMO de -2,4, dispare em relagao aos valores encontrados no grupo

com mobilidade preservada. Quando se avaliou o grupo total sem a paciente F3,
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observou-se uma forte correlagéo positiva entre escore Z de aDMO e mobilidade (r =
0,86 e p = 0,013). Essa analise parcial, com a retirada do paciente F3, potencialmente
demonstra haver uma correlacédo direta entre essas duas variaveis, dado que nao
pode ser descartado.

Também pode ser questionado o porqué da paciente F3 apresentar uma massa
O0ssea baixa, mesmo nao possuindo restricoes de mobilidade. Deve-se lembrar que
outros fatores que influenciam a massa dssea estao alterados e podem contribuir para
a baixa aDMO da coluna lombar dessa paciente. Entre eles estdo o baixo IMC/I, a
anemia e a insuficiéncia de 25(0OH)D, refletindo um comprometimento nutricional.
Além disso, as elevadas concentragcdes séricas de IL-6, que tem agao

osteoclastogénica, também poderiam ter um papel nesse caso.

5.2.3 Densidade Mineral Ossea e Escore Z do IMC/I

Encontrou-se uma forte correlagdo positiva e estatisticamente significativa
entre o IMC e a aDMO da coluna lombar corrigida para idade-estatura (r= 0,80, p=
0,03) neste estudo.

Em uma amostra composta por 20 pacientes com EBH, Rodari et al.
observaram correlagdo moderada, mas estatisticamente significante, do IMC com a
aDMO da coluna lombar (r=0.56, P = 0.0001), mas demais estudos ndo comprovaram
tal correlagéao (26-28).

Como essa associacao nao foi observada em todos os estudos prévios sobre
a DMO em pacientes com EBH (25-28) e os que a encontraram contavam com
amostras pequenas, € importante que estudos com populacbées maiores possam
comprovar essa influéncia do IMC/I sobre o escore Z da aDMO da coluna lombar.

Essa correlacdo possui uma base fisiopatoldgica que a justifica, uma vez que
a massa corporal mais elevada impée uma carga mecanica maior sobre o 0sso,
resultando em um aumento da massa éssea para acomodar essa carga, além de
representar melhor estado nutricional do individuo, que também influencia
diretamente a massa Ossea.

Existe correlagao positiva bem descrita entre massa magra e massa 6ssea. O

IMC/l baixo também reflete um estado de ma nutricdo em decorréncia da baixa
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ingestdo e ma absorgao de nutrientes nos pacientes com EBH. A falta de substrato a
formagado déssea (proteinas e minerais) pode contribuir para a baixa massa éssea
observada nesses pacientes, principalmente quando ha deficiéncias de calcio e
vitamina D.

Além disso, os adipécitos sao importantes fontes de estrogénio e de outros
horménios como leptina, insulina, preptina e amilina, os quais agem de forma direta
elou indireta sobre a atividade de osteoblastos e osteoclastos, com resultante
desenvolvimento da massa 6ssea (84).

No entanto, nem todo tipo de gordura €& benéfica para a massa Ossea. A
gordura subcutanea e a visceral apresentam efeitos contrarios sobre o arcabougo
0sseo. A gordura visceral promove inflamagao sistémica, que pode levar a diminui¢ao
da massa éssea por conta das citocinas inflamatoérias pré-osteoclastogénicas. Ja a
gordura subcuténea parece exercer um efeito positivo sobre o pico de massa 6ssea,
uma vez que ela produz proteinas com um potencial protetor da massa éssea, como
a adiponectina (84).

Como o programa do densitdmetro utilizado nesse estudo ndo apresenta banco
de dados que classifica o compartimento de massa gorda e de massa magra de
acordo com a idade e género do paciente (classificando-o em escore Z), néo foi
possivel correlacionar os compartimentos massa gorda e massa magra com a abDMO

dos pacientes.

5.2.4 Densidade Mineral Ossea e Vitamina D

O calcitriol, forma ativa da vitamina D, € um fator determinante da saude 6ssea,
pois promove a absorcao intestinal de célcio e fésforo e regula de modo direto e
indireto a reabsorgao renal desses eletrélitos, que, por meio da formacgao de cristais
de hidroxiapatita, promovem mineralizagdo da matriz 6ssea (35).

Observou-se, neste estudo, que as concentragcbes seéricas de 25(OH)D
apresentaram correlagao positiva, de intensidade forte e estatisticamente significativa
com a aDMO de L1-L4 corrigida para idade-estatura (r= 0,80, p= 0,029).

Deve-se ressaltar que a comparacao entre os resultados do presente estudo e

cada um dos ja publicados pode ser prejudicada devido a utilizagdo de densitdmetros
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diferentes, métodos diferentes de ajuste para o tamanho do osso na DXA ou
parametros densitométricos e laboratoriais que ndo foram mostrados para todos os
pacientes dos estudos anteriores. Além disso, alguns estudos utilizaram métodos
laboratoriais e valores de referéncia diferentes dos usados nesta pesquisa para
avaliagao da suficiéncia da vitamina D.

Os resultados do estudo de Rodari et al. foram os que mais se aproximaram
dos nossos, uma vez que a concentragao seérica de 25(OH)D, nesse estudo, foi um
dos elementos mais importantes associados positivamente a aDMO da coluna lombar
de pacientes com EBH (p = 0,016) (14).

No estudo de Reyes et al., envolvendo sete criangas com formas generalizadas
de EBH e encontrou-se baixa DMO em trés pacientes e baixas concentragdes séricas
de 25(0OH)D em quatro (25). No estudo retrospectivo de 39 pacientes com EBH,
Fewtrell et al. (26) observaram que as criangas com EBDR e EBJ apresentavam DMO
mais baixa do que individuos controle da mesma idade ou pacientes com EBS. Porém,
as dosagens séricas de 25(0OH)D de apenas 15 pacientes (38%) estavam disponiveis
e todas revelaram concentracbes séricas dessa vitamina dentro do intervalo de
referéncia, mas o mesmo era muito amplo (6 a 40 ng/mL). Dessa forma, individuos
com valores muito baixos de vitamina D foram classificados como suficientes nessa
vitamina.

Bruckner et al. encontraram baixa massa 6ssea em 28% das criangas com
formas graves e generalizadas de EBH, apds ajuste para estatura. Além disso, eles
demostraram que as concentragdes séricas de 25(0OH)D eram frequentemente baixas
nesses pacientes, mas nao apresentaram correlagéo significativa com o escore Z da
aDMO da coluna lombar (27).

Talvez essa divergéncia de resultados possa ser explicada pelo fato de
Bruckner et al. considerarem valores maiores como insuficiéncia de 25(OH)D (<32
ng/mL) e utilizarem uma amostra com uma média mais alta dessa concentragéo (27,5
ng/mL), enquanto a média da concentragao sérica de 25(OH)D no presente estudo
era de 21,54 ng/mL e no de Rodari et al, 15,06 ng/mL. Dessa forma, Bruckner et al.
podem ter relacionado insuficiéncia de vitamina D a valores que nao sao capazes de
causar comprometimento da massa dssea e, consequentemente, ndo alterar o escore
Z da aDMO da coluna lombar.

Diante dos resultados contraditorios citados acima, novos estudos devem ser

realizados, com populagdes maiores de individuos com EBH, mesmos métodos de
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dosagem da 25(0OH)D e ajustes densitométricos semelhantes, na tentativa de diminuir
a heterogeneidade entre os métodos e as amostras estudadas para que a real
correlagao entre as concentragdes séricas de 25(0OH)D e o escore Z da coluna lombar

seja estabelecida.

5.2.5 Densidade Mineral Ossea e Hemoglobina

A anemia € uma complicacao frequente dos pacientes com EBH. Ela pode
ocorrer como resultado da perda sanguinea pelas feridas abertas, da baixa ingestao
e ma absorcdo de ferro. Além da anemia ferropriva, esses pacientes podem
desenvolver anemia da doenca crénica uma vez que as lesbes em cicatrizacido e
infeccbes geram maior circulagdo de citocinas capazes de suprimir a eritropoiese e
diminuir a eficiéncia da utilizagdo do ferro (19, 81).

No presente estudo, as concentragdes séricas de hemoglobina apresentaram
forte correlagéo positiva e estatisticamente significativa com a aDMO (L1-L4) corrigida
para idade-estatura (r= 0,77, p= 0,04). Apesar de Bruckner et al também encontrarem
associacao entre essas variaveis, a intensidade dessa correlagao nao foi forte como
a encontrada no presente estudo (27).

Todos os pacientes de Reyes et al. apresentavam anemia e 43%, baixa massa
0ssea (25). Apesar de observarem uma média baixa de hemoglobina (9,4 g/dL) nos
pacientes com EBH, Fu et al. ndo detectaram diferengcas entre os achados
laboratoriais dos pacientes cujos escores Z de aDMO da coluna lombar diminuiram
ou nao alteraram e dos pacientes com aumento desses escores.

Poucos estudos avaliaram essa correlagdo e novas investigagdes devem ser
realizadas para comprova-la. Porém, tanto a anemia quanto a baixa massa 0ssea
podem surgir em decorréncia da desnutricido e da inflamagdo, presentes nos
individuos com formas graves de EBH. Como possuem fatores de risco semelhantes,

nao seria inesperado que ambas se correlacionassem positivamente.
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5.2.6 Densidade Mineral Ossea e Marcadores Inflamatdrios

Os resultados desta pesquisa foram corroborados por alguns estudos que
também identificaram elevadas concentracdes séricas de PCR em individuos com
formas graves e generalizadas de EBH (14, 27, 28). No entanto, sua relagdo com a
DMO desses individuos nao esta clara. Varias outras doencas pediatricas
caracterizadas por inflamagao crbnica, como artrite reumatoide, fibrose cistica e
doenca inflamatéria intestinal, estdo associadas a baixa massa 6ssea (85). Por isso,
o interesse em avaliar a correlagado entre marcadores inflamatérios e a massa 6ssea
dos pacientes com EBH, sendo analisados o PCR, IL-6, ferritina e concentracéo de
plaquetas.

Apesar de Rodari et al. relatarem correlagdo negativa significativa da
concentragao sérica de PCR com a aDMO da coluna lombar, tal correlagdo era de
fraca intensidade (r =- 0,48, p = 0,001) (14).

Fu et al. observaram, em estudo longitudinal, que pacientes cujo escore Z da
aDMO da coluna lombar se elevou, os valores de PCR eram ligeiramente inferiores
aos valores dos pacientes que apresentaram reducao ou nao tiveram alteragcédo desse
escore. Porém, essa diferenga nao foi significativa (28). J4 no estudo de Bruckner et
al. os valores de PCR demonstraram correlagdo negativa estatisticamente significativa
com a aDMO para idade cronolégica, mas essa relagédo se tornou menos significativa
apos a corregéo da DMO para a idade 6ssea (27).

No presente estudo, as concentracdes séricas de PCR demonstraram forte
correlagao negativa com o escore Z corrigido para idade-estatura da aDMO de L1-L4,
mas sem significancia estatistica.

Estudos prévios demonstraram um desequilibrio nas as concentracdes séricas
de citocinas nos pacientes com EBH, o que refletiia uma resposta inflamatéria
sistémica (37, 38) que pode ter impacto na fisiologia éssea. Algumas dessas citocinas
podem estimular a atividade osteoclastica (reabsor¢ao éssea) e inibir a atividade
osteoblastica (formagao 6ssea).

Nenhum dos estudos anteriormente citados correlacionou o aumento de
citocinas pré-inflamatérias com a DMO dos pacientes com EBH, mas alguns

correlacionaram positivamente os niveis de IL-6 com a extensédo e a gravidade da
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doenca (37, 38). Esse aumento de citocinas pro-inflamatoérias, como a IL-6, parece
confirmar que a EBH seja uma doenga sistémica e explicar o envolvimento
extracutaneo frequentemente observado nesses casos.

Com base nesses achados, este estudo avaliou se haveria correlacido entre as
concentragdes séricas de IL-6 e 0 a aDMO corrigida para idade-estatura. Apesar de
serem detectadas concentragdes elevadas de IL-6 na maioria dos pacientes (seis em
oito), encontrou-se apenas uma correlagéo negativa de intensidade moderada e sem
significancia estatistica (r=-0,54, p= 0,21) com a aDMO (L1-L4) corrigida para idade-
estatura.

Entretanto, neste estudo, foi encontrada correlacdo fortemente positiva e
significativa entre as concentracbes séricas de IL-6 e PCR (r = 0,86, p = 0,005),
confirmando sua sincronia na atividade inflamatéria sistémica.

Embora a literatura atual nao contenha outros estudos sobre a correlacao das
concentragbes séricas de IL-6 com a DMO em pacientes com EBH, em outras
doencas que cursam com inflamagao sistémica essa associagao ja foi demonstrada.

Em um estudo envolvendo 21 criangas com colite ulcerativa, a IL-6 elevada no
soro foi preditiva da reducéo da densidade mineral 6ssea (86).

A IL-6 é uma das principais citocinas pro-inflamatdrias envolvidas também na
artrite reumatdéide e o tratamento desses pacientes com o anticorpo anti-IL-6R
(Tocilizumabe) revelou melhora da DMO nos pacientes com osteopenia prévia (55).

Pacientes com virus da imunodeficiéncia humana (HIV) apresentam aumento
de 40-60% dos niveis séricos de IL-6 e niveis basais desta interleucina sao
independentemente associados com progressao para osteopenia ou osteoporose em
pacientes HIV positivos sem uso de terapia antirretroviral (43).

O presente estudo foi composto por uma pequena amostra €, como ndo ha
estudos anteriores que corroborem a falta de correlacdo entre as concentragdes
séricas de IL-6 e DMO, novos estudos devem ser realizados a fim de explorar tal
associacao.

Os demais marcadores inflamatoérios avaliados, ferritina e plaquetas, também
nao apresentaram correlagdes estatisticamente significativas com o escore

densitométrico dos pacientes neste estudo.
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5.3 PONTOS POSITIVOS E LIMITACOES DO ESTUDO

A analise da DMO a partir do ajuste do escore Z da aDMO (L1-L4) para idade-
estatura foi um aspecto importante para evitar a interpretacdo inadequada da massa
0ssea em pacientes com comprometimento estatural. Nem todos os estudos
anteriores realizaram métodos de ajuste para pacientes com baixa estatura, o que
acarreta potenciais riscos de interpretacédo, e os que fizeram notaram melhora do
escore Z da aDMO (L1-L4) de quase todos os pacientes.

Entretanto ha desvantagens nessa técnica de ajuste da massa 6ssea quando
se esta diante de pacientes com baixa estatura e que ja entraram na puberdade, pois
apesar de se ajustar o tamanho do osso para a idade-estatura, deve-se lembrar que
os horménios da puberdade (horménio de crescimento e hormdnios sexuais) também
interferem na formacao éssea e impactam na forma e densidade 6ssea, tornando esse
ajuste menos preciso (59).

Um dos individuos que fez parte da amostra inicial foi um exemplo de
complicagdo da técnica citada acima. Ele foi excluido posteriormente, uma vez que
era adulto (23 anos), mas apresentava baixa estatura grave (escore Z de estatura:
- 6,1 DP). O ajuste para idade-estatura deste paciente o levaria a ser interpretado
como apresentando 9,7 anos. No entanto, seus ossos ja sofreram o impacto dos
esteroides sexuais e avalia-lo densitometricamente como uma crianga de 9,7 anos
incorreria em inadequacao, pelo conhecido efeito dos esteroides sexuais na formacao
da massa 6ssea. Dessa forma, a DMO resultante n&o refletiria a DMO real do paciente.

Quanto a coleta dos dados antropométricos, ndo se espera que tenham
ocorrido falhas na afericao do peso e da altura dos pacientes, apesar das dificuldades
que a equipe do ambulatério possa ter enfrentado para posicionar pacientes com
dores, bolhas, dificuldade de extensdo dos membros inferiores e para manter a coluna
e pescoco retos. Esse fato se expressa por que as medicdes sio realizadas pela
mesma profissional que foi treinada e tem varios anos de experiéncia nesse
procedimento.

Alguns individuos nao foram incluidos na pesquisa por limitagdes inerentes aos
equipamentos utilizados, como ocorreu com 0s pacientes menores de cinco anos de

idade, que nao poderiam realizar a densitometria 6ssea, uma vez que o software do
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aparelho do Setor de Radiologia do HUB so6 permite a leitura da DMO para individuos
acima de 5 anos de idade.

Além disso, a massa O0ssea avaliada pela DXA se expressa na forma de aDMO
e ndao vDMO. Apesar da técnica de ajuste utilizada ser preconizada pelas entidades
cientificas que normatizam o estudo de densitometria corporal, elas ndo sao isentas
de erro, e isso deve ser considerado na avaliacao dos resultados.

O desenho transversal deste estudo nao permitiu determinar se a baixa aDMO,
observada em alguns pacientes, reflete a aquisi¢gdo reduzida de massa 6ssea, o
aumento da perda éssea ou uma combinagao desses dois processos.

No entanto, a maioria das limitacdes deste estudo s&o decorrentes da pequena
amostra avaliada, a qual pode ser justificada pela raridade da doenca. Diante de uma
amostra tdo pequena, o poder estatistico torna-se limitado para detectar correlagdes
significantes entre as variaveis avaliadas e extrapola-las para a populagdo de

pacientes com EBH.



89

6 CONCLUSAO

A partir da avaliagao de variaveis clinicas, antropométricas e metabdlicas desse
grupo de pacientes com EBH e da relagdo dessas variaveis com a aDMO dos mesmos,

observou-se que:

- Os pacientes com EBS ndo apresentavam baixa estatura ou baixo IMC, enquanto
trés pacientes com EBDR apresentavam baixa estatura e trés com a mesma forma de
EBH também apresentavam baixo IMC.

- Metade dos pacientes do grupo total apresentavam mobilidade sem restrigdes,
sendo que destes apenas uma tinha EBDR.

- A aDMO de L1-L4 apresentou correlagao fortemente positiva e significativa com o
grau de mobilidade dos pacientes, quando a analise foi feita retirando-se a paciente
cujos dados estavam dispares dos achados no grupo de mobilidade preservada.

- Nao se observou alteragdo do inicio ou da progressao puberal na maioria dos
pacientes estudados (sete).

- Anemia estava presente em todos os pacientes com EBDR e nao foi observada em
nenhum paciente com EBS.

- Hipoalbuminemia foi identificada em seis dos individuos estudados, com os menores
valores presentes nos pacientes com EBDR.

- Em relacdo ao metabolismo osteomineral, apesar das concentracdes séricas de P,
Mg, FA e PTH estarem dentro da normalidade, valores de insuficiéncia de 25(0OH)D
foram observados em todos os pacientes com EBDR e de suficiéncia em todos os
pacientes com EBS.

- Valores elevados de PCR estavam presentes em todos os pacientes com EBDR,
enquanto os pacientes com EBS apresentavam valores normais desse marcador
inflamatario.

- A média da IL-6 dos pacientes com EBDR foi significativamente maior que a dos
pacientes com EBS.

- Houve correlagéo fortemente positiva e significativa entre as concentragdes séricas
de IL-6 e PCR, confirmando sua correspondéncia na caracterizagdo da atividade
inflamatdria sistémica associada a EB.

- Apesar de serem detectadas concentragdes elevadas de IL-6 na maioria dos
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pacientes (seis em oito), ndo se observou correlagao significativa desse marcador com
a aDMO (L1-L4) corrigida para idade-estatura.

- O comprometimento da massa 6ssea da coluna lombar foi observado em pacientes
com EBDR, mas ndo em pacientes com EBS.

- Nenhum paciente apresentou baixa massa 6ssea na avaliagdo do corpo total
corrigido para idade-estatura ou no fémur proximal (no caso dos pacientes maiores de
18 anos).

- Entre as variaveis clinicas e laboratoriais estudadas, o estado nutricional, as
concentragdes séricas de 25(0OH)D e de hemoglobina foram as que apresentaram
correlagdes positivas, de intensidade forte e estatisticamente significativas com a
aDMO de L1-L4 corrigida para idade-estatura dos pacientes com EBH.

- Nenhuma correlagéo estatisticamente significativa foi encontrada entre as variaveis
clinicas e bioquimicas estudadas e a aDMO de corpo total corrigida para idade-

estatura dos pacientes do grupo estudado.

A partir dos resultados deste estudo e com as devidas ressalvas, limitacdes e
critérios analiticos, observamos que os pacientes com as formas mais graves de EBH
apresentam maior risco metabdlico para comprometimento de sua massa dssea, do
seu crescimento e ganho ponderal. Dentro desse contexto, € importante fomentar a
elaboragcdo de estudos que fornecam mais instrumentos para a orientacdo de
abordagens mais eficientes que assegurem uma melhor nutricdo e maior mobilidade
aos pacientes com EBH, respeitando suas restrices fisicas. Nossa expectativa é de
que esse estudo, apesar de simples e com numero pequeno de individuos, possa
fornecer mais dados nessa area do conhecimento e possamos contribuir com um

melhor entendimento das comorbidades associadas aos pacientes com EBH.
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APENDICE A - TCLE
UNIVERSIDADE DE BRASILIA
FACULDADE DE SAUDE DA UNIVERSIDADE DE BRASILIA
DEPARTAMENTO DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS DA SAUDE

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta convidado a participar do projeto: Estudo das concentragdes séricas dos
marcadores inflamatorios interleucina 1, interleucina 6 e fator de necrose tumoral alfa
em pacientes com epidermolise bolhosa hereditaria e sua relacdo com a densidade mineral
ossea, de responsabilidade de Natalia de Magalhaes Alves, aluna de mestrado da Universidade
de Brasilia.

O nosso objetivo ¢ verificar o grau de inflamagdo em pacientes com Epidermolise
Bolhosa Hereditaria (EBH) e sua relagao com a fraqueza dos 0ssos nesses pacientes.

O(a) senhor(a) recebera todos os esclarecimentos necessarios antes € no decorrer da
pesquisa e lhe asseguramos que seu nome nao aparecera sendo mantido o mais rigoroso sigilo
pela omissao total de quaisquer informagdes que permitam identifica-lo(a).

Caso vocé concorde em participar, a coleta de dados serd realizada por meio de
entrevista com o paciente e consulta ao prontuario durante a consulta de rotina do mesmo,
durando entre 30-50 min. O exame fisico sera realizado como de rotina por meio da avaliagao
da pressdo, frequéncia cardiaca e respiratoria, inspe¢ao do corpo todo, além da ausculta do
coragao, do pulmao e palpagao do abdome; durando cerca de 20 min, com o desconforto apenas
decorrente da pressao leve exercida na palpacao do abdome.

Serao colhidos dois a trés frascos de sangue (4 ml cada) no mesmo momento da coleta
de sangue para os exames de rotina da Epidermolise Bolhosa Hereditaria (EBH), tendo duragao
de Imin ou menos e sera realizada por profissional capacitado do proprio hospital (HUB), sem
o uso de garrote para evitar danos decorrentes da pressdo e do atrito sobre a pele. Os frascos
serdo encaminhados ao Centro de Pesquisa de Doengas Imunogenéticas e Cronico
Degenerativas da UnB (Laboratorio Interdisciplinar de Biociéncias) onde serdo realizados
exames para detectar as substancias no sangue que contribuem para a inflamacao no corpo (IL-
1, IL-6 e TNF-a), além dos outros exames laboratoriais de rotina. Esta pesquisa também
avaliara se os 0ssos dos pacientes envolvidos estao fortes ou fracos por meio da realizagao de
um exame chamado densitometria Ossea, exame que faz parte da avaliacdo periddica dos
pacientes com EBH e dura cerca de 5 minutos. Este exame ndo traz riscos para os pacientes
envolvidos na pesquisa.

Os riscos decorrentes de sua participacdo na pesquisa sao apenas relacionados a coleta
de sangue, como dor leve durante a coleta e mancha roxa no local. Se vocé aceitar participar,
estara contribuindo para maiores conhecimentos sobre a inflamagdo no corpo dos pacientes
com EBH e sua relacdo com a fraqueza dos 0ssos.

O(a) Senhor(a) pode se recusar a responder (ou participar de qualquer procedimento)
gualquer questdo que lhe traga constrangimento, podendo desistir de participar da pesquisa
em qualquer momento sem nenhum prejuizo para o(a) senhor(a). Sua participacdo é
voluntaria, isto é, ndo ha pagamento por sua colaboracdo.

Todas as despesas que vocé tiver relacionadas diretamente ao projeto de pesquisa
serdo cobertas pelo pesquisador responsavel.
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Caso haja algum dano direto ou indireto decorrente de sua participacdo na pesquisa,
vocé podera ser indenizado, obedecendo-se as disposicdes legais vigentes no Brasil.

Os resultados da pesquisa serdo divulgados na Endocrinologia pediatrica do HUB
podendo ser publicados posteriormente. Os dados e materiais serdo utilizados somente para
esta pesquisa e ficardo sob a guarda do pesquisador por um periodo de cinco anos, apds isso
serao destruidos.

Se o(a) Senhor(a) tiver qualquer duvida em relagdo a pesquisa, por favor telefone,
inclusive chamada a cobrar, para: Dra Natalia Ribeiro de Magalhaes Alves Tel: 996192681,
(e-mail: natalia_med80@yahoo.com.br) no Hospital Universitario de Brasilia.

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias
da Satde (CEP/FS) da Universidade de Brasilia. O CEP ¢ composto por profissionais de
diferentes areas cuja funcdo ¢ defender os interesses dos participantes da pesquisa em sua
integridade e dignidade e contribuir no desenvolvimento da pesquisa dentro de padrdes éticos.
As duvidas com relacdo a assinatura do TCLE ou os direitos do participante da pesquisa podem
ser esclarecidos pelo telefone (61) 3107-1947 ou do e-mail cepfs@unb.br ou
cepfsunb@gmail.com, horario de atendimento de 10:00hs as 12:00hs e de 13:30hs as 15:30hs,
de segunda a sexta-feira. O CEP/FS se localiza na Faculdade de Ciéncias da Satide, Campus
Universitario Darcy Ribeiro, Universidade de Brasilia, Asa Norte.

Caso concorde em participar, pedimos que assine este documento que foi elaborado em
duas vias, uma ficara com o pesquisador responsavel e a outra com o Senhor(a).

Brasilia de de

Nome / assinatura

Pesquisador Responsavel
Nome e assinatura
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APENDICE B — TCLE DE PAIS E RESPONSAVEIS
UNIVERSIDADE DE BRASILIA
FACULDADE DE SAUDE DA UNIVERSIDADE DE BRASILIA
DEPARTAMENTO DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS DA SAUDE

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA OS
RESPONSAVEIS LEGAIS DE PARTICIPANTES DA PESQUISA MENORES DE 18
ANOS

Seu filho (ou a crianga por quem o (a) senhora ¢ responsavel legal) esta convidado a
participar do projeto: Estudo das concentracdes séricas dos marcadores inflamatorios
interleucina 1, interleucina 6 e fator de necrose tumoral alfa em pacientes com
epidermolise bolhosa hereditiaria e sua relacio com a densidade mineral dssea, de
responsabilidade de Natdlia de Magalhdes Alves, aluna de mestrado da Universidade de
Brasilia.

O nosso objetivo ¢ verificar o grau de inflamagdo em pacientes com Epidermolise
Bolhosa Hereditaria (EBH) e sua relagao com a fraqueza dos 0ssos nesses pacientes.

O(a) senhor(a) recebera todos os esclarecimentos necessarios antes € no decorrer da
pesquisa e lhe asseguramos que seu nome ou o da crianga nao aparecerao sendo mantido o mais
rigoroso sigilo pela omissao total de quaisquer informagdes que permitam identifica-los(as).

Caso vocé concorde com a participagdo, a coleta de dados sera realizada por meio de
entrevista com o paciente e seus responsaveis, € consulta ao prontuario durante a consulta de
rotina do mesmo, durando entre 30-50 min. O exame fisico serd realizado como de rotina por
meio da avaliagdo da pressao, frequéncia cardiaca e respiratoria, inspe¢ao do corpo todo, além
da ausculta do coragdo, do pulmao e palpacdo do abdome; durando cerca de 20 min, com o
desconforto apenas decorrente da pressao leve exercida na palpacao do abdome.

Serdao colhidos dois frascos de sangue (4 ml cada) no mesmo momento da coleta de
sangue para os exames de rotina da Epidermolise Bolhosa Hereditaria (EBH), tendo duracao
de Imin ou menos e sera realizada por profissional capacitado do proprio hospital (HUB), sem
o uso de garrote para evitar danos decorrentes da pressdo e do atrito sobre a pele. Os frascos
serdo encaminhados ao Centro de Pesquisa de Doengas Imunogenéticas e Cronico
Degenerativas da UnB (Laboratorio Interdisciplinar de Biociéncias) onde serdo realizados
exames para detectar as substancias no sangue que contribuem para a inflamacao no corpo (IL-
1, IL-6 e TNF-a), além dos outros exames laboratoriais de rotina. Esta pesquisa também
avaliara se os 0ssos dos pacientes envolvidos estao fortes ou fracos por meio da realizacao de
um exame chamado densitometria Ossea, exame que faz parte da avaliacdo periddica dos
pacientes com EBH e dura cerca de 5 minutos. Este exame ndo traz riscos para os pacientes
envolvidos na pesquisa.

Os riscos decorrentes da participacdo na pesquisa sao apenas relacionados a coleta de
sangue, como dor leve durante a coleta e mancha roxa no local. Se vocé aceitar que a crianga
participe, estara contribuindo para maiores conhecimentos sobre a inflama¢do no corpo dos
pacientes com EBH e sua relagdo com a fragueza dos 0ssos.

O(a) Senhor(a) e a criangca podem se recusar a responder (ou participar de qualquer
procedimento) qualquer questdo que traga constrangimento ao (a) senhor (a) ou a criancga,
podendo desistir de participar da pesquisa em qualquer momento sem nenhum prejuizo para
os dois. A participacdo é voluntaria, isto é, ndo ha pagamento por sua colaboracao.



103

Todas as despesas que vocé tiver relacionadas diretamente ao projeto de pesquisa
serdo cobertas pelo pesquisador responsavel.

Caso haja algum dano direto ou indireto decorrente da participacdo na pesquisa, vocé
poderd ser indenizado, obedecendo-se as disposi¢cbes legais vigentes no Brasil.

Os resultados da pesquisa serdo divulgados na Endocrinologia pediatrica do HUB
podendo ser publicados posteriormente. Os dados e materiais serdo utilizados somente para
esta pesquisa e ficardo sob a guarda do pesquisador por um periodo de cinco anos, apds isso
serao destruidos.

Se o(a) Senhor(a) tiver qualquer duvida em relagdo a pesquisa, por favor telefone,
inclusive chamada a cobrar, para: Dra Natélia Ribeiro de Magalhdes Alves Tel: 96192681, (e-
mail: natalia_med80@yahoo.com.br) no Hospital Universitario de Brasilia.

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias
da Satde (CEP/FS) da Universidade de Brasilia. O CEP ¢ composto por profissionais de
diferentes areas cuja funcdo ¢ defender os interesses dos participantes da pesquisa em sua
integridade e dignidade e contribuir no desenvolvimento da pesquisa dentro de padrdes éticos.
As duvidas com relacao a assinatura do TCLE ou os direitos do participante da pesquisa podem
ser esclarecidos pelo telefone (61) 3107-1947 ou do e-mail cepfs@unb.br ou
cepfsunb@gmail.com, horario de atendimento de 10:00hs as 12:00hs e de 13:30hs as 15:30hs,
de segunda a sexta-feira. O CEP/FS se localiza na Faculdade de Ciéncias da Satde, Campus
Universitario Darcy Ribeiro, Universidade de Brasilia, Asa Norte.

Caso concorde com a participagdao da crianga pela qual o(a) senhor(a) ¢ responsavel,
pedimos que assine este documento que foi elaborado em duas vias, uma ficara com o
pesquisador responsavel e a outra com o Senhor(a).

Brasilia de de

Nome / assinatura

Pesquisador Responsavel
Nome e assinatura
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APENDICE C — TERMO DE ASSENTIMENTO PARA CRIANGAS (6-9 ANOS)

UNIVERSIDADE DE BRASILIA
FACULDADE DE SAUDE DA UNIVERSIDADE DE BRASILIA
DEPARTAMENTO DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS DA SAUDE

Termo de assentimento para criancas (6 a 9 anos)

Mesmo que vocé escreva o seu nome aqui, seus pais também precisam assinar o papel
deles.

Vocé estd sendo convidado para participar dessa pesquisa com esse nome estranho:
Estudo das concentracées séricas dos marcadores inflamatérios interleucina 1,
interleucina 6 e fator de necrose tumoral alfa em pacientes com epidermdlise bolhosa
hereditaria (EBH) e sua relacdo com a densidade mineral 6ssea . Seus pais deixaram vocé
participar.

Queremos saber se vocé tem bichinhos no seu sangue que deixam os seus 0SSOS
fraquinhos.

As criangas de varias idades podem participar, s6 ndo pode ter menos que 6 anos. Vocé
nao precisa participar da pesquisa se ndo quiser, ndo tem nenhum problema se desistir também.

A pesquisa sera feita no hospital que seus pais sempre te levam, onde as criangas como
vocé vao participar da consulta de rotina e o0 médico vai perguntar varias coisas sobre a sua
saude. O tio ou a tia vai te examinar e ver se estd tudo bem com a sua pele, boca, ver se a pressao
esta boa, se vocé estd crescendo e se seu coragdo, pulmdo e barriga estdo bem. A consulta
demora s6 um pouquinho a mais do que as que voc€ sempre vem.

As criangas que quiserem participar da pesquisa também deixardo tirar um pouco de
sangue (dois tubinhos) na mesma hora em que a tia for tirar o sangue para os outros exames
que voce ja faz todo ano. Olha como é:

Figura 1
Fonte: https://www.youtube.com/watch?v=ya9cEUS5-7Qs

A tia que tira o sangue ¢ muito boa e estd acostumada a tirar sangue de pessoas com a
pele igual a sua, mesmo em criangas bem menores que vocé. Ela ¢ bem rapida e tira o sangue
em | min ou menos, sem usar aquela cordinha que aperta o brago para ndo te machucar. Quando
ela estiver tirando o sangue vocé podera sentir um pouco de dor, que passa logo como das outras
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vezes que vocé precisou tirar sangue. Em alguns casos pode aparecer uma mancha roxa no local
que ela furou a pele, mas a mancha sumira sozinha com o tempo.

Outro exame que as criangas da pesquisa vao fazer ¢ a densitometria 0ssea, que ¢ um
exame que vocé ja estd acostumado a fazer todo ano para saber se seus 0ssos estao fortes ou
fracos. Vocé s6 precisa ficar deitado numa cama sem se mexer enquanto faz o exame, que dura
s0 5 min e ndo te machuca. Parece com a figurinha. Veja:

‘ - o — Figura 2

Fonte: http://www.cedeco.com.br

Se acontecer algum problema, vocé pode pedir para mamae nos ligar (96192681), pode
ser chamada a cobrar, e falar o que aconteceu para a Natalia.

Os exames serao feitos na mesma hora dos outros exames que vocé ja esta acostumado.
Ninguém sabera que vocé esta participando da pesquisa; ndo falaremos a outras pessoas, ¢
segredo. Os resultados da pesquisa vao aparecer nas revistas dos médicos, mas ninguém vai
saber quem sao as criangas que participaram.

Quando terminarmos a pesquisa, seus pais € voc€ vao saber os resultados, que a gente
vai deixar na sala onde vocé sempre ¢ atendido.

Se vocé nao entender alguma coisa, vocé€ pode me perguntar. Eu escrevi o telefone na

parte de cima deste texto.
Eu aceito participar da pesquisa Estudo das
concentracoes séricas dos marcadores inflamatorios interleucina 1, interleucina 6 e fator
de necrose tumoral alfa em pacientes com epidermdlise bolhosa hereditaria e sua relacio
com a densidade mineral 6ssea.

Entendi que posso dizer “sim” e participar, mas se ndo quiser mais, posso dizer “ndo” e
desistir e que ninguém vai ficar furioso.

Os pesquisadores tiraram minhas duvidas e conversaram com os meus pais.

Recebi uma folha igual a essa pra ficar comigo, li e concordo em participar da pesquisa.

Brasilia, de de

Assinatura do menor
Assinatura do(a) pesquisador(a)
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APENDICE D - TERMO DE ASSENTIMENTO PARA CRIANGAS (10-12 ANOS)

UNIVERSIDADE DE BRASILIA
FACULDADE DE SAUDE DA UNIVERSIDADE DE BRASILIA
DEPARTAMENTO DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS DA SAUDE

Termo de assentimento para criancas (10 a 12 anos)

O termo de assentimento nao elimina a necessidade de fazer o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE) que deve ser assinado pelo responsavel ou representante legal do
menor de 18 anos ou legalmente incapaz.

Vocé esta sendo convidado para participar da pesquisa Estudo das concentracoes
séricas dos marcadores inflamatorios interleucina 1, interleucina 6 e fator de necrose
tumoral alfa em pacientes com epidermdlise bolhosa hereditaria (EBH) e sua relacio com
a densidade mineral 6ssea . Seus pais permitiram que vocé participe.

Queremos saber se vocé tem aumento de algumas coisas no seu sangue (essas com nome
estranho ai em cima) que podem deixar seus 0ssos mais fracos.

As criangas e adolescentes que irdo participar desta pesquisa tém de 6 a 18 anos de idade.
Vocé ndo precisa participar da pesquisa se ndo quiser, ¢ um direito seu ¢ ndo terd nenhum
problema se desistir.

A pesquisa serd feita no Hospital Universitario de Brasilia (HuB), onde os pacientes
como vocé vao participar da consulta de rotina, onde o médico vai perguntar varias coisas sobre
a sua saude. Também sera realizado o exame fisico igual ao que ¢ feito todo ano, o médico vai
te examinar e ver se estd tudo bem com a sua pele, boca, ver se a pressdo esta boa, avaliar seu
crescimento e se seu coragdo, pulmao e barriga estdo bem. A consulta demora s6 um pouquinho
a mais do que as que vocé sempre vem.

As criangas que quiserem participar da pesquisa também deixardo tirar um pouco de
sangue (dois tubinhos) no mesmo momento em que a enfermeira for tirar o sangue para os
outros exames que sao feitos todo ano (Figura 1).

|

Figura 1
Fonte: https://www.youtube.com/watch?v=ya9cEUS5-7Qs

A enfermeira que tira o sangue ¢ treinada e estd acostumada a coletar exames de pessoas
com a pele como a sua, mesmo em criangas bem menores que vocé. Ela ¢ bem rapida e tira o
sangue em 1 min ou menos, sem usar aquela cordinha que aperta o braco para nao te machucar.
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Quando ela estiver tirando o sangue vocé podera sentir um pouco de dor, que passa logo como
das outras vezes que vocé€ precisou tirar sangue. Em alguns casos pode aparecer uma mancha
roxa no local que ela furou a pele, mas a mancha sumira sozinha com o tempo.

Outro exame que sera avaliado ¢ a densitometria dssea, que ¢ um exame que vocé esta
acostumado a fazer para saber se seus 0ssos estao fortes ou fracos. Vocé s6 precisa ficar deitado
sem se mexer enquanto faz o exame, que dura s6 5 min e ndo te machuca (Figura 2).

‘ o Figura 2

Fonte: http://www.cedeco.com.br

Se acontecer algum problema, vocé pode nos ligar (96192681), pode ser chamada a
cobrar, e falar o que aconteceu para a Dra Natalia.

Os exames serao feitos na mesma hora dos outros exames que vocé ja esta acostumado.
Ninguém sabera que vocé esta participando da pesquisa; nao falaremos a outras pessoas, nem
daremos a estranhos as informacdes que vocé nos der. Os resultados da pesquisa vao ser
publicados, mas ninguém vai saber quem sao as criancas e adolescentes que participaram.

Quando terminarmos a pesquisa, seus pais € voc€ vao saber os resultados, que a gente
vai deixar na sala onde vocé sempre ¢ atendido.

Se vocé tiver alguma duvida, vocé pode me perguntar. Eu escrevi o telefone na parte de

cima deste texto.
Eu aceito participar da pesquisa Estudo das
concentracoes séricas dos marcadores inflamatorios interleucina 1, interleucina 6 e fator
de necrose tumoral alfa em pacientes com epidermolise bolhosa hereditaria e sua relacao
com a densidade mineral 6ssea.

Entendi que posso dizer “sim” e participar, mas que, a qualquer momento, posso dizer
“ndo” e desistir e que ninguém vai ficar furioso.

Os pesquisadores tiraram minhas dividas e conversaram com 0S meus responsaveis.

Recebi uma copia deste termo de assentimento e li e concordo em participar da pesquisa.

Brasilia, de de

Assinatura do menor
Assinatura do(a) pesquisador(a)
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APENDICE E — TERMO DE ASSENTIMENTO PARA ADOLESCENTES

UNIVERSIDADE DE BRASILIA
FACULDADE DE SAUDE DA UNIVERSIDADE DE BRASILIA
DEPARTAMENTO DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS DA SAUDE

Termo de assentimento para adolescente (13 a 18 anos)

O termo de assentimento nao elimina a necessidade de fazer o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE) que deve ser assinado pelo responsavel ou representante legal do
menor de 18 anos ou legalmente incapaz.

Vocé esta sendo convidado para participar da pesquisa Estudo das concentracoes
séricas dos marcadores inflamatorios interleucina 1, interleucina 6 e fator de necrose
tumoral alfa em pacientes com epidermdlise bolhosa hereditaria (EBH) e sua relacio com
a densidade mineral 6ssea. Seus pais permitiram que vocé participe.

Queremos saber se vocé tem alteragdes no seu sangue (aumento dessas substancias que
eu citei acima) que podem deixar seus 0ssos mais fracos.

As criangas e adolescentes que irdo participar desta pesquisa tém de 6 a 18 anos de idade.
Vocé ndo precisa participar da pesquisa se ndo quiser, ¢ um direito seu ¢ ndo terd nenhum
problema se desistir.

A pesquisa serd feita no Hospital Universitario de Brasilia (HuB), onde os pacientes
com EBH vao participar da consulta de rotina, onde também sera realizado o exame fisico igual
ao que ¢ feito todo ano para examinar a pele e as mucosas, ver se a pressao esta boa, avaliar seu
crescimento e se seu coragdo, pulmao e abdome estdo bem. A consulta demora em torno de 50-
60 min.

Os pacientes participantes da pesquisa também deixardo tirar um pouco de sangue (dois
tubinhos) no mesmo momento da coleta de sangue para os exames laboratoriais de rotina que
sdo realizados todo ano (Figura 1).

V- g

{

- — .Figura 1

Fonte:http://artritereumatoide.blog.br/2016/03/15/exame-de-sangue

A profissional que fard essa coleta ¢ treinada e estd acostumada a coletar exames de
pessoas com EBH, mesmo em criangas pequenas; com duragcdo de 1 min ou menos € sem a
utilizacao de garrote (a borracha que aperta o braco) para evitar pressao e atrito com a sua pele.
Durante a coleta pode ser que vocé sinta um pouco de dor, que passa logo como em qualquer
coleta de sangue. Em alguns casos pode aparecer uma mancha roxa no local da coleta que
sumira sozinha com o tempo.
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Outro exame que serd avaliado ¢ a densitometria dssea, que € um exame que vocé ja faz
de rotina para saber se seus 0ssos estdo fortes ou fracos. Vocé so precisa ficar deitado sem se
mexer enquanto faz o exame, que dura cerca de 5 min e ndo traz riscos para vocé (Figura 2)

| - e Figura 2

Fonte: http://www.cedeco.com.br

Caso aconteca algo errado, vocé pode nos procurar pelo telefone (96192681), inclusive
chamada a cobrar, da pesquisadora Natalia R. M. Alves.

Os exames serdo feitos na mesma hora dos outros exames que vocé ja esta acostumado.
Ninguém sabera que vocé esta participando da pesquisa; nao falaremos a outras pessoas, nem
daremos a estranhos as informacdes que vocé nos der. Os resultados da pesquisa vao ser
publicados, mas sem identificar as criangas e adolescentes que participaram.

Quando terminarmos a pesquisa, seus pais € voc€ vao saber os resultados, que a gente
vai deixar na sala onde vocé sempre ¢ atendido.

Se vocé tiver alguma davida, voc€ pode me perguntar. Eu escrevi o telefone na parte de

cima deste texto.
Eu aceito participar da pesquisa Estudo das
concentracoes séricas dos marcadores inflamatorios interleucina 1, interleucina 6 e fator
de necrose tumoral alfa em pacientes com epidermdlise bolhosa hereditaria e sua relacio
com a densidade mineral 6ssea.

Entendi que posso dizer “sim” e participar, mas que, a qualquer momento, posso dizer
“ndo” e desistir e que ninguém vai ficar furioso.

Os pesquisadores tiraram minhas dividas e conversaram com 0S meus responsaveis.

Recebi uma copia deste termo de assentimento e li e concordo em participar da pesquisa.

Brasilia, de de

Assinatura do menor
Assinatura do(a) pesquisador(a)
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APENDICE F - PROTOCOLO DE PESQUISA

ESTUDO DE PARAMETROS CLINICOS E METABOLICOS EM PACIENTES COM
EPIDERMOLISE BOLHOSA HEREDITARIA E SUA RELACAO COM A DENSIDADE
MINERAL OSSEA

PRONTUARIO:

NOME:

NOME DA MAE:

IDADE: — SEXO: FEM O mMAsc O DN: /[ /

PESO: ALTURA: IMC: Tanner:

TELEFONES:

TIPO DE EPIDERMOLISE:

USO DE VIT D, CALCIO, BISFOSFONATOS, AINES OU CORTICOSTEROIDES,

ANTIFUNGICOS, ANTICONVULSIVANTES ?

ALGUMA DOENCA INFLAMATORIA CONCOMITANTE? QUAL? FRATURAS?
HISTORIA FAMILIAR?

MOBILIDADE:

(] 0. Deambula sem restrigdes (] 1. Deambula com restrigdes

DENSITOMETRIA OSSEA:
DATA:

Z-SCORE:

- COLUNA LOMBAR:

- CORPO TOTAL:
- FEMUR:
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EXAMES

DATA

RESULTADOS

HEMOGRAMA

UREIA/CREATININA

ALBUMINA/
GLOBULINA

AST/ALT

GGT

BT/BD

PCR

IL-6

Ca

P

Mg

FAl

VIT D (25 OHD)

PTH

FE/ FERRITINA
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ANEXOS
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ANEXO A — CONTRATO DE PRESTAGAO DE SERVIGOS DO LABORATORIO
SABIN (pagina 1 de 3)

Contrato: NAP20170323253

CONTRATO DE PRESTAGAO DE SERVIGOS LABORATORIAIS

Contrato de prestacdo de servicos laboratoriais (anélises e pesquisas clinicas em
geral) que entre si fazem, de um lado como CONTRATANTE Luiz Claudio
Goncalves de Castro; CRM 11.105 DF; 313.845.011-34; do outro lado como
CONTRATADO o Laborat6rio Sabin de Andlises Clinicas Ltda, com sede ST SAAN
Quadra 03, n.° 165, Lote 245, Zona Industrial, Brasilia — DF, CEP: 70.632-300;
CNPJ: 00.718.528/0102-44. Inscricdo Estadual: 07.305.368/077-08, fone: (61) 3329-
8000, mediante as seguintes clausulas e 6ondigées:

Clausula Primeira - O presente contrato tem por objeto a prestacdo de servigos
laboratoriais (Analises e Pesquisas Clinicas em Geral) a pesquisadora Natélia
Ribeiro de Magalhdes Alves; RG: 2.353.313 SSP/DF; CPF: 016.910.831-78,
referente ao projeto de pesquisa intitulado ‘ESTUDO DAS CONCENTRACOES
SERICAS DOS MARCADORES INFLAMATORIOS INTERLEUCINA 1,
INTERLEUCINA 6 E FATOR DE NECROSE TUMORAL ALFA EM PACIENTES
COM EPIDERMOLISE BOLHOSA HEREDITARIA E SUA RELACAO COM A
DENSIDADE MINERAL OSSEA”.

Clausula Segunda - O contratado fornecera orientagbes técnicas, insumos,
metodologias, equipamentos e tecnologia disponivel, para a realizacgéio de ensaios e
pesquisas clinicas {procedimento laboratorial).

Clausula Terceira — O contratado informa que poderdo ocorrer alteragbes nos
valores de referéncia, mudancas de metodologia e interferentes pré-analiticos
(exemplo: amostra insuficiente, coagulo, hemdlise) ou por fatores associados a
mudanga de fomecedores, reagentes ou equipamentos em uso, conforme
necessidade do laboratério, sem aviso prévio.




ANEXO A — CONTRATO DE PRESTAGAO DE SERVIGOS DO
LABORATORIO SABIN (pagina 2 de 3)

Contrato: NAP20170323253

Assim, justas e contratadas, as partes firmam o presente instrumento, juntamente
com duas testemunhas e em duas vias de igual forma e teor.

Brasilia-DF, 18 de abril de 2017

% Lornetis /éw M\\&s /’

Luiz Claudio Goncalves de Castro Laboratdrio Sabin de Analises Clinicas
CPF: 313.845.011-34 CNPJ: 00.718.528/0001-09
Testemunhas:

ol A A &Q

Natalia Ribeiro de Mégaihée@es Simone Sou;\a a

CPF: 016.910.831-78 CPF: 005.605.561-79

114



115

Contrato: NAP20170323253

TABELA ORCAMENTARIA

“ESTUDO DAS CONCENTRAGOES SERICAS DOS MARCADORES INFLAMATORIOS INTERLEUCINA 1, INTERLEUCINA 6 E
FATOR DE NECROSE TUMORAL ALFA EM PACIENTES COM EPIDERMOLISE BOLHOSA HEREDITARIA E SUA RELAGAQ
COM A DENSIDADE MINERAL OSSEA”

! Convénio: Nucleo de Apoio a Pesquisa
Cédigo do exame | Nome do Exame Quantidade Valor unitério Valor total

Sem custo para o : .
INTER1 INTERLEUCINA 1 ~ BETA 09 besquisador Instituto Sabin
INTER6 INTERLEUCINA 6 09 S hva 0 Instituto Sabin

FATOR NECROSE TUMORAL Sem custo para o ) .
V TNF (TNF) 09 pesquisador Instituto Sabin
) TOTAL GERAL Instituto Sabin

ANEXO A — CONTRATO DE PRESTAGCAO DE SERVICOS DO
LABORATORIO SABIN (pagina 3 de 3)
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ANEXO B — APROVAGAO PELO COMITE DE ETICA EM PESQUISA DA FS-UNB

FACULDADE DE CIENCIAS DA SAUDE DA
UNIVERSIDADE DE BRASILIA - CEP/FS-UNB

Platofor
| cuim

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: ESTUDO DAS CONCENTRACOES SERICAS DOS
MARCADORES INFLAMATORIOS INTERLEUCINA 1, INTERLEUCINA 6 E
FATOR DE NECROSE TUMORAL ALFA EM PACIENTES COM
EPIDERMOLISE BOLHOSA HEREDITARIA E SUA RELACAO COM A
DENSIDADE MINERAL OSSEA

Pesquisador: NATALIA RIBEIRO DE MAGALHAES ALVES Area
Tematica:Versdo: 3CAAE: 55934816.0.0000.0030

Instituicao Proponente: Faculdade de Ciéncias da Saude da Universidade de
Brasilia Patrocinador Principal: FUNDACAO UNIVERSIDADE DE BRASILIA

DADOS DO PARECER Numero do Parecer: 1.623.464
Apresentacao do Projeto:

“ A Epidermdlise Bolhosa Hereditaria (EBH) € uma dermatose mecano-bolhosa
rara 1:50.000), que comporta um grupo heterogéneo de apresentacdes. Nas
suas formas mais extensas cursa com complicagbes sistémicas
gastrointestinais, cardiacas, renais, infecciosas, ésseas, entre outras. Estudos
anteriores demonstraram que pacientes com EBH apresentam baixa densidade
mineral 6ssea, principalmente em suas formas generalizadas, com causa
multifatorial. Estudos pequenos também relataram aumento dos niveis sérios
de interleucina-6 (IL-6), uma interleucina osteoclastogénica, nesses pacientes.
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Diante destas informacdes buscamos avaliar os niveis séricos de marcadores
inflamatorios osteoclastogénicos (IL-6, IL-1 e Fator de necrose tumoral- alfa) e
correlaciona-los com a densidade mineral 6ssea nesses pacientes".

“Hipotese: “Niveis elevados de marcadores inflamatérios osteoclastogénicos
(IL-1,IL,6 e TNF-alfa) podem ter relagcdo com a baixa densidade mineral 0ssea
nos pacientes com Epidermélise Bolhosa Hereditaria."

Metodologia Proposta:

Endereco: Faculdade de Ciéncias da Saude - Campus Darcy Ribeiro
Bairro: Asa NorteUF: DFTelefone: (61)3107-1947

CEP: 70.910-900E-mail: cepfsunb@gmail.com

Municipio: BRASILIA
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FACULDADE DE CIENCIAS DA SAUDE DA
UNIVERSIDADE DE BRASILIA - CEP/FS-UNB

Platafor
= mo

Continuagéo do Parecer: 1.623.464

Situacao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:
N&ao

BRASILIA, 05 de Julho de 2016
Assinado por:

Keila Elizabeth Fontana (Coordenador)

Endereco: Faculdade de Ciéncias da Saude - Campus Darcy Ribeiro
Bairro: Asa NorteUF: DFTelefone: (61)3107-1947
CEP: 70.910-900E-mail: cepfsunb@gmail.com

Municipio: BRASILIA

Péagina 09 de 09



ANEXO C — AUTORIZAGAO PARA DIVULGACAO DE IMAGEM EM MEIOS
CIENTIFICOS




