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INFORMAQ@ES RESUMO

Historico do artigo: Introdugdo: Foi documentada uma associagdo entre niveis séricos elevados de homocisteina
Recebido em 4 de abril de 2013 (S-Hci) e baixa densidade mineral 6ssea (DMO) e aumento do risco de fratura em mulhe-
Aceito em 24 de junho de 2013 res na pés-menopausa. Sdo escassos os dados concernentes a S-Hci e a saide 6ssea em

criancas.

Palavras-chave: Objetivo: Avaliar S-Hci em criangas e adolescentes com comprometimento da satide dssea
Homocisteina e procurar por relacées com dados clinicos e laboratoriais.

Densidade mineral éssea Pacientes e métodos: Avaliamos os niveis de S-Hci em 37 criancas e adolescentes (22 meni-
Marcadores da remodelacdo 6ssea nos e 15 meninas; média de idade, 13,9 + 3,5 anos) com fraturas prevalentes por trauma de
Fraturas baixa energia (média 3,3 + 2,3 por paciente) e/ou baixa DMO espinhal/L1-L4 (escore Z abaixo

de -2 DP; DXA Lunar GE). Também avaliamos S-ALP, CrossLaps sérico (S-Hci-CrossLaps), os-
teocalcina (S-OC), altura, peso corporal, indice de massa corporal (IMC) e niveis séricos de
folato e vitamina B12. Por ocasido da avaliacao, as criangas nao estavam tomando qualquer
medicac¢do que sabidamente influenciasse o metabolismo dsseo. Os pardmetros dependen-
tes de idade foram expressos como escores Z + DP.
Resultados: O escore Z para S-Hci foi significativamente mais alto (1,3 = 1,5; P < 0,0001) e o
escore Z de para DMO/L1-L4 foi significativamente mais baixo (-1,7 + 1,3; P < 0,0001), res-
pectivamente, em comparagao com os valores de referéncia. S-ALP nao diferiu dos valores
de referéncia (P = 0,88), enquanto S-CrossLaps e S-osteocalcina foram mais elevados (1,2 =
1,8 e 0,4 £0,5; P =0,0001 e P = 0,001, respectivamente). S-Hci estava inversamente correla-
cionada com DMO/L1-L4 (r = -0,33; P = 0,05) e S-ALP (r = -0,36; P = 0,04) ndo tendo relagao
com o nimero de fraturas prevalentes (r = 0,01), S-osteocalcina (r = -0,22) ou S-CrossLaps
(r = 0,003).
Conclusdo: Esses resultados sugerem aumento na remodelacdo 6ssea e uma influéncia ne-
gativa da S-Hci elevada na formagdo 6ssea e na DMO em criangas e adolescentes com
fraturas recorrentes.
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* Autor para correspondéncia.
E-mail: stepan.kutilek@nemocnice-pardubice.cz (S. Kutilek).
0482-5004/$ - see front matter. © 2013 Elsevier Editora Ltda. Todos os direitos reservados. http://dx.doi.org/10.1016/j.rbr.2013.06.001



REV BRAS REUMATOL. 2013;53(6):464-469 465

Keywords:
Homocysteine

Bone mineral density
Bone turnover markers
Fractures

Serum homocysteine levels in children and adolescents with impaired
bone health

ABSTRACT

Introduction: Association between high serum homocysteine (S-Hcy) levels and low bone
mineral density (BMD) and increased fracture risk in postmenopausal women has been
documented. Data concerning S-Hcy and bone health in children are scarce.

Objective: Our aim was to evaluate S-Hcy in children and adolescents with impaired bone
health and look for correlations with clinical and laboratory data.

Patients and methods: We assessed S-Hcy levels in 37 children and adolescents (22 boys and
15 girls; mean age 13.9 3.5 years) with prevalent low-energy trauma fractures (mean 3.3
+ 2.3 per patient) and/or low spinal L1-L4 BMD (below -2SD Z-score; DXA Lunar GE). We
also evaluated S-ALP, serum CrossLaps, osteocalcin (S-OC), body height, weight, body mass
index (BMI) and serum levels of folate and vitamin B12. At the time of assessment, the chil-
dren were not taking any drugs known to influence bone metabolism. The age-dependent
parameters were expressed as Z-scores + SD.

Results: S-Hcy Z-score was significantly higher (1.3 + 1.5; P < 0.0001) and L1-L4 BMD Z-score
was significantly lower (-1.7 + 1.3; P < 0.0001), respectively, in comparison with reference
values. S-ALP did not differ from reference values (P = 0.88), while S-CrossLaps and S-osteo-
calcin were higher (1.2 + 1.8 and 0.4 + 0.5; P = 0.0001 and P = 0.001, respectively). S-Hcy was
inversely correlated to L1-L4 BMD (r = -0.33; P = 0.05) and S-ALP (r = -0.36; P = 0.04) and not
related to number of prevalent fractures (r = 0.01), S-osteocalcin (r = -0.22) or S-CrossLaps
(r =0.003).

Conclusion: These results suggest increased bone turnover and negative influence of elevat-
ed S-Hcy on bone formation and BMD in children and adolescents with recurrent fractures.

© 2013 Elsevier Editora Ltda. All rights reserved.

Introducgao

Homocisteina é um aminoacido biossintetizado a partir da
metionina, que se da mediante a remocédo de seu grupo me-
tila terminal da cadeia carbdnica. Além disso, homocisteina
pode ser reciclada até metionina ou convertida em cisteina.
O metabolismo da homocisteina depende do quadro das vi-
taminas B6, B9 e B12 e também da concentracio sérica de
folato.!? Niveis séricos elevados de homocisteina (S-Hci) es-
tdo associados a alteragdes na morfologia vascular, perda da
funcdo antitrombdtica endotelial e indugdo de um ambiente
pré-coagulante, tendo sido ainda ligados a doencas cardiovas-
culares e neurodegenerativas, diabetes, trombose e fenémeno
de Raynaud.**

Associacbes entre niveis elevados de S-Hci e baixa
densidade mineral 6ssea (DMO) e maior risco de fraturas
em mulheres na pés-menopausa tém sido repetidamente
documentadas.>® Até o momento, sdo escassos os dados
concernentes a S-Hci e salde éssea em criancas e adoles-
centes. Em nosso estudo-piloto recentemente publicado,
envolvendo 19 criangas (12 meninos e 7 meninas; média
de idade 14,9 + 3,3 anos) com fraturas recorrentes e baixa
DMO, observamos S-Hci elevada (tabela 1), com correlagoes
inversas elevadas e significativas entre S-Hci e DMO (r =
-0,66; p = 0,01) e S-Hci e atividade da fosfatase alcalina séri-
ca (S-ALP) (r = -0,56; P = 0,03), respectivamente.** Nao houve
relacdo entre S-Hci e nimero de fraturas prevalentes (r =
0,11) ou S-CrossLaps (r = -0,14).**

Diante disso, analisamos mais aprofundadamente os ni-
veis de S-Hci, juntamente com indices de remodelacdo 6ssea
e diversos parametros clinicos e bioquimicos em um grupo
de 37 criancas e adolescentes com baixa DMO e/ou fraturas
prevalentes por trauma de baixa energia.

Pacientes e métodos

Pacientes

Avaliamos os prontudrios clinicos de criancas e adolescentes
que compareceram a nossa Clinica Pediatrica Ossea, no De-
partamento de Pediatria, em Pardubice, entre 2006-2012. Os
critérios de inclusao foram: (i) idade entre cinco e 20 anos; (ii)

Tabela 1 - Dados de pacientes obtidos de um estudo-piloto
precedente (n = 19),14 expressos como escores Z + DP

Parametro Média DP p?
S-homocisteina 1,4 1,8 0,001
DMO/L1-L4 2,1 1,3 0,0001
S-ALP 0,03 1,0 0,91
S-CrossLaps 1,5 1,9 0,001
Altura -0,06 1,0 0,27

DMO, densidade mineral 6ssea; S-ALP, atividade da fosfatase
alcalina sérica.
2Comparado com dados de referéncia.
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histéria pessoal de pelo menos duas fraturas prevalentes por
trauma de baixa energia; ou (iii) baixa DMO espinhal/L1-L4
(escore Z abaixo de -2 DP); ou (iv) uma combinacao de ambos.

Foram incluidas quatro criancas com menos de duas fratu-
ras prevalentes e baixas DMO. Nelas, determinamos DMO pe-
las seguintes razdes: em um menino sem fratura prevalente, a
determinacdo da DMO foi realizada em vistas da presenca de
fatores de risco para fragilidade déssea (imobilizagdo perma-
nente, seguida de uma hemorragia intracraniana); em duas
meninas com fraturas, medimos DMO devido a estimativa da
baixa densidade 6ssea nas radiografias dos membros, obtidas
por um cirurgiao em seguida a lesdes a tecidos moles; e em
uma menina, em decorréncia de uma fratura femoral causada
por trauma de baixa energia.

Consideramos como ndo qualificados para avaliagdo os
pacientes que estivessem tomando qualquer medicacdo que,
sabidamente, influenciasse o metabolismo ésseo (alfacalci-
dol, calcitriol, diidrotaquisterol, bifosfonatos, glicocorticoste-
roides, esteroides anabdlicos, antiepilépticos, tiazidas, furo-
semida, hormoénios tireoidianos, horménio do crescimento,
heparina, varfarina) por ocasiao da avaliagao ou em qualquer
momento anterior. Também foram excluidos pacientes com
diabetes mellitus, doenca celiaca, doenca intestinal inflama-
téria, transtornos autoimunes, sindrome de Cushing, insufi-
ciéncia renal cronica, hipercalciuria, urolitiase, hiper e hipoti-
reoidismo, hiper e hipoparatireoidismo.

Todos os participantes estavam em uma dieta comum
para a Europa central, consistindo principalmente de carne
e carboidratos. Nenhum deles tinha dieta pobre em vitamina
B e nem estava sendo medicado com doses dessa vitamina
excedendo as ingestdes diarias recomendadas. Um menino
obeso foi tratado para hipertensao com enalapril. As demais
criancas eram normotensas. Assim, incluimos 37 criancas
e adolescentes (22 meninos e 15 meninas; faixa etdria 7-20
anos; média de idade 13,9 = 3,5 anos).

Procedimentos

Avaliamos os seguintes dados em todos os 37 pacientes: S-
-Hci, marcadores de formacdo 6ssea: S-ALP e osteocalcina
sérica (S-OC), marcador de reabsor¢do dssea CrossLaps séri-
co, célcio sérico (S-Ca), fosfato sérico (S-P), niveis séricos de
folato e vitamina B12, altura, peso corporal, indice de massa
corporal (IMC) e DMO espinhal/L1-L4. Também avaliamos S-
-colesterol. Os pardmetros bioquimicos foram avaliados com
base em uma amostra de sangue matinal com os pacientes
em jejum.

Materiais e métodos

A altura foi medida no dia da coleta de sangue, relevante até
=+ 0,5 cm, em um estadidometro calibrado.

O peso corporal foi medido no mesmo dia, em uma balan-
ca calibrada até =+ 0,5 kg.

IMC foi calculado utilizando a equagdo IMC = peso (kg)/
altura? (m).

DMO foi mensurada na coluna vertebral (L1-L4) com absor-
ciometria por raios X de dupla energia (DXA) Lunar GE, no dia

da coleta de sangue. A precisdo das mensuragoes, expressa
em coeficiente de variagao, foi 1%.

O nivel sérico de homocisteina foi avaliado por quimiolu-
minescéncia (sistema de imunoteste Immulite 2500, Siemens
Healthcare Diagnostics, Alemanha) e expresso em pmol/L. A
variacgao intertestes foi de 2,06% em amostras com concentra-
¢ao de S-Hci = 7,43 pmol/L; 1,99% com S-HCi = 10,31 pmol/L,
e 1,72% com S-Hci = 22,25 pmol/L, respectivamente. S-Ca e
S-P foram avaliados por anélise colorimétrica e expressos em
mmol/L. S-ALP foi medido por anlise colorimétrica e expres-
so em pkat/L.

CrossLaps sérico e S-OC foram avaliados por imunotes-
te de eletroquimioluminescéncia - ECLIA em analisadores
Elecsys-Cobas e expressos em ng/L e ng/mlL, respectivamente.

As concentracdes séricas de acido félico e vitamina B12 (S-
B12) foram avaliadas por quimioluminescéncia em um anali-
sador Access (Beckman Coulter) e expressas em pg/L e ng/L,
respectivamente.

Andlise estatistica

Para que fosse eliminada a influéncia da idade, os resultados
obtidos para peso corporal, altura, IMC, S-HCi, S-ALP, S-Cross-
Laps e S-OC foram calculados como escores de desvio-padrao
(EDP) ou como escores Z pela equacdo EDP = (valor individual
real — valor médio para idade e género)/desvio-padrao para
idade e género. Os dados de referéncia para DMO (relativos
a populagdo pediétrica europeia) foram fornecidos pelo fa-
bricante juntamente com o pacote de softwares de DXA. Re-
sultados previamente publicados serviram como dados de
referéncia: pardmetros antropométricos tchecos de uma pes-
quisa de 2001, valores para HCi previamente obtidos de uma
populacdo pediatrica tcheca saudavel,'*valores para S-ALP de
criancas tchecas? e niveis de S-CTx de uma populagao ingle-
sa saudavel.’® A faixa normal para S-OC foi determinada em
77 criancas com idades entre 7-19 anos e sem evidéncia de
transtorno 6sseo, hepatico, renal, gastrintestinal ou enddcri-
no. Para a andlise estatistica, foram utilizados Sigmaplot 2.0 e
o programa Systat. A andlise estatistica foi realizada por teste-
-t ndo pareado. Foi feita uma analise de regresséo linear para
comparar a relacdo entre os respectivos pardmetros. Para to-
dos os resultados, ficou estabelecido p < 0,05 para significado
estatistico.

Resultados

O numero médio de fraturas prevalentes causadas por trau-
ma de baixa energia foi 3,3 + 2,3 (DP) por paciente. O nivel
médio de S-homocisteina foi 10,7 pmol/L + 2,9 DP; variagao,
6,7-20 pmol/L. Foi observada uma correlagdo positiva signifi-
cativa com idade (r = 0,47, p < 0,01) (fig. 1).

Sete pacientes (19%) tiveram nivel de S-homocisteina aci-
ma de +2DP, e 30 (81%) tiveram niveis de S-homocisteina na
faixa de + 2 DP.

Quando convertido a escores Z e comparado com os valo-
res de referéncia, o escore Z para S-Hci foi significativamente
mais elevado, e o escore Z para DMO/L1-L4 foi significativa-
mente mais baixo, respectivamente, em comparacdo com 0s
valores de referéncia. O escore Z para S-ALP ndo diferiu dos
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valores de referéncia, enquanto que S-CrossLaps foi mais ele-
vado; o mesmo para S-OC (tabela 2).

Os niveis médios de S-folato e B12 foram 7,5 pg/L + 4,2 DP e
413 ng/L + 143 DP, que se enquadram dentro das faixas de refe-
réncia normais de 2,3-17 pg/L e 180-914 ng/L, respectivamente.

Os niveis de S-Ca e S-P ficaram dentro da faixa de refe-
réncia normal (média + DP: 2,33 + 0,10 mmol/L; variacao,
2,13-2,54; e 1,45 + 0,23 mmol/L; variacgao, 0,78-1,99, respectiva-
mente). O nivel médio de S-colesterol foi 4,21 + 0,96 mmol/L
(variagao; 3,06-5,59 mmol/L); portanto, dentro da faixa de re-
feréncia normal de 2,7-5,6 mmol/L.

As médias para altura, peso corporal e escore Z para IMC
ndo diferiram dos valores de referéncia (tabela 2), mas em cin-
co participantes o escore Z para IMC excedeu +2 DP. A altura,
0 peso corporal e os escores Z para IMC tiveram correlacdes
positivas com o escore Z para DMO/L1-L4 (r = 0,44; 0,53 e 0,50;
respectivamente; p = 0,02).

S-Hci teve correlagdo inversa com DMO/L1-14 (fig. 2) e S-
-ALP (fig. 3), respectivamente, e ndo teve relagdo com o nime-
ro de fraturas prevalentes (r = 0,11), S-osteocalcina (r = -0,22)
ou S-CrossLaps (r = 0,003).
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Figura 1 - S-homocisteina (pmol/L) vs idade (anos).
R=0,47,p < 0,01.

Tabela 2 - Dados de pacientes do presente estudo
(n = 37) expressos como escores Z + DP

Parametro Média DP p?
S-homocisteina 1,31 1,49 < 0,0001
DMO/L1-L4 -1,74 1,32 < 0,0001
S-ALP 0,02 1,01 0,88
S-CrossLaps 1,21 1,79 0,0001
S-osteocalcina 0,38 0,53 0,001
Altura -0,05 1,31 0,82
Peso 0,18 1,62 0,50
IMC 0,48 1,88 0,12

DMO, densidade mineral 6ssea; S-ALP, atividade da fosfatase sérica
alcalina; IMC, indice de massa corporal.
2Comparado com dados de referéncia.

Foi observada uma correlagdo inversa significativa entre S-
-Hci e vitamina B12 (r = -0,36; p = 0,05) e ndo houve correlacao
entre S-Hci e o nivel sérico de acido félico (r = 0,05).

Além disso, observamos correlagdes positivas entre S-
-osteocalcina e S-CTx (r = 0,36; p = 0,05), S-ALP e S-OC (r =
0,58; p = 0,01), e S-CTx e S-ALP (r = 0,39; p = 0,05), respecti-
vamente.

Discussao

Em nosso estudo-piloto precedente de 19 criancas com fra-
turas prevalentes e baixa DMO, os resultados obtidos sugeri-
ram uma influéncia negativa da S-Hci elevada na formagao
6ssea e na DMO, enquanto a reabsorcao éssea se encontrava
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Figura 2 - S-homocisteina (escore Z) vs densidade mineral
éssea (escore Z). R = -0,33, p = 0,05.
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Figura 3 - S-homocisteina (escore Z) vs atividade da
S-fosfatase alcalina (escore Z). R = -0,36, p = 0,04.
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aumentada nesse grupo de pacientes pedidtricos.” Em um
grupo expandido de 37 criangas com comprometimento do
estado 6sseo, obtivemos resultados muito similares. A S-
-Hci estava elevada e tinha correlagdo inversa com S-ALP e
DMO. Ademais, encontramos em nossos pacientes indices
de aumento na remodelacdo 6ssea, pois S-OC e S-CrossLaps
estavam elevados em comparacdo com os dados de refe-
réncia, e observamos correla¢des mutuas positivas entre os
marcadores de remodelacdo ssea. A baixa DMO em nossos
pacientes nao foi influenciada por crescimento retardado,
pois a altura nao diferiu do valor de referéncia; mas nossos
resultados confirmam a dependéncia da DMO nos parame-
tros antropomeétricos bésicos. Visto existir uma comprovada
associacgao entre baixa densidade 6ssea e fraturas em crian-
¢as,’? a hiper-homocisteinemia poderia representar um
fator de risco importante para a saide 6ssea das criangas.
Além disso, em adultos, varios autores informaram uma as-
sociacdo entre S-Hci elevada e baixa DMO,*!' assim como
uma elevada S-HCi em mulheres na pés-menopausa e com
osteoporose sem relacdo com os valores de DMO.” Ademais,
outra pesquisa revelou que niveis elevados de homocisteina
estdo associados a maior risco de fratura do quadril na po-
pulacéo idosa.*®

Do ponto de vista fisiopatolégico, atualmente, a osteopo-
rose e o risco mais alto de fratura em pacientes com S-Hci
elevada sdo explicados pelo acimulo de homocisteina nos
o0ssos, resultando em nitida reducdo do osso esponjoso e em
queda na resisténcia éssea.® Além disso, a homocisteina esti-
mula a atividade osteoclasica. Uma capacidade reduzida de
metilacdo das células 6sseas também poderia ser fator con-
tributivo.?

Visto ndo termos observado qualquer relacdo entre o
numero de fraturas prevalentes e S-Hci em nosso grupo de
pacientes, é possivel propor a hipdtese de que o estudo nao
tinha poténcia suficiente para detectar uma relacdo significa-
tiva entre esses dois parametros. Com relagdo aos fatores de
risco cardiovasculares, ndo observamos elevagoes significati-
vas de S-colesterol e IMC em nossos pacientes, e apenas um
dos participantes era hipertenso.

De qualquer modo, nossos resultados confirmam mais
incisivamente o efeito negativo de niveis elevados de S-Hci
na saude 6ssea, mesmo na populacgdo pediatrica. Os aspectos
evolutivos dos vérios estados patolégicos dos idosos (como
osteoporose, pressao arterial elevada, hipercolesterolemia
e obesidade) vém recebendo especial atencdo, pois esses
transtornos geralmente tém sua origem na infancia. Parece
provavel que esse também seja o caso do efeito da homocis-
teina na qualidade 6ssea.

Conclusao

Nossos resultados sugerem que niveis elevados de S-Hci po-
dem constituir um fator de risco para comprometimento da
saude 6ssea em criancas e adolescentes.
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