UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE MEDICINA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM SAUDE DA CRIANCA E DO
ADOLESCENTE

ANALISE DOS MARCADORES BIOQUIMICOS
FOSFATASE ALCALINA OSSEA ESPECIFICA E
DEOXIPIRIDINOLINA NO METABOLISMO OSSEO DE
RECEM-NASCIDOS PRE-TERMO SUBMETIDOS A
FISIOTERAPIA MOTORA

TESE DE DOUTORADO

CARINE MORAES VIGNOCHI

Porto Alegre
2011



UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE MEDICINA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO SAUDE DA CRIANCA E DO
ADOLESCENTE

ANALISE DOS MARCADORES BIOQUIMICOS
FOSFATASE ALCALINA OSSEA ESPECIFICA E
DEOXIPIRIDINOLINA NO METABOLISMO OSSEO DE
RECEM-NASCIDOS PRE-TERMO SUBMETIDOS A
FISIOTERAPIA MOTORA

CARINE MORAES VIGNOCHI

A apresentacdo desta tese €& exigéncia do
Programa de Po4s-Graduacdo em Ciéncias
Médicas: Saude da Crianca e do Adolescente,
da Universidade Federal do Rio Grande do Sul,
para obtencao do titulo de doutor.

Orientador: Rita de Céassia Silveira
Co-Orientador: Renato S. Procianoy

Porto Alegre, Brasil
2011



V686a Vignochi, Carine Moraes
Analise dos marcadores bioquimicos fosfatase alcalina dssea especifica e
deoxipiridinolina no metabolismo ésseo de recém-nascidos pré-termo
submetidos a fisioterapia motora / Carine Moraes Vignochi ; orient. Rita de
Céssia Silveira. — 2010.
115f1. il

Tese (doutorado) — Universidade Federal Rio Grande do Sul. Faculdade
de Medicina. Programa de Pés-Graduacdo em Salde da Crianga e do
Adolescente. Porto Alegre, BR-RS, 2010.

1. Osteopenia 2. Prematuro 3. Fisioterapia 4. Marcadores bioquimicos
I. Silveira, Rita de Céssiall. Titulo.

NLM: WS 270

Catalogacao Biblioteca FAMED/HCPA




UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE MEDICINA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM SAUDE DA CRIANCA E DO

ADOLESCENTE

ESTA TESE FOI DEFENDIDA PUBLICAMENTE EM:

18/04/2011

E, FOI AVALIADA PELA BANCA EXAMINADORA COMPOSTA POR:

Prof. Dr. Beatriz Junqueira Pereira Paim

Universidade Luterana do Brasil

Prof. Dr. Paulo Antonacci Carvalho

Universidade Federal do Rio Grande do Sul

Prof. Dr. Luciana Friedrich

Hospital de Clinicas de Porto Alegre



DEDICATORIA

A minha querida avé Doralina... E a todas as
criancas acompanhadas, por representarem o motivo
principal do empenho dedicado nesta pesquisa.



AGRADECIMENTOS

A minha orientadora Dra. Rita de Céssia Silveira pela excelente orientacio,
oportunidade e ensinamentos.

Ao Dr. Ernani Miura, pelo acolhimento, apoio e orientacdo desde o inicio de minha
pds-graduacao.

Ao Dr. Renato Procianoy, por toda contribuicéo.

A Vania Naomi Hirakata, pela competéncia e dedicagdo na analise estatistica desta
pesquisa.

A Rosane Blanguer, secretaria do Programa de Pds-Graduagio em Satde da Crianca e
do Adolescente, pelo carinho, apoio e disponibilidade durante o periodo de mestrado e
doutorado.

Ao Dr. Luis Henrique Canani, pelos esclarecimentos e auxilio para escolha dos
exames laboratoriais utilizados nesta pesquisa.

A Professora Dra. Carmem Pilla, pela disponibilidade para a realizacdo dos exames
laboratoriais envolvidos no presente estudo.

A equipe de médicos e enfermagem do Servico de Neonatologia do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre (HCPA), em especial & Dra. Clarissa Gutierrez Gongalves.

A Maria do Horto, pelo carinho dedicado na revisdo gramatical deste trabalho.

Ao Omero, meu esposo, que apoiou, auxiliou e esteve ao meu lado durante todo este
trajeto.

E principalmente aos pacientes e seus pais, que possibilitaram esta pesquisa.



RESUMO

Introducdo: Recém-nascidos prematuros hospitalizados costumam receber manuseio minimo
com objetivo de protegé-los de estresse. Como resultado desta inatividade pode ocorrer
aumento da reabsorcdo Ossea e desmineralizagdo. Objetivo: Avaliar a formagdo Ossea de
recém-nascidos prematuros antes e apds um protocolo de fisioterapia motora, por meio dos
marcadores bioquimicos fosfatase alcalina 6ssea especifica (FAO) e deoxipiridinolina urinéria
(DPID). Método: Ensaio clinico randomizado que incluiu 30 recém-nascidos com idades
gestacionais de até 35 semanas e peso adequado para a idade gestacional randomizados em
grupo controle (GC) e grupo fisioterapia (GF). No GF foi aplicado o protocolo de fisioterapia
motora que consistiu de 15 minutos diarios de movimentos passivos com compressdes
articulares suaves, cinco dias por semana. Diariamente foram obtidos dados sobre alimentacéo
e peso corporal. FAO e DPID foram coletados na entrada e na alta hospitalar, em ambos os
grupos. Foi realizado teste de ANCOVA para comparar as medias dos grupos. Resultados:
No inicio do estudo a idade gestacional, a idade gestacional corrigida, o peso de nascimento e
0 género foram similares entre os grupos. Na oferta de nutrientes, tempo de uso de nutrigdo
parenteral total e ventilagdo mecénica os grupos mostraram-se homogéneos. No GF o
aumento nos niveis de FAO foi de 22,44 + 3,49 U/L ap0s a intervencdo, ao passo que o GC
apresentou aumento de 2,87 + 3,99 U/L (p= 0,003). No GF houve reducédo nos niveis de DPID
de 28,21 = 11,05 nmol/mmol, enquanto no GC houve aumento de 49,95 + 11,05 nmol/mmol
(p<0,001). Conclusdo: Uma proposta de intervencdo fisioterapéutica aplicada por meio de
exercicios passivos e por um curto periodo de tempo (15 minutos), diariamente ao longo de
quatro semanas, associada com adequada alimentacdo, resulta em efeitos favoraveis ao
metabolismo 6sseo dos recém-nascidos prematuros. Os beneficios da prevencdo e do
tratamento da doenca metabdlica 6ssea da prematuridade, além de uma alimentacdo adequada,
devem incluir estes exercicios passivos com suaves compressdes articulares a fim de melhorar
a qualidade 6ssea do prematuro.

Palavras-chave: Prematuros. Marcadores bioquimicos. Fisioterapia. Osteopenia



ABSTRACT

Introduction: Preterm infants need minimal handling in order to protect them from stress,
resulting in bone resorption and demineralization. Objetives: To evaluate bone formation in
newborn preterm infants before and after a physical therapy protocol, by means of
biochemical ~markers bone-specific alkaline phosphatase (BAP) and urinary
deoxypyridinoline (DPD). Method: Randomized controlled clinical trials included 30
newborn preterm infants with gestational ages of 35 weeks or less and appropriate weight for
gestational age were randomized into control group (CG) and physiotherapy group (PG).
Physical therapy protocol consisted of 15 minutes of daily passive movements with gentle
joint compression, five days a week. Daily data were obtained on feeding and body weight.
BAP and DPD were collected before and after intervention in both groups. ANCOVA test
was performed to compare the means of both groups. Results: At baseline, gestational age
and corrected gestational age, birth weight and gender were similar between groups. The
supply of nutrients, time of use of Total Parenteral Nutrition and mechanical ventilation were
similar among groups. The increase of BAP levels for PG was 22.44 + 3.49 U/L, whereas CG
presented an increase of 2.87 + 3.99 U/L (p= 0.003). There was a reduction on DPD levels for
PG of 28.21 + 11.05 nmol/mmol, and an increase of 49.95 + 11.05 nmol/mmol (p< 0.001) in
GC. Conclusion: Physiotherapy intervention results in beneficial effects to bone metabolism
of preterm infants and should be included in the standard care of preterm infants.

Keywords: Preterm . Bone markers. Physiotherapy. Osteopenia.
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1 INTRODUCAO

A interacdo entre a oferta de minerais, a atividade hormonal e a movimentacéo fetal é
essencial para o apropriado desenvolvimento do esqueleto intrauterino (RODRIGUEZ et al.,
1992; FROST, 2001; KURL et al., 2002; KOVACS & KRONENBERG, 2006). A nutri¢do
pds-natal do recém-nascido prematuro procura melhorar a mineralizagdo, ndo se igualando, no
entanto, & oferta intrauterina de nutrientes. Para uma formacdo Ossea extrauterina adequada
sdo necessarias ofertas similares de célcio (Ca) e fosforo (P) correspondentes ao terceiro
trimestre gestacional. Entretanto, € dificil ofertar no ambiente extrauterino, através da
alimentacdo, os niveis possiveis pela via placentaria (DEMARINI et al., 1997; RIGO et al.,
2000). Como consequéncia ocorrem aumento da fragilidade 6ssea e suscetibilidade para
fraturas, além de distlrbios de crescimento, denominados osteopenia da prematuridade, que
podem perdurar no decorrer da infancia e da idade adulta (WEILER et al., 2002;
SCHOENAU & LAND, 2008; CHAN et al., 2008; PETTERI et al.,2009; FEWTRELL et al.,
2009).

O cuidado padrdo de recém-nascidos (RNs) prematuros em unidades de terapia
intensiva em geral consiste na restricdo da estimulacdo sensorial e fisica como forma de
manter a estabilidade e reduzir o estresse p6s-natal (KUNH, 1991; LINGEN et al., 2002). Os
prematuros hospitalizados costumam receber, portanto, limitada estimulagdo motora. O
resultado desta inatividade colabora para a inadequada estimulacdo do metabolismo Gsseo
(BOURRIN et al., 1995; BISHOP, 1999; MILLER, 2003; VICKERS et al.,, 2004;
MACKELVIE et al., 2004).

Existem evidéncias de que as forgas mecéanicas nos 0ssos estimulam a formacéo e o
crescimento, enquanto a inatividade predispbe & reabsor¢do (BOURRIN et al., 1995;

LARSON, 2000). Estudos em criancgas e adultos tém sugerido que programas de exercicios
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regulares promovem melhor mineralizagdo 6ssea e tém sido utilizados como parte do
tratamento e da prevencdo da osteopenia em diferentes estagios da vida, por induzir os
osteoblastos a aumentarem sua atividade em resposta & sobrecarga mecéanica (MCINTYRE et
al.,, 1992; MENKES et al., 1993; ANDREOLI et al., 2001; VICKERS et al., 2004;
RAUTAVA et al.,, 2007; BAYRAMOGLU et al., 2005; PITUKCHEEWANONT et al.,
2010).

Nos altimos anos, pesquisadores tém sugerido que 5 minutos de estimulagdo passiva
diaria resultam em aumento de densidade mineral 6ssea (DMO) em RNs prematuros
(MOYER-MILEUR et al., 2000; NEMET et al., 2002; LITMANOVITZ et al., 2003). No
entanto, de acordo com recente revisdo sistemética, as evidéncias atuais ainda ndo suportam
seu uso rotineiro, pois diferentes métodos de avaliacdo da mineralizacdo Gssea e problemas
metodoldgicos limitam estes resultados (SCHULZKE et al., 2010).

Nosso grupo de pesquisa publicou, em 2008, o efeito de 15 minutos de estimulagdo
passiva ao dia, através de dual X-ray absorptiometry (DEXA) de corpo total. Os resultados
demonstraram aumento de contelldo mineral 6sseo (CMO), fato que colabora na constatacéo
de que o exercicio passivo no pré-termo é um importante instrumento na mineralizacdo dssea
e na prevencdo da osteopenia da prematuridade. Contudo, ndo foram avaliados marcadores
bioquimicos do metabolismo 6sseo (VIGNOCHI et al., 2008). Através da medida de CMO e
DMO, podemos verificar, apenas, se existe menor quantidade Ossea produzida em
determinado momento. A analise bioquimica permite conhecer, de forma conjunta, se a falha
na mineralizagcdo ocorreu por escassez de formagdo ou se houve reabsor¢do exacerbada.
Propicia, portanto, avaliar de forma dindmica as alteracdes 6sseas mais recentes, antes de
representarem perdas em gramas de mineral 6sseo e se o desequilibrio pode ser atenuado ou

revertido pela intervencéo fisioterapéutica (SARAIVA & LAZARETTI-CASTRO, 2002).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 MINERALIZACAO E CRESCIMENTO OSSEO INTRAUTERINO

2.1.1 Formacéo da matriz orgénica e inorganica

O processo fisioldgico de mineralizacdo 6ssea representa a incorporacdo de minerais
na matriz Gssea organica (osteoide), apos ter sido sintetizada e depositada através dos
osteoblastos. Uma vez que a matriz é formada, sdo necessarios mais 10 dias para
mineralizacdo (TERMINE & ROBEY,1996; SHOENAU & LAND, 2008).

Ca e P sdo importantes para a mineralizagdo Ossea fetal e pds-natal. Os niveis de
incorporagdo de Ca apresentam médias de 120 mg/kg/dia com 26 semanas de idade
gestacional , 130-140 mg/kg/dia com 36 semanas e 150-155 mg/kg/dia com 36 a 38 semanas
(RIGO et al., 2000). A quantidade de massa dssea fetal, por sua vez, aumenta de 5 para 30 g
entre a vigésima quarta e a trigésima sétima semana de gestacéo, sendo o terceiro trimestre

responsavel por 80% da produgdo 6ssea fetal (FORBES,1976; GREER et al., 1986).

2.1.2 Fatores Hormonais

Diversos fatores hormonais favorecem o processo de mineralizagéo intrauterina:
— a producédo placentéria de 1,25 (OH)2D, envolvida na regulagdo da produgdo de
proteinas carreadoras de Ca;

— as baixas concentragdes PTH, que limitam a mobilizaco mineral dssea;
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— a presenca de concentracOes elevadas de calcitonina no periodo fetal, fase na qual
parece desempenhar seu papel fisioldgico mais importante, favorecendo a deposi¢do mineral;

— a liberagcdo do fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1 (IGF-1), que
estimula o crescimento 4sseo;

— 0s altos niveis de estrogénio circulantes no sangue materno, que favorecem a
mineralizacdo.

A associacdo dos fatores acima descritos resulta em aumento da formagdo Ossea e
diminuicdo da reabsorcéo, o que proporciona rapido ganho de contetdo mineral durante o

terceiro trimestre de gestacdo (MAYNE et al., 1991; HILLMAN, 1996).

2.1.3 Fatores biomecanicos

Frost propds o modelo da carga mecénica, que associa a forga mecanica sobre o 0sso
como fator importante no desenvolvimento da resisténcia 6ssea. O modelo atribui a
mineralizagdo adequada resultante da soma da nutricdo, da acdo hormonal e dos fatores
biomecéanicos. De acordo com esta teoria, determinada carga exerce uma forga sobre o 0sso,
que por sua vez é transmitida como um sinal para ativagdo dos osteoblastos e osteoclastos.
Esta forga pode ser um movimento, uma tensdo (do tenddo sobre o 0ss0), uma compresséo
(longitudinal) ou ainda uma presséo ao redor do 0sso. Se houver uma compressao, mesmo que
muito discreta, 0 0sso sofrerd uma carga proporcional a ela, pois qualquer forca exerce
sempre uma carga, mesmo que muito pequena. Portanto, se hd um aumento significativo no
nivel da carga gerada, os osteoblastos respondem com aumento de sua producdo. Do
contrério, se a carga for significativamente escassa, a acdo do osteoblasto sera reduzida

(FROST, 1996).
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Ha dois tipos de carga para 0s 0ssos. O primeiro é associado com a carga direta ou
com 0 impacto no 0SSO por outro objeto, como 0 aumento da carga que 0S 0ssos das pernas
recebem ao correr, ou a resisténcia experimentada pela 4gua na natacdo. O segundo é
associado com a movimentacdo ativa e passiva que 0s mdsculos promovem ao movimentar-
se. A acdo dos musculos € pequena, mas esta carga continua é importante para a manutencao
da densidade 6ssea (LARSON & HENDERSON, 2000; FROST, 2001).
De acordo com a teoria biomecanica, 0s 0ssos sdo formados em momentos distintos.
O primeiro é a embriogénese do sistema esquelético. Entre 5 e 12 semanas de gestacdo, genes
especificos direcionam o mesénquima para locais especificos que sdo destinados a ser
precursores dos tecidos Osseos que serdo condrificados e ossificados (LARSEM, 1998;
FROST, 2001). Outros genes direcionam ventral e dorsalmente condensagdes mesodérmicas
que serdo precursoras dos musculos esqueléticos. Por volta da décima sexta semana de
gestacdo, a anatomia, as relagcbes anatdmicas e o maquinério biol6gico responsavel pela
adaptacdo do 0sso j& estdo no lugar. Neste estagio ha o que se chama de “condicdo basal”
(LARSEM, 1998; FROST, 2001). O segundo estagio inicia na metade do segundo trimestre.
O sistema esquelético fica responsivo as proteinas Osseas, aos mediadores humorais, aos
fatores nutricionais e biomecénicos. Os o0ssos longos crescem em comprimento e em
didmetro. O crescimento linear dos 0ssos longos é determinado primariamente por genes
especificos por meio da ossificacdo endocondral, entretanto assumem sua geometria final
através do processo de modelamento. O crescimento em diametro de 0ssos longos ocorre por
modelamento: os osteoclastos retiram 0sso endosteal e os osteoblastos formam o0sso sobre o
peridsteo. Ossos como a escapula e a pelve crescem por intermédio de formacédo
intramembranosa. O modelamento, que é responsivo a carga, ocorre na formacdo dssea

endocondral e intramembranosa, no periodo pré e pos-natal (LARSEM, 1998; FROST, 2001).
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Durante o segundo e terceiro trimestre, 0 modelamento 6sseo também responde ao
aumento das forgas musculares. Assim como o modelamento, o movimento fetal também se
inicia na décima sexta semana de gestacdo. O movimento fetal promove carga 6ssea de trés
maneiras: com o impacto das extremidades do feto na parede uterina, com a resisténcia dos
movimentos contra o liquido amnidtico e com o desenvolvimento muscular normal e seus
movimentos (FROST, 2001; MILLER, 2003).
Trabalhos realizados por Rodriguez e colaboradores reforcam a teoria biomecanica.
Eles verificaram que criangas com doencas congénitas neuromusculares, nas quais ha
diminuicdo do movimento e da massa muscular fetais, tiveram osteopenia e redugdo de 0sso
cortical de ossos longos comparados aos controles (RODRIGUES et al., 1988). Esta
observacdo sugere que ha formacdo peridstea reduzida em criangas com doenca
neuromuscular pré-natal. O mesmo grupo de pesquisadores desenvolveu um estudo
experimental em que fetos de ratos foram farmacologicamente imobilizados com curare aos
17 dias de gestagdo. Ao nascimento eles apresentaram osteopenia e corddo umbilical mais
curto em relagéo aos controles, sendo este achado associado a uma redugdo do movimento

fetal (RODRIGUES et al., 1991; 1992).
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2.2 DOENCA OSSEA DE PREMATUROS

2.2.1 Historico

Osteopenia pode ser descrita como uma doenca Gssea sistémica caracterizada pela
diminuicdo da massa e deterioracdo microarquitetdnica do tecido 6sseo, tipicamente associado
com aumento da fragilidade 6ssea e suscetibilidade para fraturas (SCHOENAU & LAND,
2008). Ha diminuigdo da densidade ou do namero de trabéculas dsseas, ocasionando reducao
da densidade do cortex Gsseo e da massa Ossea por volume de tecido (RAUCH &
SCHOENAU, 2002).

Inicialmente, as alteragdes de mineralizagdo observadas nos RNs foram denominadas
de osteopenia da prematuridade. Este termo foi utilizado para caracterizar a situagdo na qual
se observava um quadro de hipomineralizacdo dssea durante a evolucdo desses RNs no
periodo neonatal. Em outros estudos, foi denominada de raquitismo da prematuridade em
funcdo dos achados radioldgicos semelhantes aos da deficiéncia de vitamina D. Em 1985, foi
proposta a utilizacdo do termo doenca metabdlica Ossea, que abrange situagdes que
comportam desde a leve hipomineralizacdo 6ssea até a presenca de alteracdes radioldgicas de
raquitismo com fraturas espontaneas, incluindo, assim, as duas alteracbes descritas

anteriormente (BROOKE et al.,1985).

2.2.2 Prevaléncia

Koo e colaboradores observaram que osteopenia ocorreu em mais de 55% das criangas

nascidas com peso inferior a 1000 g e em 23% das que tém peso de nascimento inferior a
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1.500 g, sendo mais frequente nas nascidas com menos de 28 semanas de idade gestacional
(IG) (KOO et al., 1989). A prevaléncia registrada em pesquisa que comparou diferentes
formas de alimentagdo foi de 40% em RNs prematuros que receberam leite materno sem
suplementacdo de minerais, em contraste com 16% dos alimentados com formula ou leite
materno associado a suplementacgéo de calcio e fosforo (RIGO, 2000).

Estudo realizado por Greer e colaboradores mostrou que a densidade dssea de uma
crianca a termo de 40 semanas permanece maior que a de um prematuro com 12 semanas de
vida e IG de 28 semanas (GREER et al., 1986). De forma similar pesquisadores avaliaram 64
prematuros que receberam durante a internagdo leite materno ou formula com suplementacdo
de minerais. Por ocasido da alta, apesar da suplementacéo, 70% deles haviam desenvolvido
deficit do crescimento. Com o leite materno exclusivo, foi mantido o ganho de peso linear,
porém, com risco aumentado de apresentar valores baixos de CMO (OR 7,0) (KURL et al.,
2003).

Torna-se importante lembrar os possiveis efeitos da desmineralizacdo a longo prazo.
Pesquisadores evidenciaram que adultos jovens que foram RNs prematuros, quando
comparados com um grupo controle nascido a termo, mostraram significante
comprometimento do esqueleto na adolescéncia, com o dobro de risco de apresentar DMO
abaixo da normalidade. Estes achados podem predizer maior tendéncia de osteoporose e
frequéncia de fraturas, demonstrando a importancia de promover um tratamento nutricional e
mecénico adequado para criangas nascidas prematuramente (PETTERI et al., 2009).
Resultados semelhantes foram apresentados por Chan e colaboradores, segundo os quais
criancas de 5 a 9 anos nascidas prematuramente quando comparadas com populagédo de
referéncia, apresentaram peso corporal, altura e valor de massa 6ssea reduzidos, sendo que

trés do grupo de prematuros tiveram histdria de fraturas (CHAN et al., 2008).
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Apesar dos diferentes métodos utilizados nas pesquisas encontradas, fato que dificulta

0 conhecimento da real prevaléncia, observa-se que, independentemente da oferta nutricional
adequada, individuos que nasceram prematuros, especialmente aqueles com peso de
nascimento inferior a 1500 g, apresentam menor mineralizagdo 6ssea, menor crescimento e
mais tendéncia a fraturas 6sseas quando comparados a RNs nascidos a termo (HORI et al.,

1995; WEILER, 2002; FEWTREL et al., 2009; PETTERI et al., 2009).

2.2.3 Etiologia

Quando a absorcdo de substrato é inadequada para a manutengdo do desenvolvimento
6sseo normal, a osteopenia poderd se desenvolver em RNs prematuros. Entretanto, este
constitui apenas um dos fatores responséveis pelo crescimento e desenvolvimento de 0ssos
saudaveis. Funcdo enddcrina, atividade fisica, infeccGes graves e condi¢des maternas sao
outros fatores que podem influenciar no metabolismo 6sseo (BROWN et al., 1990; PEREIRA
et al.,, 1998; RIGO et al., 2001).

O acréscimo de 0sso no desenvolvimento intrauterino é maior do que o ocorrido no
prematuro no ambiente extrauterino. Tem sido aceito que esta diferenga no acréscimo de 0sso
no ambiente intrauterino é decorrente da diferenca da viabilidade de Ca e P, minerais
essenciais para a formacdo Ossea (BISHOP, 1999). Portanto, a causa da doenca dssea do
prematuro tem sido descrita como proveniente da inviabilidade de oferta destes nutrientes
associada a fatores que incluem aumento de reabsorgdo 6ssea, como doenca cronica, displasia
broncopulmonar e uso de drogas hipercalcitricas, como furosemida para displasia
broncopulmonar e metilxantinas para tratamento de apneia e bradicardia (BEYERS et al.,

1994; MORA et al., 1994; DEMARINI et al., 1997).
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Algumas situagdes no periodo neonatal favorecem o desenvolvimento da doenga 6ssea
metabdlica (BACKSTRON, 1996; GREER, 1994):

— RNs com peso de nascimento abaixo de 1500 g, principalmente os com menos de
1000 g, sdo suscetiveis ao seu desenvolvimento. Tal predisposicdo é mais importante nos RNs
com peso de nascimento menores, uma vez que possuem maior necessidade de minerais para
recuperar a trajetéria normal de crescimento, sofrendo, assim, maior influéncia da deficiéncia
mineral e da oferta nutricional pds-natal.

— RNs com menos de 32 semanas de idade gestacional, principalmente por
apresentarem depdsito mineral reduzido ao nascimento, j& que sdo privados da fase de maior
incorporagdo mineral, que ocorre no terceiro trimestre de gestagéo.

— Utilizagdo de nutrigdo parenteral por tempo prolongado, levando a uma oferta
diminuida de Ca e P quando comparada & intrauterina. Outro fator limitante da oferta mineral
por meio da nutricdo parenteral total (NPT) é o volume a ser administrado para cada RN, visto
que volumes pequenos limitam as quantidades de minerais, pelo risco de precipitacdo da
solucdo. A solubilidade na solucéo é dependente dos sais utilizados, do seu tempo de estoque,
da temperatura ambiente, do pH, da concentracdo de aminoacidos e da dextrose. Entre as
vantagens da alimentagdo enteral minima estdo a promocédo da motilidade intestinal, a melhor
tolerancia alimentar, a reducéo da incidéncia de sepse e a indug&o da atividade da lactase.

— Terapéutica com diuréticos, provocando perda renal de Ca, por inibicdo da
reabsorgdo de eletrolitos na porcdo ascendente da alca de Henle, com consequente calcidria.

— SituagBes que acarretem retardo no inicio da nutri¢do enteral, seja por impedimento
a sua introdugdo, seja por limitacdo do volume a ser utilizado, como ocorre em quadros de
insuficiéncia respiratoria, displasia broncopulmonar, persisténcia do canal arterial e

enterocolite necrosante.
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— Baixa oferta mineral da dieta, em func¢éo do seu contetido no leite utilizado ou pelo
baixo volume administrado.

— Displasia broncopulmonar, que apresenta vérios fatores de risco associados com
aumento de reabsorcdo 6ssea, como deficiéncia de oferta mineral enteral, pela limitacdo do
volume administrado; utilizacdo de diuréticos, levando a perda renal de Ca; utilizacdo de
corticoesteroides, com diminui¢do do conteudo mineral 6sseo, seja pela reducdo da absorgéo,
seja pela perda renal; sedagdo e imobilizacéo, que parecem reduzir a massa 0ssea.

— Imobilizacdo, que pode ocasionar perda de massa Ossea. A diminuicdo do
movimento fetal e confinamento intrauterino tém sido considerados na doenca dssea do
prematuro. Esta observagdo sugere que a carga 0ssea pré-natal na forma de movimento fetal
pode influenciar na resisténcia pos-natal durante o primeiro ano de vida e indicar que
criangas com diminuicéo significativa da movimentacdo fetal tem risco de fraturas com forgas
fisicas que ndo as causariam, especialmente nos primeiros 4 meses de vida.

— A utilizacdo de corticoesteroides associa-se com diminui¢do da absorgdo intestinal
de Ca, perda renal de Ca e reducdo do CMO.

Além das situagBes acima relacionadas, outros fatores podem prejudicar a
mineralizacdo Ossea, como, por exemplo, fatores pré-natais, relacionados a oferta
intrauternina de nutrientes essenciais para o desenvolvimento do feto. Portanto doencas
maternas ou condicdes que afetam a transferéncia placentaria de minerais para o feto podem
comprometer a mineralizacdo 6ssea fetal (HARRAST, 1998).

Um dos principais fatores pré-natais que afetam a mineralizacdo € a restricdo de
crescimento intrauterino, resultando em RNs nascidos com peso inferior ao esperado para sua
idade gestacional (PIG). Nangung encontrou baixos niveis de 1,25-(OH)2D, reduc¢do da
osteocalcina e baixo CMO em RNs PIG, correlacionando estes achados com redugéo do fluxo

sanguineo para o feto (NAMGUNG, 1993).
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Fetos de mées diabéticas também podem apresentar deficiéncia na mineralizacdo dssea
intrauterina. Em estudo realizado por Husain e colaboradores, o transporte materno-fetal de
célcio mostrou-se 61% menor em maes diabéticas ndo tratadas comparadas com os controles
(HUSAIN et al., 1994). Demarini e colaboradores encontraram evidéncia de aumento de
reabsorcdo Gssea em fetos de maes diabéticas dependentes de insulina. A concentracdo do
marcador de reabsorcdo 6ssea ICTP (telopeptideo carboxiterminal do colageno tipo 1) foi
mais alta em maes diabéticas que nos controles, sugerindo aumento de atividade osteocléstica
nesta populacdo (DEMARINI et al., 1995).

Outro fator importante é o consumo de alcool materno, que foi associado com menor
concentragdo de calcio e PTH no sangue materno, além de menor peso e ossificacdo fetal
(KEIVER et al., 1996; SAMPSOM et al., 1996).

Em relacdo ao tabagismo materno, ha evidéncias de associacdo negativa entre
tabagismo durante a gestacdo e mineralizacéo 0ssea de criangas nascidas a termo (JONES et
al., 1999). O tabaco leva a vasoconstricdo dos vasos Utero-placentarios e ocasiona atraso de

crescimento intrauterino fetal (MELHUS et al., 1999).

2.2.4 Diagnostico e gravidade

Os distarbios de mineralizacdo Gssea variam desde um estado de hipomineralizacéo,
caracterizando a osteopenia da prematuridade até alteraces mais intensas, como o raquitismo
da prematuridade, que pode determinar deformidades articulares, escoliose e a fraturas ndo
traumaticas ao longo dos primeiros anos de vida (GREER, 1986; BISHOP, 1989; TUBBS,

2004).
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Nos casos mais graves, o diagnéstico clinico pode ser estabelecido entre 2 e 4 meses e
caracteriza-se por sinais de raquitismo, com achatamento posterior do cranio, espessamento
das jungdes condrocostais, alargamento das porcdes distais do radio e do cubito, aumento da
fontanela anterior, das bossas frontais e reducdo do crescimento. Este quadro caracteriza-se
como raquitismo da prematuridade, porém o mais frequente é a hipomineralizagdo. O
diagndstico da hipomineralizacdo, entretanto, € geralmente mais tardio, pois quando aparecem
sinais radioldgicos, j& houve perda de 40% de minerais, com consequente redugdo da DMO
(DABEZIES et al., 1997).

As fraturas de costelas e 0ssos longos incidem em 10% dos prematuros de muito baixo
peso. Em uma série de prematuros estudados, a média de idade do diagnostico das fraturas foi
de 76 dias, incluindo fraturas metafisarias, de 0ssos longos e de costelas (DABEZIES et al.,
1997).

A avaliacdo mais precisa é efetuada ao se determinar o CMO de corpo total por anélise
de composicdo corporal com o aparelho de absorcdo de fotons. Porém, trata-se de uma
avaliacdo estatica da qualidade 6ssea e depende da gravidade e da duragdo da deficiéncia de
minerais. Além disto, medidas de CMO permanecem em grande parte no dominio da pesquisa
por serem tecnicamente exigentes ou estarem indisponiveis para aplicabilidade na assisténcia
na maioria dos centros (KOO et al., 2004).

A avaliagdo da mineralizagdo ¢ssea por medidas antropométricas apresenta
dificuldades para 0 uso em pesquisas. O peso corporal pode ser afetado por fatores como
balanco hidrico e pode ser dificil realizar medidas antropométricas em pacientes que
requerem perturbacdo minima (BROOKE, 1985; CROFTON et al., 1999).

Conclui-se que o diagndstico e a avaliacdo da mineralizacdo 6ssea e do crescimento
pds-natal em RNs prematuros sd@o um desafio continuo para as unidades de terapia intensiva

neonatais. O periodo de répido crescimento pds-natal dificulta o estabelecimento de valores
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de referéncia para diagnostico em populacdes pediétricas. Porém, a utilizagdo de alguns
marcadores bioquimicos associados aos exames de composi¢do corporal, pode fornecer
medidas de acompanhamento dos efeitos das intervencdes terapéuticas 0Osseas e do

crescimento (CROFTON, 1999).

2.2.5 Marcadores bioquimicos do metabolismo 0sseo

Marcadores bioquimicos tém sido considerados para identificar prematuros com
doenca Ossea metabdlica e seu uso tem trazido grandes contribuicbes cientificas sobre a
fisiologia e fisiopatologia do tecido 6sseo, uma vez que sdo usados para avaliar com maior
sensibilidade as alteragBes Gsseas, além da capacidade de avaliagdo dindmica que se deseja
em um marcador de remodelagdo 6ssea. Auxiliam, portanto, no diagnéstico mais precoce, na
decisdo terapéutica e no acompanhamento do tratamento (SARAIVA & LAZARETTI-
CASTRO, 2002).

O 0ss0 esta constantemente sujeito a um processo metabolico designado renovagéo,
que inclui um processo de degradacdo dssea mediada pela acdo dos osteoclastos, e um
processo de formacdo Ossea mediada pela acdo dos osteoblastos. Estes dois processos
constituem um equilibrio necessério a renovacdo, que é fundamental para a salde do 0sso
(RIGGS, 1991). Nos estados anormais do metabolismo @sseo, este processo torna-se
desproporcional e, quando a reabsorcdo é superior a formagdo, o resultado é uma perda
liquida de osso que pode resultar em osteopenia ou perturbagdes do tecido 6sseo (PRICE,
1993). A medicdo de marcadores bioquimicos especificos destes eventos de renovagdo
fornece dados analiticos sobre a velocidade do metabolismo 6sseo ou renovacgdo ” (RIGGS,

1991).
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Os marcadores 0sseos bioquimicos sdo divididos em trés categorias: enzimas ou
proteinas (que sdo secretadas pelas células envolvidas na remodelagdo), produtos da quebra
do colageno e produtos oriundos da sintese do novo 0sso. Por se tratar de um processo
conjugado, esses marcadores refletem o estado geral da remodelagdo, mas sédo, em geral,
classificados de acordo com as situagdes nas quais estdo agudamente elevados. Uma vez que
0 processo de reabsor¢do € mais curto do que o de formacdo, marcadores de reabsorcéo
respondem mais rapidamente as mudangas do que os de formagdo (WATTS, 1999).

Os marcadores de reabsorcdo ¢ssea incluem uma enzima, a fosfatase acida
tartarorresistente, e produtos de degradacdo da matriz 6ssea, como hidroxiprolina,
piridinolina, deoxipiridinolina e telopeptidios. Os marcadores de formagdo 6ssea incluem uma
enzima, a fosfatase alcalina, e produtos derivados da sintese da matriz 6ssea, como

osteocalcina, fragmentos amino e carboxiterminais do pro-coldgeno (WATTS, 1999).

2.2.5.1 Fosfatase alcalina total

Durante a formagao do 0sso, a produgdo da matriz colagena precede a mineralizacéo.
A fase de produgdo da matriz coldgena coincide com uma maior producdo de fosfatase
alcalina total (FA) presente no soro. Em fungdo disto, doencas que alteram a diferenciacéo
osteoblastica tendem a alterar a relacdo dos marcadores de formacdo (VIEIRA, 1999).

A FA contida no soro humano consiste, fisiologicamente, no somatorio de vérias
isoenzimas que provém do o0sso, do figado, do intestino e da placenta durante a gravidez. A
medida da atividade total da FA durante décadas foi a base de estudo de patologias tanto

Osseas como hepéticas; porém, nas condigdes em que se espera uma alteragdo muitas vezes
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sutil dos niveis séricos, a medida passa a apresentar perda de sensibilidade e especificidade
(VIEIRA et al., 1999).

A FA exibe correlagdo negativa com o processo de formacdo 0ssea, apresentando
elevacdo dos seus valores acima de 800 U/L em processos de desmineralizagdo. O aumento na
FA, com ponto de corte correspondente a cinco vezes o valor de referéncia para adultos
normais, tem sido empregado em criangas na pratica clinica Os valores de referéncia podem
estar elevados durante fases de crescimento ou em casos de doengas hepéticas ou 0sseas,
sendo aceita como valores normais em RNs prematuros a meédia de 800 U/L, que indica
atividade osteoblastica relacionada ao crescimento (KOVAR et al., 1982; RYAN, 1993).
Entretanto, pesquisadores ndo observaram associacdo entre CMO e FA ou P sérico em
prematuros, por ocasido da idade correspondente ao termo e concluiram que medidas de
rotina de FA e P sérico ndo sdo Uteis para predizer a evolucdo da mineralizagdo 6ssea em RNs

prematuros (FAREK et al., 2002).

2.2.5.2 Fosfatase alcalina ¢ssea especifica

A fosfatase alcalina dssea especifica (FAO) é uma glicoproteina tetramérica especifica
do 0sso, que se encontra na superficie das células dos osteoblastos. Esti presente nos
condrdcitos hipertroficos na placa de crescimento epifisaria (PRICE, 1993; CROFTON et al.,
1999). Apesar da grande semelhanga estrutural entre as isoformas, imunoensaios especificos
foram desenvolvidos para a isoforma dssea, 0 que diminui a reacdo cruzada com a isoforma
hepética em 15% a 20% (WATTS, 1999). Sua determinacdo apresenta vantagens sobre a
osteocalcina por ter meia-vida maior (1 a 2 dias), ndo ser afetada por variagdes diurnas e ter

menos interferentes pré-analiticos. Diferentemente da FA, exibe correlagdo positiva com o
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processo de formagio Gssea. E considerado o melhor marcador de formagio em pacientes
com insuficiéncia renal, pois ndo é influenciada pela filtracdo glomerular (RAUCH, 1997).

Crofton e colaboradores investigaram a hipotese de que a FAO poderia fornecer
medidas Uteis de crescimento e mineralizacdo 6ssea em RNs prematuros. Foram realizadas
medicOes semanais dos marcadores durante as 10 primeiras semanas de vida e relacionadas
com as taxas de ganho de peso, crescimento, comprimento dos membros inferiores e medidas
de conteddo mineral 6sseo em 25 RNs prematuros com idade gestacional entre 24 e 31
semanas e média de peso de nascimento entre 784 e 1.266 g. A FAO apresentou correlagdo
positiva com a taxa de crescimento mineral ésseo (r= +0,55; p= 0,01). Concluiu-se que ele
parece ser um bom marcador para a mineralizagdo dssea em bebés prematuros e foi sugerido
que este marcador é capaz de fornecer informacdes sobre a renovacéo total do corpo 6sseo e
do colégeno, oferecendo informagBes complementares as medidas fisicas tradicionais de

crescimento e mineralizacdo 6ssea (CROFTON et al., 1999).

2.2.5.3 Piridinolina e deoxipiridinolina urinéria

Piridinolina (PID) e deoxipiridinolina (DPID) sdo marcadores urinarios de redugdo de
colageno e constituem as ligagbes cruzadas da estrutura helicoidal do coldgeno tipo I. O
colageno tipo | do 0sso, que representa 90% da matriz organica, tem ligagdes cruzadas com
moléculas que proporcionam rigidez e resisténcia. Sdo liberadas para a circulagdo sanguinea
durante o processo de reabsor¢do Ossea e excretadas sem serem metabolizadas na urina. A
quantidade de PID e DPID urinérias refletem a reabsorgdo éssea (atividade osteoclastica),

sendo excretadas na razdo 3:1 (DPID/PID) (RIGGS, 1991).
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A DPID ¢ considerada mais sensivel que a PID, por ndo ser influenciada pela dieta.
Por ndo ser absorvida pelo intestino, sua excrecdo urindria pode ser mensurada sem
necessidade de restricdo alimentar, tornando-se vantajosa para exames em pacientes
pediatricos (COLWELL & RUSSELL, 1993). A DPID é mais especifica para o tecido dsseo,
uma vez que a PID, que difere apenas por um grupo hidroxila, também pode ser derivada da
cartilagem articular e dos tecidos moles. Niveis elevados s&o encontrados quando ha alguma
forma de doenga 6ssea que predisponha a desmineralizacdo (WATTS, 1999).

Para validar estes marcadores como medidas substitutivas dos processos dindmicos de
crescimento, pesquisadores verificaram que a PID e a DPD foram inversamente relacionados
com o ganho de peso, mas ndo com a velocidade de crescimento dos membros inferiores,
provavelmente porque eles refletem o processo do corpo inteiro em vez de apenas 0S
membros inferiores (GFATTER,1997; CROFTON et al., 1999).

Gfatter e colaboradores estudaram a excrecdo de PID e DPID em 43 RNs a termo e
pré-termo nos primeiros dois meses de vida pelo método ELISA. Os individuos selecionados
nao tinham historia de cardiopatias ou de doencas enddcrinas, metabdlicas, dsseas ou
pulmonares. Os valores medios de DPID encontrados nos RNs prematuros foram de 177 +-
60 nmol/mmol. Os RNs pré-termo obtiveram valores estatisticamente mais altos destes
marcadores na urina (p< 0,05). Apds anélise de covariancia os resultados demonstraram ndo
haver interferéncia do género nos valores de referéncia. Os autores concluiram que aPID e a
DPID em RNs fornecem informacGes sobre o crescimento do esqueleto e que o método
ELISA é adequado para avaliar estes marcadores (GFATTER et al., 1997).

Os pesquisadores concordam que PID e DPID apresentam boa sensibilidade para
detectar desmineralizacdo dssea (coeficiente de correlagdo de 0,83 a 0,97). Porém, como o
crescimento do esqueleto de criancas é dependente do peso de nascimento e idade gestacional

e como cada crianca tem uma frequéncia individual no seu remodelamento 6sseo, torna-se
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dificil estabelecer um valor normal como referéncia para criancas, especialmente prematuras.
(SEYEDIN et al., 1993; KAMEL et al., 1994; RAUCH et al., 1994)

De acordo com pesquisas realizadas por Hubert e colaboradores, a variabilidade das
medidas de PID e DPID na urina pode ser evitada analisando-se fatores que contribuem para a
interpretacdo dos dados. Os pesquisadores sugerem que a padronizagdo da coleta e analise
pode evitar esta variabilidade. As amostras devem ser coletadas em um horério ou turno
especificos, evitando a variabilidade relacionada ao ciclo circadiano, e ndo devem permanecer
expostas diretamente & luz. Se analisadas ap6s 24 horas, devem ser congeladas de -20 a -
80°C. Torna-se importante analisar em conjunto o uso de suplementos na dieta, como

vitamina D, célcio e demais minerais (HUBERT et al., 2002).

2.3 TRATAMENTO DA OSTEOPENIA DA PREMATURIDADE

Tem sido referido que, para uma formacéo Ossea extrauterina adequada em RNs
prematuros, sdo necessarias ofertas similares de Ca e P correspondentes ao terceiro trimestre
gestacional. Entretanto, € dificil ofertar no ambiente extrauterino, por meio de alimentacéo

estes niveis possiveis pela via placentaria (DEMARINI et al., 1997).
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2.3.1 Suplementacéo de minerais e vitaminas

Pesquisadores tém documentado mudangas na mineralizagdo d6ssea de acordo com 0s
niveis de nutrientes e minerais ofertados, que podem ser administrados sob a forma de leite
materno suplementado ou através de férmulas especiais para prematuros (KOO & TSANG,
1993; TRINDADE, 2005; ROCHOW et al., 2010). Estudos longitudinais randomizados
sugerem a necessidade de altos niveis de oferta de Ca e P e vitamina D para promover
adequada mineralizacdo 6ssea em prematuros (GREER et al., 1986; HORSMAN et al., 1989;
BACKSTRON et al., 1999). No entanto, os minerais retidos pelo organismo séo resultantes
do total ministrado, do total absorvido pelo intestino e da quantidade eliminada pelos rins e
pelas fezes (TRINDADE, 2005).

A Academia Americana de Pediatria estabeleceu que as necessidades nutricionais de
prematuros devem ser equivalentes as necessidades intrauterinas no terceiro trimestre. Porém
as intervengdes nutricionais, apesar de promoverem um ganho de peso adequado, tém
mostrado um efeito minimo na mineralizacdo 6ssea de prematuros (HORI et al., 1995; KURL

et al., 2002; PETTERI et al., 2009).

2.3.2 Leite materno versus formulas na prevencdo e tratamento da doenca

0ssea metabdlica

Estudos reunindo dados de pesquisas sobre leite humano relatam que o conteudo de
Ca no colostro inicial ¢, em média, de 160 mg/L, passando no terceiro dia para 256 mg/L e
persistindo nestes valores até 3 meses, quando declina lentamente até 176 mg/L ao redor de

um ano. O conteudo do leite das mées de RNs prematuros ndo difere em relacdo ao Ca e ao P
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no primeiro més de vida. Estes dados indicam que o conteldo mineral do leite humano, no
volume possivel de ser ministrado, é insuficiente para manter a mineralizacdo pos-natal de
prematuros em niveis observados na fase intrauterina. Com intuito de resolver este problema,
foram desenvolvidos suplementos nutricionais para o leite humano, com formulagGes variadas
quanto ao contetdo de Ca e P, proteinas e outros minerais, bem como férmulas especiais para
prematuros que se propdem a ministrar quantidades elevadas de minerais, no sentido de
melhorar a mineralizacdo Ossea desses prematuros (RIGO et al., 2000). Pesquisadores
verificaram que a média de absor¢do de Ca em prematuros alimentados com formulas para
pré-termo varia de 36% a 75% do ingerido, semelhante ao observado para o leite humano
fortificado com célcio (KOO & TSANG, 1993). Uma revisdo sistemética sobre o efeito do
leite materno fortificado com multicomponentes constatou que esta intervengéo foi associada
com aumento no crescimento linear, perimetro cefalico e ganho de peso (KUSCHEL &
HARDING, 2004).

Rigo e colaboradores verificaram que as formulas para prematuros apresentam taxas
de incorporagdo mineral semelhantes ao leite humano, apesar de menor do que a observada
intrautero, entretanto, produzem maior crescimento longitudinal (RIGO et al., 2000). Da
mesma forma, Kurl e colaboradores estudaram 64 prematuros que receberam durante a
internagdo leite materno suplementado. Apds a alta, foram amamentados com leite materno
ou com férmula padrdo. Por ocasido da alta, 70% deles haviam desenvolvido déficit do
crescimento. Com o leite materno, foi mantido o ganho de peso linear, porém com risco
aumentado (OR 7,0; IC 95% 1,2-41,7) de valores baixos de CMO. Os autores concluem que a
suplementagdo do leite humano, bem como a utilizagdo de formulas especiais, proporciona

melhor crescimento, porém ndo normalizam a mineralizacéo 6ssea (KURL et al., 2002).
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2.3.3 Efeitos da carga mecénica na mineralizacéo

Enquanto as forcas mecénicas nos 0ssos estimulam sua formagéo e crescimento, a
inatividade predispde a reabsor¢do (LARSON, 2000). A forca mecéanica exercida pela
atividade fisica tem mostrado um efeito positivo na massa éssea de criangas, jovens e adultos
(McINTYRE etal., 1992; VICKERS et al., 2004; MCKELVIE et al., 2004 ).

E consensual na literatura especializada que atividades fisicas de maior sobrecarga
decorrentes do peso corporal bem como o treinamento de forca causam estimulos
osteogénicos devido ao aumento do estresse mecénico exercido sobre 0s 0ssos (CREIGHTON
et al., 2001). Entretanto, o processo fisioldgico responsavel pela resposta a esse esforgo néo é
claramente explicado. Segundo Menkes e colaboradores, uma possivel justificativa para o
aumento da DMO com o treinamento de forga é o efeito piezoelétrico 6sseo. Este efeito é
sugerido pela presenga de sinais bioquimicos que parecem refletir um campo elétrico,
possivelmente decorrente da sobrecarga aplicada. Essa teoria se aplica a qualquer deformacéo
ou sobrecarga Gssea causada por compressdo, tensdo, torgdo ou cisalhamento do tecido dsseo,
que ao gerar diferencas no potencial elétrico dos 0ssos, agem como um campo elétrico
estimulador da atividade celular, levando a deposicdo de minerais nos pontos de estresse
(MENKES et al., 1993). Turner e colaboradores constataram que cargas mecanicas em 0SS0S
criam um movimento na rede lacunar-canalicular preenchida pelos fluidos 6sseos que
promove uma cascata de eventos celulares, incluindo a elevacdo dos niveis intracelulares de
Ca, dos fatores de crescimento e da producéo de matriz 6ssea (TURNER et al., 1998). Estudo
realizado com ratos submetidos a exercicios por 13 semanas resultou em um balango positivo
de Ca e P e em aumento de massa 6ssea, com excre¢do urinaria de Ca e P semelhantes entre
0s grupos. Esta diferenca foi atribuida a uma melhor absorcéo intestinal de célcio (YEH et

al., 1989).
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Embora a sustentagdo de peso seja um dos fatores mais importantes para influenciar a
formacdo e reabsor¢do dos 0ssos, existem evidéncias de que exercicios que ndo utilizam
sustentacdo de peso também podem beneficiar a osteogénese (BOURRIN et al., 1995;
TURNER et al., 2005). De acordo com Andreoli e colaboradores, a respeito da remodelacéo
6ssea na inducdo de esforgo, uma pequena deformacdo ocorrida nas estruturas dsseas pode
aumentar a formag&o e inibir a reabsorcdo que ocorre dentro do ciclo de remodelacéo 6ssea
normal. Isso indica que, em nivel celular, o processo de remodela¢do induzido por uma
determinada carga € realizado pela acdo dos ostedcitos que atuam como receptores mecanicos
do estresse e liberam um fator quimico estimulador da proliferacdo de osteoblastos no local
estressado (ANDREOLLI et al., 2001). Outros pesquisadores acrescentam que 0 aumento da
carga mecénica gera uma forca de tenséo, que impede o remodelamento dos 0ssos e conserva
ou aumenta a massa Ossea (BARENGOLTS et al, 1994; PENG et al, 1994;
BAYRAMOGLU et al., 2005).

Apesar dos beneficios dos exercicios reportados em diferentes idades, seus efeitos no
metabolismo dsseo de individuos em fase crescimento parecem ter associacdo com adequada
oferta nutricional. Specker & Mulligan reportaram o efeito de um ano de exercicios no CMO
de criancas e verificaram que aquelas randomizadas para 0 grupo exercicio com baixa oferta
de Ca obtiveram CMO mais baixo. Os autores concluiram que um programa de exercicios em
criancas em fase de crescimento rapido pode reduzir o acréscimo de 0sso se houver baixa
oferta de nutrientes. Por esse motivo, deve haver cautela ao iniciar um programa de exercicios
em criangas com nutricdo inadequada, com doengas cronicas ou em uso de medicagdes que

interfiram na absorgéo de nutrientes (SPECKER & MULLIGAN, 1999).
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2.3.4 Fisioterapia motora e metabolismo 0sseo de RNs

A rotina em prematuros hospitalizados inclui 0 manuseio minimo, com objetivo de
facilitar a estabilidade e minimizar o estresse. O resultado desta inatividade pode levar a uma
estimulacdo inadequada do metabolismo 6sseo (VICKERS et al., 2004; MILLER, 2003).

O estudo do efeito da estimulagdo passiva em prematuros é recente. Em 1995, Moyer-
Mileur e colaboradores realizaram um estudo piloto com 26 prematuros. Foi testado um
protocolo de 5 minutos de exercicios passivos ao dia, por 4 semanas, em prematuros de até 34
semanas de idade gestacional e internados em unidade de terapia intensiva. Para avaliar a
mineralizacdo foram levantados dados antropométricos e avaliados niveis séricos de Ca, P,
FA, PTH, vitamina D, além de densitometria Gssea por single beam photon absorptiometry
realizada no antebrago. Nao houve diferengas nos grupos quanto ao ganho em comprimento,
havendo uma média maior em ganho de peso por dia no grupo exercicio. O percentual de
ganho em CMO foi de 34 % no grupo exercicio, enquanto o grupo controle obteve redugdo de
11%. A FA teve valores mais altos no grupo controle ao final do estudo. Apesar do tamanho
de amostra pequeno, com estes resultados os autores puderam sugerir que este protocolo de
exercicios passivos é capaz de aumentar os efeitos de uma adequada nutricdo em prematuros
saudaveis, promovendo ganho em massa Gssea similar aos ganhos intrauterinos e diminuindo
risco de osteopenia (MOYER-MILEUR et al., 1995).

O mesmo grupo de pesquisadores, em 2000, publicou resultados semelhantes de um
novo ensaio clinico realizado com 32 pacientes, utilizando o mesmo protocolo de exercicios.
A mineralizagio 6ssea foi avaliada através da andlise de composigdo corporal por DEXA
realizado no antebraco e marcadores bioquimicos. O grupo intervencdo apresentou valores

significantemente maiores de ganho de peso, além de maior CMO e massa muscular. Os
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valores da analise bioquimica foram similares entre os grupos. Apesar dos resultados
positivos, 0s autores ressaltam que a avaliagdo por DEXA de segmentos Gsseos necessita de
novos estudos para verificar o quanto esta técnica pode predizer a massa dssea corporal total
em prematuros. Outra limitagdo importante foi relacionada com as perdas referentes aos
marcadores bioquimicos (MOYER-MILEUR et al., 2000).

Nemet e colaboradores publicaram os resultados de uma pesquisa semelhante com 24
prematuros. Utilizaram o mesmo protocolo de exercicios proposto anteriormente por Moyer-
Mileur e colaboradores. Para avaliar a mineralizacdo 6ssea foram utilizados os marcadores
bioquimicos de formacdo 6ssea FAO e fragmento carboxiterminal do pré-colageno tipo 1
(PICP). A reabsorcdo foi avaliada pelo marcador ICTP. O grupo exercicio apresentou
significante aumento em FAO e reducéo de ICTP, porém o aumento no PICP ndo alcangou
significancia estatistica. Os autores concluiram que, apesar da amostra pequena, um breve
periodo de exercicios foi associado com evidéncia bioquimica de formacdo 6ssea em RNs
prematuros (NEMET et al., 2002).

Litmanovitz e colaboradores realizaram estudo semelhante ao de Moyer-Mileur,
porém com inicio do protocolo na primeira semana de vida. Utilizaram como instrumentos de
avaliacdo ultrassonografia quantitativa da tibia que mensura resisténcia Ossea e anélise
bioquimica. Na andlise bioquimica, observaram aumento da formacdo dssea e reducdo da
reabsor¢do no grupo intervencdo, porém ndo houve diferencas significativas entre os grupos
no final do estudo. A resisténcia avaliada por ultrassonografia quantitativa apresentou valores
menores no grupo controle, ao passo que permaneceu estivel no grupo exercicio. Concluiram
que hé reducdo importante da resisténcia 6ssea em prematuros no primeiro més de vida pds-
natal, e que um breve periodo diério de exercicios atenua esta perda, o que diminui o risco de
osteopenia nesta populagdo. Os autores acreditam que o ganho ndo foi similar ao verificado

por Moyer-Mileur pela utilizagdo de outra técnica de mensuracéo, pois a ultrassonografia
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quantitativa avalia a arquitetura 6ssea e a elasticidade, que pode ser inferior ao CMO no
mesmo periodo (LITMANOVITZ et al., 2003).

Nosso grupo de pesquisa publicou em 2008 os resultados de um ensaio clinico
randomizado realizado com 29 RNs prematuros estaveis e idade gestacional inferior a 35
semanas, internados na UTI neonatal do Hospital de Clinicas de Porto Alegre. O protocolo de
fisioterapia motora foi aplicado por um periodo superior ao dos estudos anteriores (15
minutos), 5 vezes na semana por um periodo medio de 25 dias. As variaveis avaliadas foram
medidas antropométricas e anélise de composicdo corporal total por DEXA, verificando
CMO, DMO, massa muscular e gordura corporal no inicio e no final do estudo. A média de
ganho de peso e comprimento linear foi superior no grupo intervencdo. O ganho de CMO
apods ajustes para o tipo de leite e ganho de peso foi de 434 + 274,55 mg e GC de -8,18 +
11,37 mg. O ganho de DMO apds 0os mesmos ajustes foi de 8,37 + 5,63 no grupo intervengao
contra -3,15 + 5,53 nos controles. A média de ganho de massa muscular no GF foi 272,13 g
contra 109, 10 no GC. Estas diferencas entre os grupos foram significativas. Concluimos que
15 minutos de estimulagdo passiva sdo superiores a 5 minutos para promover mineralizacdo
Ossea em prematuros e sugerimos que 0 exercicio no prematuro é um importante instrumento
na prevencdo da osteopenia da prematuridade (VIGNOCHI et al.,2008).

Outras formas ndo invasivas de estimulagdo, como estimulagdo tatil (massagens), em
geral relataram melhoras no crescimento, no comportamento e no desenvolvimento de RNs
prematuros. A estimulagdo tatil associada ou ndo a movimentos passivos tem levado a maior
crescimento e mineralizacdo 6ssea no periodo de internagdo neonatal, menos estresse e
melhor desempenho nas avaliacbes do desenvolvimento (HERNANDEZ et al., 1991;
SCAFIDI et al.,1993; FIELD et al., 2006).

Kuhn e colaboradores observaram que a massagem que incorpora tanto a estimulagdo

tatil como movimentos ocasiona aumento de peso e facilita o desenvolvimento neuronal em
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prematuros. Individuos em condigdes ndo estressantes demonstraram valores mais altos de
catecolaminas e cortisol (KUNH et al., 1991).

De forma similar, estudos experimentais fornecem fortes evidéncias do potencial da
massagem terapéutica para modular a resposta neuroenddcrina ao estresse. Em modelos
animais, situacOes de estresse pos-natal, tais como separacdo materna, dor repetitiva ou
desnutricdo na infancia, interrompem a maturagdo na resposta da adrenal ao estresse e afetam
permanentemente a estrutura corporal, a fisiologia e 0 metabolismo, aumentando a incidéncia
de doencas crbnicas do adulto (MEANEY et al., 1996).

A estimulacéo tatil durante a vida pos-natal precoce parece melhorar o controle da dor
e 0 ganho de peso e diminuir a resposta comportamental e enddcrina ao estresse em animais
adultos (ALASMI et al., 1997; VAN et al., 1998). De forma similar Chatterjee e
colaboradores demonstraram que a estimulacéo tatil durante a vida pos-natal precoce reverte
alteragdes neuronais induzidas pelo isolamento materno (CHATTERJEE et al., 2007).

Estudo realizado recentemente em modelo animal com RNs utilizando
histomorfometria demonstrou que estimulos téteis e cinestésicos foram associados com maior
ganho de peso, massa muscular, crescimento e resisténcia dssea e que os efeitos benéficos
permaneceram na idade adulta, sendo este o Unico estudo que avaliou respostas Gsseas a
longo prazo (CHEN et al., 2009).

Outras pesquisas relacionadas ao estresse neonatal em animais e humanos tém relatado
associacdo inversa entre ganho de peso e niveis de cortisol ou epinefrina, além de aumento da
liberacdo de hormonio do crescimento (GH). Postula-se que a massagem modula a resposta
do sistema nervoso autbnomo e a recuperagdo a estressores ambientais, minimizando o
impacto negativo de estresse pds-natal sobre o crescimento (JUTAPAKDEEGUL et al., 2003;
PANOGIOTARPOULOS et al., 2004; FENOGLIO et al., 2006; MOYER-MILEUR et al.,

2008).
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O crescimento somaético é regulado pela agdo do GH, que estimula o IGF 1 no figado,
0ss0s, musculos e outros tecidos. A atividade do eixo GH/IGF1 é maior no periodo pds-natal
e na adolescéncia. Moyer-Mileur reportou mais altos niveis de IGF 1 e dep6sito mineral 6sseo
em prematuros que receberam das maes ou de profissionais estimulos tateis e cinestésicos
pbs-natais diarios. Entretanto, hd necessidade de estudos para averiguar 0os mecanismos
envolvidos na associacdo entre ganho de peso, massa 0ssea, estimulacdo tétil e GH/IGF1
(MOYER-MILEUR et al., 2008).

De acordo com reviséo sistematica publicada em 2010, existem algumas evidéncias de
que exercicios passivos podem promover melhoras no ganho de peso e na mineralizagéo 6ssea
em prematuros nas primeiras semanas de vida. Porém é ressaltado que as pesquisas existentes
possuem limitacbes metodoldgicas, utilizam diferentes métodos de avaliacdo e possuem
amostras consideradas pequenas, havendo ainda necessidade de ensaios clinicos,
principalmente com grupos de RNs com maior risco de adquirirem osteopenia (SCHULZKE

et al., 2010).
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3JUSTIFICATIVA

As evidéncias atuais indicam que a fragilidade 6ssea que acomete RNs prematuros,
apesar da adequada oferta nutricional, permanece na infancia e adolescéncia, ocasionando
comprometimento da densidade mineral dssea, peso corporal, altura e maior de risco de
fraturas no decorrer da vida quando comparadas a populagdo de referéncia. Os efeitos da
desmineralizacdo levam & necessidade de implementar medidas que previnam estas
alteracOes, através de abordagens que incluam adequada oferta nutricional e estimulagéo
mecéanica para criancas nascidas prematuramente. Uma vez que as evidéncias atuais ainda séo
escassas, ha necessidade de estabelecer as consequéncias da limitacdo dos movimentos na
mineralizagdo Ossea, além de conhecer os efeitos da estimulagcdo passiva nos processos de

formacéo e reabsorgéo 6ssea de RNs prematuros.
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4 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito da fisioterapia motora na mineralizacdo 6ssea em recém-nascidos

prematuros com idade gestacional igual ou inferior a 35 semanas.

4.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

— Avaliar a formacéo e a reabsorcdo 6ssea de recém-nascidos prematuros, antes e apos
uma intervencdo fisioterapéutica, por meio dos marcadores bioquimicos fosfatase alcalina
0ssea dosada no plasma e deoxipiridinolina dosada na urina.

— Comparar o ganho de peso diario de recém-nascidos prematuros durante o periodo
de estudo.

— Estabelecer a existéncia de correlagdo entre ganho de peso e marcadores

bioquimicos.
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5 HIPOTESE

A fisioterapia motora passiva realizada 15 minutos ao dia no periodo de internagdo
neonatal promove maior ganho de peso, maior formacdo 6ssea e menor a reabsor¢éo 6ssea em
RNs prematuros com idade gestacional igual ou inferior a 35 semanas. O ganho de peso

apresenta correlacdo com os marcadores bioquimicos utilizados.
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6 PACIENTES E METODOS

6.1 DELINEAMENTO

Trata-se de um ensaio clinico randomizado.

6.2 LOCAL DE ESTUDO

O estudo foi desenvolvido na Unidade de Terapia Intensiva Neonatal do Hospital de

Clinicas de Porto Alegre, RS.

6.3 POPULACAO EM ESTUDO

A populacdo em estudo foi constituida de todos os RNs prematuros nascidos e

internados na unidade de terapia intensiva neonatal do HCPA.

6.4 AMOSTRA DA PESQUISA

Os pacientes estudados foram os RNs prematuros com idade gestacional igual ou
inferior a 35 semanas, com tamanho adequado para idade gestacional (AlG), nascidos e

internados na unidade de terapia intensiva neonatal do HCPA.



43

6.5 AMOSTRA

6.5.1 Critérios de inclusao

Para serem incluidos no estudo, os RNs deveriam:

® ser prematuros com idade gestacional igual ou inferior a 35 semanas;

= ter peso de nascimento entre o décimo e nonagésimo percentil para idade gestacional
(AIG) (ALEXANDER et al., 1996)

® estar estaveis;

= ter condicOes de receber dieta enteral com média calorica de 110 Kcal/kg ao dia.

6.5.2 Critérios de exclusao

Foram excluidos do estudo 0os RNs:

= com diagndstico de hemorragia periventricular graus 3 e 4, definida por ecografia
realizada na rotina assistencial;

= com diagndstico de displasia broncopulmonar, definida como necessidade de
oxigénio suplementar (FiO2 superior a 21%) ap6s 36 semanas de idade corrigida (JOBE &
BANCALARI, 2001);

= com diagnostico de sindromes genéticas ou malformagdes congénitas;

= com diagnostico de doencas neuroldgicas e ortopédicas;

® em ventilagdo mecéanica no momento da randomizagéo;

= em uso de diuréticos ou corticoesteroides.
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6.6 CALCULO DO TAMANHO DA AMOSTRA

O calculo do tamanho da amostra foi realizado no programa PEPI (Programs for
Epidemiologists) versdo 4.0 e baseado no estudo de Litmanovitz et al, (2003). Para um nivel
de significancia de 5%, um poder de 90%, um desvio padréo para o marcador FAO de 14 U/L
e uma diferenga de 20 U/L entre os dois grupos, esperando um tamanho de efeito padronizado
de 1,43, obteve-se um valor minimo de 12 pacientes em cada grupo. Ao considerar um

coeficiente de variagdo de 1% entre os ensaios, a amostra foi aumentada para 15 pacientes por

grupo.

6.7 RANDOMIZACAO

Os pacientes que preencheram os critérios de inclusdo, no momento em que estavam
tolerando alimentacdo enteral minima de 110 kcal/kg ao dia foram randomizados para grupo
controle (GC) ou grupo fisioterapia (GF).

Para a randomizagdo foi gerada uma sequéncia de nimeros aleatorios. Um funcionério

ndo envolvido na pesquisa realizou a alocagéo dos grupos.

6.8 INTERVENCAO FISIOTERAPEUTICA

O GC recebeu cuidados de rotina da equipe de enfermagem, além de cuidados
maternos diarios, como colo ou carinho, porém sem movimentacdo e compressdo articular
padronizada. O GF, além dos cuidados maternos, recebeu diariamente a intervengdo de um

fisioterapeuta, 5 vezes por semana, 15 minutos ao dia, com no minimo 30 minutos de
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intervalo ap6s a alimentacdo, sendo interrompida assim que o RN atingisse 2 kg (alta
hospitalar).

Os exercicios realizados foram movimentos de flexdo e extensdo passivos com
compressdes articulares suaves. Foram realizadas 10 repeticbes de cada movimento nos
punhos, cotovelos, ombros, tornozelos, joelhos e quadris, em decubitos laterais direito e

esquerdo. O tratamento foi realizado por um fisioterapeuta, que recebeu treinamento.

6.9 VARIAVEIS PRINCIPAIS

Todas as amostras foram armazenadas em freezer localizado no centro de pesquisas do
HCPA até a conclusdo do periodo da coleta dos dados. As dosagens laboratoriais foram

realizadas no laboratério de pesquisa em patologia clinica do HCPA.

6.9.1 Fosfatase alcalina 0ssea especifica: marcador de formacéo dssea

As amostras de sangue periférico foram coletadas no turno da manhd, apds a
randomizacdo e por ocasido da alta hospitalar. Apés a coleta o sangue ndo heparinizado era
centrifugado, o plasma separado e armazenado em freezer a uma temperatura de —-80°C em
tubos eppendorf devidamente identificados com o nimero do paciente.

O ensaio utilizado foi 0o METRA BAP- QUIDEL, através do método ELISA. Todas as
amostras foram mensuradas em duplicata, sendo utilizado o valor da média dos ensaios. Os

resultados foram expressos em U/L.
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6.9.2 Deoxipiridinolina urinaria: marcador de reabsorcéo 0ssea

As amostras de urina foram coletadas ap6s a randomizacdo e por ocasido da alta
hospitalar. A coleta era realizada no turno da manh& em virtude da variabilidade no marcador
relacionada ao ciclo circadiano, através de saco coletor e, em seguida, transferida para uma
seringa de 1 ml. Apds coletado, o material era centrifugado e armazenado em eppendorfs a
uma temperatura de -80°C, de acordo com recomendagdes do fabricante. Para analise, foi
realizado o ensaio METRA-DPD-QUIDEL, através do método ELISA. Todas as analises
foram realizadas em duplicata, sendo utilizado o valor da média de ambos. Os resultados

foram expressos em nanomols por litro de urina e corrigidos por creatinina (nmol/mmol).

6.9.3 Peso corporal

O peso corporal (g) era mensurado diariamente, no mesmo horéario, por um auxiliar
que desconhecia a alocagéo dos grupos. Os RNs foram pesados despidos, sempre nas mesmas
balancas digitais. O valor do peso diario em g era registrado em ficha de coleta de dados

(Anexo 1).

6.10 REGISTRO DA OFERTA DE NUTRIENTES

A alimentacdo enteral consistiu de leite materno com suplemento ou férmula infantil
na auséncia deste. Todos os dados referentes & alimentagdo eram registrados diariamente e
transformados em médias diarias de calorias, minerais, gorduras, proteinas e vitaminas

(Anexo 1).



47

6.11 EXAMES COMPLEMENTARES

As dosagens dos niveis séricos e urinarios de Ca e P eram obtidas semanalmente do
prontuario, por serem exames realizados na rotina assistencial destes pacientes.

Os niveis de PTH foram dosados no inicio do estudo e por ocasido da alta hospitalar.

Todos os exames laboratoriais foram realizados de forma cega por funcionarios que

ndo estavam envolvidos com a pesquisa.

6.12 INFORMACOES COMPLEMENTARES

Os seguintes dados foram coletados do prontuério do nascimento até a alta hospitalar:
® peso de nascimento;

® data de nascimento;

® comprimento ao nascimento;
®m jdade gestacional;

® género;

® etnia;

= Apgar;

® data da alta hospitalar;

m historia clinica;

® dias em ventilagdo mecanica;
® dias em oxigenioterapia;

m dias em NPT;

= medicamentos.
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6.13 CARACTERISTICAS MATERNAS

Os seguintes dados foram coletados através de registros do prontuario e entrevistas:
® jdade;

® doencas cronicas;

® tabagismo na gestacéo;

= uso de alcool e drogas;

= yso de medicamentos;

= data do parto.

6.14 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados sobre FAO e DPID foram comparados por andlise de covariancia
(ANCOVA) e expressos através de média e desvio padrdo. As médias de ganho em DPID e
FAO foram ajustadas utilizando como covariante a diferenga observada nas médias iniciais de
DPID. O mesmo tratamento foi adotado com referéncia ao peso inicial.

Os niveis séricos e urinérios de Ca P e PTH foram comparados pelo teste-t. Para
verificar correlagdes entre os marcadores bioquimicos e o ganho de peso foi utilizado o Teste
de Correlacéo Linear de Pearson. Foram considerados significativos valores de p<0,05 e
poder >90%. As analises foram realizadas no sistema Statistical Package for Social Sciences

(SPSS), versao 18.0.
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6.15 CONSIDERACOES ETICAS

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa do Hospital de Clinicas de
Porto Alegre (n° 100107). Todos os responséveis pelos participantes do estudo leram e
assinaram o Termo de Consentimento Informado (Anexo 2). Nenhuma amostra de sangue foi
obtida exclusivamente para a pesquisa. Foi coletado um pequeno volume adicional ao ja

requerido pela equipe assisténcial (40 microlitros).
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7 RESULTADOS

7.1 CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

Foram avaliados 30 prematuros, sendo 15 no GC e 15 no GF. Idade gestacional, idade
gestacional corrigida no inicio do estudo, peso de nascimento, género e etnia e nimero de dias
em tratamento foram similares. Ainda, os grupos foram homogéneos em nimero de dias de
ventilagdo mecénica e quanto ao uso de antibioticos anterior & alocagéo. Transfusdo sanguinea
por anemia foi realizada em 4 prematuros do GC e 6 do GF. Estes resultados encontram-se na

Tabela 1.

Tabela 1: Caracterizagdo da amostra

Variaveis Grupo P
Controle (n=15) Intervengdo (n=15)
Idade gestacional
(semanas) 30,73 + 1,53 30,87 + 1,41 0,806
IG corrigida ap6s 33,76 + 0,63 33,84 + 0,62 0,707
randomizagdo
Ndmero de dias em 25,87 + 3,14 24,73 + 2,18 0,261
tratamento
Ndmero de dias em 3,13 + 3,87 4,53 + 5,25 0,413
Ventilagdo mecanica
Ndmero de dias com 4,73 + 4,79 6,60 + 6,52 0,379
NPT
Género*
- Feminino 8 9 0,864
- Masculino 7 6
Etnia*
- Negra 1 2 0,825
- Branca 14 13
Uso de antibiodticos antes 8 10 0,710
da randomizacéo*
Transfusdo sanguinea 4 6 0,700

antes da randomizagao*

*Variaveis analisadas pelo teste Qui-quadrado e representadas por nimero de individuos. Demais variaveis
foram analisadas por Teste-t e representadas através de média e desvio padréo
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7.2 GANHO DE PESO E OFERTA DE NUTRIENTES

Foi realizado acompanhamento da oferta diaria de nutrientes e ndo foram encontradas
diferencas significativas na média de calorias, célcio, proteinas, vitamina D e tipo de leite
oferecido entre os RNs alocados em cada grupo. Os grupos foram homogéneos em relagdo ao
nimero de dias em nutri¢do parenteral total (NPT). Apesar da semelhante oferta nutricional, o

ganho de peso diério foi significativamente superior no GF (p<0,001). (Tabela 2).

Tabela 2: Ganho de peso e oferta de nutrientes

Variaveis Grupo p*
Controle (n=15) Intervencdo (n=15)

Peso Inicial (g) 1472 + 94,18 1373 + 93,84 0,007
Peso final (g) 2034 + 56 2037 + 36,73 0,864
Ganho de peso por dia (g) 20,96 + 4,24 27,43 + 3,73 <0,001
Ndmero de dias com NPT 473 + 4,79 6,60 + 6,52 0,379
Energia (calorias/kg/dia) 121,01 + 3,07 118,87 + 3,02 0,07
Oferta de Proteina (g/kg/dia) 3,23 + 0,17 3,22 + 0,17 0,765
Oferta de Calcio (mg/kg/dia) 164,25 + 6,12 162,09 + 5,24 0,310
Oferta de Fosforo (mg/kg/dia) 85,53 + 1,59 45,40 + 1,35 0,807
Oferta de Vitamina D (Ul /dia) 309,96 + 10 310,66 + 10,33 0,852
Tipo de leite*
- Leite materno fortificado 3 2 0,426
- Férmula nutricional 2 5
- Misto 10 8

*Variaveis analisadas pelo teste Qui-quadrado e representadas por nimero de individuos. Demais variaveis
foram analisadas por Teste-t e representadas através de média e desvio padréo

7.3 CARACTERISTICAS MATERNAS

N&o houve diferenca significativa em relacdo a estacdo do ano no momento do
nascimento (p=0.71). Os demais dados maternos e da gestacdo também foram similares:
tabagismo na gestacdo ocorreu em 2 gestantes do GC e em 3 do GF. Infecgdo urinaria foi

diagnosticada em 5 gestantes, sendo 3 no GC e 2 no GF. Pré-eclampsia esteve presente em 13
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gestacdes, 8 no GC e 5 no GF. Corticoesteroide antenatal foi utilizado por 2 gestantes do GC
e por 3 do GF. Asma foi relatada como doenga cronica em uma gestante do GF e ndo houve
nenhum caso de diabetes gestacional ou prévia a gestacéo, de alcoolismo ou de uso de drogas

na amostra estudada. (Tabela 3)

Tabela 3: Caracteristicas da gesta¢ao

Variaveis Grupo P
Controle (n=15) Fisioterapia (n=15)

Infeccdo urindria 3 2 0,624
Tabagismo na gestacéo 2 3 0,713
Corticoide antenatal 2 3 0,624
Pré-eclampsia 6 5 0,705
Estacdo do ano no parto

Primavera/verdo 7 5

Outono/Inverno 8 10 0,710

* Variaveis analisadas pelo teste Qui-quadrado e representadas por nimero de individuos

7.4 ANALISE BIOQUIMICA

7.4.1 Fosfatase alcalina 6ssea especifica

Os niveis de FAO eram similares entre os dois grupos antes de iniciada a intervencéo
e, uma vez concluido o protocolo, foram significativamente maiores no GF (Tabela 4 e Figura
1). Além disso, na andlise intra-grupos, o GF apresentou uma elevagdo nestes niveis em
relagdo aos valores iniciais (p<0,001). A elevagdo ocorrida no GC ndo apresentou

significancia estatistica (p=0,286).
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7.4.2 Deoxipiridinolina urinaria

Os niveis de DPID antes da intervencdo eram significativamente maiores no GF
quando comparados ao GC, e apés a intervencdo os niveis de DPID reduziram no GF e
aumentaram no GC, sendo esta diferenga significativa. Ou seja, 0 GF apresentou redugdo no
valor da DPID até o final do estudo, enquanto o GC obteve aumento do mesmo marcador
(p<0,001). No final do estudo, a diferenca observada entre os grupos foi significativa (Tabela
4 e Figura 2).

No modelo ajustado, utilizando como covariantes a média inicial de DPID e 0 peso
inicial, tanto as médias do ganho em FAO como em DPID permaneceram significativas
(Tabela 4).

Houve correlacdo negativa entre o ganho de peso e os niveis de DPID (r=-0,64;

p=0,001) (Figura 3). N&o houve correlagéo significante entre ganho de peso e FAO.

7.4.3 Exames complementares

Os niveis séericos de Ca, P e PTH foram semelhantes entre os grupos antes e apds a

intervencgdo. Os resultados das analises bioquimicas sdo sumarizados na Tabela 4.
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Tabela 4: Avaliacdo bioquimica do metabolismo Osseo prévia e apds protocolo de

fisioterapia em prematuros

Variaveis Grupo p
Grupo Controle (15) | Grupo Fisioterapia 15

DPID (nmol/mmol)
Inicial 64,13 + 33,87 104,90 £ 45,77 0,01
Final 131,40 £ 42,79 59,40 £ 31.94 <0,001
Ganho ou Diferenga 67,27 £ 50,99 -45,53 +43,80 <0,001
Ganho* (média ajustada para DPID 49,94 + 11,05 -28,21 + 11,05 <0,001
Inicial e peso inicial)
FAO
Inicial 108,28 + 12,86 104,98 + 19,40 0,588
Final 112,27 + 13,18 126,31 + 16,72 0,02
Ganho ou diferenca 3,98 +13,92 21,33+14,72 0,003
Ganho * (média ajustada para peso 2,87 £3,99 22,44 + 3,99 0,003
inicial)
CALCIO sérico (mg/dl)
Inicial 8,92 + 0,64 8,95+ 0,58 0,883
Final 8,93+0,42 8,74 +0,53 0,277
FOSFORO sérico (mg/dl)
Inicial 6,77 £0,89 6,86 + 0,58 0,737
Final 6,93 £ 0,66 6,87 £ 0,56 0,982
PTH (pg/ml) N=14 N=15
Inicial 25,53 + 3,52 24,24 £2,79 0,280
Final 24,77 £ 4,03 24,91 + 2,56 0,920

*Meédias ajustadas por ANCOVA. Demais médias comparadas através de Teste-t. Resultados expressos através

de média e desvio padréo.
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8 DISCUSSAO

Um protocolo de fisioterapia motora instituido durante o periodo de internagéo
neonatal, 5 dias por semana, 15 minutos por dia, com movimentos de flexdo e extenséo
passivos e compressdes articulares suaves demonstrou efeito benéfico na mineralizacdo dssea.
FAO, marcador de formagdo Gssea, apresentou aumento nos dois grupos estudados, porém,
este aumento foi significativo apenas no grupo que recebeu a intervengdo. O comportamento
da DPID mostrou que no GC houve aumento de reabsorcéo 6ssea no decorrer do tempo. J& no
grupo que recebeu a fisioterapia, esta reabsor¢do foi reduzida de maneira significativa. O
comportamento destes marcadores no decorrer do estudo mostrou, de forma precoce, que 0
desequilibrio entre formacdo e reabsor¢do observado inicialmente foi atenuado com a
intervencdo. A desmineralizagdo excessiva, presente nesta fase da vida de RNs prematuros
parece ser desacelerada ou interrompida com esta intervencdo fisioterapéutica. Além disso,
com a mesma oferta diaria de nutrientes, o ganho de peso diario foi superior no grupo em que
foi instituida fisioterapia motora passiva.

Verificamos que o ganho de peso apresentou significativa correlagédo negativa com os
niveis de DPID. Este achado estd de acordo com estudos prévios, e sugere que este ganho
relaciona-se com maior quantidade de massa magra e massa 0ssea, ndo estando associada
apenas com ganho em gordura corporal, e corrobora a conclusdo de que, ao ocorrer menor
desmineralizacdo Ossea, maior serd o ganho de peso (MOYER-MILEUR et al., 2000;
ELIAKIN et al., 2002; VIGNOCHI et al., 2008).

Em concordancia com nossos resultados, estudos que utilizaram massagens associadas
com estimulos tateis e cinestésicos em RNs encontraram em curto prazo maior ganho de peso
e massa 0ssea (FIELD, 2002; FIELD et al., 2006; MOYER-MILEUR et al., 2008; CHEN et

al., 2009). Em modelo experimental, os mesmos resultados também foram observados na
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idade adulta (CHEN et al., 2009). Varios autores sugerem que estas interven¢es modulam a
resposta do sistema nervoso autdbnomo a estressores ambientais, minimizando o impacto
negativo do estresse pds-natal sobre o crescimento (FIELD et al., 2006; JUTAPAGDEGUL et
al., 2003; PANOGIOTARPOULOS et al., 2004; MOYER-MILEUR et al., 2008; CHEN et
al., 2009; FENOGLIO et al., 2006).

Nemet e colaboradores registraram resultados semelhantes aos do nosso estudo. O
grupo intervencdo apresentou significativa redugdo dos niveis de ICTP e do aumento em
FAO, porém o aumento no PICP (outro marcador de formacdo Ossea) ndo alcancou
significancia estatistica (NEMET et al., 2002). A diferenca entre FAO e PICP pode ser
explicada, uma vez que a FAO tem sido considerada superior para avaliar formacao 6ssea, ao
apresentar menos de 10% de reacdo cruzada com sua isoforma hepética e ndo ser influenciada
pela filtragdo glomerular (CROFTON, 1999; RAUCH, 1997).

Litmanovitz e colaboradores, de forma similar, avaliaram o efeito da estimulagdo
passiva realizada nas primeiras semanas de vida de recém-nascidos prematuros. Encontraram
resultados significativos no aumento da formacdo e na reducdo da reabsorgcdo dGssea em
prematuros que receberam exercicios passivos. No entanto, dosaram a reabsorgdo através do
marcador ICTP, e a diferenca observada entre os grupos ndo foi significativa no final do
estudo (LITAMNOVITZ et al., 2003). O marcador DPID foi escolhido para nossa pesquisa
por ndo ser absorvido pelo intestino, podendo ser mensurado sem necessidade de restricdo
alimentar, tornando seu uso vantajoso em criangas em relagdo aos demais marcadores de
reabsor¢do. Além disto, sua variabilidade ndo é afetada pelo elevado turnover @sseo,
caracteristico desta fase neonatal (COWEL et al., 1993; GFATER et al., 1997; CROFRON et
al., 1999).

Outro aspecto a ser discutido refere-se ao tempo de estimulagdo. Os protocolos das

pesquisas citadas reportaram o efeito de 5 a 10 minutos de exercicios passivos ao dia
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(MOYER-MILEUR et al., 2000, NEMET et al., 2002; LITMANOVITZ et al., 2003). Em
estudo prévio, ao aplicarmos o mesmo protocolo de fisioterapia, os efeitos resultantes de 15
minutos ao dia foram superiores aos obtidos com 5 minutos no ganho de massa 0ssea,
avaliado por DEXA de corpo total (VIGNOCHI et al., 2008). Entretanto, a frequéncia ideal
de estimulagcdo passiva € motivo de questionamento em prematuros. Pesquisadores
observaram que prolongada estimulagdo mecénica leva a dessensibilizacdo da célula dssea
(UMEMURA et al., 1997; ROBLING et al., 2001). A formagdo dssea induzida pela carga foi
duas vezes melhor nos grupos que realizaram um periodo de repouso minimo de 4 horas.
Apobs 24 horas de repouso 98% da mecanossensibilidade da célula dssea foi recuperada,
sugerindo que a resposta osteogénica ao exercicio pode ser melhor em regimes que
incorporam periodos de repouso entre curtas sessdes de exercicio de estimulacdo
(UMEMURA et al., 1997).

O crescimento 6sseo é influenciado por diversas condigdes, tais como doengas, uso de
medicamentos e pelo tipo de alimentacdo (MORA et al., 1994; KURL et al., 2002). Para
controlar estes fatores podem ser necessarios estudos multicéntricos, a despeito da
desvantagem de diferentes préticas alimentares entre os centros. Uma possivel limitacdo de
nosso estudo é o pequeno tamanho da amostra, no entanto, o fato de ser um estudo
unicéntrico, com critérios de selecdo e inclusdo rigorosos e randomizacdo garantiu uma
amostra homogénea na oferta de nutrientes, minerais e suplementacdo de vitamina D, dado
relevante, ja que recentemente foi demonstrado que o ganho de peso e 0o CMO de prematuros
se relacionam com adequado equilibrio &cido-base, propiciado pela administracdo de
suplementos ao leite materno (ROCHOW et al., 2010).

A selecdo de nossa amostra foi criteriosa. Foram incluidos prematuros sem doencas
associadas diretamente com alteracdo do metabolismo 6sseo, sem necessidade de diuréticos e

de ventilagdo mecénica prolongada, sem dificuldades alimentares e, necessariamente, com
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tamanho adequado para idade gestacional. Os prematuros pequenos para a idade gestacional
possuem maior tendéncia para desmineralizacdo, especialmente relacionada com o
crescimento intrauterino restrito, e no periodo pds-natal imediato podem apresentar padrdo de
crescimento fisico ou catch-up mais acelerado, necessario para recuperar a trajetoria usual de
crescimento (NAMGUNG et al., 1993; ALBERTSSON & KALBERG,1994; CHUNGA et
al., 1996).

Aspectos relacionados a sazonalidade foram levados em consideragdo na analise de
nossos resultados. Diferencas relacionadas a sazonalidade sdo descritas na literatura como
importante causa de deficit de vitamina D e deficiente mineralizacdo dssea. GestagBes
ocorridas durante o inverno sdo relacionadas com menor mineralizacdo dssea ao nascimento
(DOCIO et al., 1998; NAMGUNG et al., 1999; BASSIR et al., 2001). Nossos percentuais de
prematuros nascidos no inverno e no verdo foram semelhantes entre os dois grupos.

Um aspecto relevante e positivo de nosso estudo foi o momento da randomizacdo, uma
vez que o elevado turnover d6sseo no prematuro é demonstrado pela variabilidade dos
marcadores biogquimicos com o passar da idade pos-natal. A FAO, diferentemente de outros
marcadores, apresenta uma variabilidade significativa nas duas primeiras semanas de vida e,
na nossa amostra, 0s recém-nascidos foram randomizados ap0s este periodo. Para o marcador
DPID, a variabilidade ao longo do tempo ndo mostrou significancia (CROFTON et al., 1999).

Ainda é desconhecido 0 mecanismo exato que promove a alteragdo 6ssea induzida por
exercicio em RNs prematuros. O protocolo de exercicios fisioterapéuticos utilizados nesta
pesquisa incluiu amplitude passiva de movimento com suave resisténcia ao final da flex&o e
extensdo nas articulagbes. A carga mecanica gerada causa aumento de presséo na articulacéo
e tensdo sobre a musculatura, estimulando a mineralizagéo 6ssea e promovendo uma cascata
de eventos celulares, incluindo a elevagdo dos niveis de Ca intracelulares e da expressdo de

fatores de crescimento com consequente aumento da producéo de matriz 6ssea (PENG et al.,
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1994; FROST, 1996; TURNER, 1998). Segundo Andreoli e colaboradores, a deformacéo que
ocorre nas estruturas envolvidas pode levar a um 6timo nivel de formag&o e a uma inibicéo da
reabsorgdo que ocorre dentro do ciclo de remodelacdo 6ssea normal. Isso indica que, em nivel
celular, o processo de remodelacdo induzido pela sobrecarga € realizado pela acdo dos
ostedcitos que atuam como receptores mecénicos do estresse aplicado e liberam um fator
quimico estimulador da proliferacdo de osteoblastos no local estressado (ANDREOLI et al.,
2001).

Em relacdo ao exercicio na infancia, pesquisas mostram que a expansao periosteal
ocorre predominantemente durante as fases de crescimento e como conseqiiéncia, a infancia e
adolescéncia fornecem uma janela de oportunidade para melhorar o crescimento periosteal
com o exercicio. O crescimento periosteal determina a amplitude do periésteo de um 0sso,
que é importante na saude do esqueleto por duas razbes principais. Primeiramente, a adigdo de
0ss0 na superficie periosteal melhora a resisténcia do osso mais efetivamente a flexdo e
tor¢do. Em segundo lugar, a reabsor¢do do osso da superficie periosteal € rara no adulto, cujo
local de remodelamento ¢ a superficie trabecular e endocortical (KANNUS et al., 1995). Estas
observacBes indicam que a largura do peridsteo permanecerd intacta até a maturidade e,
apesar de haver necessidade de estudos de acompanhamento mais longos na populagdo de
prematuros, pesquisadores acreditam que exercicios durante periodos de crescimento podem
reduzir o risco de fraturas ndo traumaticas, inclusive nas décadas seguintes (KARLSSON et
al., 2002; TURNER, 2005).

No presente estudo, o aumento nos niveis do marcador FAO e, principalmente, a
grande reducdo dos niveis de DPID ap6s protocolo de exercicios ao qual nossa amostra foi
submetida, demonstram que o desequilibrio entre a formac&o e a reabsorcdo 6ssea parece ser
atenuado com a intervencdo, especialmente através da desaceleracdo da reabsorcdo Gssea

ocorrida no periodo de internacéo pds-natal de RNs prematuros.
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CONCLUSAO

Nosso estudo demonstrou que uma proposta de intervencgdo fisioterapéutica aplicada
por meio de exercicios passivos realizados 15 minutos por dia, ao longo de quatro semanas,
promove maior formag&o Gssea, reduz a reabsor¢do e ocasiona maior ganho de peso, enquanto
a limitagdo destes movimentos predispde a reabsorcéo.

Verificamos que no grupo intervencdo a reabsor¢do Ossea analisada pelo marcador
DPID foi significativamente reduzida, enquanto a formacdo Ossea analisada pelo marcador
FAO elevou-se. Além disso, com mesma oferta diaria de nutrientes, o ganho de peso ao dia
foi superior no grupo que recebeu o protocolo de fisioterapia motora passiva. Foi possivel
estabelecer correlacdo negativa entre o ganho de peso e o marcador DPID, fato que fortalece a
conclusdo de que, ao ocorrer menor desmineralizagdo 6ssea, maior sera 0 ganho de peso
destes pacientes.

Os beneficios da prevencdo e do tratamento da doenga metabolica dssea da
prematuridade, aléem de uma alimentacdo adequada, devem incluir estes exercicios a fim de
melhorar a qualidade 6ssea do prematuro. Estudos de acompanhamento por maior periodo s&o
necessarios para verificar se o efeito protetor do exercicio nesta fase persiste na infancia e

idade adulta.
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ANEXO 1 - Formulario para registro de dados

Grupo:
Registro nimero:

1 DADOS MATERNOS

Idade:

Data do parto:
Medicamentos:
Tabagismo na gestacdo;
Alcool:

Drogas:

Problemas de saude:
Endereco:

Telefone:

Nome e endereco e telefone de vizinho, amigo ou familiar:
Ndmero de filhos:
Estado civil:

Renda familiar:
Telefone para recados:

2 AVALIACAO DOS PACIENTES

NUmero de registro:
Data de nascimento:
Género:
Etnia:
Idade Gestacional:
Idade Gestacional Corrigida na Entrada:
Peso ao nascer:
Idade no inicio do protocolo:
Comprimento ao nascer:
Perimetro cefalico:

APGAR 1e5
Historia clinica antes da entrada no protocolo:
Intercorréncias durante o estudo



3 REGISTROS ANTROPOMETRCOS REGULARES E OFERTA DE NUTRIENTES:

GRUPO:

REGISTRO NUMERO:

Peso ao Nascimento

DIAS 01|02 | 03|04

05

06

07

08

09

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

Peso (g)

Ganho de Peso/Dia

TOTAL

TIBIAL

COMPRIMENTO

(cm)

RADIAL

Per. Cef

Tipol

Via®

Cal/kg/dia

Quantidade/kg/dia

Proteina
(g/Kg/dia)

Célcio
(mg/Kg/dia)

Fosforo
(mg/kg/dia)

Magnésio
(mg/Kg/dia)

Vitamina D
(Ul/dia)

ALIMENTAGCAO

! 1 = leite materno; 2 = férmula infantil
21=COPO; 2=SNG; 3=SNE; 4 = SM
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ANEXO 2 - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Titulo da pesquisa:

ANALISE DOS MARCADORES BIOQUIMICOS DEOXIPIRIDINOLINA
URINARIA E FOSFATASE ALCALINA OSSEA ESPECIFICA NO
METABOLISMO OSSEO DE RECEM-NASCIDOS PRE-TERMO

SUBMETIDOS A FISIOTERAPIA MOTORA

Justificativa e objetivos: Prematuros com baixo peso possuem grande risco de
desenvolver fragilidade dssea por ndo ter completado todo seu desenvolvimento 6sseo dentro
do Utero. Este problema pode continuar na infancia com risco de fraturas.

O objetivo desta pesquisa, portanto é de avaliar se os exercicios realizados pelo
fisioterapeuta podem melhorar a qualidade dssea, crescimento e ganho de peso do seu bebé,
pois ja se sabe de pesquisas anteriores que a pouca movimentagdo pode aumentar essa
tendéncia a ter 0Ssos menos resistentes.

Procedimentos a serem utilizados nos bebés que forem sorteados para o grupo de
tratamento:

O seu bebé fard exercicios leves, suaves nos bracos e pernas realizados por um
fisioterapeuta.

Estes exercicios serdo iniciados quando a crianga estiver bem, e serdo realizados uma
vez ao dia, cinco dias por semana até seu filho completar 2 quilos.

Para comprovar que esses exercicios podem melhorar a qualidade dos ossos do seu
bebé e melhorar seu peso e crescimento, faremos exames simples de sangue e urina, que
também serdo coletados antes do inicio dos exercicios e aos 2 quilos e irdo auxiliar na anélise
dos nossos resultados. Para podermos divulgar o modo de realizar os exercicios precisaremos
fotografar ou filmar o seu bebé realizando-os, para isso também precisaremos da sua
autorizacdo para o uso das imagens, lembrando que as mesmas ndo mostrardo o rosto nem
mesmo divulgarédo o nome do seu bebé.

Se 0 seu bebé ndo for sorteado, ele ndo ira realizar este tratamento fisioterapéutico,
porém, ndo deixara de receber todo tratamento medico e fisioterapéutico que ja esta sendo
realizado. Neste caso fard apenas os exames utilizados para avaliar como estd o crescimento e
desenvolvimento 6sseo do seu bebé.

Desconfortos ou riscos esperados: Os exames serdo coletados na rotina assistencial
do prematuro, ndo haver, portanto, desconforto adicional ao j& experimentado decorrente das
puncdes obrigatorias assistenciais. Os exercicios realizados ndo trazem nenhum risco para seu
bebé.
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Beneficios que se pode obter: Outros pesquisadores que realizaram pesquisas
parecidas conseguiram sugerir alguns beneficios na realizagdo dos exercicios. Esses
beneficios incluem melhor desenvolvimento, melhor ganho de peso e crescimento e melhora
da qualidade e resisténcia dos 0Ssos.

Custos: A pesquisadora da garantia de que nenhum custo referente a pesquisa sera de
responsabilidade dos responsaveis.

E ressaltado que a concordancia em participar deste estudo ndo implica em
modificacdo do tratamento que estd sendo feito para seu filho. Da mesma forma, a ndo
concordancia em participar deste estudo ndo ira alterar o tratamento j& estabelecido.

Eu (responsavel) fui informado dos
objetivos da pesquisa de maneira clara e detalhada. Recebi informagdes a respeito do estudo e
esclareci minhas duvidas. Sei que em qualquer momento poderei solicitar novas informacoes
e modificar minha deciséo assim que eu desejar

Os pesquisadores Carine Vignochi e Rita de Cassia Silveira certificaram-me que todos
os dados da pesquisa sdo confidenciais e terei liberdade de tirar meu consentimento de
participagdo desta pesquisa caso desejar.

Se houver novas duvidas sobre este estudo, posso chamar Carine Vignochi pelo

telefone 84496605 para qualquer esclarecimento sobre meus direitos e do meu filho como
participantes deste estudo.

Declaro que recebi copia do Presente Termo de Consentimento.

Assinatura do responsavel Nome Data
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ARTIGO - VERSAO EM PORTUGUES

FISIOTERAPIA MOTORA PASSIVA REDUZ A REABSORCAO E

AUMENTA A FORMACAO OSSEA EM RECEM-NASCIDOS PREMATUROS.

RESUMO

Introducdo: Recém-nascidos pré-termo hospitalizados costumam receber manuseio minimo
com objetivo de protegé-los de estresse. Como resultado desta inatividade pode ocorrer
aumento da reabsorcdo Ossea e desmineralizagdo. Objetivo: Avaliar a formagdo Ossea de
recém-nascidos pré-termos, antes e apds um protocolo de fisioterapia motora, por meio dos
marcadores bioquimicos fosfatase alcalina 6ssea especifica (FAO) e deoxipiridinolina urinéria
(DPID). Meétodo: Ensaio clinico controlado e randomizado incluiu 30 recém-nascidos pré-
termos com idades gestacionais iguais ou inferiores a 35 semanas e peso adequado para a
idade gestacional (AlG) randomizados em grupo controle (GC) e grupo fisioterapia (GF). No
GF foi aplicado o protocolo de fisioterapia motora que consistiu de 15 minutos diérios de
movimentos passivos com compressdes articulares suaves, cinco dias por semana.
Diariamente foram obtidos dados sobre alimentacdo e peso corporal. FAO e DPID foram
coletados apds a randomizacdo e apds quatro semanas de intervengdo, em ambos 0s grupos.
Foi realizado teste de ANCOVA para comparar as médias dos dois grupos. Resultados: No
inicio do estudo, a idade gestacional e idade gestacional corrigida, peso de nascimento e
género foram similares entre os grupos. Na oferta de nutrientes, tempo de uso de Nutricdo
Parenteral total (NPT) e Ventilagdo mecénica os grupos foram homogéneos. No GF o
aumento nos niveis de FAO foi de 22,44 + 3,49 U/L ap0s a intervencdo, ao passo que o GC
apresentou aumento de 2,87 + 3,99 U/L (p= 0,003). No GF houve reducédo nos niveis de DPID
de 28,21 = 11,05 nmol/mmol, enquanto no GC houve aumento de 49,95 + 11,05 nmol/mmol
(p<0,001). Conclusdo: Uma proposta de intervencdo fisioterapica aplicada por meio de
exercicios passivos e por um curto periodo de tempo (15 minutos), diariamente ao longo das
quatro semanas, resulta em efeitos favoraveis ao metabolismo 6ésseo dos recém-nascidos
prematuros. Os beneficios da prevencdo e do tratamento da doenca metabdlica 6ssea da
prematuridade, aléem de uma alimentacdo adequada, devem incluir estes exercicios passivos
com suaves compressoes articulares a fim de melhorar a qualidade 6ssea do prematuro.

Palavras-chave: Prematuro. Marcadores bioquimicos. Fisioterapia. Osteopenia.
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Introducéo

A interacéo entre a oferta de minerais, a atividade dos hormdnios calciotropicos e 0s
movimentos fetais contra a parede uterina, é essencial para o apropriado desenvolvimento do
esqueleto intrauterino®?. A nutricdo p6s-natal do recém-nascido prematuro procura melhorar a
mineralizagdo, ndo se igualando, no entanto, & oferta intrauterina. Para uma formacdo dssea
extrauterina adequada em sdo necessérias ofertas similares de Ca e P correspondentes ao
terceiro trimestre gestacional. Entretanto, € dificil ofertar no ambiente extrauterino, através da
alimentagéo, os niveis possiveis pela via placentaria®. Como consequéncia ocorre aumento da
fragilidade Gssea, suscetibilidade para fraturas e disturbios de crescimento, denominados
osteopenia da prematuridade. Observa-se que estas alteracdes podem perdurar no decorrer da
infancia e da idade adulta®*”.

O cuidado padrdo de recém-nascidos prematuros em unidades de terapia intensiva em
geral consiste na restricdo da estimulagdo sensorial e fisica como forma de manter a
estabilidade e reduzir o estresse pds-natal®. Os prematuros hospitalizados costumam receber,
portanto, limitada estimulacdo motora. O resultado desta inatividade e a dificuldade de oferta
de minerais colaboram para a inadequada estimulagdo do metabolismo 6sseo”® %%,

Existem evidéncias de que as forcas mecanicas nos 0ssos estimulam a formacgéo e o
crescimento, enquanto a inatividade predispde a reabsorcdo’**. Estudos em criangas e adultos
tém sugerido que programas de exercicios regulares podem ser uma intervencdo simples que
promovem melhor mineralizacdo dssea e crescimento e tém sido utilizados como parte do
tratamento e da prevencdo da osteopenia em diferentes estigios da vida, por induzir os
osteoblastos a aumentarem sua atividade em resposta & sobrecarga mecanica” %314,

Nos ultimos anos, pesquisadores tém sugerido que 5 minutos de estimulagdo passiva
15,16,17.

diaria resulta em aumento de densidade mineral 6ssea em recém-nascidos prematuros

No entanto, de acordo com recente revisdo sistematica, as evidéncias atuais ainda nao
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suportam seu uso rotineiro. As diferentes formas de avaliacdo da mineralizacdo Ossea e as
limitag®es metodoldgicas tem limitado estes resultados™.

Nosso grupo de pesquisas publicou em 2008 o efeito de 15 minutos de exercicios
aplicados 5 vezes por semana através de dual X-ray absorptiometry (DEXA) de corpo total.
Os resultados demonstraram aumento de contetido mineral 6sseo (CMO), fato que colabora na
constatacdo de que o exercicio passivo no pré-termo é um importante instrumento na
mineralizagdo dssea e na prevencdo da osteopenia da prematuridade. Contudo, ndo foram
dosados marcadores bioqul’micoslg. Através da medida de CMO e DMO, podemos verificar,
apenas, se existe menor quantidade 6ssea produzida. A andlise bioquimica permite conhecer,
de forma conjunta, se a falha na mineralizacdo ocorreu por escassez de formagéo ou se houve
reabsorcdo exacerbada, propiciando, portanto, avaliar de forma dindmica as alteracdes 0sseas
mais recentes, antes de representarem perdas em gramas de mineral 6sseo e se o desequilibrio

pode ser atenuado ou revertido pela intervencéo fisioterapéutica®.

Material e Método

Ensaio clinico controlado e randomizado realizado na UTI Neonatal do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre (HCPA) incluindo recém nascidos prematuros com idades
gestacionais iguais ou inferiores a 35 semanas, adequados para a idade gestacional (AIG),
hemodinamicamente estaveis e em condicOes de receber alimentagdo enteral suficiente para
proporcional oferta média calérica de 110 ml/kg ao dia. Foram excluidos aqueles recém-
nascidos em ventilagdo mecénica no momento da randomizagéo, hemorragia periventricular
graus 3 e 4, displasia broncopulmonar, doengas neuroldgicas, malformacfes congénitas e
sindromes genéticas e que estivessem em uso de diuréticos ou corticosterdides.

A alimentagdo enteral dos pacientes constituiu em leite materno suplementado ou

formula infantil na impossibilidade de ofertar leite materno.
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Randomizagédo
Para a randomizacdo foi gerada uma sequéncia de nimeros aleatorios. Uma pessoa
ndo envolvida na pesquisa realizou a alocacdo dos grupos. Os pacientes que preencheram oS
critérios de inclusdo, no momento que estavam tolerando alimentacdo enteral de 110 kcal/kg
ao dia, foram randomizados para grupo controle (GC) ou grupo fisioterapia (GF). Ambos
receberam o mesmo cuidado de rotina assistencial, além de colo e ou carinho materno. O GF,

além destes cuidados, recebeu o protocolo descrito a seguir.

Protocolo de exercicio fisioterapéutico

A pesquisadora realizou diariamente a intervencdo fisioterapéutica, cinco dias por
semana, 15 minutos ao dia, que foi realizada no minimo 30 minutos apds o paciente receber a
alimentacdo e foi interrompida no momento em que o recém-nascido atingiu 2000 gramas
(momento da alta hospitalar). Os exercicios realizados foram movimentos de flexdo e
extensdo passivos com compressdes articulares suaves ao final de cada movimento. Foram
realizadas 10 repeticdes nos punhos, cotovelos, ombros, tornozelos, joelhos e quadris, em

decubitos laterais direito e esquerdo.

Variaveis principais

Fosfatase alcalina 6ssea especifica (FAQO): Marcador de formacdo 6ssea

As amostras de sangue foram coletadas apds a randomizagdo e na alta hospitalar,
sempre no turno da manh, e em seguida foram armazenadas em freezer com temperatura de -
80° C, no centro de pesquisas do HCPA. Para a andlise foi realizado o ensaio
METRA-BAP-QUIDEL, através do método ELISA. Todas as amostras foram mensuradas em

duplicata, sendo utilizado o valor da média dos ensaios. Os resultados foram expressos em
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U/L. Nenhuma amostra de sangue foi obtida exclusivamente para a pesquisa. Foi coletado um

volume adicional ao j& requerido pela equipe assistencial.

Deoxipiridinolina urinaria (DPID): Marcador de reabsorcéo 6ssea

As amostras de urina foram coletadas apds a randomizagdo e por ocasido da alta
hospitalar. A coleta era realizada sempre no turno da manh& em virtude da variabilidade no
marcador relacionada ao ciclo circadiano. Ap6s coletado, o material era armazenado em
freezer com temperatura de -80° C, de acordo com recomendacdes do fabricante. Na analise,
foi empregado o ensaio METRA-DPD-QUIDEL, através do método ELISA. Todas as
analises foram realizadas em duplicata. Os resultados foram expressos em nanomols por litro

de urina e corrigidos pela creatinina (nmol/mmol).

Variaveis secundarias

As variaveis obtidas antes da randomizacdo incluiram peso de nascimento,
comprimento ao nascimento, idade gestacional, idade gestacional corrigida e dados maternos.
O peso corporal e os dados referentes ao tipo de leite, volume e calorias ofertadas foram
registrados diariamente. O peso corporal foi aferido diariamente, no mesmo horario, com 0s
pacientes despidos, por um funcionario ndo envolvido na pesquisa. A histdria clinica e
presenca de intercorréncias foram acompanhadas desde o nascimento até a alta hospitalar.
Foram realizadas dosagens semanais de célcio e fosforo sérico e urinario de todos recém-
nascidos. Os niveis de PTH foram dosados no inicio do estudo e na alta hospitalar.

Todos os exames laboratoriais foram realizados de forma cega por alguém ndo

envolvido diretamente na pesquisa.
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Anélise estatistica

O calculo do tamanho da amostra foi realizado no programa PEPI (Programs for
Epidemiologists) versdo 4.0 e baseado no estudo de Litmanovitz e colaboradores'’. Para um
nivel de significancia de 5%, um poder de 90%, um desvio padréo para o marcador FAO de
14 U/L e uma diferenga de 20 U/L entre os dois grupos, esperando um tamanho de efeito
padronizado de 1,43, obteve-se um total minimo de 12 pacientes em cada grupo. Ao
considerar um coeficiente de variacdo de 1% entre 0s ensaios e possiveis perdas em 20% a
amostra foi aumentada para 15 pacientes por grupo.

Os valores de FAO e DPID foram comparados por Anélise de covariancia (ANCOVA)
e seus resultados expressos em média e desvio padrdo. As médias de ganho em DPID e FAO
foram ajustadas utilizando como covariantes a diferenca observada nas médias iniciais de
DPID. O mesmo tratamento foi realizado com referéncia ao peso inicial. As médias de célcio
e fosforo, bem como niveis séricos de PTH foram comparadas por teste-t. As varidveis ndo
paramétricas foram comparadas por qui-quadrado. Para verificar correlagdes entre o0s
marcadores bioquimicos e ganho de peso foi utilizado o Teste de Correlagdo Linear de
Pearson. Foram consideradas significativos valores de p <0,05. Os dados foram analisados no

programa SPSS Statistics, versdo18.0

Consideracdes éticas

O estudo foi aprovado pelo Comité de ética em pesquisa da instituicdo (nimero
10-0107) e obteve financiamento pelo Fundo de Incentivo a Pesquisa (FIPE) e FAPERGS.
Todos os responsaveis pelos participantes do estudo leram e assinaram o Termo de
consentimento informado. Nenhuma coleta de sangue foi realizada exclusivamente para a
pesquisa, 0 volume de amostra adicional ao requerido pela equipe assistencial foi minimo

(100 pL).
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Resultados

Foram avaliados 30 prematuros, sendo 15 GC e 15 no GF. A idade gestacional, idade
gestacional corrigida no inicio do estudo, peso de nascimento, género e etnia foram similares.
Foi feito acompanhamento da oferta diaria de nutrientes e também ndo foram encontradas
diferencas significativas na média de calorias, célcio, proteinas, vitamina D e tipo de leite
oferecido entre os recém-nascidos alocados em cada grupo. Ainda, os grupos foram
homogéneos em relacdo ao nimero de dias em nutricdo parenteral total (NPT), dias de
Ventilagdo mecénica e quanto ao uso de antibioticos anterior a alocagdo. O ganho de peso
diario foi significativamente superior no GF (p<0,001). Transfusdo sanguinea por anemia foi
realizada em 4 prematuros do GC e em 6 do GF (Tabela 1).

N&o houve diferenca significativa em relacdo a estacdo do ano no momento do
nascimento; no GC sete nasceram na primavera/verdo e oito no outono/inverno e, no GF, 5 na
primavera/verdo e 10 no outono/Inverno (p=0.71). Os demais dados maternos e da gestacéo
também foram similares: tabagismo na gestagdo ocorreu 2 duas gestantes do GC e em 3 do
GF. Infeccdo urinaria foi diagnosticada em 5 gestantes, sendo 3 no GC e 2 no GF.
Pré-eclampsia esteve presente em 13 gestacdes, 8 no GC e 5 no GF. Corticoesteroide
antenatal foi utilizado por 2 gestantes do GC e por 3 no GF. Asma foi relatada como doenga
cronica em uma gestante do GF e nenhum caso de diabetes gestacional ou prévia a gestacéo,
alcoolismo ou uso de drogas na amostra estudada.

Os niveis de fosfatase alcalina 6ssea especifica (FAO) eram similares entre os dois
grupos antes de iniciada a intervencdo e, uma vez concluido o protocolo, foram
significativamente maiores no GF. Além disso, o GF apresentou elevacio nestes niveis muito
superior & elevacdo obtida no GC. (Tabela 2 e Figura 1) J& os niveis de Deoxipiridinolina
urindria (DPID) antes da intervencdo eram significativamente maiores no GF quando

comparados ao do GC e, ap6s a intervencdo, os niveis de DPID reduziram no GF e
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aumentaram no GC, sendo esta diferencga significativa. Ou seja, 0 GF apresentou reducéo no
valor da DPID até o final do estudo (que representa reducgéo da reabsorgéo), enquanto o GC
obteve aumento do mesmo marcador (que representa aumento da reabsorcdo (p<0,001)
(Tabela 2 e Figura 2)

No modelo ajustado, considerando as diferengas em DPID inicial e peso inicial, tanto
as medias do ganho em FAO como em DPID permaneceram significativas. Os niveis séricos
de Ca, P e PTH foram semelhantes entre 0s grupos antes e ap0s a intervencdo. Os resultados
das andlises bioquimicas estdo sumarizados na Tabela 2.

Houve correlagdo negativa entre o ganho de peso e os niveis de DPID (r = -0,64;

p=0,001). N&o houve correlagéo significante entre FAO e ganho de peso.

Discusséo

Um protocolo de fisioterapia motora instituido durante a internacdo neonatal, cinco
dias por semana, 15 minutos ao dia, com movimentos de flexdo e extensdo passivos e
compressdes articulares suaves demonstrou efeito benéfico na mineralizagdo Ossea. Através
da analise do marcador FAO, a formacdo 6ssea aumentou nos dois grupos estudados, porém,
este aumento foi significativo apenas no grupo que recebeu a intervengdo. O comportamento
da DPID mostrou que a reabsor¢cdo aumentou no grupo controle e diminuiu no grupo
intervencdo, ambos de maneira significativa. O comportamento destes marcadores no decorrer
do estudo mostrou, de forma precoce, que o desequilibrio entre a formacéo e reabsorgao
observado inicialmente foi atenuado com a intervencdo. A desmineralizagdo excessiva,
presente nesta fase da vida pds-natal de RNs prematuros, parece ser desacelerada ou
interrompida com esta intervencéo fisioterapéutica. Além disso, com mesma oferta diéria de
nutrientes, o ganho de peso dirio foi superior no grupo que recebeu o protocolo de

fisioterapia motora passiva.
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Verificamos que o ganho de peso apresentou significante correlacdo negativa com
niveis de DPID. Este achado estd de acordo com estudos prévios e sugere que este ganho
relaciona-se com maior quantidade de massa magra e massa 0ssea, ndo se associando apenas
com ganho em gordura corporal, e fortalece a conclusdéo de que ao ocorrer menor
desmineralizacdo 6ssea, maior sera o ganho de peso™ 2.,

Em concordancia com nossos resultados, estudos que utilizaram massagens associadas
com estimulos tateis e cinestésicos em recém-nascidos, encontraram, em curto prazo, maior
ganho de peso e massa 6ssea>?***, Em modelo experimental, 0s mesmos resultados também
foram observados na idade adulta®. Varios pesquisadores sugerem que estas intervencdes
modulam a resposta do sistema nervoso autbnomo a estressores ambientais, minimizando o
impacto negativo do estresse pés-natal sobre o crescimento??324%

Nemet e colaboradores registraram resultados semelhantes ao nosso estudo. O grupo
intervencdo apresentou significante reducdo dos niveis de ICTP, significante aumento em
FAO, porém o aumento no PICP (outro marcador de formacdo Ossea) ndo alcancou
significancia estatistica'®. A diferenca entre FAO e PICP pode ser explicada, uma vez que a
FAO tem sido considerada superior para avaliar formacdo 6ssea, ao apresentar menos de 10%
de reacdo cruzada com sua isoforma hepatica e ndo ser influenciada pela filtracdo
glomerular®?’.

Litmanovitz e colaboradores, de forma similar, avaliaram o efeito da estimulagdo
passiva realizada nas primeiras semanas de vida de recém-nascidos prematuros. Encontraram
significativa melhora da formacdo e reducdo da reabsorcdo Ossea em prematuros que
receberam exercicios passivos. No entanto, eles dosaram a reabsor¢do através do marcador
ICTP, e a diferenga observada entre os grupos controle e intervengdo ao final do estudo ndo

foi significativa'’. O marcador DPID foi escolhido para nosso estudo por ndo ser absorvido

pelo intestino, podendo ser mensurado sem necessidade de restricdo alimentar, tornando seu
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uso vantajoso em criancas em relacdo aos demais marcadores de reabsor¢do. Além disto, sua
variabilidade ndo é afetada pelo elevado turnover &sseo, caracteristico desta fase
neonatal?"%%2°,

Outro aspecto a ser discutido estd associado ao tempo de estimulagdo. Os protocolos
das pesquisas citadas reportaram o efeito de 5 a 10 minutos de exercicios passivos ao
dia'*®". Em estudo prévio, ao aplicarmos 0 mesmo protocolo de fisioterapia, os efeitos
resultantes de 15 minutos ao dia foram superiores aos 5 minutos no ganho de massa 6ssea,

19
I

avaliado por DEXA de corpo total™. Entretanto, a frequéncia ideal de estimulacdo passiva é

motivo de questionamento®*®,
O crescimento 6sseo é influenciado por diversas condigdes, tais como doengas, uso de

medicamentos e pelo tipo de alimentag&o®®

Para controlar estes fatores podem ser
necessarios estudos multicéntricos, a despeito da desvantagem de diferentes préticas
alimentares entre os centros. Uma possivel limitacéo de nosso estudo é o pequeno tamanho da
amostra, no entanto, o fato de ser um estudo unicéntrico, com critérios de selecao e incluséo
rigorosos e randomizagdo garantiu uma amostra homogénea na oferta de nutrientes, minerais
e suplementagdo de vitamina D, dado relevante, j& que recentemente foi demonstrado que o
ganho de peso e 0 CMO de prematuros se relacionam com adequado equilibrio &cido-base,
propiciado pela administraco de aditivos ao leite materno®*3*.

A selecdo de nossa amostra foi criteriosa; foram incluidos prematuros sem doencas
associadas diretamente com alteracdo do metabolismo 6sseo, sem necessidade de diuréticos e
de ventilagdo mecénica prolongada, sem dificuldades alimentares e, necessariamente, com
tamanho adequado para idade gestacional (AIG). Os prematuros pequenos para a idade

gestacional possuem maior tendéncia para desmineralizagéo, especialmente relacionada com

0 crescimento intrauterino restrito, e no periodo pés-natal imediato podem apresentar padréo
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de crescimento fisico ou catch-up, mais acelerado, necessario para recuperar a trajetoria usual
de crescimento*®.

Aspectos relacionados & sazonalidade foram levados em consideracdo ao analisar
nossos resultados. Diferencas relacionadas a sazonalidade sdo descritas na literatura como
importante causa de déficit de vitamina D e deficiente mineralizacdo dssea. GestagBes
ocorridas durante o inverno sdo relacionadas com menor mineralizagdo &ssea ao
nascimento®2®. Nossos percentuais de prematuros nascidos no inverno e no verdo foram
semelhantes entre os grupos estudados.

Ainda é desconhecido 0 mecanismo exato que promove a alteragdo 6ssea induzida por
exercicio em recém-nascidos prematuros. O protocolo de exercicios fisioterapéuticos
utilizados nesta pesquisa incluiu amplitude passiva de movimento com suave resisténcia ao
final da flexdo e extensdo nas articulagbes. A carga mecénica gerada causa aumento de
pressdo na articulacdo e tensdo sobre a musculatura, estimulando a mineralizagdo 6ssea e
promovendo uma cascata de eventos celulares, incluindo a elevacdo dos niveis de Ca
intracelulares, maior expressdo de fatores de crescimento e aumento da producéo de matriz
6ssea™®’. Segundo Andreoli e colaboradores, a deformacdo que ocorre nas estruturas
envolvidas pode levar a um 6timo nivel de formacdo e a uma inibigdo da reabsorcdo que
ocorre dentro do ciclo de remodelacdo dssea normal'*,

No presente estudo, 0 aumento nos niveis do marcador FAO e, principalmente, a
grande reducdo do marcador DPID apds protocolo de exercicios ao qual nossa amostra foi
submetida, demonstram que o desequilibrio entre a formacéo e a reabsor¢do 0ssea parece ser
atenuado com a intervencdo, especialmente através da desaceleracdo da reabsorcdo Gssea
ocorrida no periodo pos-natal de prematuros. Os beneficios da prevencdo e do tratamento da

doenca metabdlica Gssea da prematuridade, além de uma alimentacdo adequada, devem

incluir estes exercicios passivos a fim de melhorar o ganho de peso e a qualidade 6ssea do
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prematuro. Estudos de acompanhamento por maior periodo sdo necessarios para verificar se o

efeito protetor do exercicio nesta fase persiste na infancia e idade adulta.
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Tabela 1: Caracterizagdo da amostra

Variaveis Grupo
Controle (n=15) Intervengéo (n=15) P

Idade gestacional (semanas) 30,73 + 153 30,87 + 141 0,806
Peso de nascimento (g) 1350,67 + 221,12 1326,33 + 250,17 0,780
Peso Inicial (g) 1472 + 94,18 1373 + 93,84 0,007
Peso final (g) 2034 + 56 2037 + 36,73 0,864
Ganho de peso por dia (g) 20,96 + 4,24 27,43 + 3,73 <0,001
IG corrigida ap6s a randomizagdo 33,76 + 0,63 33,84 + 0,62 0,707
NuUmero de dias em tratamento 25,87 + 3,14 24,73 + 2,18 0,261
NuUmero de dias em ventilagdo mecanica 3,13 + 3,87 4,53 + 5,25 0,413
NUmero de dias com NPT 473 + 4,79 6,60 + 6,52 0,379
Energia (calorias/kg/dia) 121,01 + 3,07 118,87 + 3,02 0,07
Oferta de Proteina (g/kg/dia) 3,23 + 0,17 3,22 + 0,17 0,765
Oferta de Calcio (mg/kg/dia) 164,25 + 6,12 162,09 + 5,24 0,310
Oferta de Fdsforo (mg/kg/dia) 85,53 + 1,59 45,40 + 1,35 0,807
Oferta de Vitamina D (Ul /dia) 309,96 + 10 310,66 + 10,33 0,852
Alimentacdo **

- Leite materno fortificado 3 2 0,426
- Formula nutricional 2 5

- Misto 10 8
Género **

- Feminino 8 9 0,864
- Masculino 7 6
Etnia **

- Negra 1 2 0,825

- Branca 14 13
Uso de antibiéticos antes da 8 10 0,710
randomizacao**
Transfusdo sanguinea antes da 4 6 0,700

randomizagao**

**\/ariaveis analisadas pelo teste Qui-quadrado e representadas por nimero de individuos. Demais variaveis
foram analisadas por Teste-t e representadas através de média e desvio padrao.
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Tabela 2: Avaliagdo bioquimica do metabolismo 6sseo previa e apos protocolo de fisioterapia

em prematuros

Variaveis P
Grupo Controle (15) | Grupo Fisioterapia 15

DPID (nmol/mmol)

Inicial 64,13 + 33,87 104,93 + 45,77 0,01

Final 131,40 + 42,79 59,40 + 31.94 <0,001

Ganho ou Diferenga 67,27 +50,99 - 45,53 +43,80 <0,001

Ganho* (média ajustada para DPID 49,94 + 11,05 -28,21 + 11,05 <0,001

Inicial e Peso inicial)

FAO

Inicial 108,28 + 12,86 104,98 + 19,40 0,588

Final 112,27 + 13,18 126,31 + 16,72 0,02

Ganho ou diferenca 3,98 +13,92 21,33+ 14,72 0,003

Ganho* (média ajustada para peso inicial) 2,87 £3,99 22,44 +3,99 0,003

CALCIO sérico (mg/dI)

Inicial 8,92 + 0,64 8,95 + 0,58 0,883

Final 8,93+0,42 8,74 + 0,53 0,277

FOSFORO sérico (mg/dl)

Inicial 6,77 £0,89 6,86 = 0,58 0,737

Final 6,93 + 0,66 6,87 + 0,56 0,982

PTH (pg/ml) N=14 N=15

Inicial 25,53 + 3,52 24,24 +2,79 0,280

Final 24,77 +4,03 24,91 +2,56 0,920

*Meédias ajustadas por ANCOVA. Demais médias comparadas através de Teste-t. Resultados expressos através

de média e desvio padréo.
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ARTIGO - VERSAO EM INGLES

MOTOR PHYSICAL THERAPY REDUCES BONE RESORPTION AND

INCREASES BONE MINERALIZATION IN PRETERM INFANTS

ABSTRACT

Introduction: Preterm infants need minimal handling in order to protect them from stress,
resulting in bone resorption and demineralization. Objetives: To evaluate bone formation in
newborn preterm infants before and after a physical therapy protocol, by means of
biochemical ~markers bone-specific alkaline phosphatase (BAP) and urinary
deoxypyridinoline (DPD). Method: Randomized controlled clinical trials included 30
newborn preterm infants with gestational ages of 35 weeks or less and appropriate weight for
gestational age were randomized into control group (CG) and physiotherapy group (PG).
Physical therapy protocol consisted of 15 minutes of daily passive movements with gentle
joint compression, five days a week. Daily data were obtained on feeding and body weight.
BAP and DPD were collected before and after intervention in both groups. ANCOVA test
was performed to compare the means of both groups. Results: At baseline, gestational age
and corrected gestational age, birth weight and gender were similar between groups. The
supply of nutrients, time of use of Total Parenteral Nutrition and mechanical ventilation were
similar among groups. The increase of BAP levels for PG was 22.44 + 3.49 U/L, whereas CG
presented an increase of 2.87 + 3.99 U/L (p= 0.003). There was a reduction on DPD levels for
PG of 28.21 + 11.05 nmol/mmol, and an increase of 49.95 + 11.05 nmol/mmol (p< 0.001) in
GC. Conclusion: Physiotherapy intervention results in beneficial effects to bone metabolism
of preterm infants and should be included in the standard care of preterm infants.

Keywords: Preterm . Bone markers. Physiotherapy. Osteopenia.
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Introduction

Mineral supply and calciotropic hormones plus fetal movements against the uterine
wall are essential for intrauterine bone development™?. Postnatal nutrition of preterm infant
does not match the intrauterine supply?. As a result there is increased bone fragility,
susceptibility to fractures and growth disorders. It was observed that these changes may
persist throughout childhood and adulthood®*°. Standard care of preterm infants consists, in
general, in restriction of physical and sensory stimulation as a way to maintain stability and
reduce postnatal stress®. The result of this inactivity and the difficulty of supplying minerals
collaborate to the inadequate stimulation of bone metabolism”#9°,

There is evidence that mechanical forces stimulate bone formation and growth, while
inactivity predisposes to reabsorption”!!. Exercises have been used as part of treatment and
prevention of osteopenia in different stages of life, by inducing osteoblasts to increase their
activity in response to mechanical overload® '3,

In recent years, some authors suggested that 5 minutes of daily passive stimulation

results in increased bone mineral density (BMD) in preterm newborns®®>1617

. However,
current evidence does not support its routine use. Different methods of assessing bone
mineralization and methodological constraints have limited these results®.

Our group previously evaluated by means of whole body dual X-ray absorptiometry
(DEXA) the effect of passive stimulation performed for 15 minutes a day. The results showed
increased bone mineral content (BMC), but no biochemical markers were measured®. By
measuring BMC and BMD, we can only see if there is less bone quantity produced.

Biochemical analysis had demonstrated if there was a failure in mineralization due to poor of

formation, or if there was exaggerated reabsorption®.
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Our objective was to evaluate bone formation in newborn preterm infants before and
after a physical therapy protocol, by means of biochemical markers bone-specific alkaline

phosphatase (BAP) and urinary deoxypyridinoline (DPD).

Material and Methods

Randomized controlled trial conducted in the Neonatal Intensive Care Unit of Hospital
de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), including preterm infants with gestational ages of 35
weeks or less, appropriate for gestational age (AGA), hemodynamically stable and able to
receive sufficient enteral feeding to provide an average caloric supply of 110 ml/kg/day. We
excluded those infants requiring mechanical ventilation or oxygen therapy at randomization,
grades 3 and 4 periventricular hemorrhage, bronchopulmonary dysplasia, neurological
diseases, congenital malformations and genetic syndromes and who were using diuretics or
corticosteroids.

Patients' enteral nutrition consisted of supplemented breast milk or infant formula

when it was not possible to offer breast milk.

Randomization

We generated a sequence of random numbers, and a person not involved in the
research conducted the group allocation. Patients who met the inclusion criteria when they
were tolerating enteral feeding of 110 kcal/kg/day were randomized to control group (CG) or
physiotherapy group (PG). Both groups received the same routine care, as well as maternal

care or cuddling. Besides of such care, PG received the protocol described below.
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Physiotherapy Exercise Protocol

The same researcher performed daily physical therapy intervention, five days a week,
15 minutes a day, which was performed at least 30 minutes after the patient receives nutrition
and was interrupted at the time the infant reached 2000 g (hospital discharge). Passive flexion
and extension movements with soft articular compressions at the end of each movement were
the exercises performed. We performed 10 reps on the wrists, elbows, shoulders, ankles,

knees and hips, right and left lateral position.

Main variables

Bone specific alkaline phosphatase (BAP): Marker of Bone Formation

Blood samples were collected before intervention and at discharge, always in the
morning, and then stored in a freezer at - 80° C at the research center of HCPA. For the
analysis the test METRA BAP-Quidel, using ELISA, was performed. All samples were
measured in duplicate, and the mean value of the tests was used. The results were expressed
as U/L. No blood sample was obtained solely for research. We collected an additional volume

as required by the care team.

Urinary deoxypyridinoline (DPD): Bone resorption marker

DPD urine samples were collected before intervention and at discharge. The collection
was always performed in the morning due to marker variability related to the circadian cycle.
After they were stored in a freezer at -80° C according to the manufacturer's
recommendations. In the analysis we employed the METRA DPD-Quidel test, using ELISA.
All tests were performed in duplicate. Results were expressed as nanomoles per liter of urine

and corrected for creatinine (nmol/mmol).
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Secondary variables
The variables collected before randomization included birth weight, birth length,
gestational age, corrected gestational age and maternal data. Gestational age was evaluated by
maternal dates and confirmed by early obstetrical ultrasound and neonatal clinical
examination. Body weight and type of milk, milk volume and calories offered were recorded
daily. Body weight was measured daily at the same time, with patients naked, by an employee
not involved in the research. Clinical history and presence of complications were followed
from birth until hospital discharge. We performed weekly dosing of calcium and serum
phosphorus and urine of all newborns. Parathyreoid hormone (PTH) levels were measured at
baseline and at discharge.All laboratory blind analysis was performed by someone not directly

involved in the research.

Statistical analysis

The sample size calculation was performed with the program PEPI (Programs for
Epidemiologists) version 4.0 and based on previous studies'’. For a significance level of 5%,
90% power, standard deviation for the marker BAP of 14 U/L and a difference of 20 U/L
between the two groups, waiting for a standardized effect size of 1.43, we obtained a
minimum total of 12 patients in each group. When considering a coefficient of variation of
1% between the tests and possible losses of 20% the sample was increased to 15 patients per
group.

BAP and DPD values were compared by analysis of covariance (ANCOVA) and the
results are expressed as means + standard deviation (SD). BAP and DPD mean gains were
adjusted using the observed difference in mean initial DPD as covariates. The same treatment
was carried out for the initial weight. Mean calcium and phosphorus and serum PTH levels

were analyzed by t-test. Chi-square test was applied in associations. In the Correlations
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between biochemical markers and body weight gain we used Pearson's Linear Correlation
Test. A significance level was established at p<0.05. The data were analyzed using Statistical

Package for Social Sciences software (SPSS 18.0).

Ethical considerations

The study was approved by the Ethics Research Committee (number 10-0107). All
those responsible for the study participants read and signed an informed consent. No blood
samples were done exclusively for the study; the additional sample volume required by the

medical care team was minimal (100 uL).

Results

We studied 30 infants: 15 in the CG and 15 in the PG. The gestational age, corrected
gestational age at study, birth weight, gender and ethnicity were similar. We followed the
daily supply of nutrients and there were no significant differences in mean calories, calcium,
protein, vitamin D and type of milk offered among newborns allocated to each group. Again,
the groups were homogeneous with respect to number of days on total parenteral nutrition
(TPN), days of mechanical ventilation and antibiotics before being allocated. The daily
weight gain was significantly higher in PG (p<0.001). Blood transfusion for anemia was held
on 4 preterm infants of the CG and 6 of the PG (Table 1).

There was no significant difference in relation to the season of birth: seven infants of
the CG were born in the spring/summer and eight in the fall/winter; and five infants of PG
were born in the spring/summer and 10 in the autumn/winter (p= 0.71). Other maternal and
pregnancy data were also similar: two mothers of the CG and three of the PG were smokers.
Urinary tract infection was diagnosed in five women: three of CG and two of PG. Pre-

eclampsia was present in 13 pregnancies: eight on CG and five in PG. Antenatal
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corticosteroids were used by two women in the CG and three in the PG. Asthma was reported
as chronic illness in one mother of PG. There were no cases of gestational diabetes or prior to
pregnancy, alcoholism or drug use in the study sample.

BAP was similar between CG and PG before the intervention and significantly higher
in the PG after the intervention. In addition, PG showed an increase in these levels much
higher than the increase obtained in CG (Table 2 and Figure 1). The levels of DPD before the
intervention were significantly higher in the PG compared to the CG, and after the
intervention levels of DPD decreased in PG and increased in the CG, with a significant
difference. That is, the PG presented decreased value of DPD until the end of the study
(which represents a reduction in bone resorption), while CG had an increase of the same
marker (representing increased bone resorption (p<0.001) (Table 2 and Figure 2).

In the adjusted model, considering the differences in initial DPD and initial weight,
both the average gain in BAP and DPD remained significant. Calcium, phosphorus and PTH
serum levels were similar in both groups before and after intervention. The results of
biochemical analysis are summarized in Table 2.

There was a negative correlation between weight gain and DPD levels (r=-0.64,

p= 0.001). There was no significant correlation between BAP and weight gain.

Discussion

A motor physiotherapy protocol instituted during neonatal hospitalization, five days a
week, 15 minutes a day, with passive flexion and extension movements and gentle joint
compressions has shown beneficial effects on bone mineralization. Bone formation measured
by BAP increased in both groups, but this increase was significant only in the group receiving
the intervention. Resorption measured by DPD increased significantly in the control group

and decreased significantly in the intervention group. The behavior of these markers during
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the study showed that the imbalance between formation and resorption initially presented was
mitigated by the intervention. The excessive demineralization, present at this stage of
postnatal life in preterm neonates appears to be slowed or halted with physiotherapy
intervention. Moreover, with the same daily supply of nutrients, the daily weight gain was
higher in the group receiving passive physical therapy protocol.

In our study the weight gain showed a significant negative correlation with DPD levels
in agreement with previous publications where lower bone demineralization is followed by
higher weight gain*>**#. Massage associated with kinesthetic and tactile stimuli in newborns
results in greater weight and bone mass gain“*?***. Many researchers suggest that these
interventions modulate the autonomic nervous system response to environmental stressors,
minimizing the negative impact of postnatal stress on the growth??242°,

Nemet et al. found similar results to our study. The intervention group had a
significant reduction in C- terminal cross-links telopeptide of type-I collagen (ICTP) levels, a
significant increase in BAP, but C-terminal procollagen peptide (PICP) increase (another
marker of bone formation) did not reach statistical significance'®. BAP has been considered
superior to assess bone formation, while presenting less than 10% of its cross-reactivity with
liver isoform and is not influenced by glomerular filtration®?’.

Litmanovitz et al assessed the effect of passive stimulation within the first week of life
in preterm infants. They found significant improvement in the formation and reduction of
bone resorption in preterm infants who received passive exercises They measured the
resorption by ICTP and the difference between the control and intervention groups was not
significant'’. We chose DPD because it is not absorbed by the intestine, can be measured
without food restriction, making its use advantageous in children in relation to other markers
of resorption, and its variability is not affected by high bone turnover, characteristic of the

neonatal phase?" %%,
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30,31

The ideal frequency of passive stimulation is questionable™". The protocols of

15,16,17 In a

different studies have varied from 5 to 10 minutes of daily passive exercises
previous study we determined that the effect of 15 minutes per day was greater than 5 minutes
in the gain of bone mass, measured by whole body DEXA™.

Bone growth is influenced by many conditions, such as diseases, medications and
feedingz*32. A possible limitation of our study is the small sample size; however, we had a
strict selection criteria and blinded randomization ensured a homogeneous sample in the
supply of nutrients, minerals and vitamin D supplementation. Our sample selection was
careful: we included preterm infants AGA, with no diseases directly associated with abnormal
bone metabolism, no need for diuretics and/or prolonged mechanical ventilation, and no
feeding difficulties. Small for gestational age have a greater tendency for demineralization,
especially related to restricted intrauterine growth. Also, in the immediate postnatal period,
they may present a faster pattern of physical growth or catch-up (needed to recover the usual
growth trajectory), then we did not include them in our study®*3*,

The seasons of the year were taken into account in the results of the study. Differences
related to seasonality have been studied as an important cause of Vitamin D deficiency and
impaired bone mineralization. Pregnancies and delivers during the winter are related to lower
bone mineralization at birth®>*°. In our study, the preterm infants born in winter and summer
were similar between groups.

The exact mechanism that promotes bone changes induced by exercise in premature
newborns remains unclear. The protocol of physiotherapy exercise used in this study included
passive movements with mild resistance at the end of flexion and extension of the joints. The
generated mechanical load causes increased joint pressure and stress on the muscles,
stimulating bone mineralization and promoting a cascade of cellular events, including

elevation of intracellular calcium levels, increased expression of growth factors and increased
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production of bone matrix**’. According Andreoli et al the deformation that occurs in the
structures involved can lead to an optimum formation level and an inhibition of resorption
that occurs within the normal cycle of bone remodeling®.

In this study, increased levels of the marker BAP and especially the large reduction of
marker DPD after exercise protocol to which our sample was submitted shows that the
imbalance between bone formation and resorption seems to be mitigated by the intervention,
especially by slowing bone resorption occurred in the postnatal period for preterm infants.
Longer follow-up studies are needed to verify whether the protective effect of exercise at this

stage persists in childhood and adulthood.
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Table 1 — Sample Characterization

Variabl Group
ariables X
Control (n=15) Intervention (n=15)

Gestational age (weeks) 3073 + 153 30.87 1.41 0.806
Birth weight (g) 1350.67 + 221.12 132633 + 250.17 0.780
Initial weight (g) 1472 + 94.18 1373 £ 9384 0.007
Final weight (g) 2034 + 56 2037 = 36.73 0.864
Weight gain per day (g) 2096 + 424 2743 3.73 <0.001
Corrected gestacional age 3376 + 063 338 + 062 0707
after randomization

Number of days in treatment ~ 25.87 * 3.14 2473 2.18 0.261
Number of days in

mechanical ventilation 313 + 387 4.53 + 5.25 0.413
Number of days with TPN 473 £ 479 6.60 + 6.52 0.379
Energy (calories/kg/day) 12101 + 307 11887 3.02 0.07
Protein supply (g/kg/day) 323 + 017 3.22 + 0.17 0.765
Calcium supply (mg/kg/day) 16425 + 6.2 16209 + 5.24 0.310
Phosphorus supply
(mg/kg/day) 8553 =+ 159 4540 + 1.35 0.807
Vitamin D supply (Ul/day) 309.96 + 10 31066 + 10.33 0.852
Food **

- Fortified breast milk 3 2 0.426
- Nutritional Formula 2

- Mixture 10
Gender **

- Female 8 9 0.864
- Male
Ethnicity **

- Black 1 2 0.825

- White 14 13
Use of antibiotics ** 8 10 0.710
Blood transfusion ** 4 6 0.700

**\ariables analyzed by chi-square and represented by the number of individuals. Other variables were analyzed
by t-test and represented as mean and standard deviation.
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Table 2: Biochemical assessment of bone metabolism prior and after physiotherapy
protocol in premature infants

Group

Variables Control (15) | Physiotherapy (15) P
DPD (nmol/mmol)

Initial 64.13 + 33.87 104.93 +£45.77 0.01
Final 131.40+42.79 59.40 +31.94 <0.001
Gain or Difference 67.27 +50.99 -45.53 +£43.80 <0.001
Gain * (means adjusted for Initial

oPD anfj ol W{e iaht) 49.94 +11.05 -28.21 +11.05 <0.001
BAP (U/L)

Initial 108.28 + 12.86 104.98 + 19.40 0.588
Final 112.27 +£13.18 126.31+ 16.72 0.02
Gain or difference 3.98+13.92 21.33+14.72 0.003
fvg:ghtgmea” adjusted for initial 2.87+3.99 22.44+3.99 0.003
Serum Calcium (mg/dI)

Initial 8.92 + 0.64 8.95+0.58 0.883
Final 8.93+0.42 8.74+0.53 0.277
Serum Phosphorus (mg/dl)

Initial 6.77 £ 0.89 6.86 + 0.58 0.737
Final 6.93 + 0.66 6.87 £ 0.56 0.982
PTH (pg/ml) N=14 N=15

Initial 25.53+3.52 24.24£2.79 0.280
Final 24.77 £ 4.03 24.91 + 2.56 0.920

*Means adjusted by ANCOVA. Other means were compared by t-test. Results are expressed as mean and

standard deviation.
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Figure 1: Comparison between the mean gain in BAP in the beginning and end of the study.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados apresentados nesta pesquisa permitiram a conclusdo de que através de
uma intervencdo fisioterapéutica precoce, realizada no periodo de internagdo neonatal, €
possivel melhorar a mineralizacdo 6ssea de RNs prematuros, enquanto a limitagdo destes
movimentos predispde ao aumento da desmineralizacdo. Atraveés da medida de marcadores
bioquimicos do metabolismo 6sseo foi possivel avaliar de forma conjunta os processos de
formacdo e reabsorgdo Ossea. Verificamos que no grupo intervencdo a reabsor¢do Ossea
analisada pelo marcador DPID foi significativamente reduzida, enquanto a formacgdo dssea
analisada pelo marcador FAO elevou-se. Além disso, com mesma oferta diéria de nutrientes,
0 ganho de peso ao dia foi superior no grupo que recebeu o protocolo de fisioterapia motora
passiva. Foi possivel estabelecer correlagdo negativa entre o ganho de peso e o marcador
DPID, fato que fortalece a conclusdo de que, ao ocorrer menor desmineralizacdo dssea, maior
serd o ganho de peso destes pacientes.

Nossos resultados contribuem na constatacdo de que os RNs prematuros ndo devem
ser privados desta forma de estimulagdo motora, uma vez que, associada com adequada oferta

nutricional, contribui para a adequada estimulacdo do metabolismo 6sseo destes pacientes.



