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RESUMO

Base tedrica: As Glicogenoses hepéticas (GSD) sdo erros inatos do metabolismo do glicogénio e
estdo associadas a hipoglicemia de jejum. O seu tratamento tem como objetivo a manutencdo das
concentragdes glicémicas por meio de adequacgoes dietéticas, como, por exemplo, a oferta de doses
frequentes de amido de milho cru. Recentes estudos demonstraram baixa densidade mineral dssea
(DMO) em pacientes com GSD, sendo citada como uma das complica¢des da doenga. Entretanto,
0S mecanismos subjacentes a essa associacao ndo sao bem compreendidos.

Objetivo: Caracterizar a DMO e as concentra¢cdes dos marcadores de remodelacao dssea de uma
amostra de pacientes brasileiros com GSD hepéticas, por meio de absorciometria de raios-X de
dupla energia (DXA) e dosagem séricas de osteocalcina (OC), propeptideo N-terminal do
procolageno de tipo 1 (P1NP) e telopeptideo C-terminal do colageno 1 (CTX).

Meétodos: Estudo transversal, com amostragem por conveniéncia. Foram incluidos vinte e trés
pacientes com diagnostico genético de GSD hepatica (lan=13,lbn=5,lllan=2, IXan =3,
mediana da idade = 11,9 anos, 0 a 11 anos n = 12 pacientes, 12 a 19 n =5 ¢ >20 n = 6 pacientes)
em tratamento (mediana = 9,4 anos) com amido de milho cru (mediana = 6,3g/kg/dia). Na mesma
consulta, foram realizados analise por DXA (n = 23); coleta de sangue para dosagem de OC (n =
18), PINP (n = 19), CTX (n = 18), 25-OH vitamina D (n = 23) e medidas antropométricas.
Registros alimentares de trés dias foram preenchidos por 20 pacientes na semana anterior a
realizacdo do DXA. Informag6es sobre marcadores bioquimicos complementares foram extraidas
dos prontuarios méedicos, sendo considerada a data mais proxima a realizacdo do DXA. Boa adesao
ao tratamento foi definida por adequadas concentragdes séricas de glicose, lactato e triglicerideos.
Para lactato e glicose, foram utilizados os valores medianos dos 24 meses que precederam o DXA,
triglicerideos correponde ao valor do exame mais préximo da realizacdo do DXA.

Resultados: Reducdo da DMO foi encontrada em n = 3/23 pacientes (GSD lan =1, lllan = 2).
De acordo com o0s marcadores de remodelacdo Ossea, n = 6/19 pacientes apresentaram
concentracdes aumentadas de pelo menos um marcador (OC n=1, CTX n =2, PINP n = 6), todos
com DMO normal. Baixa concentracéo serica de 25-OH vitamina D foi encontrada em n = 7/23
pacientes (um fazia uso de suplemento de vitamina D e trés, de polivitaminico). Sete pacientes
apresentaram hiperlactatemia (mediana = 1,5 mmol/L; 1Q25-75 = 1,3-2,3); n = 10/22,
hipertrigliceridemia (mediana = 2,2mmol/L, 1Q25-75 = 1,2-3,2); n = 10/22, hipercolesterolemia
(mediana = 4,5mmol/L, 1Q25-75 = 3,6-5,2); n = 2/22, hipoglicemia (mediana = 4,6mmol/L (4,3-
4,9); n = 1/14, hiperfosfatemia (mediana = 1,4mmol/L, 1,2-1,6); e n = 3/14, baixos niveis de
vitamina B12 (mediana = 379,7pmol/L, 1Q25-75 = 289,1-561,7). N&o foi observado
hipo/hipercalcemia. O consumo de calorias, vitaminas B6 e B12 foi superior a ingestdo diaria
recomendada para n = 11/20, n = 10/20 e n = 14/20 pacientes, respectivamente. Consumo inferior
ao recomendado foi observado para vitamina D (n = 19/20), calcio (n = 20/20), fésforo (n = 11/20)
e potassio (n = 20/20). Excesso de peso foi observado em n = 17/23 pacientes. Boa adesdo ao
tratamento foi observada em n = 11/23 pacientes. Foi encontrada correlagdo negativa entre
consumo caldrico e OC e PINP (r: -0,761, p: 0,001; r: -0,776, p: 0,001, respectivamente), e de
peso corporal com CTX, PINP e OC (r: -0,652, p:0,003; r: -0,690, p:0,001; r: -0,668, p:0,002,
respectivamente).

Conclus6es: Nossos achados sugerem que apenas uma pequena proporg¢ao da amostra apresentou
DMO reduzida. Isso pode estar relacionado a composicao corporal, IMC, habitos alimentares ou
uma combinacdo de fatores. A ingestdo insuficiente de varios micronutrientes pode influenciar a
renovacdo Ossea. Portanto, destacamos a importancia da suplementacdo individualizada e
direcionada de célcio e vitamina D em todos os pacientes com GSDs hepéticas.

Palavras chave: Glicogenose; Densidade Mineral Ossea; GSD; Osso; Osteocalcina;
Absorciometria de raios-X de dupla energia.



ABSTRACT

Background: Hepatic glycogen storage diseases (GSD) are inborn errors of glycogen metabolism
associated with fasting hypoglycemia. Treatment of hepatic GSDs aims to maintain glycemic
concentrations through dietary adjustments, such as frequent raw cornstarch consumption. Recent
studies have demonstrated low bone mineral density (BMD) in patients with GSD as a
complication of the disease. However, the mechanisms underlying this association are not well
understood.

Objective: characterize BMD and bone biomarkers in a sample of Brazilian patients with hepatic
GSD, using dual X-ray absorptiometry (DXA), serum osteocalcin (OC), Procollagen type I N-
terminal propeptide (P1NP) and collagen 1 C-terminal telopeptide (CTX).

Methods: cross-sectional study, with convenience sample. Twenty-three patients with a genetic
diagnosis of GSD were included (Ian = 13, Ib n = 5, [lla n = 2, [Xa n = 3, median age = 11.9
years, 0 to 11 years n = 12 patients, 12 to 19 n =5 and >20 n = 6 patients) being treated (median
= 9.4 years) with raw cornstarch (median = 6.3g / kg / day). Following tests were performed in the
same day: anthropometric measurements, DXA (n = 23), blood sample for OC (n = 18), PINP (n
=19), CTX (n = 18) and 25-OH vitamin D dosage (n = 23). In addition to that, a 3-day food diary
was completed in the week prior to the DXA (n = 20) and reviewed by a dietician. Information on
additional biomarkers was extracted from medical records at a date close to the DXA. Good
treatment adherence was defined by adequate serum concentrations of glucose, lactate and
triglycerides. For lactate and glucose, the median values of the 24 months preceding DXA were
used, triglycerides corresponding to the value of the exam closest to the performance of DXA.
Results: Reduced BMD was found in n = 3/23 patients (GSD Ia n = 1, Illa n = 2). Regarding
biomarkers of bone turnover, we observed that n = 6/19 patients had at least one of them raised
(OCn=1,CTX n=2, PINP n = 6), all patients with normal BMD. Reduced 25-OH vitamina D
concentration was found in n = 7/23 patients (from which, one was on vitamin D and n = 3 on
multivitamin supplementation). Seven patients presented hyperlactatemia (median = 1.5 mmol /
L; 1Q25-75 = 1.3-2.3); n=10/22 hypertriglyceridemia (median = 2.2 mmol / L; 1Q25-75 = 1.2-3.2),
n = 10/22 hypercholesterolemia (median = 4.5 mmol / L; 1Q25-75 = 3.6-5.2), n = 2/22
hypoglycemia (median = 4.6 mmol / L, 1Q25-75 = (4.3-4.9), n = 1/14 hyperphosphatemia (median
= 1.4 mmol / L; 1Q25-75 = 1.2-1.6); and n = 3/14 low vitamin B12 levels ( median = 379.7pmol
/' L; 1Q25-75 = 289.1-561.7). Hypo or hypercalcemia was not observed. In relation to dietary
pattern, calorie intake was higher than Dietary Recommendation Intake (DRI) for n = 11/20
patients, as well as vitamins B6 (n = 10/20) and B12 intake (n = 14/20). Likewise, vitamin D intake
(n = 19/20), calcium (n = 20/20), phosphorus (n = 11/20) and potassium (n = 20/20) was lower
than DRI. Seventeen (out of 23) patients were overweight. Good adherence to treatment was
observed in n = 11/23 patients. We observed negative relationship between caloric intake, OC and
PINP (r: -0.761, p: 0.001; r: -0.776, p: 0.001, respectively) and in the same way for body weight,
CTX, PINP and OC (r: -0.652, p: 0.003; r: -0.690, p: 0.001; r: -0.668, p: 0.002, respectively).
Conclusion: Our findings suggest that only a small proportion of the sample presented reduced
BMD. This may be related to body composition, BMI, dietary habits, or a combination of factors.
Insufficient intake of several micronutrients can influence bone turnover. Therefore, we highlight
the importance of individualized, targeted calcium and vitamin D supplementation in all patients
with hepatic GSDs.

Key Words: Glycogen Storage Disease; Bone mineral density; Bone; Osteocalcin; Dual energy
X-ray absorptiometry.
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1 INTRODUCAO

Os erros inatos do metabolismo (EIM) sdo um grupo de doencas hereditarias, resultantes
da atividade deficiente de enzimas que possibilitam a conversédo de substratos em metabdlitos (1).
Os sinais e sintomas ocorrem pelo acimulo do substrato toxico, deficiéncia do produto ou por
ambos. O inicio do quadro clinico pode ser a partir do periodo neonatal até a idade adulta,
dependendo da atividade residual da enzima deficiente (2). Os EIM séo individualmente raros,
mas coletivamente comuns, com uma incidéncia geral de mais de 1:1.000 nascidos vivos (3).
Atualmente, mais de 700 EIM ja foram descritos (4).

As glicogenoses (GSDs) séo EIM resultantes de alteragdes no metabolismo do glicogénio,
causadas por anormalidades nas enzimas responsaveis pela sintese ou degradagdo de glicogénio
(5-7). A incidéncia global é de aproximadamente 1 caso a cada 20.000 — 43.000 nascidos vivos
(8).

J& foram descritos pelo menos 16 tipos de GSDs, cada uma causada por um defeito
enzimatico especifico (9,10). A classificacdo das GSDs baseia-se na enzima deficiente e no tecido
afetado (11,12). Dividem-se em subtipos com envolvimento hepatico (tipos 0, la, Ib, Illa, 1l1b, IV,

VI, IXa, IXb, IXc, XI), que apresentam hipoglicemia, e as com envolvimento cerebral e muscular

(I, Nb, 11, 1V, V, VII, IXd), que estdo associadas a doenca neuromuscular e fraqueza (5-7). As
GSD abordadas neste estudo correspondem aos subtipos I, 111 e IX, as quais representam 80% das
GSDs hepéticas (8).

Pacientes com diagndstico de GSDs hepaticas apresentam, normalmente, além da
hipoglicemia, obesidade androide, que consiste em maior concentracdo de gordura na regido do
tronco, baixa estatura e musculos hipotréficos. Possuem complicacdes que incluem adenomas
hepaticos, glomeruloesclerose segmentar e focal e neuropatia (5). A gravidade dos sintomas
depende da atividade da gliconeogénese e glicogendlise (9), além do tipo de envolvimento, se
muscular, hepatico ou ambos tecidos (8). A doenca pode apresentar-se como um transtorno leve e
com expectativa de vida normal, no entanto, se ndo tratada, pode ser fatal na infancia (5).

O manejo dietético é o tratamento mais eficaz e indicado até o momento (10). A conduta
dietética para GSDs hepaticas tem como objetivo a normoglicemia e as principais recomendagoes
sdo refeicdes frequentes e restrigdo de carboidratos simples, além de alimentagdo continua noturna
por gotejamento gastrico e/ou consumo de amido de milho cru (13). Na GSD do tipo I, a restricdo
de frutose, sacarose e lactose € indispensavel, enquanto no tipo Il e IX € apenas restrito,
adicionalmente, deve-se ofertar um bom aporte protéico (11) (figura 1). O tratamento dietético

adequado pode ser capaz de evitar distlrbios metabdlicos secundarios e desenvolvimento de
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complicagdes a longo prazo, como adenomas/carcinomas hepatocelulares, (cardio) miopatia,
insuficiéncia renal e osteoporose (13).

Recentemente, a baixa densidade mineral éssea (DMO) tem sido associada as GSDs, no
entanto, apenas informacdes limitadas sobre os fatores envolvidos nesta relagéo estdo disponiveis.
Estudos sugerem que pacientes com GSD | e 11l podem ter um risco aumentado de osteopenia e
osteoporose ou, pelo menos, DMO inferior aos controles saudaveis (14-19). Porém, sua
fisiopatologia ainda ndo estd bem descrita, podendo ser atribuida a deficiéncias de célcio e
vitamina D, anormalidades do ambiente enddcrino e metabdlico, sendo, portanto, multifatorial
(16,18,20).

Alimentacdo

Alimentacdo
frequente y

frequente

Restricdo de
sacarose, frutose
e galactose

Restricdo de sacarose

Glicogenose Amido de milho cru
tipo Il 1g/ke

Alimentac&do hiperproteica

\ / 3adglkg

Glicogenoses

Erro inato do metabolismo
que causa alteragdes no
metabolismo do glicogénio.

Amido de milho cru
1,6 a 2,5g/kg
a cada 4/5 horas

Glicogenose

tipo IX

Amido clelmilho cru Restricdo de sacarose

1g/kg ;

Alimentagdo hiperproteica
2a3glkg

Figura 1: Condutas dietéticas nas glicogenoses hepaticas.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Estratégias para localizar e selecionar as informagdes

Esté revisdo focou nos aspectos envolvidos ha DMO de pacientes com GSDs hepaticas.
Para a elaboracdo da revisdo de literatura, foi realizada busca de artigos no banco de dados de
referéncias de artigos médicos: Pubmed, Scielo e Cochrane. Os descritores utilizados foram
“glycogen storage diseases”, “bone mineral density”, “Dual energy ray absorptiometry” e “bone
turnover marker”, por meio de buscas com a associa¢do dos termos “glycogen storage diseases”
AND “bone mineral density” e “glycogen storage diseases” AND “Dual energy ray
absorptiometry”, “glycogen storage diseases” AND “bone turnover marker”.

Foram considerados artigos completos publicados nos ultimos 10 anos (2010 a 2020), com
humanos, sem restricdo de idioma. Artigos classicos foram adicionados a lista de referéncias.
Foram excluidos estudos realizados com pacientes com outros tipos de GSDs (sem envolvimento
hepético), outras doencas, estudos com modelos animais e resumos publicados. Conforme figura

2.

=

25 32.795
2 - Bone mineral density -
12

3- Dual energy X ray
absorptiometr

13
7

PALAVRAS CHAVE

1- Glycogen storage diseases

72.213

4- Bone turnover marker

[y

[a

N = w N

Figura 2 - Fluxograma de selecdo dos estudos sobre glicogenoses hepaticas e densidade mineral
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Ossea. Caixas em vermelho indicam os artigos aptos para inclusdo no trabalho, de acordo com os
critérios de inclusao.

2.2 Glicogenoses

O glicogénio € um polimero de glicose ramificado, que tem como funcdo a reserva
energética. E formado por subunidades de glicose, as quais se ramificam entre 8 a 12 mondmeros,
aproximadamente. Durante periodos de abundéancia, o glicogénio é armazenado no tecido
muscular e no figado, para ser utilizado pelo organismo em momentos de necessidade (12). O
figado contém o maior percentual de glicogénio em peso, cerca de 10%, enquanto o muasculo pode
armazenar cerca de 2%. No entanto, como a massa muscular total € maior que a massa do figado,
a massa total de glicogénio no musculo é cerca de duas vezes maior que a do figado (21).

Em periodos de abundéncia, o excesso de glicose pés-prandial desencadeia a liberacdo da
insulina e a sintese e armazenamento de glicogénio nos musculos e figado. Em privagdo, como
jejum, por exemplo, ou alta demanda de energia, o glucagon sinaliza o figado para iniciar o
processo de glicogendlise, a quebra das moléculas de glicogénio em glicose. A glicose entdo é
liberada na corrente sanguinea, mantendo a homeostase das concentrag@es de glicose (12,21). O
glicogénio muscular € utilizado de forma semelhante e tem como funcgéo fornecer energia para a
contracdo muscular (21).

Mutag6es nos genes que codificam enzimas responsaveis pela sintese ou degradacdo do
glicogénio causam GSDs, que resultam em alteragfes na estrutura ou concentracao de glicogénio
em tecidos do organismo (21).

De acordo com o defeito enzimatico e sua expressao, no figado ou masculo, as GSDs sdo
classificadas com envolvimento hepatico, resultando em hipoglicemia (22), ou muscular,
ocasionando doenga neuromuscular e fraqueza (5). As GSD possuem 16 subtipos diferentes, 0s
quais séo descritos, de acordo com suas caracteristicas clinicas, bioquimicas e genéticas (10).

Nas GSDs hepaticas, a producdo enddgena de glicose por meio das rotas glicogendlise e
da gliconeogénese é prejudicada pela auséncia ou deficiéncia de enzimas, causando, desta forma,
hipoglicemia pos-prandial e de jejum, bem como o aumento da produgdo de &cido latico, acido
urico e triglicerideos. Pacientes ndo tratados ou tratados de forma inadequada sofrem de
hipoglicemia recorrente, acidose metabdlica cronica, atraso no desenvolvimento motor, falha de
crescimento na infancia e atraso na puberdade (23), além de diversas complicacdes tardias, como

adenomas hepaticos, neuropatia, osteoporose e calculo renal (7).
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O diagnostico pode ser realizado por métodos ndo invasivos, como pesquisa da mutacao
genética, andlise das alteragdes clinicas e bioquimicas. O diagnéstico definitivo ¢ atraves da
bidpsia hepatica, um método invasivo (8,11).

O tratamento das GSDs hepaticas consiste no manejo dietético, com alimentacéo frequente,
consumo de amido de milho cru e, em alguns casos, alimentacdo géstrica noturna. A dietoterapia
tem como objetivo manter a normoglicemia, prevenindo o descontrole metabdlico secundério e o
desenvolvimento de complicagdes a longo prazo (13,24).

Os tipos mais comuns de GSDs hepaticas sao I, 111 e IX, os quais correspondem a 80% das

GSDs hepaticas. Na figura 3 € possivel observar a rota metabolica das GSD |, 11 e IX.
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Figura 3 - Metabolismo do glicogénio e enzimas envolvidas nas glicogenoses hepaticas I, 11l e
IX.

Legenda: GSD: glicogenose.

Fonte: Adaptado de Kishnani et al. 2019.
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2.2.1 Glicogenose tipo |

A GSD do tipo I € a mais grave e comum entre todas, tem incidéncia de aproximadamente
1 a cada 20.000 nascidos vivos (25). E uma desordem genética autossdmica recessiva, causada por
um defeito na enzima glicose-6-fosfatase (G6Pase). Nos individuos saudaveis, a glicose-6-fosfato
é sintetizada no citoplasma dos hepatécitos, sofrendo acdo da enzima G6Pase ao ser transportada
para o limen do reticulo endoplasmatico, produzindo, desta forma, glicose. A glicose volta para o
citoplasma e, em seguida, vai para a corrente sanguinea através do transportador de glicose
hepético (GLUT?2) (21,25).

A gravidade da GSD tipo | se deve, a deficiéncia da enzima G6Pase, indispensavel para o
processo final das rotas gliconeogénese e glicogendlise, impedindo, desta forma, a degradacéo do
glicogénio em glicose (22). Como consequéncia, 0S pacientes apresentam grave intolerancia ao
jejum e hipoglicemia; alteracbes bioquimicas como hiperlactatemia, hiperuricemia e
hiperlipidemia, também sdo observadas (24).

Pacientes ndo tratados precocemente podem apresentar caracteristicas fisicas como, baixa
estatura, obesidade androide, rosto arredondado/face de boneca e perda muscular (24), além de
apresentarem risco para o desenvolvimento de complicagdes a longo prazo, como adenomas
hepéticos, baixa DMO / osteoporose e doenca renal, consequéncias também observadas em
pacientes em tratamento, com mau controle metabolico (11).

Existem 4 subtipos de GSD hepatica tipo I: la, Ib, Ic, Id, todas com a funcdo da enzima
G6Pase diminuida ou inativa. As mais comuns s8o os tipos la e Ib (26).

A GSD hepética tipo la, também conhecida como doenga de Von Gierke, esta associada a
muta¢des no cromossomo 17921 (5), que codifica a subunidade catalitica da G6Pase, a qual é
expressa no figado, rins e mucosa (27). A G6Pase é a enzima chave na regulacdo homeostéatica dos
niveis de glicose no sangue (28).

Os pacientes com GSD la possuem incapacidade de converter glicose-6-fosfato em glicose,
ocasionando o desvio da G6Pase para a derivagdo de fosfato de pentose e a via glicolitica.
Resultando em aumento da sintese de &cido Urico, acidos graxos e triglicerideos. O bloqueio da
gliconeogénese também leva ao acimulo de lactato e piruvato, o qual pode entrar no ciclo de Krebs
e levar a alteracbes em ATP/ADP e NADH/NAD+ em propor¢des que podem favorecer a
tumorigénese (5).

A GSD tipo la é a tnica doenca de armazenamento de glicogénio que € tanto um distdrbio
de glicogendlise quanto de gliconeogénese (5). A incidéncia mundial é de 1 em 100.000 nascidos

Vivos (27) e a taxa de portadores é de aproximadamente 1 a cada 150 pessoas (5).
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Os sintomas iniciais ocorrem no periodo neonatal e no primeiro ano de vida, com grave
hipoglicemia de jejum, sudorese, tremores, hiperventilagdo, cianose, irritabilidade, fraqueza
muscular, sonoléncia, convulsbes, hepatomegalia, retardo no crescimento e desenvolvimento,
podendo, em alguns casos, apresentar edema/disfuncdo cerebral, coma e morte (5,8). Bebés
geralmente sdo agitados e incapazes de dormir durante a noite sem se alimentar frequentemente
(27).

As criancas, podem apresentar hematomas, hemorragias nasais e anemia devido a funcéo
plaquetaria prejudicada (5,8). E normal apresentarem também, obesidade troncular, rosto de
boneca, muasculos hipotréficos e abdémen protuberante, devido a grandes reservas de glicogénio
no figado (8,27).

O tratamento dietético melhora consideravelmente o prognostico (5) e tem por objetivo
prevenir a hipoglicemia, fornecendo uma fonte continua de glicose, minimizando os distdrbios
metabolicos secundéarios e complicacdes a longo prazo (7,27).

A dietoterapia pode ser continua com sonda géastrica ou administracdo oral de polimeros
de glicose de digestdo lenta, € comumente utilizado o amido de milho cru, que pode ser introduzido
a partir dos seis meses de idade, assim que o pancreas do bebé e a atividade da amilase pancreatica
amadurecer (5,8,29).

O leite materno, apesar de sua alta quantidade de lactose, ndo € contraindicado. No entanto,
ao observar crescimento deficiente, aumento da hepatomegalia, hipoglicemia ou hiperlactatemia,
pode ser necessaria a substitui¢do parcial ou total por férmula artificial sem lactose. Se ja iniciado
a introducao alimentar, aos 4 meses de idade, os alimentos podem ser enriquecidos com até 6% de
farinha de arroz. Alimentacdo complementar pode ser iniciada como o habitual, aos 6 meses de
idade, limitando lactose e frutose (27).

As criangas menores de 2 anos de idade geralmente necessitam de alimentacdo a cada 2 ou
3 horas. A ingestdo de amido de milho deve ocorrer a cada 4 ou 5 horas em criancas mais velhas
e adultos. As doses de amido de milho s&o individualizadas com base no monitoramento domiciliar
e clinico da glicose e lactato, a fim de manter concentracdes de glicose acima de 75 mg/dL e lactato
menor que 2,2 mmol/L (5), prevenindo a hipoglicemia e evitando o armazenamento de glicogénio
(7). O controle metabdlico, mantido através do correto tratamento, pode evitar complicaces
comuns na GSD | (5,12).

A distribuicdo de nutrientes deve ser de 60 a 70% proveniente de carboidratos, 10 a 15%
de proteinas e o restante de lipidios. Com a deficiéncia da enzima G6Pase, a frutose e galactose
ndo sdo metabolizadas, sendo, portanto, restrito o consumo de sacarose (frutose e glicose) e lactose

(galactose e glicose). Em decorréncia das importantes restrigdes alimentares impostas na GSD | e
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pela proporcéo de calorias provenientes do amido de milho, os pacientes normalmente apresentam
baixo consumo de vitaminas e minerais, sendo, desta forma, necessaria a suplementacéo de célcio
e polivitaminicos (30).

O tipo Ib é causado pela deficiéncia do transportador da enzima glicose-6-fosfatase
(G6PT), responsavel pelo transporte do glicogénio-6-fosfato do citoplasma celular para o lumen
do reticulo endoplasmatico (12), desta forma, ndo atuando como substrato para a G6Pase e ndo
produzindo a glicose (5). Esse subtipo representa apenas 10 a 15%, cerca de 1 a cada 8 pacientes
com GSD tipo | (27) e 1 em 1.000.000 individuos da populacéo em geral (5).

Os pacientes com GSD Ib podem ser clinica e metabolicamente idénticos aos do tipo la
nos primeiros anos de vida, entretanto, com o passar dos anos, grande parte desenvolve
neutropenia, principal caracteristica da GSD Ib, e consequente doenca inflamatoria intestinal e
infeccdes bacterianas recorrentes. Entretanto, os desfechos clinicos sdo variaveis (5), uma vez que
a neutropenia pode ser ciclica ou constante, apresentar-se desde 0 nascimento ou ndo aparecer até
o final da infancia. Estima-se que antes dos 12 meses de idade, aproximadamente dois ter¢os dos
pacientes apresentardo sintomas iniciais como reducao de contagem de neutrofilos (27).

A doenca inflamatdria intestinal se assemelha a doenca de Crohn e é decorrente da
disfuncdo dos neutréfilos e consequente reducdo da sua concentragdo na corrente sanguinea. A
complicagdo geralmente aparece entre 5 e 12 anos de idade (25). E, como consequéncia dos
episodios frequentes de diarreia, comumente observa-se retardo no crescimento, anemia grave,
infeccdes e Ulceras periorais (5,7). As complicacdes sistémicas podem ser idénticas as da GSD la.

O tratamento para pacientes com GSDIb € semelhante aquele para GSD la, com a adicao
de terapia para a neutropenia e enterocolite (5).

Os tipos Ic e Id sdo extremamente raros e sdo causados pela deficiéncia no transporte

microssomal hepatico de fosfato e glicose (8).
2.2.2 Glicogenose tipo IlI

A GSD Ill também é conhecida como doenca de Forbes, dextrinose limite ou doenca de
Cori. E uma doenca autossdmica recessiva, presente em diversos grupos étnicos, incluindo
caucasianos, africanos, hispanicos e asiaticos (31). E um transtorno causado pela deficiéncia da
enzima desramificadora do glicogénio (GDE), que, em conjunto com a glicogénio fosforilase, é
responsavel pela completa degradacdo do glicogénio em dois locais cataliticos: amilo-1,6-
glicosidase e 4-alfa-glicanotransferase (32,33). Como resultado do comprometimento da enzima

GDE, esse distarbio causa um acumulo anormal de uma forma de glicogénio chamada dextrina
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limite, em varios tecidos, principalmente no figado, coracdo e musculo esquelético, prejudicando,
desta forma, o funcionamento dos 6rgéos afetados (33).

De acordo com a prevaléncia, a GSD 11l é rara, com uma incidéncia de 1:100.000 nascidos
vivos (5,25,32).

Existem 4 subtipos de GSD lll, classificados de acordo com as diferencas na expressao
tecidual da enzima GDE (32). A deficiéncia da enzima GDE causa 0s tipos mais comuns de GSD
I11. O tipo Illa representa 85% dos casos, nesta GSD a enzima é deficiente tanto no figado como
no masculo, causando, portanto, comprometimento hepatico e muscular; o tipo Il1b, corresponde
a 15% dos casos, ocorre pela deficiéncia enzimética apenas no figado, portanto, apenas com
sintomas hepaticas (5).

A GSD tipo Ill € um distarbio fenotipicamente heterogéneo com diversas manifestacdes
clinicas (33,34). Podendo variar de assintomatica, na maioria das vezes, até disfuncdo cardiaca
grave, insuficiéncia cardiaca congestiva e, raramente, morte stbita (5). Na infancia, a doenca
manifesta-se principalmente pelo envolvimento hepatico, com hepatomegalia, hipoglicemia,
hiperlipidemia, elevacdo das concentracdes séricas de transaminases e retardo de crescimento
(33,34), além de leve hipotonia e atraso no desenvolvimento motor. No final da infancia e
adolescéncia, as manifestacfes hepaticas parecem reduzir, mas, a insuficiéncia hepatica e fibrose
podem ser progressivas e alguns pacientes podem desenvolver cirrose hepatica, adenoma hepético
ou hepatocelular (33). Nesta fase pode-se notar diminuigdo da resisténcia fisica e dor muscular ao
realizar esforco fisico (32). A fraqueza muscular e demais sintomas musculares normalmente
aumentam de forma lenta e progressiva na idade adulta, podendo se tornar grave na terceira ou
quarta década de vida (25). A perda da massa muscular e a intolerdncia ao exercicio é
frequentemente observada nos pacientes com GSD 111 (33).

Embora todos os pacientes com GSD tipo Il apresentem sintomas, em casos raros, 0S
sintomas hepaticos sdo leves e o diagndstico € realizado apenas na idade adulta, quando os
individuos apresentam sinais de doenga neuromuscular (5), como miopatia e neuropatia (35).

O diagnostico da GSD 111 pode ser realizado por demonstragdo de glicogénio anormal e
excessivo no figado e/ou musculo e a deficiéncia da atividade da enzima de desramificacdo em
fibroblastos ou linfocitos da pele, ou entdo, pela anélise de mutacdo genética e associacao
especifica de algumas das mutac6es pela sub-tipagem analisando o DNA (25).

O tratamento tem como base o0 manejo dietético, no qual a principal fonte de energia deve
ser proveniente da proteina. Recomenda-se 3-4 gramas/quilograma (g/kg) de proteina através de
alimentacdo e suplementos dietéticos (5,10), com o propdsito de prevenir o catabolismo muscular,

preservando os musculos esqueléticos e cardiacos em momentos de privacao de glicose (25). A
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dieta hiperproteica é complementada com amido de milho cru, para manutenc&o das concentragdes
séricas de glicose (32). Na GSD Ill, somente a glicogendlise esta prejudicada, a gliconeogénese
continua funcionante, permitindo que lactato, aminoacidos e glicerol também possam ser
utilizados para manutencdo da normoglicemia (5,36).

Bem como no tipo |, a frequéncia das doses de amido de milho varia com a idade. Na
infancia, alimentacdo a cada trés ou quatro horas é recomendada (32). Nas criancas mais velhas e
adultos, a frequéncia diminui, podendo ser utilizado de 2 a 3 vezes por dia e, em alguns casos,
administrado somente antes de dormir. A terapia enteral noturna incluindo aporte proteico pode
ser benéfica para pacientes com cardiomiopatia hipertréfica moderada a grave (5), doenca que
causa espessamento anormal do musculo cardiaco (37). A ingestdo de sacarose é limitada a 59
por refeicdo, a fim de minimizar a hiperinsulinemia pos-prandial e evitar o armazenamento
excessivo de glicogénio (5). Ja a frutose e galactose ndo séo proibidas na GSD 111 (25). No entanto,
0 monitoramento das concentragdes séricas de glicose é necessario, com a finalidade de adequar a
frequéncia e a dose de amido de milho cru. Precisa-se verificar a adesdo e manutengdo do
tratamento, uma vez que o mau controle acarreta em desenvolvimento de complica¢bes como

cirrose e cardiomiopatia hipertrofica (38).

2.2.3 Glicogenose tipo IX

A GSD tipo IX é um distarbio geneticamente heterogéneo, resultante da disfuncionalidade
da enzima fosforilase quinase (Phk). A Phk é uma enzima complexa que possui uma estrutura
hexadecamérica, composta por quatro cépias de cada um dos quatro polipeptidios diferentes,
incluindo subunidades a, B, y e 5. Dependendo da subunidade afetada, diferentes subtipos de GSD
IX séo descritos (11,39).

Dentre todas as GSD, a IX constitui aproximadamente 25%, pode ser herdada de forma
autossdmica recessiva ou ligada ao X. A deficiéncia de Phk hepatica ligada ao X ocorre em
aproximadamente 75% dos casos de GSD IX (25). A atividade enzimatica também pode ser
deficiente em eritrocitos, leucdcitos e fibroblastos (5).

A GSD IX possui quatro subtipos, o mais comum ¢ [Xa, resultante da atividade diminuida
da Phk no figado e/ou eritrdcito, e é, atualmente, considerada uma condicdo leve e sem
complicagdes, onde, o tratamento frequentemente é considerado desnecessario; a IXp é causada
pela deficiéncia de Phk no figado e nos musculos; o tipo IXy é relacionado a mutagdes na

subunidade gama da enzima Phk, ele apresenta um fendtipo mais grave e alta prevaléncia de
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doenca hepatica e fibrose, podendo apresentar cirrose na infancia; e o IX6 ou GSD muscular ligada
ao X, é resultante da subunidade alfa prejudicar a atividade da Phk muscular (11,12).

Dentre as GSD, a tipo IX apresenta o quadro clinico mais heterogéneo, é classicamente
leve, apresentando hepatomegalia, transaminases elevadas e dislipidemia, mas, pode apresentar-
se de forma mais grave com sinais clinicos de hipoglicemia, baixa estatura e cirrose (11). A maioria
dos pacientes é diagnosticado acidentalmente na idade adulta, ap6s apresentarem hepatomegalia
(5). No entanto, € comum o diagnéstico de pacientes com idade entre 1 e 5 anos, devido ao
abdémen protuberante pela hepatomegalia, retardo no crescimento, atraso no desenvolvimento
motor, dislipidemia e elevagdo das transaminases hepaticas (5,25). As complicacdes hepaticas
como fibrose, cirrose, adenomas e carcinoma hepatocelular, ocorrem principalmente em pacientes
com concentracbes aumentadas de transaminases hepaticas e hiperlactatemia pos-prandial,
anormalidades que comumente desaparecem espontaneamente com o passar dos anos, tornando 0s
pacientes adultos praticamente assintomaticos, apesar de continuarem com a deficiéncia de Phk
(5,11,25).

O diagndstico pode ser realizado por meio de bidpsia hepética, devido o sintoma inicial
geralmente ser a hepatomegalia. Estudos enzimaticos com amostras de tecido, como figado ou
musculo, podem ser realizadas, no entanto, analises ndo invasivas, utilizando células sanguineas
para identificacdo da enzima Phk, j& foram relatadas. Neste tipo de analise ndo fica claro o gene
causador da doenca, portanto, em individuos com suspeita de GSD 1X é recomendada a analise de
mutacéo (5).

Em casos sintomaticos, o tratamento pode corrigir o déficit estatural e os marcadores
bioguimicos. Para tal, é necessario realizar o fracionamento das refeicdes evitando periodos de
jejum, restringir a ingestdo de agUcares simples e aumentar o aporte proteico, ofertando 2-3g/kg
ao dia de proteina, além do consumo de amido de milho cru para manter a normoglicemia e evitar
cetose em casos especificos. Porém, é importante ressaltar que a maioria dos pacientes ndo requer
tratamento (5,40).

2.2.4 Glicogenoses hepaticas e densidade mineral 0ssea

As GSDs hepéticas apresentam diversas complicacfes, das quais, as complicaces 0sseas
vem sendo relatadas mais recentemente, tais como a baixa DMO 06ssea, fraturas frequentes,
osteopenia e osteoporose (16-19,41).

O aparecimento de complicacdes a longo prazo nas GSDs parece depender também da
adesdo ao tratamento e consequente controle metabdlico (11,42). Alteracbes dsseas podem ser
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resultantes de mecanismos de contra regulagéo da hipoglicemia na GSD I, no qual, diante de um
episodio hipoglicémico, o glucagon aumenta, ativando a formagdo de adenosina monofosfato
ciclica no figado por meio de receptores da proteina G, que acabam aumentando a atividade da
enzima G6Pase, como a G6Pase ndo pode converter o glicogénio em glicose, ela acaba sendo
convertida em piruvato, que, posteriormente, serd convertido em lactato ou acetil coenzima A (28).
A acidose latica causa acidose metabdlica, que esta associada ao aumento da excre¢do urinéria de
calcio, por meio da liberacdo do 0sso para a corrente sanguinea e por alteracdes na capacidade de
reabsorcdo pelo rim, causada pela inibicdo do transporte do célcio dentro do tdbulo renal,
induzindo a reabsorcdo 0ssea, e, consequentemente, causando perda da massa éssea (43). Da
mesma forma, o cortisol € liberado na corrente sanguinea como resposta a hipoglicemia cronica, a
producdo e vida util dos osteoblastos é diretamente afetada pelo excesso de glicocorticoides,
enguanto os osteoclastos ndo sofrem alteracdo. Desta forma, com o0 mau controle metabdlico, os
pacientes apresentam reducdo no numero de osteoblastos enquanto os oesteoclastos continuam
ativos, 0 que causa aumento da reabsorcao e diminuigdo da formacao 6ssea, desequilibrio que pode
causar osteoporose (28).

A doenca renal, comum nas GSDs, principalmente no tipo | (42), também pode de alguma
forma contribuir para a perda 6ssea. O rim é responsavel pela reabsorcéo de substancias que séo
excretadas na urina, seu mau funcionamento causa excre¢do de bicarbonato, célcio e sédio,
substancias importantes para o0 organismo. Este mau funcionamento também causa acumulo de
substrato, tornando o ambiente toxico. A acidose cronica, causada pelo acumulo de lactato, € um
fator que colabora para o desenvolvimento da osteoporose, causando aumento do tamponamento
da acidose no sangue, fazendo com que o tecido dsseo libere carbonato de célcio para regular a
acidose na corrente sanguinea, calcio que € posteriormente excretado pela urina (44-46).

No entanto, o mecanismo de osteopenia/osteoporose em GSDs é provavelmente
multifatorial, com envolvimento da fisiologia muscular, meio metabdlico anormal e alimentacdo
desiquilibrada, com reducéo na ingestdo de micronutrientes. Contudo, torna-se necessario maiores
investigacOes para elucidar fatores envolvidos em sua patogénese (18).

Alguns estudos ja foram publicados relacionando a baixa DMO as GSDs. Melis et al.
(2014) conduziu um estudo com pacientes com diagnostico de GSD |, o qual investiga os efeitos
do mau controle metabdlico e o uso de tratamentos especificos para GSD | na DMO. Pacientes
com GSD la e Ib apresentaram DMO reduzida em comparagdo com controles pareados por idade
e sex0. Nos pacientes com GSD la, essas anormalidades se correlacionaram com a adesdo a dieta
e aos indicadores bioguimicos de controle metabdlico. Em pacientes com GSD Ib, a DMO

correlacionou-se com a idade da primeira administracdo da terapia com fator estimulante de
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coldnias de granul6citos, e também com sua duracdo. Demonstrando que o bom controle
metabdlico e a adesdo a dieta sdo recomendados para melhorar o metabolismo 6sseo em pacientes
com GSD | (19).

Minarich et al. (2012) também verificou que pacientes com GSD | apresentam baixa DMO,
55,0% dos pacientes com GSD la e 66,7% do tipo Ib. Estes achados associaram-se a outras
complicagdes da doenga, tais como menor concentra¢do sérica média de 25-OH vitamina D no
tipo la, entretanto o tipo Ib ndo apresentou correlacGes significativas (28). Achados de Kaiser et
al. (2019) apoiam a existéncia de baixa DMO nas GSD tipo I, 47,0% dos pacientes apresentaram
reducdo da massa Ossea, os resultados da DMO correlacionaram-se negativamente com
concentracdo sérica de lactato.

Cabrera-Abreu et al. (2004) também descreveu em seu estudo que pacientes com GSD 1 e
I11 apresentaram baixa DMO, o mesmo nao foi observado em pacientes com o tipo IX (14). Mundy
et al. (2008) descreve que pacientes com GSD Ill apresentam massa 6ssea significativamente
anormal, colocando-os em risco aumentado de fratura potencial (16). Bem como Melis et al.
(2016), que avaliou a DMO e o envolvimento dos fatores metabdlicos, enddcrinos e da atividade
fisica no estado dsseo de pacientes com diagnostico de GSD I1ll. Os autores concluem que o
desequilibrio metabdlico pode ser o fator chave que desencadeia a osteopenia. Podendo ocorrer
por diferentes mecanismos, como hiperlipidemia cronica, reducdo dos niveis séricos de IGF-1 e
insulina. Tendo como resultado, que pacientes apresentam DMO inferior aos controles. (18).

2.3 Densidade mineral éssea

O osso ¢ um tecido conjuntivo dindmico que tem fungao estrutural, fornecendo integridade
mecanica, possibilitando a locomogao e prote¢ao de 6rgaos e tecidos, e também tem envolvimento
nas vias metabolicas associadas a homeostase mineral (47).

A estrutura 6ssea ¢ composta 60% por minerais como calcio e fosforo, e o restante é
constituido por dgua e proteina, desta proteina, 90% ¢ colageno, formado também por osteoblastos.
O colageno nao fornece suporte apenas para o 0sso, mas também para cartilagens, tendoes e pele.
A segunda proteina mais abundante do osso € a osteocalcina, provinda também dos osteoblastos,
responsavel por manter a homeostase de célcio e estimular a sintese de colageno, promovendo a
formacgdo da matriz 6ssea (48).

O metabolismo 6sseo ¢ regulado por sinais quimicos, elétricos, mecanicos € magnéticos.

Localmente, o tecido ¢sseo responde a estes estimulos, mantendo o equilibrio entre formagao e
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reabsor¢do, processo denominado de remodelagdo Ossea, necessario para a manutengdo da
homeostase (47).

As principais células envolvidas no metabolismo 0sseo sao os osteoblastos, osteocitos e
osteoclastos. Os osteoblastos sdo células derivadas das células tronco mesenquimais, eles
participam da formacgao 6ssea, produzindo matriz organica 6ssea; os osteoclastos sdo derivados da
linhagem hematopoiética, eles sdo responsaveis pela reabsor¢do Ossea, dissolvendo a matriz

mineral e extracelular dssea (figura 4) (49).
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Figura 4 - Etapas da remodelacdo dssea
Fonte: Camargos, 2014 (50)

A homeostase O0ssea ¢ mantida pelas interagdes entre osteoblastos e osteoclastos, que
formam e removem o tecido 0sseo sincronamente, processo chamado de acoplamento, conceito
baseado no fato de que osteoblastos influenciam a formagdo e ativagdo dos osteoclastos,
igualmente, os osteoclastos influenciam a diferenciagdo e a atividade dos osteoblastos (47). Os
distarbios no equilibrio, causando maior reabsor¢do do que formagao dssea resultam em perda da

massa 0ssea, enfraquecendo a estrutura 6ssea e causando risco de fratura, osteopenia e osteoporose

(51).
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A quantidade dssea corporal é expressa em DMO, que ¢ a quantidade de célcio por unidade
de superficie, ja a concentragdo mineral 6ssea (CMO), expressa a quantidade total de mineral no
0ss0, ela determina a resisténcia a fratura ao final do pico 6sseo, quando os 0ssos atingem sua
maxima densidade e rigidez (48).

A DMO sofre variagdes ao longo da vida, durante a infancia e adolescéncia ocorre uma fase
répida de acimulo de massa 0ssea, na idade adulta mantém-se sem grandes modifica¢fes, com o
envelhecimento vem o aumento da perda da 6ssea (52). O pico de massa dssea se dd normalmente
na adolescéncia, em torno de 18 anos nas meninas e 20 nos meninos, porém, a estrutura ¢
remodelagdo dssea sdo afetadas por diversos fatores, como hormonios, estilo de vida, fatores
nutricionais e genética (48,52).

A perda da massa Ossea ocorre naturalmente ao longo dos anos, no entanto, causas
secundarias podem acelerar este processo, como por exemplo, o estilo de vida, com consumo de
alcool, tabagismo, sedentarismo, baixo peso (IMC inferior a 18,5kg/m?), raga branca ¢ asiatica
também fazem parte dos fatores de risco; além de estados gerais de doenca e uso de medicagdes
especificas. Entre as doencgas associadas a perda de massa Ossea estdo o hiperparatireoidismo,
anorexia, sindromes de ma absorcao, hipertireoidismo, insuficiéncia renal crénica, hipogonadismo
e condigdes cronicas resultando em deficiéncias de calcio e / ou vitamina D (54).

A redugdo quantitativa da DMO e a ruptura da microarquitetura causa doenca Ossea,
quando em um nivel intermediario, denomina-se osteopenia, em casos mais graves o diagnostico
¢ osteoporose. Doengas do tecido 6sseo que pode levar ao comprometimento da resisténcia do
0ss0, aumentando o risco de fraturas (53).

A DMO pode ser analisada utilizando metodos como absorciometria de raios-X de dupla
energia (DXA), tomografia computadorizada quantitativa (QCT), QCT periférica (pQCT) e
ressonancia magnética (RM), todas com suas vantagens e limitagdes. Em nosso estudo utilizamos

0 DXA, método considerado padréo ouro (55).

2.3.1 Absorciometria de raios-X de dupla energia

O DXA ¢ um procedimento radiologico quantitativo, desenvolvido para avaliar a DMO
por meio da imagem bidimensional, utilizando a imagem plana para estimar a area dssea através
de feixes de raios X de baixa intensidade, que analisam todo o esqueleto ou locais especificos,

conhecidos pela maior vulnerabilidade a fraturas (Figura 5) (55,56).
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Figura 5 - Exame de absorciometria de raios-X de dupla energia.
Fonte: Certified Bone Densitometry Technologist (CBDT®) — ISCD (57)

A DXA fornece dados da DMO resultante da relacdo entre o tecido 0sseo total e a area
Ossea. A DMO ¢ expressa em gramas (g) € a area projetada do osso em centimetros quadrados
(cm?) (55). O escore T ou Z € utilizado como forma de simplificar a interpretagdo dos resultados.
O escore T compara a massa dssea obtida a de um adulto jovem saudavel e o escore Z utiliza a
DMO média de pessoas da mesma idade (58). A diferenca ¢ expressa como desvio padrao (DP)
(56).

As analises realizadas pelo DXA tem por finalidade diagnosticar osteoporose e osteopenia,
monitorar alteracdes na densidade 6ssea a longo prazo e também para estimar o risco de fraturas
(59).

O DXA é considerado a técnica mais ampla, capaz de detectar a DMO total do 0sso cortical
e trabecular. E definido globalmente como “padrio ouro” para diagndstico ndo invasivo de
osteoporose (55,56). Sua utilizacdo € recomendada pela Pediatric Developmental Conference
(PDC) 2013 e International Society for Densitometry (ISCD) 2019 em suas posi¢des oficiais (55).

Os locais de medicdo de DXA recomendados pela ISCD 2019 baseiam-se em corpo total
(sem cabeca) e coluna lombar em criancas, em adultos utilizam-se locais como o colo do fémur e

a coluna lombar (60,61), conforme tabela 1.

Tabela 1 - Critério diagndstico absorciometria de raios-X de dupla energia

Faixa etaria Sitios avaliados Critério diagndstico  Conclusdo diagnostica

Coluna lombar Escore Z < -2,0 DP I?:alxa der_15|dade mineral
Corpo total sem cabeca Ossea para idade

Adultos jovens Coluna lombar (L1-L4) Escore Z <-2,0 DP Aba|xq da faixa esperada
para a idade

Criancas e adolescentes
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(mulheres antes da menopausa Colo do fémur ou fémur
e homens <50 anos) proximal

Quadril

Coluna lombar (L1-L4)
Mulheres p6s menopausa e Colo do fémur ou fémur
homens a partir de 50 anos proximal

Quadril

Escore T: <-2,5DP Osteoporose

Legenda: DP: Desvio padrdo. <: menor igual
Fonte: ISCD 2019a; ISCD 2019b.

A anélise da DMO por DXA é um método eficaz, rapido e seguro, pois apresenta baixa
dose de radiacdo. As limitacGes do DXA correspondem a dependéncia do tamanho do 0sso, além
de que, para interpretacdo, deve ser levado em consideracdo o género, etnia e idade. As analises
de DXA sdo sujeitas a erros de artefato e necessitam de conhecimento técnico para reduzir a

consequéncia nos resultados (56).

2.3.2 Marcadores de remodelagdo dssea

Durante a sintese e remodelacdo 6ssea, 0os marcadores do metabolismo 6sseo sao liberados
na corrente sanguinea, eles sdo substratos de proteinas dsseas, principalmente do colageno tipo 1,
proteina que sofre modificacBes durante a sintese dssea, possibilitando, desta forma, avaliar e
quantificar as atividades de formacao e reabsorcdo 6sseas (62,63). Marcadores de remodelagédo
Ossea sdo ferramentas complementares ao DXA na analise da DMO, avaliando o nivel de
remodelacdo dssea (64), verificando alteracbes que ocorrem a curto prazo, detectando de forma
mais rapida o risco de fraturas, quando comparadas as alteracbes da DMO (63). As células
envolvidas neste processo sdo 0s osteoclastos, osteoblastos e os ostedcitos. Os osteoblastos
possuem funcdo de mineralizar nova matriz 6ssea, 0s osteoclastos fazem reabsorcdo 6ssea e 0s
ostedcitos atuam como mecanossensores (63,65).

Ap0s o0 pico de massa 0ssea, 0 tecido 6sseo passa por remodelacdo constante, processo
ciclico e essencial para o crescimento e desenvolvimento esquelético, ele é dividido em fases de
reabsorcéo, reversdo, formagao e repouso. No ciclo normal, a fase de reabsorc¢éo dura de 7 a 10
dias e a de formagdo de 2 a 3 meses. Até 20% do 0sso pode ser substituido por meio da
remodelacdo 0ssea a cada ano (63,65). Em adultos jovens e saudaveis, a remodelacdo Ossea esta
em equilibrio e ndo causa perdas 0sseas. No entanto, a taxa de remodelacdo Ossea pode ser
influenciada por hormaonios, estresse mecanico, citocinas e fatores de crescimento (63).

Os marcadores bioquimicos que analisam a remodelacao 6ssea sdo derivados de enzimas e

peptideos ndo enzimaticos. De acordo com sua funcdo, os marcadores sdo agrupados em duas
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categorias: os de formacgdo Ossea e os de reabsorcdo, conforme tabela 2. Os marcadores de
formacdo dssea sdo produto dos osteoblastos, enquanto os de reabsor¢do sdo resultantes da
degradacéo dos osteoclastos (65).

As concentracdes de marcadores 0sseos sdo mais altas em criancas do que adultos,
principalmente durante o primeiro ano de vida e a puberdade, quando os valores séo 2 a 10 vezes
maiores que nos adultos (63). Desta forma, valores de referéncia séo classificados por idade e sexo,
conforme Bayer et al. (2014) e Wyness et al. (2013), tabela 3.

Diversas diretrizes globais incluindo a International Osteoporosis Foundation (IOF), a
American Association of Clinical Endocrinologists / American College of Endocrinology (AACE
/ ACE), a National Osteoporosis Foundation (NOF) e a Japan Osteoporosis Society
(JOS), recomendam o uso de CTX e PANP para monitoramento da osteoporose e risco de fraturas
(66). No entanto, os marcadores ndo podem ser utilizados para diagnéstico de osteoporose, mas
sdo bons preditores do risco de fratura, por analisar a taxa de renovacgdo 6ssea, no qual 0 excesso
causa deterioracdo da microarquitetura esquelética, contribuindo para o aumento no risco de
fraturas, independente da idade, sexo, comorbidades ou DMO (63,65).

Os marcadores de remodelacdo dssea sofrem interferéncia de diversos fatores, como o ciclo
circadiano, suas dosagens costumam ser mais altas no inicio da manhd, entre 2:00 e 8:00 horas e
mais baixa durante a tarde e noite, entre 13:00 e 23:00 horas (63). A ingestdo de alimentos costuma
reduzir cerca de 20 a 40% os marcadores de reabsorcdo Ossea apds o consumo alimentar. O
exercicio fisico intenso reduz marcadores de reabsorcdo e aumenta os de formacdo Gssea, ja o
consumo de bebidas alcodlicas e 0 uso de algumas medicacdes (corticoesteroides, horménios
contraceptivos, drogas antirreumaticas, inibidores da aromatase, drogas antiepiléticas,
tiazolidinedionas, diuréticos tiazidicos e antagonista da vitamina K) costumam reduzir as
concentragdes dos marcadores. No inverno as concentragdes de CTX podem ser aumentadas
devido a deficiéncia de 25-OH vitamina D (<15ng/dL). No entanto, é possivel controlar estes
fatores, orientando o0 paciente a manter 0 jejum necessario, nao fazer uso de bebida alcodlica, ndo
praticar exercicios extenuantes no dia anterior a coleta, verificando medica¢fes em uso e

realizando a coleta no periodo da manha (67).

Tabela 2 - Marcadores de formacéo e reabsor¢ao dssea

Fosfatase alcalina (ALP) Soro ou plasma
Osteocalcina (OC) Soro ou plasma
Marcadores . . , .
~. Propepetideo N terminal do procolageno tipo 1
de formacéo (PINP) Soro ou plasma
0ssea

Propeptideo C-terminal do procolageno tipo 1

(P1CP) Soro ou plasma
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Fosfatase &cida resistente ao tartarato (TRAP)

Soro

Marc;éjores ;I'C(:e_llf))[z;:ptldeos de colageno tipo | C-terminal Soro ou plasma
reapsorgao Telopeptideos de coldgeno tipo | N-terminal Urina ou soro
6ssea (NTX)
Piridinolina (PYD) Urina
Desoxipiridinolina (DPD) Urina
Fonte: Shetty et al. 2016; Younes et al. 2014.
Tabela 3 - Valores de referéncia para marcadores 4sseos
Osteocalcina (ng/mL) PINP (ug/1) CTX (ng/mL)
Idade . - - . Feminino Masculino
(anos)  Masculino Feminino Feminino Masculino
P2,5 P97,5 P2,5 P97,5

0-1 20,8al44,3 20,8al144,3 227,2a4762,8 227,2a4762,8 0,404 1,529 0,354 1.199

1-2 283al26,1 283al26,1 346,6a1088,0 346,6a1088,0 0,396 1,556 0,435 1,433

2-3 30,7a854 30,7a854 178,3a6457 178,3a6457 0,396 1,556 0,435 1,433
3-4 239a984 239a984 1352a746,1 1352a746,1 0,396 1,556 0,435 1,433
4-5 228al129,3 228a129,3 85,7a901,7 85,7a901,7 0,396 1,556 0,435 1,433
5-6 421al128,2 421al282 1115a7684 1115a7684 0,396 1,556 0,435 1,433
6-7 309al1222 309al222 187,6a887,3 187,6a887,3 0,565 1,570 0,509 1,697
7-8 125a2325 125a2325 499a1200,0 49,9a12000 0,565 1,570 0,509 1,697
8-9 257al151,1 257a151,1 120,4a1021,0 120,4a1021,0 0,565 1,570 0,509 1,697
9-10 12,2a110,6 18,4a251,7 42,7a952,1 45,2 a 552,5 0,565 1,570 0,509 1,697
10-11 12,6a1457 185al154,2 62,5a914,7 48,3 a 769,6 0,627 1,955 0,860 2,591
11-12 31,9a200,9 11,9a140,4 653a8558 142,5a2501,7 0,627 1,955 0,860 2,591
12-13 19,8a164,9 13,1a186,7 47,0a980,9 67,2 a854,8 0,627 1,955 0,860 2,591
13-14 58,7a236,2 16,8a2389 37,1a11956 267,9a1514,6 0,627 1,955 0,860 2,591
14-15 25,7a241,0 154a888 585a451,4 148,1a1200,0 0,312 1,104 0,540 2,035
15-16 30,1a186,9 16,9a96,3 45,6a600,2 81,8a961,4 0,312 1,104 0,540 2,035
16-17 32,0al1242 57a66,7 14,6 a 238,3 77,7a430,3 0,312 1,104 0,540 2,035
17-18 135a160,1 20,7a456 36,3a1439 38,7a494,5 0,312 1,104 0,540 2,035
Adultos 11 a48 11a48 13,8a60,9 13,9a85,5 <0,650 <0,850

Legenda: P: percentil
Fonte: Bayer et al. 2014; Wyness et al. 2013.

2321

Osteocalcina

Sintetizada por osteoblastos, odontoblastos e condrdcitos hipertréficos, a OC é uma

proteina que se liga a hidroxiapatita, formando cerca de 15% da matriz 6ssea ndo colagena (65).

Sua sintese € estimulada por 1,25-dihidroxivitamina D. A OC contém residuos de acido glutamico,

que séo convertidos em gama-carboxiglutdmaico (GLA) por carboxilacdo dependente de vitamina

K. Durante o processo de carboxilacdo, a proteina € modificada estruturalmente, permitindo que a

OC se ligue a hidroxiapatita durante a mineralizacdo na matriz 6ssea (63).
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A OC ¢ liberada na circulacdo sanguinea durante os processos de reabsor¢do e formagéo
Ossea (68). Por ser um marcador tardio da atividade dos osteoblastos, é utilizada como marcador
de formacdo 6ssea (65).

Entre as limitacbes do seu uso, podemos observar a influéncia das concentracfes de
vitamina K, fung&o renal, ritmo circadiano, meia vida curta, instabilidade da molécula intacta (65)

e alta variabilidade bioldgica (63).

2.3.2.2 Propeptideo N-terminal do procolageno de tipo 1

O P1NP é derivado de osteoblastos e fibroblastos (65), é liberado na corrente sanguinea
como resultado da clivagem do procolageno em coldgeno tipo 1. A maioria € produzida a partir do
0SS0, Uma pequena parte é originada da pele, cartilagem e tenddes, ja que a matriz do colageno 1
também esté presente nestes tecidos (63).

O P1NP é composto por 3 cadeias de subunidades de procolageno tipo 1, que estdo ligadas
de forma ndo covalente. Ele é produzido em quantidades iguais ao colageno e é depositado no
0ss0. Ao entrar na corrente sanguinea, o PLNP se conecta ao receptor nas células endoteliais do
figado, sendo entdo, degradado (62,67).

Uma pequena por¢do ou fragmento do P1NP é liberado na corrente sanguinea durante o
processo de formacao e sintese dssea, ou, posteriormente durante a sua degradacdo. Este marcador
do metabolismo 6sseo avalia a fungio osteoblastica e a taxa de formagdo Gssea (69). E um
marcador considerado referéncia pelo International Osteoporosis Foundation (IOF), pela sua boa
precisdo, baixa variabilidade, menor variacdo em decorréncia do ciclo circadiano e pela

estabilidade em temperatura ambiente (65).

2.3.2.3 Telopeptideo C-terminal do colageno 1

Produto da degradacéo de colageno tipo 1 do tecido 6sseo (65), 0 CTX sofre modificagdes
pos-traducionais, conhecidas como racemizagdo e isomerizagdo, dando origem a quatro isbmeros
de CTX: &-L, a-L, &-D e a -D. A renovacdo 0ssea acelerada é caracterizada por uma proporcao
aumentada de aCTX / &CTX (63). Fragmentos do peptideo colageno tipo 1 séo liberados na
corrente sanguinea durante o processo de reabsorgdo 0ssea, sendo portanto, um sinalizador desta
reacao (68).

A 10F recomenda a utilizacdo do CTX como marcador de reabsorcdo Ossea (65). As
limitacGes deste marcador sdo decorrentes da variacao circadiana e consumo de alimentos, sendo
ideal que seja realizado jejum noturno de pelo menos 8 horas antes da coleta. A concentragdo de
CTX pos prandial pode ser 20% inferior se comparado com o estado de jejum. Adicionalmente, o
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CTX é eliminado pelo rim, portanto, alteracdes no funcionamento renal também podem interferir
nos resultados (65,67).

2.3.3 Nutricdo e densidade mineral dssea

A dietoterapia é a base para o tratamento das GSDs, com intervengdes como uso de doses
diérias de amido de milho cru, dieta hiperproteica nos tipos Il e IX e restri¢cdo de sacarose, frutose
e lactose no tipo I (70,71). Tais intervencgdes potencialmente reduzem o consumo de nutrientes
importantes para o metabolismo 6sseo.

O consumo de nutrientes como calcio, vitamina D, fosforo, potassio, magnésio, vitamina
K, consumo de frutas, legumes, verduras, grdos integrais, nozes, peixe e azeite tem efeito benéfico
no tecido Gsseo, reduzindo o risco de fratura. JA uma alimentacdo baseada em alto consumo de
carne vermelha, gréos e cereais refinados, acidos graxos saturados e refrigerantes, acarreta em
maior risco de baixa DMO e de fraturas. Tais alimentos agem no metabolismo do célcio, previnem
a reducdo da acdo dos osteoclastos, da formacdo da matriz 6ssea, participam da modulacdo do
equilibrio &cido base do nosso organismo, possuem capacidade antioxidante e diminuem a
concentracdo de homocisteina (72).

Durante a infancia e adolescéncia ocorre 0 acumulo de massa 6ssea, a carga genética
determina até 80% da variacdo da DMO, no entanto, alimentacdo, pratica de exercicios fisicos,
peso e composicdo corporal e hormonal também afetam este processo. Calcio, vitamina D e
proteina sdo os nutrientes mais importantes durante as duas primeiras décadas de vida, quando
ocorre o pico de formacdo de massa 6ssea (46).

Elencaremos a seguir 0s nutrientes chave no metabolismo 4sseo, 0 mecanismo envolvido
e suas principais fontes.

Proteina: A proteina participa da formag&o da matriz ¢ssea, fornecendo 50% do volume e
1/3 da massa 6ssea em adultos (73). Além disso, 0os aminoacidos também contribuem para a
manuten¢do da massa 0ssea atraves do estimulo de absorcao de calcio no intestino, aumentando o
IGF-1 circulante, estimulando a formacéao 0ssea pelos osteoblastos e reduzindo a reabsorcéo pelos
osteoclastos (74). Os aminoacidos do colageno 0sseo, utilizados no processo metabdlico e de
manutencdo Ossea, ndo podem ser reutilizados, desta forma, é imprescindivel um aporte diario
adequado de proteina para a manutencdo deste tecido (75). Diversos estudos tém associado o
consumo proteico adequado a uma melhora na DMO (76-78). No entanto, alguns estudos ainda

sugerem gue 0 consumo excessivo de proteina resultem em perda 6ssea pelo aumento da excrecao
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e balanco negativo de célcio mediante dietas hiperproteicas. Fontes proteicas consistem em
alimentos de origem animal, carnes, ovos e lacteos, aléem de leguminosas (75). Para pessoas
saudaveis e com GSD tipo I, a recomendacéo de proteina é de 10 a 15% da necessidade energética
diaria (NED) (71,79), no tipo 11 de 20 a 30% da NED (31) e 20 a 25% no tipo 1X (40).

Célcio: Mais de 99% do célcio do organismo humano encontra-se armazenado nos 0Ssos,
ele tem fungdes na coagulacdo sanguinea, no sistema cardiovascular e é responsavel pela DMO.
O célcio, juntamente com a vitamina D, formam os cristais de hidroxiapatita, 0os quais compdem a
matriz mineral dssea. Desta forma, é necessario um bom aporte destes nutrientes, pois, baixas
concentragdes séricas de célcio estimulam a liberacdo deste mineral pelos 0ssos, desencadeando
reabsorcao do tecido 6sseo (73,80). O consumo adequado de célcio na infancia e adolescéncia é
indispensavel para atingir o pico de massa 0ssea, além de reduzir as perdas 0sseas associadas ao
envelhecimento (81). As maiores fontes de calcio da dieta séo os laticinios (leite, queijo, iogurte),
vegetais verdes escuros, frutas e sementes, além de peixes (80). A recomendacéo de célcio varia
de acordo com a faixa etaria: criancas de 1-3 anos: 500 mg; 4-8 anos: 800 mg; 9 — 18 anos: 1300
mg e 19 — 30 anos: 1000 mg (79).

Fdsforo: O armazenamento do fosforo também se da, principalmente, nos 0ssos, cerca de
80 a 90%. Este mineral também tem ligagdo com a perda mineral Gssea, ja que sua ingestdo
insuficiente e desproporcional as quantidades de célcio, causa a reabsor¢do e inibe a formacéo
Ossea. J& 0 excesso, diante de uma ingestdo insuficiente de calcio, aumenta a excrecdo de
paratorménio (PTH), causando a perda da massa 6ssea. Boas fontes de fosforo sdo encontradas em
carnes, lacteos, oleaginosas, ovos e leguminosas (73). Recomendacdo de ingesta diaria: 1-3 anos:
460 mg; 4-8 anos: 500 mg; 9 — 18 anos: 1250 mg e 19 — 30 anos: 700 mg (79).

Potéassio: O potassio atua reduzindo a excrecdo renal de célcio, por meio da manutencao da
carga acida no organismo, o que reduz também a retirada de célcio do tecido ésseo. Tendo também
efeitos na reducdo de biomarcadores de reabsorcdo 6ssea. Encontramos potassio em alimentos
como a beterraba, batata doce, tomate, aveia, abacate, banana, uva passa (80). Ingesta diaria
recomendada: 1-3 anos: 3,0g; 4-8 anos: 3,8g; 9 — 13 anos: 4,5g; 14 — 30 anos: 4,79 (79).

Magnésio: Cerca de 50 a 60% do magnésio encontra-se acumulado no tecido 0sseo, 0s ions
de magnésio ligam-se aos cristais de hidroxiapatita, tendo influéncia na formacéo e tamanho dos
cristais. Outra funcdo importante deste mineral é a inducao da proliferacéo de osteoblastos, células
responsaveis pela formacao 0ssea. Magnésio também tem efeitos nas concentracdes de vitamina
D, ja que a maioria das enzimas envolvidas no metabolismo da vitamina necessitam de magnésio
para sua ativacdo. Ele atua na troca de ions de calcio e potassio nas membranas celulares e tem

funcBes na contracdo muscular e atividade neuronal (80). A relacao direta entre magnesio e saude
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Ossea se d& através da sua deficiéncia, que causa diminuicdo da atividade dos osteoblastos e
osteoclastos, disfuncdo na producdo de PTH e aumento da liberacdo de calcio do tecido 6sseo
(73,82). Fontes de magnésio sdo alimentos integrais, vegetais folhosos, legumes e nozes (80).
Recomendacdo diaria: 1- 3 anos: 80 mg; 4 - 8 anos: 130 mg; 9 — 13 anos: 240 mg; 14 — 18 anos:
homens: 410 mg, mulheres: 360 mg; e 19 — 30 anos: homens: 400 mg, mulheres: 310 mg (79).

Vitamina D: A vitamina D regula a homeostase de calcio, atuando de forma direta e
indiretamente no 0sso, e esta envolvida na manutencéo da forca e massa muscular. Ela determina
a adequada concentracdo sérica de calcio, regula sua absorcdo no trato grastrointestinal, reduz a
sintese de PTH e a reabsorcédo de fosfato no 0sso, além de atuar na diferenciacdo dos osteoblastos
(73,80). A deficiéncia de vitamina D causa mineralizacdo Gssea inadequada nas criancas,
desencadeando raquitismo; nos adultos ocorre um defeito na mineralizacdo do tecido 0sseo,
causando osteomalécia. A hipovitaminose D pode aumentar indiretamente a mobilizacao de calcio
do o0sso por meio do hiperparatireoidismo, causado por sua insuficiéncia (81). Cerca de 80 a 90%
da vitamina D é obtida pela sintese cuténea diante da exposicao solar. O restante € provindo do
consumo de alimentos fonte, como peixes oleaginosos, cogumelos e produtos lacteos fortificados
(80). Recomendagcdo de ingesta diéria: 1 - 30 anos: 5 ug (79).

Vitamina B12: A cobalamina, ou vitamina B12 estd envolvida na remetilacdo da

homocisteina em metionina, sua deficiéncia causa hiperhomocisteinemia, que esta associada a
baixa DMO, osteoporose e risco de fraturas. Fontes alimentares: peixes, carnes, ovos, frutos do
mar e lacteos (73,83). Recomendagéo diaria: 1- 3 anos: 0,9 pg; 4 - 8 anos: 1,2 pg; 9 — 13 anos: 1,8
pg; 14 —30 anos: 2,4 pg (79).

Vitamina K: Tem funcGes durante a formacéo e mineralizacdo da matriz 6ssea. Ela atua
como um co-fator, facilitando a conversdo dos residuos de glutamil em y-carboxiglutamil (GLA)
na osteocalcina, além de sua influéncia em diversas proteinas dependentes de vitamina K. As
principais fontes de vitamina K sdo os vegetais verde escuros (80). Recomendagéo: 1- 3 anos:
30ug; 4 - 8 anos: 55 pg; 9 — 13 anos: 60 pg; 14 — 18 anos: 75 pg; 19 - 30 anos: homens: 120 pg,
mulheres: 90 ug (79).

3. MARCO CONCEITUAL

Nas GSDs hepaticas, o defeito ou deficiéncia na atividade das enzimas especificas em cada
tipo, ocasionam sintomas distintos, os mais comuns sao a hepatomegalia, hipoglicemia e atraso no
desenvolvimento. No entanto, pacientes com baixa adesdo a dieta, mau controle metabdlico,

podem apresentar baixa DMO, fratura 6ssea recorrente, osteopenia e osteoporose. Porém, com o
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tratamento adequado, € possivel um melhor controle metabolico, diminuindo os sintomas,

melhorando o quadro clinico e prevenindo comorbidades. Figura 6.

Glicogenoses hepaticas

Deficiénecia da
desramificadora de
glicogénio

Defeito na fosforilase
b quinase

Defeito na glicose-6-
fosfatase

ipoglicemi? .
Hipoglicemia, hepatomegalia, ~~ Hepatomegalia, ™\
gpammgga]ia___ ATraS0 No hiperlipidemia, atraso no dislipidemia, hipoglicerma,

baixa estatura e
ClUTose

desenvolviments desenvolvimento

Amido de milho cru, Dieta hiperproteica,
restriciio de galactose, amido de milho cru
sacarose e frutose restricio de sacarose

Figura 6 - Marco conceitual das glicogenoses hepaticas e densidade mineral dssea
Fonte: Referéncias 10,15,18,19,31,32,40
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4. JUSTIFICATIVA

As complicagbes decorrentes das GSDs hepaticas sdo frequentes e afetam
consideravelmente a qualidade de vida dos pacientes. As pesquisas em diagndstico e tratamento
demonstram avancos clinicos, reduzindo a morbidade e mortalidade nas GSDs. Porém, ainda
existem muitas lacunas em relagdo ao desenvolvimento de complicaces e comorbidades, como
por exemplo a baixa DMO em pacientes com GSDs hepaticas.

Alguns estudos sugerem que pacientes diagnosticados com GSD hepatica tem maior risco
de fraturas e maior predisposicdo a baixa densidade mineral 0ssea, a qual parece estar associada
ao mau controle metabolico, porém, estes achados sdo pouco explorados na literatura, sendo
necessario uma melhor exploracdo da fisiopatologia da baixa DMO nas GSDs hepaticas.

O Servico de Genética Médica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (SGM/HCPA) é
um centro nacional para tratamento e diagnostico de GSD e é referéncia na area para o pais e para
a América Latina. Pacientes de todas as regides do pais sdo atendidos ambulatorialmente. No
SGM/HCPA os EIM, incluindo as GSDs hepéticas, sdo acompanhados por uma equipe
multidisciplinar com ampla experiéncia no tratamento desta condicdo. Tratando-se de uma doenca
rara, 0 SGM/HCPA possui uma amostra significatica de pacientes com GSD, contabilizando
aproximadamente 40 pacientes.

Esta pesquisa almeja uma melhor compreensdo das GSD hepaticas, contribuindo para
melhorias na prética clinica e, consequentemente, na qualidade de vida dos pacientes.

5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo primario
Analisar a densidade mineral 6ssea e a concentracao dos marcadores de remodelacao 0ssea

de uma amostra de pacientes brasileiros com glicogenoses hepaticas.

5.2 Objetivo secundario

1) Investigar a associagdo da densidade mineral 6ssea com achados clinicos e bioquimicos, de
tratamento em pacientes com glicogenoses hepaticas;

2) Estudar a associacdo da densidade mineral éssea e o controle metabdlico e nutricional nas
glicogenoses;

3) Avaliar a associacdo entre a densidade mineral 6ssea e 0s niveis de osteocalcina, propeptideo
N-terminal do procolageno de tipo 1 e telopeptideo C-terminal do coldgeno 1 em pacientes com
glicogenoses hepéticas;
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Abstract: The association between bone mineral density (BMD) and hepatic glycogen storage
diseases (GSDs) is still unclear. To evaluate the BMD of patients with GSD 1, Illa and IXa and
their relationship with biomarkers of bone turnover, a cross-sectional study was performed
including 23 patients (GSD Ia= 13, Ib= 5, Illa= 2 and IXo= 3; median age= 11.9 years) who
underwent a dual-energy X ray absorptiometry (DXA). Osteocalcin (OC, n= 18), procollagen
type 1 N-terminal propeptide (PLNP, n= 19), collagen type 1 C-terminal telopeptide (CTX, n=
18) and 25-OH Vitamin D (n= 23) were also measured. The participants completed a 3-day food
diary (n= 20). Information on additional biomarkers was extracted from medical records. Low
BMD was defined as a Z-score <-2.0. All participants were receiving uncooked cornstarch
(median dosage= 6.3 g/kg/day) at inclusion, and 11 (47.8%) were adherent to treatment. Obesity
was found in 10, and low BMD in 3 patients (GSD la= 1; Illa= 2). Regarding bone turnover, six
patients presented at least one biomarker increased (OC= 1, CTX= 2, PANP= 6), of these, all had
normal BMD. CTX, OC and P1NP correlated negatively with body weight. 25-OH Vitamin D
concentration was decreased in 7 patients. Our data suggests that patients with hepatic GSDs may
have low BMD, especially in the presence of muscular involvement and poor metabolic control.
Systematic nutritional monitoring of these patients is essential.

Keywords: glycogenosis; bone mineral density; GSD; bone; osteocalcin; photon absorptiometry

1. Introduction
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Glycogen storage diseases (GSDs) are characterized by abnormal storage or catabolism of
glycogen due to the deficient activity of enzymes that catalyze glycogen synthesis or degradation
[1]. Their incidence is approximately 1 in 20.000-43.000 live births worldwide. Approximately
80% of hepatic GSDs are of types I, 11 and IX [2]. GSD I is caused by deficient activity of glucose-
6-phosphatase [3, 4]. GSD Il results from a deficiency of glycogen debranching enzyme [5, 6],
and it is classified in Illa, which causes hypoglycemia and muscular compromise, and I1lb, which
causes only with liver symptoms [7]. GSDIXa, caused by pathogenic variations in the PHKA2
gene, results from the absence of liver-a subunit of the phosphorylase kinase, causing compromise
in liver and hypoglycemia [8, 9].

The treatment of hepatic GSDs usually consists of dietary management, with frequent periodic
administration of uncooked cornstarch (UCCS) and restriction of simple carbohydrate intake [10].
Dietary management aims to maintain normoglycemia, preventing secondary metabolic
derangement and development of complications such as hepatocellular adenomas/carcinomas,
myopathy, renal failure and osteoporosis [11]. In GSD I, the restriction of sucrose, fructose,
galactose and lactose is widely used; in GSD Il and IX, the restriction of sucrose and the intake
of a high-protein diet are also common [4, 6, 12]. Other strategies for treatment are described, such
as the continuous infusion of glucose at night, ketogenic diet [10, 13], medium chain triglycerides
(TCM) [14, 15] and liver transplant [2].

Low bone mineral density (BMD) in GSDs patients, and a higher risk for developing fractures,
has been described by several studies [16-21]. Its etiology seems to be multifactorial, a combined
result of malnutrition, metabolic imbalance, secondary lactic acidosis and hypogonadism [16, 18].
A lower BMD has also been described in other inborn errors of metabolism (IEM), such as
phenylketonuria (PKU). For instance, Castro et al. (2020) found that patients with PKU had lower
BMD than controls, but with Z-score values within normal limits. When analyzing bone turnover
biomarkers, they found an imbalance between bone formation and resorption, suggesting that bone
resorption is increased in PKU patients. The authors suggest that this finding may be associated
with the restricted diet and the toxic effect of the disease [22].

Increased bone turnover markers (BTMs) are associated with bone loss, increased fracture
risk and poor adherence to the treatment of osteoporosis [23]. It is important to point out that there
are many determinants of the variability of bone turnover, such as age and gender. Also, there are
conditions characterized by an acceleration of bone turnover such as primary hyperparathyroidism
and vitamin D deficiency [24]. The bone formation marker procollagen type 1 N-terminal
propeptide (P1INP) and the resorption marker collagen type 1 C-terminal telopeptide (CTX, are the
preferred markers for evaluating bone turnover in the clinical setting due to their specificity to
bone, performance in clinical studies, wide use and relatively low analytical variability [23]. Some
studies have correlated BTMs with hepatic GSD and treatment variables, and those few studies
have reported inconclusive findings [16, 18, 21, 25].

The aim of this study was to evaluate the BMD of patients with GSD I, Illa and [Xa by dual
emission X-ray absorptiometry (DXA) and serum biomarkers of bone metabolism analysis, as well
as their relationship with metabolic and nutritional control in GSDs.

2. Materials and Methods

This is a cross-sectional outpatient study carried out at Hospital de Clinicas de Porto Alegre
(HCPA), Brazil. The study was approved by the HCPA Research Ethics Committee (protocol
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numbers 14-0120 and 15-0218) and conducted in accordance with the Declaration of Helsinki
[26]. All participants (or their legal guardians when appropriate) provided written informed
consent.

2.1. Subjects

The study included 23 patients with previous diagnosis of GSD (la= 13, Ib= 5, Illa= 2, IXa=
3), confirmed by genetic analysis and recruited from the Medical Genetics Service of HCPA
(MGS-HCPA), Brazil; 12/23 were female, with a median age of 11.9 years, ranging from 3 to 33
years (0 to 11 years, n = 12; 12 to 19 years, n = 5; >20 years, n = 6). The treatment protocol for
patients with GSD 1 seen at the MSG-HCPA includes restriction of sucrose, fructose, galactose
and lactose, in addition to regular consumption of UCCS; for types Il and IX, it is also
recommended restriction of sucrose, the intake of UCCS and a high-protein diet.

2.2. Data collection

2.2.1. DXA analysis

BMD was assessed by DXA using a Lunar Prodigy Primo device (Encore version 14.1,
Radiation Corporation, Madison, WI). Patients fasted for only 2 hours before the scan, as they
cannot tolerate longer periods without presenting hypoglycemia. In adults, the lumbar spine (L1-
L4) and proximal femur (total femur and femoral neck) were evaluated, while in children, the
lumbar spine (L1-L4) and whole body (minus the head) were assessed. Precision error was
assessed as recommended by the International Society for Clinical Densitometry (ISCD), taking
into account the minimum acceptable precision for an individual technologist [27, 28].

As per the 2019 ISCD position statement, results were expressed as Z-scores for age. In
children, adolescents, and young adults, a Z-score of —2.0 standard deviations (SD) or lower is
defined as a “BMD below the expected range for age” [27, 28], and this was the criteria adopted
for classifying the BMD as low or reduced in this study.

Patients with short stature for age did not have their height corrected for DXA, to avoid false
normalization of BMD in patients whose height deficit may be due to the underlying GSD.

2.2.2. Biochemical analysis

On the same day of the DXA scan, a blood sample was collected after the same 2-hour fasting.
Serum was separated from the sample, stored at —80°C, and sent to a reference laboratory (Fleury
S.A., Sdo Paulo), where commercially available kits (Roche Diagnostics, coefficient of variation
5%) were used to quantitate three BTMs: osteocalcin (OC), PINP and CTX by
electrochemiluminescence. The reference ranges for these BTMs were classified by age and sex
according to Bayer et al. (2014) and Wyness et al. (2013) (table S1) [29, 30]. 25-OH Vitamin D
concentrations were also measured (NRV= >20ng/mL).

Additional test results, such as vitamin B12, calcium, phosphorus, triglycerides, cholesterol
(total and fractions), glucose, lactate and arterial blood gas were collected from the medical records
of each patient on the date closest to (up to 20 days before or after) the DXA scan. For lactate and
glucose, the median of all values available for the 24 months preceding DXA was also reported.

Serum triglyceride (the measurement closest to the date of DXA), glucose and lactate
concentrations (median value of the previous 24 months-measurements) were used to determine
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the metabolic control of patients [21, 25, 31]. Patients were considered adherent to treatment (e.g.,
with a good metabolic control) if the values for all the three variables were within the normal
reference range (glucose: 4.2 - 5.6 mmol/L; lactate: 0.5 - 2.2 mmol/L; triglycerides: < 2.3 mmol/L).

2.2.3. Food diary

The patients were trained by specialized professionals to record their dietary intake related to
the week before the DXA performance, on a three-day food diary (2 weekdays and 1 weekend
day). Patients were instructed to write down detailed information about their food consumption,
including details as to how foods are prepared, any condiments and seasonings used and the brands
of all products. Analysis of dietary intake was performed using the Nutribase software
environment (NB16Cloud, CyberSoft, Inc., Phoenix, AZ, USA). Household measurements were
converted to grams by a clinical nutritionist, using the 2008-2009 Brazilian Household Budget
Survey as a basis. Three-day dietary intake values were averaged for further analysis and
comparison against the Dietary Reference Intake (DRI) reference tables [32] (for calories, lipids,
vitamins and minerals) or GSD 1, Ill, and IX treatment guidelines for protein [4, 6, 10, 12]. The
daily energy requirement was calculated using the Harris Benedict formula, which takes weight,
structure, age, in addition to the degree of physical activity (male: REE = 66.47 + 13.75 3 Wt +
5.0 3 Ht 2 6.76 3 age; female: REE = 655.10 + 9.56 3 Wt + 1.85 3 Ht 2 4.68 3 age), the degree of
physical activity was considered mild in all patients: 1.4 - 1.59. Percent adequacy (quantity
ingested / recommended quantity x 100) was calculated for each of these nutrients. In addition, a
questionnaire was used to collect data on vitamin and mineral consumption, date of menarche and
history of fractures.

2.2.4. Anthropometric measurements

On the same day DXA was performed, weight was measured on a digital scale (0.1 kg
resolution; Model 2096PP/2; Toledo, Sdo Paulo, Brazil), and height, with a wall-mounted
Harpenden stadiometer (0.1 cm accuracy; Holtain Ltd., Crymych, Wales, United Kingdom).
Measurements were obtained with the participants standing upright, wearing lightweight clothing.
The body mass index (BMI) was calculated as the weight (kg) divided by height (m) squared, and
classified as underweight, eutrophic, overweight, or obese, according to the World Health
Organization (WHO) criteria. In patients under age 19, nutritional status was calculated using BMI
for age, with Z-scores from WHO Anthro version 3.2.2 and WHO AnthroPlus version 1.0.4 [33,
34].

2.3. Statistical analysis

Categorical variables were expressed as absolute and relative frequencies, and continuous
variables, as medians, standard error, range and percentiles. The Kruskal-Wallis test was used to
compare groups and the Spearman test for correlations. All statistical analyses were performed in
IBM SPSS Statistics for Windows, Version 19.0 (Armonk, NY: IBM Corp.). The significance
level was set using Bonferroni correction at p < 0.003.

3. Results

3.1. Characteristics of the sample



54

The clinical and laboratory findings of the sample are shown in Table 1. Data was stratified
by age group (children, aged O to 11; adolescents, aged 12 to 19; and adults, aged 20 or older). All
patients were on UCCS therapy (4 to 8 times a day, median dose= 6.3 g/kg/day) and no patient
received additional therapies like MCT diet, ketogenic diet or liver transplant. Overall, 11/23
(47.8%) patients had good metabolic control (children=6/12, adolescents= 1/5, adults=4/6) (Table
S2). No patient presented metabolic acidosis.

Table 1. Clinical and laboratorial characteristics of patients with hepatic glycogen storage
diseases included in the study (n = 23).

Variables Overall Children Adolescents Adults Reference range
(n=23) (n=12) (n=5) (n=6)
Sex (FIM) 12111 4/8 312 5/1
GSD type (1a/ 1b/ 111/ 1Xa) (13/5/2/3) (6/3/1/2) (3/1/1/0) (411/0/1)
. 56.0 38.9 76.0 67.0
Weight (kg) (38.8-72.0) (28.5-46.5) (66.0-79.0) (59.3-85.0)
Age at diagnosis (years) 1.0 0.9 1.0 11.9
(0.6-4.0) (0.6-2.2) (0.6-4.0) (1.1-24.3)
. 145.0 135.0 160.0 152.0
Height (cm) (132.0-1540)  (1175-1430)  (152.0-1620)  (149.8-154.0)
Children: > p3- <
, 25.1 215 29.0 21.7 : _
BMI (kg/m’) (20.7-29.0) (19.2-27.0) (25.1-29.6) (243-358) P tAodzﬂt;' 185
. 9.4 85 15.4 12.3 -
Treatment duration (years) (5.8-15.4) (6.2-10.4) (9.5-15.5) (2.5-20.8)
6.3 8.0 53 5.6
UCCS (g/kg/day) (4.5:8.0) (4.8-10.9) (4.2-5.6) (3.2-6.7)
Serum:
L 26.8 26.1 28.3 19.9 Desirable: >20
- 25-OH Vitamin D (ng/mL) (18.1-30.5) (18.4-31.7) (26.8-40.0) (11.0-27.0)
o 379.7 416.1 263.0 402.1 >2214
-Vitamin B12 (pg/mL.) (289.1-561.7)  (364.3-10745)  (146.8-379.3)  (160.0-561.7)
- Calcium (mmol/L) 2.3 24 23 23 21-25
(2.3-2.4) (2.3-2.4) (2.2-2.4) (2.2-2.4)
1.4 16 13 1.2 08-15
- Phosphorus (mmol/L.) (1.2-1.6) (1.4-1.7) (1.2-1.5) (1.1-1.3)
- Glucose (mmol/L) 44 45 4.0 4.6 42-56
(3.9-5.0) (3.9-5.1) (3.9-4.3) (3.8-5.4)
- Glucose (mmol/L)* 4.6 4.6 4.4 4.8 42-56
(4.3-4.9) (4.4-4.9) (4.3-4.6) (4.15.2)
- Lactate (mmol/L) 13 13 15 1.2 05-22
(1.0-2.8) (1.1-35) (1.0-1.6) (0.9-1.8)
15 15 14 19 05-22
- Lactate (mmol/L)* (1.32.3) (1.2-2.2) (13-15) (L5-3.4)
. . 2.2 2.2 2.9 13 <23
- Triglycerides (mmol/L) (1.232) (1.7-3.0) (2.9:3.4) (0.932)
45 45 42 46 <52
-Total cholesterol (mmol/L) (3.65.2) (4.35.6) (3.6-4.6) (3.65.2)
-HDL 09 0.8 07 1.0 >1.0
(0.7-1.0) (0.8-0.9) (0.6-1.1) (0.9-1.1)
-LDL 26 2.7 18 25 <33
(1.8-2.9) (1.8-3.6) (1.7-2.7) (2.1-3.2)
Bone turnover biomarkers (serum)
-CTX (ng/mL) 0.7 11 05 05 ref [30, 31]
(0.3-1.1) (0.9-1.5) (0.2-1.0) (0.2-0.7)
-OC (ng/mL) 55.6 99.9 48.4 30.2 ref [30, 31]
(31.9-102.2) (79.7-114.4) (26.6-82.6) (23.6-36.1)
-PINP (ug/L) 304.1 420.2 254.4 62.4 ref [30, 31]
(75.1-420.2) (386.0-750.7) (139.9-337.1) (57.3-82.1)
DXA — Z-score:
-Whole body 0.1 0.1 -0.2 N/A >-20
(-0.9 t0 0.20) (-1.0-0.3) (-0.9-0.0)
-Proximal femur -0.8 N/A N/A -0.8 >-20
(-1.0t0 -0.5) (-1.0t0 -0.5)
-Lumbar spine -0.6 -0.6 -0.6 -0.7 >-2.0
(-1.310-0.2) (-1.310-0.2) (10t0-0.1)  (-1.81t0-0.4)

Values expressed as median and interquartile range (IQR), except sex and type of GSD; F: female. M: male. UCCS:
uncooked cornstarch. P: percentile. CTX: collagen type 1 C-terminal telopeptide. OC: osteocalcin. PLNP: procollagen
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type 1 N-terminal propeptide. LDL: low-density lipoprotein. HDL : high-density lipoprotein. N/A: not applicable;
Age range: children, 0 to 11 years; adolescents, 12 to 19 years; adults, 20 years or older; *Median of the 24 months
preceding DXA;

According to the child growth standards, 9/12 of the children were overweight or obese.
Adolescents (n=4/5) and adults (n= 4/6) were also overweight, with a median BMI of 29.0 kg/m?
and 27.7 kg/m? respectively.

Overall, 4/12 of the children and 3/6 of the adults could be classified as 25-OH Vitamin D-
deficient. Of these, only one patient was not on a multivitamin or Vitamin D supplement.

3.2. DXA

Low BMD was diagnosed in three patients (Table S3 and S4). Only children (GSD la; 6.6
years, female) and adolescents (GSD Illa; 11.9 years, female and 16.5 years, male) presented a Z-
score below the expected range for age (Table S3). All three patients had adequate serum levels of
25-OH Vitamin D and BTMs (Tables, S3 and S4; patients 1, 19 and 20). The patient with GSD la
and low BMD also had the highest lactate level (5.8 mmol/L).

The low stature for age was observed in 3/23 patients (patients 1, 17 and 19, Table S2, S3 and
S4), two with low BMD and one with a normal DXA Z-score. Of these patients, one was a 16-
year-old male and two were girls, aged 6 and 11 years; neither had reached menarche at the time
of data collection.

3.3. BTMs and correlations with DXA, metabolic control and biochemical parameters (Table S2
and S3)

Six patients (GSD la= 4, Ib= 2) presented at least one BTM increased (patients 8, 9, 11, 14,
15, 18, table S3). CTX was elevated in 2/18 patients, while 6/19 had increased PLNP and 1/18
patient had elevated OC concentrations. Out of them, two presented low levels of 25-OH-vitamin
D (patients 9 and 15), and three, a low intake of calcium (patients 11, 14 and 18). There was a
negative correlation between body weight and BTMs (CTX, r = -0.652, p = 0.003; PINP, r = -
0.690, p =0.001; OC, r =-0.668, p = 0.002). The difference of BTMs between types of GSD was
not significant.

A history of non-pathological fracture at 7 years was evidenced in one 11-year-old patient
(patient 4). BMD, bone turnover biomarkers and serum 25-OH Vitamin D were adequate. Also,
the patient demonstrated poor metabolic control, reduction of energy intake, and intake of vitamins
D and K, calcium, phosphorus and potassium, despite approximately 3 years of calcium
supplementation.

According to the dietary data, energy intake median adequacy ratio was moderate to strongly
associated with bone biomarkers CTX, OC and P1NP (r=-0.686, p= 0.005; r =-0.761, p = 0.001;
and r =-0.776, p = 0.001, respectively) (Table S5).

3.4. Nutritional adequacy

Figure 1 illustrates the adequacy of nutrient intake (from the diet and with the addition of
prescribed dietary supplements) in the sample.
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Figure 1. Adequacy of dietary and supplemental intake of nutrients essential for bone metabolism. A) Data for
Glycogenosis la (n = 11) and Ib (n = 5) patients. B) Data for Glycogenosis Illa (n = 1) and IXa (n = 3) patients. Three
patients did not complete the food diary. Data expressed as median; adequacy expressed as % of RDA or *Al. Data
obtained through food record; adequacy according to GSD treatment guidelines (for protein) and DRI tables (all other
nutrients).

The adequacy of energy intake was higher than expected, and higher than recommended, in
patients with GSD la and Ib (121.0% adequacy of the recommended energy requirement). Those
with types Illa and 1Xa showed adequate intake (104.0%). Overall, 11/20 of the patients had
energy intake above and 4/20 had energy intake below the DRI. According to guidelines protein
consumption was less than recommended in patients with GSD Illaand IXa: 4/5 (1.6 g/kg/d) (table
S6).

Considering only dietary intake in the analyses, both groups of patients had insufficient intake
of vitamins D and K, calcium, potassium and phosphorus. After supplementation, all patients,
except those with GSD 1Xa, had optimal or above-adequate Vitamin D intake, but calcium,
phosphorus and potassium intake did not reach the minimum necessary levels even after
supplementation.

The utilization of nutritional supplement (multivitamin, calcium or vitamin D) was reported
by 20/23 of the patients. There was no association between supplement use, BTMs and BMD.

A summary of the findings of the present study, and a comparison with previous studies on
the literature about DXA and hepatic GSD, is shown in table S7.

4. Discussion

Our study shows that patients with hepatic may present low BMD, but not so frequently as
previously reported. Patients with muscular involvement, with short stature for age or with lactic
acidemia appear to be at higher risk for developing this finding.

The differences observed between our cohort and other cohorts regarding the prevalence of
low BMD may be associated with the younger age range and the higher BMI of our sample.
Moreover, there are differences in DXA site (lumbar only) [21, 25]; cutoff points for osteopenia
and osteoporosis (SD -1.0 and -2.5 respectively) [16, 21]; and differences in dietary therapy
(normal diet or overnight enteral glucose feeding [16, 20], lower UCCS dose [18, 21] as compared
to our patients. In addition to these differences, we found that levels of triglycerides and lactate
[18, 20, 21, 25], total cholesterol [18, 21, 25] and lactate [20, 21] were lower than reported by
previous studies, suggesting a better metabolic control of our sample.

The interpretation of the values of BTMs represents a challenge, especially in young patients
[29]. BTMs are high in the infancy, decrease in childhood and then increase during puberty. So,
the use of appropriate reference range for age group is mandatory [24]. Other authors demonstrated
increased bone remodeling and/or reduced bone deposition in patients with GSD | and I1l, through
the analysis of calcitonin, CTX, N-terminal telopeptide of type 1 collagen (NTX), hydroxyproline
and OC [18, 21]. On the other hand, Cabrera-Abreu et al. (2004) measured type 1 collagen terminal
propeptide (P1CP), PINP, CTX and bone alkaline phosphatase (ALP) levels and found no
correlation with BMD in patients with GSD I, 111 or IX [16]. We found evidence for a higher bone
turnover rate in 6/19 (31.6%) patients, being PLNP the BTM most frequently increased. For at
least 2 patients, the increase in BTMs could be due to vitamin D deficiency. Unfortunately, we
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have not evaluated other causes of increased BTM, such as hyperparathyroidism and
thyrotoxicosis.

The negative correlation between body weight and OC, PINP and CTX is a finding that
deserves more investigation. The relationship between BMI and BMD has already been reported:;
higher BMI is associated with lower prevalence of osteopenia and osteoporosis [35, 36]. Studies
with Brazilian healthy males (adolescents and young adults) also demonstrated a positive
correlation between BMI and BMD [37, 38]. Conversely, reductions in body weight were
associated with decreased bone buildup in adolescents [39]. This relationship between higher
weight and better BMD may be attributable to a larger mechanical load on bones [36], or to the
hypothesis that adipocytes may be hormone-producing cells and thus may interfere directly or
indirectly with the activity of osteoclasts and osteoblasts [40].

In our study, we also observed a negative association between adequacy of energy intake and
BTMs. The correlation between caloric intake and OC concentrations is not well described,;
however, energy expenditure appears to be greater when OC is increased. Studies with animal
models have found that higher concentrations of OC are associated with lower odds of developing
obesity, as the increased energy expenditure leads to less buildup of fat and body mass [41, 42].

Regarding biochemical data, we observed a median of 25-OH Vitamin D concentration lower
than those found by Kaiser et al. (2019) and Melis et al. (2014). Like the aforementioned authors,
we found no association between 25-OH Vitamin D levels and BMD [20, 21]. Despite the reduced
consumption of vitamin D in the diet, few patients had low 25-OH Vitamin D concentrations,
probably because food consumption does not necessarily reflect serum concentrations. The main
source of vitamin D is endogenous synthesis after skin exposure to UVB radiation. [43].

We also observed a low intake of nutrients important for bone metabolism, even considering
that about half of the patients had a poor metabolic control. The main sources of nutrients
supporting bone health are dairy products, as they provide a good supply of calcium, phosphorus,
potassium, protein and vitamin D [44]. Patients with GSD | have very strict restrictions on sucrose,
lactose and fructose intake [4], which makes it difficult for them to reach their nutritional goals.
In GSD 11l and IX, intake of these sugars is not as restricted as in I, but remains limited [6, 12].
Our data suggest that the poor metabolic control, as defined herein, do not necessarily reflect a
higher intake of the controlled food.

A healthy and varied diet is the optimal means of achieving nutritional goals, since nutrients
from food are safer and more bioavailable than those from supplements; however, the UCCS
therapy and dietary restrictions imposed on patients with hepatic GSDs make this a difficult task.
Thus, treatment guidelines for GSD 1 systematically recommend supplementation with calcium
and multivitamins [4, 10]. The use of low-dose calcium supplementation is justified by of the risk
of kidney stone formation due to hypocitraturia in patients with GSD | [45]. For GSD Il and IX,
recommendations are individualized on the basis of the nutritional needs and dietary intake of each
patient [6]. As we observed a similarly insufficient nutrient intake profile in the two groups, our
findings suggest that it would be prudent to assess renal function of patients and then recommend
supplementation in both groups. It is important to highlight that intestinal calcium absorption may
be influenced by the gut microbiota [46-48]. Colonetti et al. (2019) and Ceccarani et al. (2020)
described than patients with GSD presented intestinal dysbiosis and increased pro-inflammatory
rate. This can indicate a higher risk for low BMD, which was not confirmed by our study [48-50].
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According to the DRI, intake of energy, vitamin B6 and vitamin B12 exceeded daily
recommendations. Previous studies, with older populations, note that excessive intake of vitamins
B6 and B12 is associated with an increased risk of hip fracture [51, 52]. We suggest that the
association between bone health and intake of B vitamins in patients with hepatic GSDs be
investigated in future studies.

This study has some limitations, such as the small and heterogeneous sample, lack of data on
the Tanner scale and physical activity level, and reliance on self-reported food records (which may
under- or overestimate actual dietary intake).

5. Conclusions

Our data suggests low BMD may not be a frequent finding in GSD patients, especially when
they present high BMI and good metabolic control. On other hand, patients with muscular
involvement seem to be prone to develop this complication, pointing out the importance of
additional studies on exercise and physical activity in this cohort.

Overall, our results reinforce the importance of a specialized health professional team to
manage patients with GSDs. We highlight the need for dietitians as part of the medical team for
adequate management of these disease, and for periodic monitoring of BMD in order to promote
the bone health of the patients.

Supplementary Materials: The following are available online at www.mdpi.com/xxx/s1, Table S1:
Reference intervals for biomarkers of bone turnover, Table S2: Sample profile, Table S3: Bone mineral
density and biomarkers of bone turnover in patients with hepatic glycogen storage diseases, Table S4:
Summary of patients with low bone mineral density, Table S5: Spearman correlations, Table S6: Intake of
nutrients essential for bone metabolism among patients with hepatic glycogen storage diseases (n = 20/23),
Table S7: Hepatic Glycogenosis: comparison among studies that evaluated BMD using DXA.

Acknowledgments: The authors thank the patients for their time and willingness to participate in this study,
as well as all those who provided support: coordination for the Improvement of Higher Education Personnel
(CAPES); Brazilian National Agency for Research (CNPQq); Agency for Research of the State of Rio
Grande do Sul, Brazil (FAPERGS); and the Hospital das Clinicas de Porto Alegre Research and Event
Incentive Fund (FIPE/HCPA). The authors confirm independence from the sponsors; the content of the
article has not been influenced by the sponsors.

Author Contributions: Conceptualization, Ida V. D. Schwartz and Tatiéle Nalin; Data curation, Jésica T.
Jacoby, Roberta Hack Mendes, Ida V. D. Schwartz and Soraia Poloni; Formal analysis, Jésica T. Jacoby,
Ida V. D. Schwartz and Roberta Hack Mendes; Funding acquisition, Ida V. D. Schwartz; Investigation,
Bruna B. dos Santos, Ida V. D. Schwartz, Karina Colonetti and Lilia Farret Refosco; Methodology, Tatiéle
Nalin, Ida V. D. Schwartz and Soraia Poloni; Project administration, Ida V. D. Schwartz; Resources, Ida
V. D. Schwartz, Carolina Fischinger Moura de Souza and Poli Mara Spritzer; Software, Jésica T. Jacoby,
Ida V. D. Schwartz and Bruna B. dos Santos; Supervision, Ida V. D. Schwartz and Roberta Hack Mendes;
Validation, Roberta Hack Mendes and Ida V. D. Schwartz; Visualization, Roberta Hack Mendes, Jésica T.
Jacoby and Ida V. D. Schwartz; Writing — original draft, Jésica T. Jacoby, Roberta Hack Mendes and Ida
V. D. Schwartz; Writing — review & editing, Jésica T. Jacoby; Ida V. D. Schwartz and Roberta Hack
Mendes. All authors have read and agreed to the published version of the manuscript.

Conflicts of Interest: Tatiéle Nalin has been an employee of Ultragenyx Farmacéutica do Brasil since
April 2019.
References

[1]  Burda, P.; Hochuli, M. Hepatic Glycogen Storage Disorders. Curr. Opin. Clin. Nutr.
Metab. Care, 2015, 18 (4), 415-421. https://doi.org/10.1097/mc0.0000000000000181.



[2]

[3]

[4]

[5]

[6]

[7]

[8]

[9]

[10]

[11]

[12]

[13]

60

Ozen, H.; Bayraktar, Y. Glycogen Storage Diseases: New Perspectives Professor, Series
Editor. World J Gastroenterol, 2007, 13 (18), 2541-2553.

Chou, Janice Y., Jun, Hyun Sik, Mansfield, B. C. Glycogen Storage Disease Type | and
G6Pase-B Deficiency: Etiology and Therapy. Nat Rev Endocrionl, 2010, 6 (12), 676—688.
https://doi.org/10.1038/nrendo.2010.189.Glycogen.

Kishnani, P. S.; Austin, S. L.; Abdenur, J. E.; Arn, P.; Bali, D. S.; Boney, A.; Chung, W.
K.; Dagli, A. I.; Dale, D.; Koeberl, D.; et al. Diagnosis and Management of Glycogen
Storage Disease Type I: A Practice Guideline of the American College of Medical
Genetics and Genomics. Genet. Med., 2014, 16 (11), 1-29.
https://doi.org/10.1038/gim.2014.128.

Sentner, C. P.; Hoogeveen, I. J.; Weinstein, D. A.; Santer, R.; Murphy, E.; McKiernan, P.
J.; Steuerwald, U.; Beauchamp, N. J.; Taybert, J.; Laforét, P.; et al. Glycogen Storage
Disease Type IlI: Diagnosis, Genotype, Management, Clinical Course and Outcome. J.
Inherit. Metab. Dis., 2016, 39 (5), 697—704. https://doi.org/10.1007/s10545-016-9932-2.

Kishnani, P. S.; Austin, S. L.; Arn, P.; Bali, D. S.; Boney, A.; Case, L. E.; Chung, W. K,;
Desai, D. M.; EI-Gharbawy, A.; Haller, R.; et al. Glycogen Storage Disease Type IlI
Diagnosis and Management Guidelines. Genet. Med., 2010, 12 (7), 446-463.
https://doi.org/10.1097/G1M.0b013e3181e655h6.

Derks, T. G. J.; van Rijn, M. Lipids in Hepatic Glycogen Storage Diseases:
Pathophysiology, Monitoring of Dietary Management and Future Directions. J. Inherit.
Metab. Dis., 2015, 38 (3), 537-543. https://doi.org/10.1007/s10545-015-9811-2.

Chen, M. A.; Weinstein, D. A. Glycogen Storage Diseases: Diagnosis, Treatment and
Outcome. Transl. Sci. Rare Dis., 2014, 1, 45-72. https://doi.org/10.3233/978-1-61499-
718-4-271.

Zhang, J.; Yuan, Y.; Ma, M.; Liu, Y.; Zhang, W.; Yao, F.; Qiu, Z. Clinical and Genetic
Characteristics of 17 Chinese Patients with Glycogen Storage Disease Type IXa. Gene,
2017, 627 (May), 149-156. https://doi.org/10.1016/j.gene.2017.06.026.

Ross, K. M.; Ferrecchia, I. A.; Dahlberg, K. R.; Dambska, M.; Ryan, P. T.; Weinstein, D.
A. Dietary Management of the Glycogen Storage Diseases: Evolution of Treatment and
Ongoing Controversies. Adv. Nutr., 2020, 11 (2), 439-446.
https://doi.org/10.1093/advances/nmz092.

Steunenberg, T. A. H.; Peeks, F.; Hoogeveen, I. J.; Mitchell, J. J.; Mundy, H.; de Boer, F.;
Lubout, C. M. A.; de Souza, C. F.; Weinstein, D. A.; Derks, T. G. J. Safety Issues
Associated with Dietary Management in Patients with Hepatic Glycogen Storage Disease.
Mol. Genet. Metab., 2018, 125 (1-2), 79-85.
https://doi.org/10.1016/j.ymgme.2018.07.004.

Kishnani, P. S.; Goldstein, J.; Austin, S. L.; Arn, P.; Bachrach, B.; Bali, D. S.; Chung, W.
K.; EI-Gharbawy, A.; Brown, L. M.; Kahler, S.; et al. Diagnosis and Management of
Glycogen Storage Diseases Type VI and IX: A Clinical Practice Resource of the
American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG). Genet. Med., 2019, 21
(4), 772—789. https://doi.org/10.1038/s41436-018-0364-2.

Francini-pesenti, F.; Tresso, S.; Vitturi, N. Modified Atkins Ketogenic Diet Improves



[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

[24]

[25]

61

Heart and Skeletal Muscle Function in Glycogen Storage Disease Type I11. 2019, 17-20.

Bhattacharya, K. Investigation and Management of the Hepatic Glycogen Storage
Diseases. Transl. Pediatr., 2015, 4 (3), 240-248. https://doi.org/10.3978/j.issn.2224-
4336.2015.04.07.

Das, A. M.; Lucke, T.; Meyer, U.; Hartmann, H.; llisinger, S. Glycogen Storage Disease
Type 1: Impact of Medium-Chain Triglycerides on Metabolic Control and Growth. Ann.
Nutr. Metab., 2010, 56 (3), 225-232. https://doi.org/10.1159/000283242.

Cabrera-Abreu, J.; Rabtree, N. J. C.; Lias, E. E.; Raser, W. F.; Ramb, R. C. Bone Mineral
Density and Markers of Bone Turnover in Patients with Glycogen Storage Disease Types
I, Il and 1X. J. Inherit. Metab.Dis, 2004, 27, 1-10.

Minarich, L. A.; Kirpich, A.; Fiske, L. M.; Weinstein, D. A.; David, A.; Program, S. D.
Bone Mineral Density in Glycogen Storage Disease Type la and Ib. Genet. Med., 2012, 14
(8), 737-741. https://doi.org/10.1038/gim.2012.36.

Melis, D.; Rossi, A.; Pivonello, R.; Del Puente, A.; Pivonello, C.; Cangemi, G.; Negri, M.;
Colao, A.; Andria, G.; Parenti, G. Reduced Bone Mineral Density in Glycogen Storage
Disease Type IlI: Evidence for a Possible Connection between Metabolic Imbalance and
Bone Homeostasis. Bone, 2016, 86, 79-85. https://doi.org/10.1016/j.bone.2016.02.012.

Wolfsdorf, J. I. Bones Benefit from Better Biochemical Control in Type 1 Glycogen
Storage Disease. J. Pediatr., 2002, 141 (3), 308-310.
https://doi.org/10.1067/mpd.2002.127504.

Kaiser, N.; Gautschi, M.; Bosanska, L.; Meienberg, F.; Baumgartner, M. R.; Spinas, G.
A.; Hochuli, M. Glycemic Control and Complications in Glycogen Storage Disease Type
I: Results from the Swiss Registry. Mol. Genet. Metab., 2019, 126 (4), 355-361.
https://doi.org/10.1016/j.ymgme.2019.02.008.

Melis, D.; Pivonello, R.; Cozzolino, M.; Della Casa, R.; Balivo, F.; Del Puente, A.;
Dionisi-Vici, C.; Cotugno, G.; Zuppaldi, C.; Rigoldi, M.; et al. Impaired Bone Metabolism
in Glycogen Storage Disease Type 1 Is Associated with Poor Metabolic Control in Type
1a and with Granulocyte Colony-Stimulating Factor Therapy in Type 1b. Horm. Res.
Paediatr., 2014, 81 (1), 55-62. https://doi.org/10.1159/000351022.

Castro, M. J. de; Lamas, C. de; Sanchez-Pintos, P.; Gonzélez-Lamufio, D.; Couce, M. L.
Bone Status in Patients with Phenylketonuria : Nutrients, 2020, 12 (2154), 1-15.

Lorentzon, M.; Branco, J.; Brandi, M. L.; Bruyere, O.; Chapurlat, R.; Cooper, C.; Cortet,
B.; Diez-Perez, A.; Ferrari, S.; Gasparik, A.; et al. Algorithm for the Use of Biochemical
Markers of Bone Turnover in the Diagnosis, Assessment and Follow-Up of Treatment for
Osteoporosis. Adv. Ther., 2019, 36 (10), 2811-2824. https://doi.org/10.1007/s12325-019-
01063-9.

Szulc, P.; Naylor, K.; Hoyle, N. R.; Eastell, R.; Leary, E. T. Use of CTX-1 and PINP as
Bone Turnover Markers: National Bone Health Alliance Recommendations to Standardize
Sample Handling and Patient Preparation to Reduce Pre-Analytical Variability.
Osteoporos. Int., 2017, 28 (9), 2541-2556. https://doi.org/10.1007/s00198-017-4082-4.

Rake, J. P.; Rake, J. P.; Visser, G.; Huismans, D.; Huitema, S.; Van Der Veer, E.; Piers,
D. A.; Smit, G. P. A. Bone Mineral Density in Children, Adolescents and Adults with



[26]

[27]

[28]

[29]

[30]

[31]

[32]

[33]

[34]

[35]

[36]

[37]

[38]

62

Glycogen Storage Disease Type la: A Cross-Sectional and Longitudinal Study. J. Inherit.
Metab. Dis., 2003, 26 (4), 371-384. https://doi.org/10.1023/A:1025111220095.

WMA. Declaracédo de Helsinki VI. Jornal Brasileiro de Reproducao Assistida. 2003, pp
29-32.

ISCD. Official Positions Pediatric ISCD 2019. Psychol. Appl. to Work An Introd. to Ind.
Organ. Psychol. Tenth Ed. Paul, 2019. https://doi.org/10.1017/CB09781107415324.004.

ISCD. Official Positions Adult ISCD 2019. Psychol. Appl. to Work An Introd. to Ind.
Organ. Psychol. Tenth Ed. Paul, 2019. https://doi.org/10.1017/CB09781107415324.004.

Bayer, M. Reference Values of Osteocalcin and Procollagen Type | N-Propeptide Plasma
Levels in a Healthy Central European Population Aged 0-18 Years. Osteoporos. Int.,
2014, 25 (2), 729-736. https://doi.org/10.1007/s00198-013-2485-4.

Wyness, S. P.; Roberts, W. L.; Straseski, J. A. Pediatric Reference Intervals for Four
Serum Bone Markers Using Two Automated Immunoassays. Clin. Chim. Acta, 2013, 415,
169-172. https://doi.org/10.1016/j.cca.2012.10.036.

Okechuku, G. O.; Shoemaker, L. R.; Dambska, M.; Brown, L. M.; Mathew, J.; Weinstein,
D. A. Tight Metabolic Control plus ACE Inhibitor Therapy Improves GSD | Nephropathy.
J. Inherit. Metab. Dis., 2017, 40 (5), 703-708. https://doi.org/10.1007/s10545-017-0054-
2.

Padovani, R. M.; Amaya-Farfan, J.; Colugnati, F. A. B.; Domene, S. M. A. Dietary
Reference Intakes: Application of Tables in Nutritional Studies. Rev. Nutr., 2006, 19 (6),
741-760. https://doi.org/10.1590/S1415-52732006000600010.

World Health Organization. WHO Child Growth Standards: Methods and Development:
Length/Height-for-Age, Weight-for- Age, Weight-for-Length, Weight-for-Height and
Body Mass Index-for-Age. WHO, 2006.

World Health Organization. Assessment of Fracture Risk and Its Application to Screening
for Postmenopausal Osteoporosis : Report of a WHO Study Group. 1994.

Soltani, S.; Hunter, G. R.; Kazemi, A.; Shab-Bidar, S. The Effects of Weight Loss
Approaches on Bone Mineral Density in Adults: A Systematic Review and Meta-Analysis
of Randomized Controlled Trials. Osteoporos. Int., 2016, 27 (9), 2655-2671.
https://doi.org/10.1007/s00198-016-3617-4.

Leeuwen, J. van; Koes, B. W.; Paulis, W. D.; van Middelkoop, M. Differences in Bone
Mineral Density between Normal-Weight Children and Children with Overweight and

Obesity: A Systematic Review and Meta-Analysis. Obes. Rev., 2017, 18 (5), 526-546.

https://doi.org/10.1111/0br.12515.

Vargas, D. M.; Kleis, S. K.; Lehnmkuhl, N. R. D. S.; de Sousa, C. A.; de Azevedo, L. C.
Predictors of Bone Mineral Density in Adolescents with Excess Weight. Rev. Bras. Med.
do Esporte, 2020, 26 (6), 508-512. https://doi.org/10.1590/1517-869220202606160524.

Rodrigues Filho, E. de A.; Santos, M. A. M. Dos; Silva, A. T. P. da; Farah, B. Q.; Costa,
M. da C.; Campos, F. de A. C. E. S.; Falcdo, A. P. S. T. Relation between Body
Composition and Bone Mineral Density in Young Undregraduate Students with Different
Nutritional Status. Einstein (Sao Paulo)., 2016, 14 (1), 12-17.



[39]

[40]

[41]

[42]

[43]

[44]

[45]

[46]

[47]

[48]

[49]

[50]

[51]

63

https://doi.org/10.1590/S1679-45082016 AO35609.

Nilsen, O. A.; Ahmed, L. A.; Winther, A.; Christoffersen, T.; Thrane, G.; Evensen, E.;
Furberg, A.-S.; Grimnes, G.; Dennison, E.; Emaus, N. Body Weight and Body Mass Index
Influence Bone Mineral Density in Late Adolescence in a Two-Year Follow-Up Study.
The Tromsg Study: Fit Futures. JBMR Plus, 2019, 3 (9), e10195.
https://doi.org/10.1002/jbm4.10195.

Rowe, P.; Koller, A.; Sharma, S.; Hospital, M. F. Physiology , Bone Remodeling; 2020.

Ferron, M.; Lacombe, J. Regulation of Energy Metabolism by the Skeleton: Osteocalcin
and Beyond. Arch. Biochem. Biophys., 2014, 561, 137-146.
https://doi.org/10.1016/j.abb.2014.05.022.

Lee, N. K.; Sowa, H.; Hinoi, E.; Ferron, M.; Ahn, J. D.; Confavreux, C.; Dacquin, R.;
Mee, P. J.; McKee, M. D.; Jung, D. Y.; et al. Endocrine Regulation of Energy Metabolism
by the Skeleton. Cell, 2007, 130 (3), 456-469. https://doi.org/10.1016/j.cell.2007.05.047.

Laird, E.; Ward, M.; McSorley, E.; Strain, J. J.; Wallace, J. Vitamin D and Bone Health;
Potential Mechanisms. Nutrients, 2010, 2 (7), 693-724.
https://doi.org/10.3390/nu2070693.

Mufioz-garach, A.; Garcia-fontana, B.; Mufioz-torres, M. Nutrients and Dietary Patterns
Related to Osteoporosis. Nutrients, 2020, 12 (7), 1-15.
https://doi.org/10.3390/nu12071986.

Weinstein, D. A.; Somers, M. J. G.; Wolfsdorf, J. I. Decrease Urinary Citrate Excretion in
Type 1la Glycogen Storage Disease. J. Pediatr., 2001, 138 (3), 378-382.
https://doi.org/10.1067/mpd.2001.111322.

Wang, J.; Wang, Y.; Gao, W.; Wang, B.; Zhao, H.; Zeng, Y.; Ji, Y.; Hao, D. Diversity
Analysis of Gut Microbiota in Osteoporosis and Osteopenia Patients. PeerJ, 2017, 2017
(6), 1-14. https://doi.org/10.7717/peerj.3450.

Weaver, C. M. Diet, Gut Microbiome, and Bone Health Gut Mirobiome-a New Frontier?
HHS Public Access. Curr Osteoporos Rep, 2015, 13 (2), 125-130.
https://doi.org/10.1007/s11914-015-0257-0.

Li, C.; Huang, Q.; Yang, R.; Dai, Y.; Zeng, Y.; Tao, L.; Li, X.; Zeng, J.; Wang, Q. Gut
Microbiota Composition and Bone Mineral Loss—Epidemiologic Evidence from
Individuals in Wuhan, China. Osteoporos. Int., 2019, 30 (5), 1003-1013.
https://doi.org/10.1007/s00198-019-04855-5.

Ceccarani, C.; Bassanini, G.; Montanari, C.; Casiraghi, M. C.; Ottaviano, E.; Morace, G.;
Biasucci, G.; Paci, S.; Borghi, E.; Verduci, E. Proteobacteria Overgrowth and Butyrate-
Producing Taxa Depletion in the Gut Microbiota of Glycogen Storage Disease Type 1
Patients. Metabolites, 2020, 10 (4), 1-16. https://doi.org/10.3390/metabo10040133.

Colonetti, K.; dos Santos, B. B.; Nalin, T.; de Souza, C. F. M.; Triplett, E. W.; Dobbler, P.
T.; Schwartz, I. V. D.; Roesch, L. F. W. Hepatic Glycogen Storage Diseases Are
Associated to Microbial Dysbiosis. PLoS One, 2019, 14 (4), 1-17.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0214582.

Meyer, H. E.; Willett, W. C.; Fung, T. T.; Holvik, K.; Feskanich, D. Association of High



64

Intakes of Vitamins B6 and B12 From Food and Supplements With Risk of Hip Fracture
Among Postmenopausal Women in the Nurses’ Health Study. JAMA Netw. open, 2019, 2
(5), €193591. https://doi.org/10.1001/jamanetworkopen.2019.3591.

[52] Garcia Lopez, M.; Bgnaa, K. H.; Ebbing, M.; Eriksen, E. F.; Gjesdal, C. G.; Nygard, O.;
Tell, G. S.; Ueland, P. M.; Meyer, H. E. B Vitamins and Hip Fracture: Secondary
Analyses and Extended Follow-Up of Two Large Randomized Controlled Trials. J. Bone
Miner. Res., 2017, 32 (10), 1981-1989. https://doi.org/10.1002/jbmr.3189.

Publisher’s Note: MDPI stays neutral with regard to jurisdictional claims in published maps and
institutional affiliations.

© 2020 by the authors. Submitted for possible open access publication

‘@ ® under the terms and conditions of the Creative Commons Attribution (CC

BY) license (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).
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S1: Reference intervals for biomarkers of bone turnover
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Osteocalcin (ng/mL) P1NP (pg/l) CTX (ng/mL)
Age Female Male
(years) Female Male Female Male

P2.5 P97.5 P25 P97.5
0-1 20.8a1443 20.8a144.3 227.2a4762.8 227.2a4762.8 0.404 1.529 0.354 1.199
1-2 28.3a126.1 28.3a126.1 346.6a1088.0 346.6a1088.0 0.396 1.556 0.435 1.433
2-3 30.7a854 30.7a854 178.3a645.7 178.3a645.7 0.396 1.556 0.435 1.433
3-4 239a984 239a984 1352a746.1 135.2a746.1 0.396 1.556 0.435 1.433
4-5 228al129.3 228a129.3 85.7a901.7 85.7a901.7 0.396 1.556 0.435 1.433
5-6 421al1282 421a1282 1115a7684 1115a7684  0.396 1.556 0.435 1.433
6-7 309al1222 309a1222 187.6a887.3 187.6a887.3 0.565 1.570 0.509 1.697
7-8 125a2325 125a2325 499a1200.0 49.9a1200.0 0.565 1.570 0.509 1.697
8-9 257al151.1 25.7a151.1 120.4a1021.0 120.4a1021.0 0.565 1.570 0.509 1.697
9-10 184a251.7 122al1106 42.7a952.1 45.2a5525 0.565 1.570 0.509 1.697
10-11 185a154.2 12.6a1457 625a914.7 48.3a769.6 0.627 1.955 0.860 2.591
11-12 11.9a1404 319a200.9 65.3a8558 1425a2501.7 0.627 1.955 0.860 2.591
12-13 13.1a186.7 19.8a164.9 47.0a980.9 67.2 a854.8 0.627 1.955 0.860 2.591
13-14 16.8a2389 58.7a236.2 37.1al11956 267.9a15146 0.627 1.955 0.860 2.591
14-15 154a88.8 257a241.0 585a451.4 148.1a1200.0 0.312 1.104 0.540 2.035
15-16 169a96.3 30.1a186.9 45.6a600.2 81.8a961.4 0.312 1.104 0.540 2.035
16-17 5.7a66.7 32.0a124.2 14.6a238.3 77.7a430.3 0312 1.104 0.540 2.035
17-18 20.7a456 135a160.1 36.3a143.9 38.7a494.5 0.312 1.104 0.540 2.035

Adults 11 a48 11a48 13.8260.9 13.9a85.5 <0.650 <0.850

P: percentile. PANP: procollagen type 1 N-terminal propeptide. CTX: collagen type 1 C-terminal telopeptide.
Reference: Bayer et al. 2014; Wyness et al. 2013.
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. Age Body mass Treatrr_]ent Dietary . Glucose Lactate  Triglycerides Total
Patient Gender GSD . duration supplementation cholesterol
(years) index (mmol/L) (mmol/L)  (mmol/L)
(years) (mmol/L)

1 F 6.6 la Overweight 5.8 Multi 4.6 5.8 1.8 4.5
2 F 8.0 la Obesity 6.6 Multi, Ca 4.6 3.3 3.0 4.5
3 M 10.9 la Obesity 10.6 Multi, Ca 51 15 2.1 4.3
4 M 11.6 la Overweight 10.9 Multi 4.2 15 2.7 6.6
5 M 11.8 la Obesity 6.8 Multi, Ca 54 2.4 8.6 6.7
6 F 13.1 la Obesity 6.0 Multi, Ca 4.3 1.4 2.9 51
7 F 135 la Overweight 9.5 Multi, D, Ca 4.7 2.3 3.8 3.6
8 F 19.2 la Eutrophic 18.6 Multi, D, Ca 4.1 1.3 3.4 4.6
9 F 20.9 la Obesity 20.8 Ca, D 4.8 1.5 1.7 5.2
10 F 21.2 la Obesity 20.4 Ca, D 5.2 1.7 0.7 3.6
11 F 24.5 la Eutrophic 2.5 Multi, Ca 5.2 3.4 3.2 5.7
12 F 30.4 la Overweight 0.2 N 3.2 4.7 4.6 4.5
13 M 10.4 la Obesity 9.4 Multi, Ca 4.7 1.1 3.7 5.6
14 F 35 Ib Overweight 3.0 Multi 4.5 1.9 1.7 2.9
15 M 51 Ib Obesity 2.5 Multi, Ca 4.3 1.9 2.2 5.6
16 M 10.8 Ib Overweight 10.3 Multi 4.9 0.8 0.6 2.5
17 M 15.9 Ib Obesity 15.4 Multi, Ca 4.4 15 2.9 3.6
18 F 33.6 Ib Overweight 31.7 Multi 4.8 2.1 0.9 3.4
19 F 11.9 Ila Eutrophic 11.3 Ca 5.0 1.4 2.2 51
20 M 16.4 Ila Obesity 155 Multi, Ca 4.6 0.6 1.2 4.2
21 M 11.3 IXa Eutrophic 9.3 Multi, Ca 4.4 1.4 2.3 -
22 M 11.7 I Xa Eutrophic 7.7 N 4.8 0.9 0.5 4.4
23 M 29.2 I Xa Eutrophic 4.2 N 4.1 0.6 0.9 4.7

F: female. M: male. Supplementation: Multi: multivitamin; D: vitamin D; Ca: calcium; N: none. -: No information. In bold, patients classified as adherent to treatment.

Lactate and glucose values refer to the median of the 24 months preceding DXA. Triglycerides and total cholesterol refer to the closest measurement to DXA. Patients with

normal lactate, triglyceride and glucose concentrations were considered adherent to treatment.
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Patients DXA Bone turnover biomarkers
N Fractures Lumbar Femur Whole body CTX P1INP oC
g/cm? Z-score  g/lcm?  Z-score g/cm? Z-score ng/mL mcg/L ng/mL
1 No 0.491 -2.2 N/A N/A 0.545 2.1 - 356.7 -
2 No 0.773 1.0 N/A N/A 0.733 0.5 - - -
3 No 0.695 -0.6 N/A N/A 0.330 -1.0 - - -
4 Yes* 0.716 -0.6 N/A N/A 0.794 -0.1 1.070 389.8 93.5
5 No 0.764 -0.2 N/A N/A 0.834 0.3 0.461 234.9 69.3
6 No 1.113 1.1 N/A N/A 1.029 1.6 0.774 370.2 63.0
7 No 0.887 -1.0 N/A N/A 0.837 -0.9 - - -
8 No 1.110 -0.6 N/A N/A 0.928 -1.3 0.273 75.1 33.9
9 No 1.087 -0.8 0.896 -0.9 N/A N/A 0.599 82.1 31.9
10 No 1.137 -0.4 0.953 -0.5 N/A N/A 0.174 60.5 23.6
11 No 0.958 -1.8 0.879 -1.0 N/A N/A 0.945 124.2 42.8
12 No 1.114 -0.6 0.91 -0.8 N/A N/A 0.070 22.6 12.8
13 No 0.650 -1.0 N/A N/A 0.763 -0.1 1.440 530.3 129.8
14 No 0.513 N/A N/A N/A 0.549 - 1.710 826.5 111.2
15 No 0.513 -1.3 N/A N/A 0.608 0.1 1.070 856.9 117.7
16 No 0.788 0.2 N/A N/A 0.918 0.9 - - -
17 No 1.121 -0.1 N/A N/A 1.018 0.0 0.094 204.8 19.4
18 No 0.947 -1.9 0.83 -1.3 N/A N/A 0.342 64.4 36.1
19 No 0.643 -2.3 N/A N/A 0.666 -2.1 1.070 386.0 48.2
20 No 0.893 -2.0 N/A N/A 1.024 -0.2 1.220 304.1 102.2
21 No 0.727 -0.4 N/A N/A 0.788 -0.1 0.750 420.2 90.2
22 No 0.768 -0.2 N/A N/A 0.818 0.1 1.670 750.7 106.3
23 No 1.187 -0.3 1.06 -0.2 N/A N/A 0.699 57.3 28.5

N/A: Not applicable; -: Data not collected.
CTX: collagen type 1 C-terminal telopeptide. OC: osteocalcin. PLNP: procollagen type 1 N-terminal propeptide.

*Fracture after fall from height.

Bold: patients have abnormal BMD. Underlined: Bone turnover markers above the NRV.
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Table S4: Summary of patients with low bone mineral density

Patient 1 19 20
GSD la Ila Ila
Gender F F M
Age (yr) 6 11 16
Height (cm, Z-score) 108 (<-2) 134 (<-2) 165 (>-2 and <-1)
BMI (kg/m?) 18.0 21.6 29.0
Adherence to treatment No Yes Yes
Age at onset of treatment (mo) 8 6 12
Blood:
- Vitamin D (ng/mL) 30.5 21.7 24.7
- Vitamin B12 (pg/mL) 1456.0 — —
- Calcium (mmol/L) 2.3 2.2 2.3
- Phosphorus (mmol/L) 1.9 — 1.4
- Glucose (mmol/L)* 4.6 5.0 4.6
- Glucose (mmol/L) 4.4 6.6 5.0
- Lactate (mmol/L)* 5.78 1.1 0.6
- Lactate (mmol/L) 3.8 0.9 0.7
- Triglycerides (mmol/L) 1.8 2.2 1.2
- Total cholesterol (mmol/L) 4.5 5.1 4.2
- HDL 1.0 0.5 0.6
-LDL 2.7 3.6 2.9
Food record data:
- Energy intake (kcal) 1635.6 — 2308.7
- Protein () 52.7 — 73.3
- Vitamin B6 (mg) 1.3 — 2.0
- Vitamin B12 (ug) 2.0 — 2.3
- Vitamin D (ug) 2.7 — 30.0
- Vitamin K (ug) 24.0 — 6.0
- Calcium (mg) 193.7 — 176.7
- Phosphorus (mg) 608.0 — 649.7
- Potassium (mg) 1241.3 — 1247.0
Supplemental intake:
- Energy intake (kcal) 0.0 0.0 0.0
- Protein () 0.0 0.0 0.0
- Vitamin B6 (mg) 0.2 0.0 15
- Vitamin B12 (ug) 0.6 1.0 3.0
- Vitamin D (ug) 80.0 0.0 280.0
- Vitamin K (ug) 0.0 0.0 65.0
- Calcium (mg) 0.0 500.0 750.0
- Phosphorus (mg) 0.0 0.0 0.0
- Potassium (mg) 0.0 0.0 0.0

—: Data not collected. F: female. M: male. GSD: glycogen storage disease. BMI: body mass index. LDL: low-density
lipoprotein. HDL: high-density lipoprotein.

*Median of the 24 months preceding DXA.

Bold face denotes above-adequate values; bold + underline denotes below-adequate values. Food record data: (dietary
intake + prescribed supplementation). The daily energy requirement was calculated using the Harris Benedict formula,
which takes weight, structure, age, in addition to the degree of physical activity (male: REE = 66.47 + 13.75 3 Wt + 5.0
3 Ht 2 6.76 3 age; female: REE = 655.10 + 9.56 3 Wt + 1.85 3 Ht 2 4.68 3 age), the degree of physical activity was
considered mild in all patients: 1.4 - 1.59. Adequacy was considered if values were between 90 and 110% of expected.
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Table S5: Spearman correlations

Correlation N r p
CTXvs

- BMI 18 -0.568 0.014

- Weight 18 -0.652 0.003
Osteocalcin vs.

- Weight 18 -0.668 0.002
PINP vs.

-Weight 19 -0.690 0.001
Adequacy of Kcal intake vs.

-CTX 15 -0.686 0.005

- Osteocalcin 15 -0.761 0.001

- PINP 16 -0.776 0.001

Moderate and strong correlations with n > 15 (65% of the sample). Significant at p < 0.007 (Bonferroni correction
for multiple comparisons).
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Table S6: Intake of nutrients essential for bone metabolism among patients with hepatic glycogen storage diseases (n= 20/23)

Children (n=11) Adolescents (n =5) Adults (n =4)
la(n=6) Ib(n=3) IXam=2) la(n=23) Ib(n=1) llla(n=1)| la(n=2) Ib(h=1) IXam=1)

Energy (kcal) 2113.2 £160.4 2195.3 +279.2 17915 2689.7 £ 257.2  2481.7 2308.7 3219.5 2372.7 2983.0
Cornstarch 6.4+1.1 109+1.1 5.8 53+1.1 5.6 4.2 6.7 4.8 1.7
(9/kg/day)

Protein (kcal) 61275 75.7 £ 10.0 58.7 103.7 + 13.7 48.7 73.3 69.8 74.7 133.0
Vitamin B6 (mg) 22+0.3 20+0.2 0.9 3.0£04 2.6 3.6 2.7 3.6 1.7
Vitamin B12 (mcg) 59+£0.8 3.6%0.8 1.6 84114 3.1 53 2.4 9.8 4.3
Vitamin D (1U) 227.3+769 2347+7.8 70.3 699.3 £ 90.7 201.0 310.0 404.3 213.0 152.3
Vitamin K (mcg) 93.9+18.3 20.0+24.1 1.3 113.0 £ 36.5 117.0 71.0 65.0 72.0 9.0
Calcium (mg) 709.7 £118.5 427.7 +303.5 405.0 905.0+175.1 1119.0 926.7 650.0 289.0 789.3
Phosphorus (mg) 649.5+64.4 746.7+119.6 710.7 886.7 +135.8  561.3 774.7 665.0 794.7 1491.0
Potassium (mg) 1098.0 £ 154.9 1194.0+91.7 14435 1423.7 + 342.7  783.3 1247.0 1537.7 1278.7 3160.0

Data refer to both food intake, obtained from the 3-day food diary, and supplementation.
Values expressed as median and standard error, except for adolescents and adults with GSD Ib, Illa and IXa (given as mean).
N=20 (la:11; Ib: 5; 11I: 1; IXa: 3). 3 patients did not complete the food diary. Age range: children, 0 to 11 years; adolescents, 12 to 19 years; adults, 20 years or older.



71

Table S7 - Hepatic Glycogenosis: comparison among studies that evaluated BMD using DXA

DXA Biomarkers bone turnover . . Criteria for
Reference Country Sample Age () BMI Treatment Skeletal Diagnostic BMD Br:ﬁ?r]ii?g:f;l/ adherence-
(n, type GSD) (kg/m?) sites/equipment criteria findings Types Results Biomarkers nle()tg:)r((;lllc
Rakeetal. The 29 GSD la 15.7 NA Galactose and Lumbar spine. Low BMD Low BMD NA NA Cholesterol Plasma
(2003) Netherlands Prepubertal=8 (median) fructose intake DXA = Hologic  Z-score Adolescents=12/12 negatively cholesterol and
Adolescents=12 restricted (all QDR 1000, <2.0 Adults=9/9 correlated with triglycerides, and
Adults=9 patients). Frequent  Hologic, Inc., BMD. urinary excretion
Not controlled. meals during the Waltham, MA, BMD does not of lactate.
daytime and: USA. depend on the
-GDF overnight metabolic Optimal /
(n=4); control. Intermediate /
-UCCS during the Non-optimal:
daytime and Prepubertal=
continuous GDF 1/41/3
overnight (n=19); Adolescents=
-UCCS during the 4/ 612
daytime and Adults=2/4/3
overnight (n=6).
Cabrera United 14 GSD (I=6; 1=21.5 NA Gastrostomy Total body; Low BMD Very low BMD PICP; PINP; No consistent NA NA
Abreu et Kingdom 111=4; IX=4)**. 111=31.1 (I=1); Protein spine; Z-score -1 to 1=1/6 CTX; bone- pattern either
al. (2004) Not controlled. IX=31.1 supplementation right and left -2.5 Low BMD specific ALP within or
(means) (IN=1); Protein, hips. Very low 1=5/6 (serum). between GSD
calcium and DXA= Lunar BMD 111=2/4 groups. No
vitamin DPX-L pencil Z-score<-2.5  IX=1/4 correlation
supplementation beam between any
(IN=1); Normal densitometer, markers of
diet (1=5; 11=2; GE Medical bone and total
1X=4). Systems, body BMD Z-
Waukesha, score. The
Wisconsin, patient with the
USA, Software lowest total
13Z. body BMD Z-
score showed
the highest
ratios of both
urinary fPYD:
creatinine and
fDPD:
creatinine.
Mundy et  United 15GSD Il 111a=23.6 111a=23.5 Not clearly Adults: Whole LowBMD Z- Low BMD NA NA No differences NA
al. (2008) Kingdom (IMa=12; 111b=3). 111b=26.5 111b=22.3 described in the body; lumbar score <-2.0 40%patients for in the plasmatic
15 control subjects.  (means) (means) manuscript. spine; both hips. total body, 64% calcium,
Children: for lumbar spine 25(0OH)D, ALP
Mean Whole body; and 11% for hip. or PTH levels
difference lumbar spine; GSD llla patients when compared
controls showed lower with control
and bone mass for the subjects.



Minarich
etal.
(2012)

Melis et
al.
(2014)*

Melis et
al.
(2016)*

Kaiser et
al. (2019)

USA

Italy

Italy

Switzerlan
d

54 GSD |
(la=42; 1b=12)
Not controlled.

38 GSD | (la=29;
1b=9).
58 control subjects.

9 GSD Il
(111a=4; NIb=5).
18 control subjects.

25GSD |
(1a=22; 1b=3)

No control subjects.

patients:
1.49,
p=0.05.

1a=28.8
Ib=29.7
(medians)

la=11.4
Controls=
12.1
1b=14.2
Controls=
17.8
(means)

111a=12.5
11Ib=7.5
(medians)

Controls
matched to
age and
Sex.

la=19
1b=22
(medians)

NA

la=22.1
Controls =
21.0
1b=24.3
Controls=24
A1

(means)

No
significant
differences
in BMI were
observed
between
patients and
controls.

la=21.7
1b=25.2
(medians)

Not clearly
described in the
manuscript.

UCCS during the

day, and nocturnal

GDF (la=22;
1b=2); Only
UCCS (la=7;
1b=7). UCCS
dosage ranged
between 1-1.5
g/kg/meal.

UCCS during day
and night for all
patients; Protein
supplementation
(4 patients). The
dose of UCSS
ranged between
0.50-0.80
g/kg/meal.

Regular
carbohydrate
intake.

-UCCS during
daytime (17
patients).
Type of night-

time nutrition for

adults:
UCCS=12
GDF=4

DXA =GE
Lunar Prodigy,
GE Healthcare,
Hertfordshire,
UK.

Lumbar spine
and either the
left hip or total
body less head.
No details about
bone scan
method.
Lumbar spine
DXA = Hologic
QDR 1000;
Hologic Inc.,
Waltham,
Mass., USA.

Lumbar spine.
DXA = Hologic
QDR 1000;
Hologic Inc.,
Waltham,
Mass., USA.

Lumbar spine;
Hip.

No details about
DXA machine
in the
manuscript.

Low BMD
Z-score <-2.0

Osteopenia
Z-score <-1.0
Osteoporosis
: Z-score
<-25

DXA:
Z-scores
reference
values
according to
the
manufacturer’
s internal
reference
database.

Low BMD
Z-score <-2.0

whole body and
lumbar spine than

GSD llIb patients.

Low BMD
la=23/42
1b=8/12

DXA Z-score
la=-1.4
lb=-1.7
(means)

The patients
presented a lower
DXA Z-score
(-1.21 vs 0.74,
p=<0.05) and
QUS (-2.10 vs
0.13, p=<0.05)
when compared
with controls.

Low BMD
1a=6/22
1b=2/3

Mean Z-scores
were lower at the
lumbar spine
compared to the
hip.

NA

Serum CTX;
urinary NTX and
hydroxyproline;
OC.

ALP; CTX; OC
(serum).

NA

NA

Increased
levels of CTX,
NTX and
hydroxyproline
in patients.

Patients had
lower levels of
OC and
increased
levels of CTX
than controls.

NA

GSD la: mean
serum 25(0OH)D
level was higher
in patients with
low BMD than
in patients with
normal BMD.
Calcitonin was
positively
correlated with
insulin and
inversely
correlated with
PTH in GSD la
. DXA Z-score
was correlated
with lactic acid
(r=-0.89,
p=0.03) and
insulin (r= 0.67,
p=0.04).

GSD Il patients
showed
decreased levels
of calcitonin.
DXA Z-score is
inversely
correlated with
total cholesterol
levels and
triglycerides.

Z-score
correlated
negatively with
serum lactate in
GSD la patients
presenting
normal bone
age.
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NA

Mean values of
serum glucose,
lactate, uric acid,
triglycerides,
insulin and free
IGF-I over a
period of 5
consecutive years
before
enrollment.

Good / Poor
adherence
la=14/15
Ib=7/2

NA

NA
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children:
UCCS=2
GDF=7
Thisstudy  Brazil 23 GSD | (la=13; la=13.1 1a=27.6 UCCS4to8 Adults: Lumbar LowBMD Z- Low BMD CTX; PINP; OC  CTX, OC and No correlations ~ Serum
Ib=5; Illa=2; IXa= 1b=10.8 1b=21.9 times a day forall  spine; proximal score <-2.0 la=1/13 (serum). PINP between triglyceride (the
3). Illa=14.2 111a=25.3 patients; median femur. 111a=2/2 correlated biochemical measurement
No control subjects.  IXo=11.7 IXa=19.1 dose 6.3 g/kg/day.  Children: Normal BMD negatively both  biomarkersand  closest to the
(medians)  (medians) The diet for GSD Lumbar spine; 1a=12/13 with caloric BMD. date of DXA),
| patients includes  total body. 1b=5/5 intake and Phosphorus, glucose and
restriction of DXA = Lunar 111a=0/2 body weight. calcium, and lactate
sucrose, fructose, Prodigy Primo 1Xa=3/3 potassium concentrations
galactose and device; Encore intakes were (median value of
lactose. For types  version 14.1, below the the previous 24
Il and IX, the Radiation dietary months-
restriction of Corporation, requirements, measurements).
sucrose and high- Madison, WI. even after Good / Poor
protein diet is nutritional adherence
recommended supplementation  1a=3/10
intake Ib=4/1
Ia=2/0
IXo=2/1

GSD: Hepatic glycogen storage diseases. Y: years. BMI: Body mass index. DXA: Dual-energy X ray absorptiometry. BMD: Bone mineral density. GDF: gastric drip feeding. UCCS: uncooked cornstarch. PICP: Procollagen Type | C-terminal
Propeptide. PINP: procollagen type 1 N-terminal propeptide. CTX: collagen type 1 C-terminal telopeptide. fPYD: Free pyridinoline. Fdpd: Free deoxypyridinoline. ALP: alkaline phosphatase. PTH: parathyroid hormone. USG: Ultrasonography. NTX:
N-terminal telopeptides. IGF: insulin-like growth factor. OC: Osteocalcin. QUS: quantitative ultrasound. 25(OH)D: 25-OH vitamin D.

* = BMD was also evaluated using quantitative ultrasonography. Lateral surfaces of the fingers (11-V; nondominant hand) in the proximity of the condyles QUS = DBM Sonic 1,200 apparatus; IGEA, Carpi, Italy. Z score, on the basis of the standards
provided by the manufacturer. ** = subtypes were not identified by the authors. NA = not available.
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8. CONCLUSOES

As conclus6es da presente dissertacdo serdo apresentadas abaixo, de acordo com os objetivos
especificos.
1) Investigar a associacao da densidade mineral ssea com achados clinicos, bioquimicos, de
tratamento em pacientes com glicogenoses hepaticas;
Os resultados evidenciaram que os pacientes com GSD hepéticas podem ter metabolismo
0sseo alterado; no entanto, apresentam uma baixa prevaléncia de redu¢do da DMO em comparacgao
com o descrito na literatura até 0 momento. N&o observamos correlacdo entre dados bioquimicos e

clinicos com a DMO.

2) Estudar a associacdo da densidade mineral dssea e o controle metabdlico e nutricional nas
glicogenoses hepaéticas;

A DMO nao apresentou associa¢do com o controle metabdlico e nutricional. Foi observado
consumo aumentado de energia, vitaminas B6 e B12, além da insuficiéncia na ingesta de vitamina
D, célcio, fosforo e potassio. Mesmo apds vigéncia da suplementacdo, a necessidade diéria nao foi
atingida para célcio e potassio em todos os pacientes e vitamina D, K e fosforo para tipo 111 e 1Xa.

3) Avaliar a associacdo da densidade mineral Osseacom o0s niveis de osteocalcina,
propeptideo N-terminal do procolageno de tipo 1 e telopeptideo C-terminal do colageno

1 em pacientes com glicogenoses hepaticas;
Os trés marcadores de metabolismo dsseo estudados correlacionaram-se negativamente com
0 peso corporal. A maioria dos pacientes apresentaram excesso de peso. Os marcadores de formacéo
6ssea OC e P1NP associaram-se negativamente ao consumo caldrico. Néo foi observada correlacdo

entre a DMO e os marcadores do metabolismo 4sseo.
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9. PERSPECTIVAS FUTURAS

A partir dos achados, percebe-se que os individuos brasileiros com GSD hepética,
apresentam uma prevaléncia de baixa DMO inferior ao observado em coortes internacionais. No
entanto, observamos a necessidade de realizacdo de estudos prospectivos e de coorte com tamanho
amostral mais expressivo, que possam esclarecer a relacdo entre a baixa DMO e as GSD hepaticas,
e os fatores envolvidos na redugdo da DMO nestes pacientes.

Faz-se necessario, também, mais estudos que busquem entender o mecanismo envolvido no
desenvolvimento de complicacbes nas GSD hepaticas, visto que ha lacunas em diversos aspectos
envolvidos neste processo. Sendo necessario entender os fatores envolvidos na fisiopatologia,
evitando, reduzindo ou retardando as complicacgdes tdo comuns nas GSDs.

Sugere-se também, estudos que objetivem avaliar a DMO de pacientes com GSD,

relacionando o nivel de atividade fisica, densidade e forca muscular.
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10. APENDICES

10.1 Apéndice 1 — Carta de aprovacao do projeto 14-0120

HEPA - HOBPITAL DEGLIM DE PORTO ALEGRE
GRUPD DE PESQUISA E RADUACAD

COoMISSAD CIENTIRCA

A Comlssin Emmmﬁﬂ[mﬂﬁh!ﬂgamﬂhnﬂm:

Profedn: 140120
Diats da Vorele de Projeta:

Posquisadores:

04 VANSBEA DOEDEALBN SCHW ASTE
CARDLMA, FREDHIMOICTY WO, e moLEs,
AN PALILA VANT

TAEELA TONON

FLIPPO PINTD YARD

Thule:  AVALIAGAD DA GO IGAD CORPORAL E ANALIBE DO
mnmalum I& ELETRICA mmlmmﬁwﬁ*

Eein projotn fol APROVADD am BEpEmnOs S0C0E, Metdnidpicos, ogisioos § Srancelns
;ﬂlﬂuﬂnm d-nﬂi'rll-nu- :;mu.ﬁw-&. 2 b : E
o m unmmmummhumﬂmaamwmﬁuuﬂ

- Os mesguisadores unculages &0 prejeto nbo parfciparsm de qualquer sSapa do procosso de avallplo

i s projatns.
= 0O Uulsador dovarg
i PEE] = mﬂmmumm-ﬂmmmﬂm

Paria Alegre, 00 de weio de 2004,



10.2 Apéndice 2 — Carta de aprovacao do projeto 15-0218

% HCPA - HOSPITAL DE CLINICAS DE PORTO ALEGRE
GRUPO DE PESQUISA E POS-GRADUAGAD

COMISSAD CIENTIFICA

A Comisséo Clenti®ica do Hosplal de Clinbas e Pon Alsgr snaliscu o projete:

Projeto: 150218
Data da Vesdo do Projeto: 08/05/2015

Posquisadores:
10A VANESSA DOEDEMLEIN BCHWAFRTZ

LLIA FARRET REFOGCO

PO MARA S°RITZER

SANDRA LEISTNER SEGAL
HUSTIANE MCHELIN THRELL
MAFRINA SIEBEAT

OSVALDO ALFONSD PINTD ARTIGALAS
ANA PAULA W2
FERANANDA BPERB LUDWG
TATIELE NALN

ACACIO APARECIDO NAVARAETE
NAMILA CASTHO GROKCEC
CHENA CALDERA MARTNEZ
ANCA LOCI HEINECK

FLAVIA RONARZ FERREIRA
TACIANE EORSATTO

GOVANA REGNA WEEER

VITOR BERTOLOZZ) MENDES
LUIZ FERNANGO WURDKG ROESCH
MUPE PINHERO DE OUVIIFA
FUPPO PINTO VRO

VETOR SATLER PYLRO
CAROLINA RECHINGER MOURA DE BOUZA
ROBERTA HACK NENDES

Thulo:  Metagenoma Microblico como fator modficador dos Erros hatoe do Metabolismo.
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% HCPA - HOSPITAL DE CLINICAS DE PORTO ALEGRE
S GRUPO DE PESQUISA E POS-GRADUACAD

COMISSAO CIENTIFICA
Esm fol
- popbn APRO::BQ m::n'm #licos, melcdaldgros. 0gIstess 8 financeinos parn
Est aprovegio estd baseacs nOs PAreceres dos respectivos Combls oo £3ca @ do Servigo de Gestlio
om Pesquisa.
- Os peeguisacores vinculacos a0 projeto nEo partidiperem de quaiguer stapa do processo de evelolo
g9 seus projetos.
- O pesguisador deverd apresentsr relalirios semasts G8 ACOMPANNAMSNID @ reissénio final 0o Grupo
O Pesquisa & Pés-Graduagiio (GPPG)

Aagre, 29 de msic de 2018
Pret £ Toaten
CEPMCPA
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10.3 Apéndice 3 — Termo de consentimento livre e esclarecido para pacientes — projeto 14-
0120

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE e ESCLARECIDO - PACIENTES

Projeto: Avaliagdo da composi¢do corporal e analise do angulo de fase a partir da bioimpedancia
elétrica em pacientes com Glicogenose hepatica

Pesquisador responsavel: Dra. Ida Vanessa D. Schwartz. Servi¢co de Genética Médica, Hospital
de Clinicas de Porto Alegre. Rua Ramiro Barcelos, 2350. Porto Alegre-RS. Tel: 51-3359 8011.

Nome do paciente:

Prezado paciente (ou responsavel),

Gostariamos de convida-lo para participar de um estudo onde sera avaliado o estado
nutricional de pacientes com Glicogenose (GSD) e de controles (pessoas sem essa condicdo). A
GSD é uma doenca hereditaria causada por falta de uma enzima do figado, dependendo do tipo de
GSD, diferentes enzimas estdo faltando. Quando nao temos uma dessas enzimas e temos entdo GSD,
nas situacdes em que ficamos em jejum, ndo conseguimos manter o actcar do sangue normal.

O acUcar baixo no sangue traz como sintomas: tremores, suor frio, cansaco facil, sonoléncia
e até convulsdo (ataque). O tratamento é a alimentacdo frequente, com alimentos que mantém os
niveis de agucar no sangue elevados por mais tempo, como é o caso do amido de milho (Maisena)
cru.

Alguns estudos mostraram que podem ocorrer alteragdes no estado nutricional de pacientes
com GSD, como excesso de peso. Estamos realizando, por isso, um estudo com o objetivo de avaliar
o0 estado nutricional, através de um aparelho chamado Bioimpedancia Elétrica (BIA), em pacientes
com diagnéstico de GSD.

Serdo coletados dados de prontuario, como por exemplo, idade, tipo de Glicogenose, valores
de glicose, peso e estatura. Seréa realizada a Bioimpedancia Elétrica (BIA), que objetiva avaliar a
quantidade de gordura, liquido e masculo do corpo. Esse aparelho é composto por 4 eletrodos
descartaveis (adesivos que irdo auxiliar a passagem da corrente elétrica) que serdo colocados no
brago e no pé do paciente e que, através de uma corrente elétrica de baixa intensidade e inofensiva,

pode informar as medidas que estamos estudando. Esse exame é indolor e ndo invasivo.
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Estima-se que para realizar as avalia¢fes serdo necessarios entre 30 minutos e 1 hora.

RISCOS E BENEFICIOS

N&o sdo conhecidos riscos relacionados aos procedimentos do estudo, o que pode ocorrer é
vocé/seu filho(a) sentir-se desconfortavel com passagem de baixa corrente elétrica durante a BIA.
Os beneficios consistem na realizacdo de uma avaliagdo nutricional mais detalhada, e que, talvez,
permita a identificacdo de alguma alteracdo do seu estado nutricional. Caso isto aconteca, 0 seu

médico ou nutricionista serd comunicado e 0s ajustes necessarios ao seu tratamento serao realizados.

DUVIDAS

Se vocé tiver alguma davida em relacdo a pesquisa, deve contatar a Dra. Ida Vanessa D.
Schwartz (Fone: (51) 3359 8011), no Servico de Genética Médica do Hospital de Clinicas de Porto
Alegre. Além disso, vocé pode entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa do HCPA,
gue aprovou esse projeto, através do telefone (51) 3359 7640 ou localmente no segundo andar do
HCPA na rua Ramiro Barcelos, 2.350, Bairro Santa Cecilia, Porto Alegre / RS, horéario de

funcionamento, das 8h as 17h, de segunda a sexta.

RECUSA OU DESCONTINUAQAO NA PARTICIPAC}AO DO ESTUDO
Sua participacdo no estudo é voluntaria. Se vocé decidir ndo participar do estudo, isto ndo
afetard em nada o seu tratamento no HCPA. A sua participacdo pode também ser interrompida a

qualguer momento por vocé mesmo (a). Em qualquer caso, vocé ndo sera penalizado (a).

CONFIDENCIALIDADE DAS INFORMACOES

As informacdes dessa pesquisa serdo mantidas em sigilo, sendo apenas utilizadas de forma
cientifica e sem identificacdo do seu nome em relatos especializados. Caso alguma informagéo
derivada desse estudo for importante a vocé, todo esforco sera realizado para informa-lo.
Pelo presente termo, vocé declara que foi informado (a), de forma clara e detalhada, sobre a presente

pesquisa e que teve suas davidas esclarecidas por

Declara ter sido esclarecido que ndo receberd nenhuma remuneracgéo financeira pela participacdo no
estudo e que ndo tera custos por participar do mesmo. Declara que foi informado da garantia de
receber resposta ou esclarecimento sobre a pesquisa a ser realizada, bem como da liberdade de néo
participar do estudo e da possibilidade de desistir, em qualquer momento, da participagdo. Além
disso, declara que assinou duas vias deste consentimento e que uma ficou em seu poder.

Data: [/ |/
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Paciente:

Responsavel legal:

Eu expliquei a 0S Objetivos e procedimentos

necessarios para esta pesquisa e entreguei copia deste termo de consentimento para 0 mesmo.
Data: / /
Pesquisador:
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10.4 Apéndice 4 — Termo de consentimento livre e esclarecido para pacientes adultos —
projeto 15-0218

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(PACIENTES ADULTOS)

Caro participante:

Vocé estd sendo convidado(a) a participar, como voluntario, do projeto: “Metagenoma

Microbiotico como fator modificador dos Erros Inatos do Metabolismo™.

Os Erros Inatos do Metabolismo (EIM) sdo doencas genéticas, raras individualmente, mas,
frequentes como grupo. O sistema mais acometido nos EIM é o neuroldgico, além disso, a sindrome
metabdlica/obesidade tem sido cada vez mais relatada como uma das complicagcdes associadas ao
seu tratamento. Existe uma ampla diferenca clinica e laboratorial associada aos EIM, inclusive no
que diz respeito a resposta ao tratamento e a razdo para esse achado ndo €, na maioria dos casos,
compreendida. Por fim, o envolvimento do sistema imunologico, que é responsavel por defender
nosso corpo, ndo tem sido muito estudado entre os pacientes com EIM. Uma das substéncias que
podem ser avaliadas do sistema imunolégico sdo as citocinas (moléculas que sdo produzidas por
células especificas do sistema imunologico e emitem sinais localmente entre células e, assim, tem
um efeito em outras células). As citocinas podem ser indutoras da inflamacéo (pro-inflamatdrias)
ou combaterem a inflamac&o (antiinflamatorias). No que diz respeito ao sistema 6sseo, também ha
muitas questdes ndo compreendidas quando se trata de pacientes com EIM. Para auxiliar na
compreensdo do envolvimento do sistema dsseo nestes pacientes, existem algumas substancias que
podem ser avaliadas, conhecidas como marcadores de turnover 6sseo (substancias que demonstram

como esté a formacdo e desgaste do 0ss0).

A sua participagéo € voluntéaria e consistira na coleta de amostras de fezes, coleta de amostra
de sangue, exame de Densitometria Ossea (DXA) e Calorimetria Indireta, todos realizados apenas

uma vez.

A coleta de fezes sera realizada pelo proprio participante, com auxilio de familiares se
necessario e ocorrera em suas proprias residéncias. A coleta para este estudo sera semelhante a

coleta de fezes feita para exames clinicos de rotina, utilizando um pote coletor. As fezes serdo
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utilizadas para extrair o material genético (DNA) das bactérias presentes nas fezes, a fim de
identifica-las. Também sera realizada coleta de uma amostra de sangue por um profissional treinado,

para analise dos niveis de citocinas.

O exame de DXA serd realizado por um profissional treinado e vocé precisa seguir as
seguintes recomendacOes para a realizacdo deste exame: Ingerir no minimo 8 copos de agua (2
litros) no dia anterior a realizacdo do exame, ou, para as criancas, o recomendado € ingerir uma
quantidade maior do que a de costume e informar o pesquisador no dia da consulta a quantidade de
agua ingerida; ndo fazer ginastica ou exercicios vigorosos no dia anterior ao exame; evitar ingerir
24h (1 dia) antes do exame alcool, cha, café, refrigerantes, chocolates e bebidas energéticas que
contenham cafeina; retirar joias, rel6gio ou outros objetos metalicos no dia da realizacdo do exame;
estar em jejum de 12h. Essas orientacdes serdo lembradas a vocé um dia antes da consulta a qual

iremos agendar.

Também sera realizada calorimetria indireta, para avaliar o gasto energético basal, ou seja,
guanta energia é necessaria para o corpo manter as funcgdes vitais. Para a realizacdo deste exame
sera necessario que vocé permaneca deitado por aproximadamente 20 minutos com o equipamento.

A pesquisa também prevé coleta de informagdes clinicas que podem durar até 20 minutos e
0s participantes ou responsaveis terdo liberdade para ndo responder algum item caso ndo se sintam

a vontade.

O participante ou responsavel ndo precisa pagar nenhum tipo de taxa para participar da
pesquisa. Os participantes voluntarios da pesquisa nédo receberdo qualquer forma de pagamento pela
participacdo na pesquisa. E garantido o direito de recusar participar do projeto, além do direito de
retirar o consentimento para a pesquisa em qualquer momento e de solicitar que todos os dados e
amostra sejam apagados e destruidos, sem causar qualquer prejuizo a assisténcia e aos tratamentos

que estiverem sendo, ou vierem a ser, dispensados a vocé e a sua familia no Hospital.

A identidade do participante ndo sera revelada. Esta é uma pesquisa sigilosa e garantido o
anonimato dos participantes do projeto, isto significa que somente os pesquisadores responsaveis
pela pesquisa terdo acesso a identidade dos participantes e comprometem-se a ndo divulga-las sem
0 consentimento destes. Os resultados da pesquisa serdo divulgados em revistas cientificas que
circulam entres os profissionais que tenham interesse nessa area e, sua identidade, assim como a de

sua familia, ndo sera divulgada nestas publicaces.
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Os riscos e desconfortos causados pela coleta de fezes sdo desconforto no momento da
coleta. O desconforto associado a esta coleta sera minimizado pelo fato de ser realizada na propria
residéncia. Os riscos e desconfortos causados pela coleta de sangue sdo semelhantes aos riscos
envolvidos na coleta de sangue para exames laboratoriais de rotina (manchas roxas e dor no local
da coleta). O desconforto e os riscos associados a estas avaliagdes serdo minimizados pela realizagéo
da coleta por profissional treinado. Possivel desconforto para responder as perguntas do questionario
é 0 gasto de tempo (cerca de 20 minutos) para responder ao questionario. Vocé tem direito de

interromper a participacéo a qualquer momento.

Cabe salientar que esse estudo talvez ndo traga beneficios para vocé ou o pelo qual vocé é
responsavel, mas, pode contribuir para um melhor entendimento desta doenca e a melhorar,

futuramente, o acompanhamento e tratamento dos pacientes com Erros Inatos do Metabolismo.

Em relacdo aos procedimentos do estudo, vocé declara que autorizou ao(s) seguinte(s)

procedimento(s); (marcar com um X):

() coleta de amostra de fezes para analise de DNA de bactérias

() coleta de 9mL de sangue para anélise de citocinas e marcadores de turnover 4sseo.
() realizacdo de densitometria 6ssea

() realizagéo de calorimetria indireta

() preenchimento de questionario

Se vocé permitir, o material coletado que restar ap6s a realizagdo dos exames previstos neste
estudo, serdo armazenados por cinco anos e poderdo ser utilizados, neste periodo, em estudos
aprovados eticamente pelos 6rgdos ou comissdes responsaveis. Em relacdo ao armazenamento e
utilizacdo de algum material (sangue e fezes) que tenha restado apds a realizacdo dos exames
previstos neste estudo, vocé declara que autorizou:

() que este material podera ser armazenado por cinco anos e podera vir a ser utilizado em
estudos futuros, aprovados eticamente pelos 6rgdos ou comissdes responsaveis, desde que vocé
revise e assine o termo de consentimento de tais estudos futuros. Apos cinco anos, este material sera
obrigatoriamente descartado.

() que este material ndo poderd ser armazenado por cinco anos e nao podera vir a ser

utilizado em estudos futuros aprovados eticamente pelos 0rgdos ou comissdes responsaveis. O
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material coletado devera ser utilizado somente neste estudo e 0 material que sobrar ndo devera ser

armazenado, sendo obrigatoriamente descartado.

A pesquisadora responsavel pelo desenvolvimento do projeto é a profa Ida Vanessa D.
Schwartz do Servigo de Genética Médica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre. A pesquisadora
responsavel coloca-se a disposicdo para esclarecer qualquer davida referente ao projeto, assim
como, para fornecer aos participantes acesso as suas informacdes pessoais do projeto. Em caso de
necessidade, pode ser feito contato com a Dra. Ida Vanessa D. Schwartz, pesquisadora responsavel
no Servico de Genética Médica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, pelo fone (51) 3359-8011
ou, pode entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa do HCPA, que aprovou esse projeto,
através do telefone (51) 3359 8304. O horario de atendimento para os contatos acima é de segunda

a sexta feira, das 8h as 17h.

Caso vocé decida participar deve assinar este documento em duas vias, sendo que uma ficara

com vocé e a outra via ficard com a pesquisadora responsavel.

Data: [ ]
Paciente:

Responsavel legal:

Eu expliquei a 0s objetivos e procedimentos

necessarios para esta pesquisa, e entreguei copia deste termo de consentimento para 0 mesmo.

Data: / /

Pesquisador Nome:

Pesquisador Assinatura:
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10.5 Apéndice 5 — Termo de consentimento livre e esclarecido para pacientes com menos de
18 anos — projeto 15-0218

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(PACIENTES MENORES)

Caro responsavel:

Seu filho(a) estd sendo convidado(a) a participar, como voluntario, do projeto:

“Metagenoma Microbidtico como fator modificador dos Erros Inatos do Metabolismo”.

Os Erros Inatos do Metabolismo (EIM) séo doencas genéticas, raras individualmente, mas
frequentes como grupo. O sistema mais acometido nos EIM é o neurolégico, além disso, a sindrome
metabolica/obesidade tem sido cada vez mais relatada como uma das complica¢Bes associadas ao
seu tratamento. Existe uma ampla diferenca clinica e laboratorial associada aos EIM, inclusive no
que diz respeito a resposta ao tratamento e a razdao para esse achado ndo €, na maioria dos casos,
compreendida. Por fim, o envolvimento do sistema imunologico, que é responsavel por defender
nosso corpo, ndo tem sido muito estudado entre os pacientes com EIM. Uma das substancias que
podem ser avaliadas do sistema imunoldgico sdo as citocinas (moléculas que sdo produzidas por
células especificas do sistema imunoldgico e emitem sinais localmente entre células e, assim, tem
um efeito em outras células). As citocinas podem ser indutoras da inflamacdo (pro-inflamatdrias)
ou combaterem a inflamacéo (antiinflamatdrias). No que diz respeito ao sistema dsseo, também ha
muitas questdes ndo compreendidas quando se trata de pacientes com EIM. Para auxiliar na
compreensdo do envolvimento do sistema Gsseo nestes pacientes, existem algumas substancias que
podem ser avaliadas, conhecidas como marcadores de turnover 6sseo (substancias que demonstram

como esté a formacdo e desgaste do 0ss0).

A sua participagéo é voluntaria consistira na coleta de amostras de fezes, coleta de amostra
de sangue, exame de Densitometria Ossea (DXA) e Calorimetria Indireta, todos realizados apenas

uma vez.

A coleta de fezes sera realizada pelo proprio participante, com auxilio de familiares se

necessario e ocorrera em suas proprias residéncias. A coleta para este estudo serd semelhante a
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coleta de fezes feita para exames clinicos de rotina, utilizando um pote coletor. As fezes erdo
utilizadas para extrair o material genético (DNA) das bactérias presentes nas fezes, a fim de
identifica-las. Também sera realizada coleta de uma amostra de sangue por um profissional treinado,

para analise dos niveis de citocinas.

O exame de DXA serd realizado por um profissional treinado e seu filho(a) precisa seguir as
seguintes recomendacOes para a realizacdo deste exame: Ingerir no minimo 8 copos de agua (2
litros) no dia anterior a realizacdo do exame ou, para as criancas, o recomendado € ingerir uma
quantidade maior do que a de costume e informar o pesquisador no dia da consulta a quantidade de
agua ingerida; ndo fazer ginastica ou exercicios vigorosos no dia anterior ao exame; evitar ingerir
24h (1 dia) antes do exame alcool, cha, café, refrigerantes, chocolates e bebidas energéticas que
contenham cafeina; retirar joias, reldgio ou outros objetos metalicos no dia da realizacdo do exame;
estar em jejum de 12h. Essas orientacOes serdo lembradas um dia antes da consulta de seu filho(a),

a qual iremos agendar.

Também sera realizada calorimetria indireta, para avaliar o gasto energético basal, ou seja,
guanta energia é necessaria para o corpo manter as funcGes vitais. Para a realizacdo deste exame
sera necessario seu filho(a) permaneca deitado por aproximadamente 20 minutos com o

equipamento.

A pesquisa também prevé coleta de informacg6es clinicas que podem durar até 20 minutos e
0s participantes ou responsaveis terdo liberdade para ndo responder algum item caso ndo se sintam

a vontade.

O participante ou responsavel ndo precisa pagar nenhum tipo de taxa para participar da
pesquisa. Os participantes voluntarios da pesquisa ndo receberdo qualquer forma de pagamento pela
participacdo na pesquisa. E garantido o direito de recusar participar do projeto, além do direito de
retirar o consentimento para a pesquisa em qualquer momento e de solicitar que todos os dados e
amostra sejam apagados e destruidos, sem causar qualquer prejuizo a assisténcia e aos tratamentos

que estiverem sendo, ou vierem a ser, dispensados ao seu filho(a) e a sua familia no Hospital.

A identidade do participante ndo sera revelada. Esta é uma pesquisa sigilosa e garantido o
anonimato dos participantes do projeto, isto significa que somente os pesquisadores responsaveis

pela pesquisa terdo acesso a identidade dos participantes e comprometem-se a ndo divulga-las sem
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0 consentimento destes. Os resultados da pesquisa serdo divulgados em revistas cientificas que
circulam entre os profissionais que tenham interesse nessa area e sua identidade, assim como a de

sua familia, ndo sera divulgada nestas publicaces.

Os riscos e desconfortos causados pela coleta de fezes sdo desconforto no momento da
coleta. O desconforto associado a esta coleta sera minimizado pelo fato de ser realizada na propria
residéncia. Os riscos e desconfortos causados pela coleta de sangue sdo semelhantes aos riscos
envolvidos na coleta de sangue para exames laboratoriais de rotina (manchas roxas e dor no local
da coleta). O desconforto e os riscos associados a estas avaliagdes serdo minimizados pela realizagéo
da coleta por profissional treinado. Possivel desconforto para responder as perguntas do questionario
é 0 gasto de tempo (cerca de 20 minutos) para responder ao questionario. VVocé tem direito de

interromper a participacdo de seu filho(a) a qualquer momento.

Cabe salientar que esse estudo talvez ndo traga beneficios para seu filho (a), mas pode
contribuir para um melhor entendimento desta doenca e a melhorar, futuramente, o

acompanhamento e tratamento dos pacientes com Erros Inatos do Metabolismo.

Em relacdo aos procedimentos do estudo, vocé declara que autorizou ao(s) seguinte(s)

procedimento (s) (marcar com um X):

() coleta de amostra de fezes para analise de DNA de bactérias

() coleta de 9mL de sangue para analise de citocinas e marcadores de turnover 0sseo.
() realizacdo de densitometria 6ssea

() realizagéo de calorimetria indireta

() preenchimento de questionario

Se vocé permitir, o material coletado que restar apés a realizacdo dos exames previstos neste
estudo, serdo armazenados por cinco anos e poderdo ser utilizados, neste periodo, em estudos
aprovados eticamente pelos 6rgdos ou comissdes responsaveis. Em relacdo ao armazenamento e
utilizacdo de algum material (sangue e fezes) que tenha restado apds a realizacdo dos exames
previstos neste estudo, vocé declara que autorizou:

() que este material podera ser armazenado por cinco anos e podera vir a ser utilizado em

estudos futuros aprovados eticamente pelos 6rgdos ou comissGes responsaveis, desde que vocé
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revise e assine o termo de consentimento de tais estudos futuros. Apés cinco anos, este material sera
obrigatoriamente descartado.

() que este material ndo podera ser armazenado por cinco anos e nao podera vir a ser
utilizado em estudos futuros aprovados eticamente pelos 6rgdos ou comissdes responsaveis. O
material coletado deveré ser utilizado somente neste estudo, e 0 material que sobrar ndo devera ser

armazenado, sendo obrigatoriamente descartado.

A pesquisadora responsavel pelo desenvolvimento do projeto é a profa Ida Vanessa D.
Schwartz do Servico de Genética Médica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre. A pesquisadora
responsavel coloca-se a disposicdo para esclarecer qualquer davida referente ao projeto, assim como
para fornecer aos participantes acesso as suas informacfes pessoais do projeto. Em caso de
necessidade pode ser feito contato com a Dra. Ida Vanessa D. Schwartz, pesquisadora responsavel
no Servico de Genética Médica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre pelo fone (51) 3359-8011
ou pode entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa do HCPA, que aprovou esse projeto,
através do telefone (51) 3359 8304. O horario de atendimento para 0s contatos acima é de segunda

a sexta feira, das 8h as 17h.
Caso vocé autorize seu filho(a) a participar deve assinar este documento em duas vias, sendo

gue uma ficard com vocé e a outra via ficard com a pesquisadora responsavel.

Data: [ ]

Paciente:

Responsavel legal:

Eu expliquei a 0s objetivos e procedimentos

necessarios para esta pesquisa, e entreguei copia deste termo de consentimento para 0 mesmo.

Data: / /

Pesquisador Nome:

Pesquisador Assinatura:
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2566 - BONE MINERAL DENSITY AND BONE
TURNOVER MARKERS IN PATIENTS WITH
HEPATIC GLYCOGEN STORAGE DISEASES

Jésica Tamara Jacoby (Universidade Federal do Rio Grande
do Sul. Porto Alegre, Brazil), Bruna Bento dos Santos
(Unmiversidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre,
Brazil), Tatiele Nalin (Hospital de Clinicas de Porto Alegre,
Porto Alegre, Brazil), Lilia Farret Refosco (Hospital das
Climicas de Porto Alegre, Porto Alegre, Brazil), Carolina
Fischinger Souza (Hospital das Clinicas de Porto Alegre,
Porto Alegre, Brazl), Poli Mara Spritzer (Hospital de
Chinicas de Porto Alegre, Porto Alegre, Brazil), Soraia Poloni
(Unmiversidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre,
Brazil), Roberta Hack Mendes (University College Dublin,
Ireland). lda Vanessa Doederlein Schwartz (Hospatal de
Clinicas de Porto Alegre, Porto Alegre, Brazl)

INTRODUCTION: Reduced bone mineral density (BMD)
has been described in patients with hepatic Glyveogen Storage
Disease (GSDs). Although its mechamisms are not well
understood, these patients are at risk of developing
osteoporosis.  Fractures  are directly  linked
osteoporosis’osteopemia, but currently there 15 no clear
evidence that fractures are more frequent in GSD patients.
Bone turnover markers are a series of biomarkers released
durine bone remodeline that respond rapidlv to chanees in

bone physiclogy, and have been employed to estimate fracture
risk and monitoring the adherence and response to therapy in
patients with osteoporosis. Aim: To evaluate bone turnover
markers in patients with GSDs on treatment and to verify their
association with BMD. METHODS: 25 patients with GSDs
on uncooked cornstarch treatment at Hospatal de Clinicas de
Porto Alegre, Brazil, were recruited and agreed to participate
of the study. In the same date, bone mineral density was
assessed by dual X-ray absorptiometry (DXA) and blood
samples were collected to assess bone mrnover markers in
plasma. Carboxy-terminal  collagen crosshinks  (CTX),
Procollagen type 1 ammmo-terminal propeptide (PINP) and
Osteocalcin (OC)  were  measured  through  an
electrochemiluminescence assay. Two patients were not able
to perform DXNA and had only clinical and biochemical
measurements available. RESULTS: Out of the 25 patients,
19 (76%) had type I GSD, 14 tvpe la and 5 Ib, 3 {12%) tvpe
II and 2 (12%) type [X. Mean age was 153+7.9 vears, and 52%
of patients were female. Median BMD Z-score for lumbar
spine was -0.60 (range= -2.3 to +1.1) and for whole body was
<020 {range: -2.1 to +1.6). Regarding bone umover markers,
32% of patients had all three markers increased. PINP was
inversely correlated with whole-body BMD Z-score (r -0.593;
p=0.03). Patienis with GSDs type 111 and IX had higher CTX
(mean=1.83+0.4) than patients with type [ (mean=1.37+0.5)
(p=0.026). All patients (n=3) that had lumbar spine BMD £-
scores lower than -2 had all bone turnover markers increased.
One patient (4% of the sample) had history of a non-
pathological fracture. He presented normal BMD  and
increased bone tumover markers, and was on calcium
supplementation for about 3 years. CONCLUSIONS: Our
results showed that bone trnover markers were increased ina
pgreat number of GSDs patients and were associated with
reduced BMD, sugpesting a role for these biomarkers in
momitoring bone disease in hepatic GSDs.
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10.7 Apéndice 7 - STROBE Statement — Checklist para estudos observacionais
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Tabela. Itens essenciais que devem ser descritos em estudos observacionais, segundo a
declaracdo Strengthening the Reporting of Observational Studies in Epidemiology (STROBE).

2007

Item N° Recomendacéo Pag. N°

Tituloe Resumo 1 Indique o desenho do estudo no titulo ou no resumo, com 4
termo comumente utilizado
Disponibilize no resumo um sumario informativo e 4
equilibrado do que foi feito e do que foi encontrado

Introducao

Contexto/ 2 Detalhe o referencial tedrico e as razOes para executar a 15

Justificativa pesquisa.

Objetivos 3  Descreva 0s objetivos especificos, incluindo quaisquer 37
hipGteses pré-existentes.

Métodos

Desenho do 4 Apresente, no inicio do artigo, os elementos-chave relativos 4

estudo ao desenho do estudo.

Contexto 5 Descreva o contexto, locais e datas relevantes, incluindo os 51

(setting) periodos de recrutamento, exposicdo, acompanhamento
(follow-up) e coleta de dados.

Participantes 6 Estudos de Coorte: Apresente os critérios de elegibilidade, -
fontes e métodos de selecdo dos participantes. Descreva 0s
métodos de acompanhamento.

Estudos de Caso-Controle: Apresente os critérios de -
elegibilidade, as fontes e o critério-diagndstico para
identificacdo dos casos e 0s métodos de selecdo dos
controles. Descreva a justificativa para a eleicdo dos casos e
controles

Estudo Seccional: Apresente os critérios de elegibilidade, as 51

fontes e os métodos de selecé@o dos participantes

Estudos de Coorte: Para os estudos pareados, apresente 0s
critérios de pareamento e 0 numero de expostos e ndo
expostos




93

Variaveis

Fontes de
dados/
Mensuracgéo

Viés

Tamanho do
estudo
Variaveis
quantitativas

Métodos
estatisticos

Resultados

7

8

10

11

12

Estudos de Caso-Controle: Para os estudos pareados,
apresente os critérios de pareamento e o nimero de controles
para cada caso

Defina claramente todos os desfechos, exposicoes,
preditores, confundidores em potencial e modificadores de
efeito. Quando necessario apresente 0S  critérios
diagnosticos.

Para cada variavel de interesse, forneca a fonte dos dados e
0os detalhes dos métodos utilizados na avaliacdo
(mensuracdo). Quando existir mais de um grupo, descreva a
comparabilidade dos métodos de avaliacdo.

Especifique todas as medidas adotadas para evitar potenciais
fontes de viés.

Explique como se determinou o tamanho amostral.

Explique como foram tratadas as variaveis quantitativas na
andlise. Se aplicavel, descreva as categorizacfes que foram
adotadas e porque.

Descreva todos os métodos estatisticos, incluindo aqueles
usados para controle de confundimento.

Descreva todos os métodos utilizados para examinar
subgrupos e interacdes.

Explique como foram tratados os dados faltantes (“‘missing
data”™)

Estudos de Coorte: Se aplicavel, explique como as perdas
de

acompanhamento foram tratadas.

Estudos de Caso-Controle: Se aplicavel, explique como o
pareamento dos casos e controles foi tratado.

Estudos Seccionais: Se aplicavel, descreva os métodos
utilizados para considerar a estratégia de amostragem.

Descreva qualguer analise de sensibilidade.

52

28

5le52

27

51

53




Participantes

Dados
descritivos

Desfecho

Resultados
principais

Outras
analises

Discussao

132

142

152

16

17

Descreva 0 numero de participantes em cada etapa do
estudo (ex: numero de participantes potencialmente
elegiveis, examinados de acordo com critérios de
elegibilidade, elegiveis de fato, incluidos no estudo, que
terminaram o acompanhamento e efetivamente analisados)

Descreva as razdes para as perdas em cada etapa.
Avalie a pertinéncia de apresentar um diagrama de fluxo

Descreva as caracteristicas dos participantes (ex:
demograficas, clinicas e sociais) e as informacdes sobre
exposi¢oes e confundidores em potencial.

Indique o nimero de participantes com dados faltantes para
cada variavel de interesse.

Estudos de Coorte: Apresente o0 periodo de
acompanhamento (ex: média e tempo total)

Estudos de Coorte: Descreva o nimero de eventos-desfecho
ou as medidas-resumo ao longo do tempo

Estudos de Caso-Controle: Descreva o numero de
individuos em cada categoria de exposi¢cdo ou apresente
medidas-resumo de exposicao.

Estudos Seccionais: Descreva 0 nuUmero de eventos-
desfecho ou apresente as medidas-resumo.

Descreva as estimativas ndo ajustadas e, se aplicavel, as
estimativas ajustadas por varidveis confundidoras, assim
como sua precisao (ex: intervalos de confianga). Deixe claro
quais foram os confundidores utilizados no ajuste e porque
foram incluidos.

Quando variaveis continuas forem categorizadas, informe os
pontos de corte utilizados.

Se pertinente, considere transformar as estimativas de risco
relativo em termos de risco absoluto, para um periodo de
tempo relevante.

Descreva outras analises que tenham sido realizadas. EX:
andlises de subgrupos, interacdo, sensibilidade.

51

53

54

52

94



Resultados 18
principais

Limitagcbes 19

Interpretacdo 20

Generalizagdo 21
Outras Informacoes

Financiamen 22
to

Resuma os principais achados relacionando-os aos objetivos
do estudo.

Apresente as limitagdes do estudo, levando em consideragao
fontes potenciais de viés ou imprecisdo. Discuta a magnitude
e direcdo de viéses em potencial.

Apresente uma interpretagdo cautelosa dos resultados,
considerando os objetivos, as limitagdes, a multiplicidade das
andlises, os resultados de estudos semelhantes e outras
evidéncias relevantes.

Discuta a generalizagdo (validade externa) dos resultados.

Especifique a fonte de financiamento do estudo e o papel dos
financiadores. Se aplicavel, apresente tais informacges para o
estudo original no qual o artigo € baseado.

56

60

56

57

60

95



96

10.8 Apéndice 8 — Finalista melhor péster da 402 Semana Cientifica do Hospital de Clinicas
de Porto Alegre

03/12/2020 Gmail - Poster 2519 - Finalista no Voto Popular

M Gmali Jésica Jacoby <nutricionista.jesica@gmail.com>

Poster 2519 - Finalista no Voto Popular
4 mensagens

Ursula da Silveira Matte <umatte@hcpa.edu.br> 12 de novembro de 2020 20:11
Para: nutricionista jesica@gmail.com, "Bruna Bento (aluna Ida)” <bruna.bdsantos@hotmail.com>, Tatiele - Siat <tatinalin@gmail.com=, Karina Colonetti - aluna Ida <karinacolonetti@hotmail.com=, Lilia
Farret Refosco Lrefosco <Irefosco@hcpa.edu.br>, Carolina Fischinger Moura De Souza Cfsouza <cfsouza@hcpa.edu.br>, spritzer@ufrgs.br, Soraia Poloni - aluna Sandra <soraiapoloni@yahoo.com.br>,
Ida Schwartz <idadschwartz@gmail.com=, Ida Vanessa Doederlein Schwartz ischwartz <ischwartz@hcpa.edu.br>, betamendeshack@gmail.com

Prezados, informo que o pdster 2519, de sua autoria, estd concorrendo a Melhor Pdster da 40a Semana Cientifica. Convidamos uma das autoras a participar da ceriménia de premiagado amanha
pela manha, as 9:00. O link para ingresso na sala virtual, onde sera anunciado o nome do vencedor sera enviado a autora cadastradora do trabalho. Caso ela ndo possa comparecer, solicitamos que
indique o representante do grupo.

Parabéns a todas!

Profa. Ursula da Silveira Matte

Professora Departamento de Genética, UFRGS
Laboratorio Células Tecidos e Genes, CPE
Assessora

Grupo de Pesquisa e Pos-Graduagao
Fone: (51) 3359-8838



