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Resumo




Seguro LFBC. Comprometimento do metabolismo 6sseo em pacientes
transplantados cardiacos: resultados de estudo de coorte prospectivo
[Tese]. S&o Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo;

2019.

Introducdo: Dados na prevencao de fraturas apos transplante cardiaco sao
controversos na literatura. Ha questionamentos a respeito da seguranca e
eficacia dos bisfosfonatos nesta populacdo. Um melhor conhecimento dos
efeitos do transplante cardiaco no osso pode orientar o tratamento
adequado. O objetivo do estudo foi avaliar metabolismo 6sseo, densidade
mineral 6ssea (DMO), microarquitetura e a frequéncia de fraturas vertebrais
apos transplante cardiaco. Métodos: Setenta adultos submetidos a
transplante cardiaco foram seguidos prospectivamente por 12 meses. Dados
clinicos, laboratoriais, DMO, microarquitetura (por HR-pQCT) e fraturas
vertebrais foram avaliados no momento inicial (apds alta da UTI), ap6s 6 e
12 meses. DMO, composicdo corporal e fraturas vertebrais foram avaliadas
pela densitometria. Todos os pacientes receberam orientacdes dietéticas
para ingesta adequada de calcio e suplementacao oral de vitamina D ap06s o
transplante (50.000Ul/semana por 3 meses, seguido de 7.000Ul/semana).
Resultados: Na avaliacao inicial, 27% dos pacientes tinham osteoporose,
associada ao tempo de hospitalizacdo antes do transplante (p=0,001). A
DMO reduziu nos primeiros 6 meses, com recuperacao parcial apés. Houve
deterioragcdo de microarquitetura éssea, principalmente de osso trabecular
nos primeiros 6 meses e 0sso cortical nos 6 meses subsequentes. Na

avaliacao inicial, 92,9% dos pacientes tinham vitamina D <30 ng/mL e 20,0%



<10ng/mL. Pacientes também apresentavam calcio sérico no limite inferior
da normalidade, fosfatase alcalina elevada e marcador de reabsor¢cédo 6ssea
elevado. Estas alteracbes eram sugestivas de defeito de mineralizacdo
O0ssea e normalizaram em 6 meses com a correcao da deficiéncia de célcio e
de vitamina D. A maioria das fraturas vertebrais foi identificada ja na
avaliacao inicial (23% dos pacientes). ApOGs analise multivariada, apenas
massa gorda reduzida permaneceu como fator de risco para fratura vertebral
(p=0,012). Conclusao: Altas frequéncias de osteoporose densitométrica,
deficiéncia de vitamina D, anormalidades de marcadores 0sseos e fraturas
vertebrais foram observadas logo apds o transplante cardiaco. A correcéo da
deficiéncia de célcio e de vitamina D deveria ser o primeiro passo para a
correcdo do defeito de mineralizacdo Ossea, antes de outras terapias
especificas para osteoporose serem iniciadas. Atencdo especial deve ser
dada aos pacientes com hospitalizacdo prolongada antes do transplante e

com baixa massa gorda.

Descritores: Transplante de coracdo; Osteoporose; Fraturas de coluna

vertebral; Densidade 6ssea; Vitamina D; Biomarcadores.



Abstract




Seguro LFBC. Bone metabolism impairment in heart transplant: results
from a prospective cohort study [thesis]. Sao Paulo: “Faculdade de

Medicina, Universidade de Sao Paulo”; 2019.

Background: Data on the prevention of fractures after heart transplant are
controversial in the literature. There are doubts about the safety and efficacy
of the use of bisphosphonates in this population. Understanding the effects of
heart transplant on bone may guide appropriate treatment. The aim of the
study was to evaluate bone metabolism, bone mineral density (BMD),
microarchitecture and frequency of vertebral fractures after heart transplant.
Methods: Seventy adult heart transplant patients were prospectively
followed for 12 months. Clinical and laboratory parameters, BMD,
microarchitecture (by HR-pQCT) and vertebral fractures were assessed at
baseline (after intensive care unit discharge) and at 6 and 12 months. BMD,
body composition and vertebral fractures were evaluated by DXA. Patients
received recommendations regarding calcium intake and vitamin D
supplementation after heart transplant (50,0001U/week for 3 months followed
by 7,0001U/week). Results: At baseline, 27% of patients had osteoporosis,
associated with the length of hospitalization before transplant (p=0.001).
BMD decreased in the first 6 months, with partial recovery later. Bone
microarchitecture deteriorated, mainly in the trabecular bone in the first 6
months and cortical bone in the subsequent 6 months. At baseline, 92.9% of

patients had vitamin D levels <30 ng/mL and 20.0% <10 ng/mL. Patients also



had calcium at the lower limit of normal, high alkaline phosphatase, and high
bone resorption biomarker. These abnormalities were suggestive of impaired
bone mineralization and normalized at 6 months with correction of calcium
and vitamin D deficiency. The majority of vertebral fractures were identified at
baseline (23% of patients). After multivariate analyses, only a lower fat mass
persisted as a risk factor for vertebral fractures (p=0.012). Conclusions:
High frequencies of densitometric osteoporosis, vitamin D deficiency, bone
markers abnormalities and vertebral fractures were observed shortly after
heart transplant. Correction of calcium and vitamin D deficiency should be
the first step in correcting bone mineralization impairment before specific
osteoporosis treatment. Special attention should be given to patients with a

long hospitalization duration before heart transplant and a low fat mass.

Descriptors: Heart transplantation; Osteoporosis; Spinal fractures; Bone

density; Vitamin D; Biomarkers.
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1. INTRODUCAO

O transplante cardiaco é reconhecido como o melhor tratamento para
insuficiéncia cardiaca refrataria. Com a melhora da sobrevida dos pacientes
transplantados, observou-se aumento da incidéncia de comorbidades
relacionadas ao procedimento, como a osteoporose e sua principal
complicacéo, as fraturas por fragilidade. Na populacdo geral, as fraturas por
fragilidade Ossea estdo associadas a aumento da mortalidade geral e
cardiovascular e o tratamento da osteoporose proporciona aumento de
sobrevida.'® Apesar de ndo haver dados em relagdo a aumento de risco de
mortalidade relacionado a fraturas em pacientes transplantados, fraturas por
fragilidade podem ter impacto no retorno as atividades plenas.

O tratamento da osteoporose pos-transplante cardiaco € controverso.
Apesar de estudos prévios terem demonstrado que bisfosfonatos podem
prevenir perda de massa 6ssea, hdo mostraram resultados consistentes na
prevencdo de fraturas.®13® Além disso, o uso de alguns bisfosfonatos em
outras populacdes foi associado a eventos adversos cardiacos, como
hospitalizacéo por fibrilacéo atrial.1415

Dessa forma, um melhor conhecimento do efeito do transplante
cardiaco em parametros de metabolismo 6sseo, na massa 6ssea e ha
microarquitetura éssea, assim como o reconhecimento dos pacientes de
maior risco de fratura, podem auxiliar na identificagdo de pacientes que

devam se beneficiar de tratamentos mais agressivos para osteoporose.
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O objetivo do estudo foi avaliar metabolismo &sseo, densidade
mineral 0ssea, microarquitetura 0ssea e a frequéncia de fraturas vertebrais

no primeiro ano apos o transplante cardiaco.

O trabalho foi uma parceria entre o Nucleo de Transplantes do
Instituto do Coracdo do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de S&o Paulo (FMUSP) e o Laboratério de Metabolismo Osseo

da Disciplina de Reumatologia da FMUSP (LIM-17).

1.1. Transplante cardiaco

A insuficiéncia cardiaca é uma sindrome clinica complexa que
decorre de anormalidades da estrutura e/ou fungdo cardiaca que prejudicam
a habilidade do ventriculo de se encher ou bombear o sangue. A
insuficiéncia cardiaca € a via final das principais doencas cardiovasculares,
sendo uma patologia de carater progressivo. O envelhecimento da
populacdo e a queda da mortalidade por outras doencas cardiovasculares
gue levam a insuficiéncia cardiaca tém resultado no aumento da incidéncia
desta afeccdo. Além disso, os pacientes com insuficiéncia cardiaca tém
apresentado melhor sobrevida, gracas a melhora do tratamento nas ultimas
décadas. Desta forma, temos observado um aumento progressivo na
prevaléncia da insuficiéncia cardiaca no Brasil e no mundo, sendo hoje uma
das principais causas de internacao hospitalar e a principal causa de morte

cardiovascular.1®
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O transplante cardiaco é reconhecido como o melhor tratamento para
a insuficiéncia cardiaca refrataria. Proporciona um significante aumento na
sobrevida, na capacidade de exercicio, no retorno ao trabalho e na
qualidade de vida.'” Seu sucesso depende sobremaneira do uso de drogas
imunossupressoras.

Com o aumento da sobrevida apds o transplante, complicacbes
decorrentes do procedimento, da doenca de base e, sobretudo, da terapia
imunossupressora passam a ser reconhecidas. Destas, podemos destacar:
infeccbes, neoplasias, hipertensédo arterial sistémica, dislipidemia, diabetes

melito, insuficiéncia renal, osteoporose e fraturas por fragilidade.'®

1.2. Osteoporose pos-transplante

7

A osteoporose é uma doenca sistémica do esqueleto caracterizada
pela perda de massa 6ssea e deterioragdo na microarquitetura do tecido
6sseo, resultando em fragilidade do osso e suscetibilidade a fraturas.'®2° A
baixa densidade e perda 6ssea recente tém sido associadas a maior taxa de
mortalidade geral e cardiovascular, independentemente da idade. Além
disso, estudos demonstram aumento de mortalidade apds a ocorréncia de
fratura vertebral ou quadril, a qual é reduzida com o tratamento da
osteoporose.’®

Muitos fatores contribuem para patogénese da osteoporose apds o

transplante cardiaco. Primeiramente, devemos destacar a alta prevaléncia

da doenca 0ssea antes mesmo do procedimento. Aproximadamente 8 a 23%
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de pacientes com insuficiéncia cardiaca terminal, em fila para transplante
cardiaco, apresentam osteoporose.??2 A presenca de algum grau de
insuficiéncia renal, deficiéncia de vitamina D, hiperparatireoidismo
secundario, hipogonadismo, uso de medicacdes (como diuréticos) e a
reducdo da intensidade de atividade fisica sédo os responsaveis pela perda
6ssea no paciente com insuficiéncia cardiaca avancada.?®

ApoOs o transplante, a perda 6ssea se acentua. Estudos demonstram
perda de 2 a 10% de massa 6ssea na coluna lombar e 6 a 11% no colo do
fémur no primeiro ano.?®?* |sto resulta em aumento de fraturas por
fragilidade, que chegam a ser identificadas em até 40% dos pacientes
transplantados,?® sendo que a maior parte ocorre ja no primeiro ano apos o
transplante. Um estudo prospectivo com 108 pacientes transplantados
cardiacos identificou fraturas vertebrais em 21% dos pacientes apés um ano
do transplante.?® A principal causa para este aumento da perda éssea é a

terapia imunossupressora, em especial o uso de glicocorticoides.?’

1.2.1. Efeito dos glicocorticoides

Os (glicocorticoides sédo utilizados em todos os protocolos de
imunossupressao apos o transplante cardiaco. Exercem potente efeito
imunossupressor e anti-inflamatério, atuando na regulacdo de genes que
afetam a funcéo de leucdcitos, citocinas, moléculas de adeséo e fatores de
crescimento. Inicialmente s&o utilizados em doses maiores, com

subsequente reducdo da dose ao longo do tempo. Durante episodios de
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rejeicdo, as doses sdo aumentadas transitoriamente, sendo que muitas
vezes altas doses de glicocorticoide endovenoso sdo administradas. Devido
aos seus inumeros efeitos colaterais, sua retirada tem sido preconizada a
partir do sexto més apods o transplante, principalmente nos pacientes com
histérico favoravel de rejeicdes.1”18.28.29

Os efeitos dos glicocorticoides no esqueleto sdo multiplos.
Inicialmente aumentam a reabsorcdo Ossea por estimular fatores de
crescimento e desenvolvimento dos osteoclastos, estimulando a
osteoclastogénese e inibindo a apoptose de osteoclastos. Este efeito é
transitorio e seguido de inibicdo persistente da formacao 6ssea pela reducéo
da replicacao, diferenciacdo e tempo de vida dos osteoblastos. Reduzem a
osteoblastogénese por inibicdo da via de sinalizacdo Wnt e aumento da
expressdo do receptor PPARy2 (peroxisome proliferator-activated receptor
y2), e estimulam a apoptose de osteoblastos e ostedcitos por meio da
ativacdo da caspase 3. Adicionalmente, os glicocorticoides inibem a
producdo de colageno tipo |, osteocalcina, fatores de crescimento e outras
proteinas da matriz 6ssea.*°

Outros efeitos indiretos dos glicocorticoides também contribuem para
perda 6ssea. A reducdo da absorcéo intestinal de célcio e a perda de célcio
pelos rins que podem induzir a hiperparatireoidismo secundario. A inibicdo
da producdo de hormdnios gonadais que leva a aumento da reabsor¢cao
Ossea. Além disso, a fraqueza muscular que pode ser induzida pelos
glicocorticoides, pode atrasar a mobilizagdo no pés-transplante, agravando a

perda 6ssea.3!



Introducéo 7

A perda Ossea induzida pelo uso de glicocorticoide aparece
rapidamente apos o inicio da terapia, sendo maior nos primeiros trés meses.
O risco de desenvolver osteoporose induzida por glicocorticoide € maior em
pacientes com baixo indice de massa corpOrea, com baixa densidade
mineral 6ssea, com maior idade, na pds-menopausa, em tabagistas e
etilistas. O risco esta relacionado com a dose de glicocorticoide utilizada. E
importante ressaltar que as fraturas na osteoporose induzida por
glicocorticoide acontecem com valores de densidade mineral 6ssea maior
gue na osteoporose pos-menopausa ou senil. Diretrizes foram elaboradas
para prevencao e tratamento da osteoporose induzida por glicocorticoide em

populacdes de maior risco.32-34

1.2.2. Efeito dos inibidores de calcineurina

A introducdo da ciclosporina na terapia imunossupressora pos-
transplante cardiaco na década de 80 refletiu em importante reducdo de
rejeicdo, melhorando a sobrevida dos pacientes transplantados. Os
inibidores de calcineurina (ciclosporina e tacrolimus) se ligam a proteinas
intracelulares especificas (imunofilinas), formando complexos. Estes inibem
a acao da enzima calcineurina, a qual em condi¢cdes normais induz a sintese
de interleucina-2 e outras citocinas pelo linfcito T.3°

Os inibidores de calcineurina podem causar perda 0ssea através de
efeito direto em osteoclastos ou indiretamente através de alteracdo da

funcdo da célula T.3® Em modelos experimentais, os inibidores de
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calcineurina provocam aumento na formacdo e, principalmente, na
reabsorcdo Ossea, levando a significativa perda Ossea trabecular. No
entanto, estudos que avaliaram seu efeito no esqueleto humano mostraram
resultados conflitantes.®¢-3 O fato de os inibidores de calcineurina serem
usualmente utilizados concomitantes a glicocorticoides dificulta a avaliacédo
do seu efeito no esqueleto humano. Dessa forma, estudos populacionais nédo
conseguiram  estabelecer associacdo entre esta classe de

imunossupressores e o risco de perda de massa 6ssea ou fratura.*®

1.2.3. Outros fatores

Outros fatores que também podem influenciar no metabolismo ésseo
no paciente transplantado sdo a baixa atividade fisica, principalmente nos
primeiros meses apos o procedimento, e a deficiéncia de vitamina D.

A prevaléncia de insuficiéncia de vitamina D (25-OH-vitamina D <30
ng/mL) é alta na populacdo de pacientes transplantados (50-97%), sendo
gue até 30% dos pacientes apresentam deficiéncia grave (25-OH-vitamina D
<10 ng/mL). Pode ser causada por reducdo a exposic¢ao solar (limitada pelo
risco aumentado de desenvolver cancer de pele) e efeito de glicocorticoides
(que aumentam o catabolismo da 25-OH-vitamina D).404!

Os efeitos esqueléticos da deficiéncia de vitamina D incluem:
osteomalacia, hiperparatireoidismo secundario, perda éssea e fraturas. Além
disso, a vitamina D tem propriedades imunomoduladoras e anti-inflamatéria,

sendo que sua deficiéncia esta relacionada a maior mortalidade no paciente
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transplantado cardiaco.*? Estudos experimentais em animais demonstram
reducdo de rejeicdo e melhora de sobrevida com a administracdo de

calcitriol (1,25 OH-vitamina D).4!

1.3. Avaliacdo da densidade e microarquitetura 6ssea

O uso da absortiometria por dupla emissdo de raios-X (DXA) para
inferir a densidade mineral éssea (DMO) tem sido o método de escolha para
avaliacdo clinica da baixa massa 6ssea e risco de fraturas, pois € um
meétodo preciso, rapido e de baixa radiacdo. Entretanto, as medi¢cdes da
DMO por DXA sdo bidimensionais e nao se consegue avaliar
separadamente as contribuicbes dos ossos trabecular e cortical ou ter
acesso a microarquitetura 6ssea. Dessa maneira, a avaliacdo tridimensional
e avaliacdo da densidade mineral éssea volumétrica podem ser Uteis e
novas tecnologias foram desenvolvidas para avaliar alteracdes da qualidade
0ssea que influenciam na resisténcia 0ssea.

A tomografia computadorizada quantitativa periférica de alta
resolucdo (HR-pQCT — High Resolution peripheral Quantitative Computed
Tomography) permite 0 acesso in vivo da estrutura O0ssea trabecular e
cortical e da densidade mineral d&ssea volumétrica (VDMO; mg
hidroxiapatita/cm?3 [mg HA/cm3]). HR-pQCT tem um voxel isotrépico de 82
um, que permite um acesso direto a densidade volumétrica O6ssea total
(D100), densidade volumétrica Ossea trabecular (Tb.vBMD), numero

trabecular (Tb.N), densidade volumétrica ¢ssea cortical (Ct.vBMD) e
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espessura cortical (Ct.Th). HR-pQCT indiretamente avalia o volume 0sseo
trabecular (BV/TV), espessura trabecular (Th.Th) e separacéo trabecular
(Tb.Sp).** A caracterizagdo da estrutura Ossea e geométrica dos
compartimentos do osso trabecular e cortical oferece uma importante visdo
dos elementos que sustentam a resisténcia éssea durante o crescimento.*
Modelos de analise de elemento finito permitem, a partir de dados adquiridos
pela HR-pQCT, analisar propriedades biomecéanicas, como rigidez
(stiffness), maxima carga suportada (failure load) e elasticidade do tecido
6sseo (apparent modulus).*®

A medida da DMO por DXA ndao reflete totalmente as alteracdes da
microarquitetura 0ssea que podem afetar a resisténcia 6ssea. Em estudo
multicéntrico de intervencdo para avaliacdo de fraturas, a eficacia das
drogas testadas era apenas parcialmente explicada com base nos efeitos na
DMO.%647 Neste contexto, e especificamente na osteoporose, surge o
conceito de qualidade 6ssea.*®

Estudo com o uso de ressonancia magnética de alta resolucao para
avaliacdo de estrutura Ossea em pacientes transplantados cardiacos
demonstrou melhor acuracia na predicdo de fraturas do que a DMO.*°

N&o ha estudos avaliando a microarquitetura 6éssea através da HR-
pQCT em pacientes transplantados. Além disso, existem poucos dados em
relacdo a avaliacdo Ossea em pacientes transplantados cardiacos no

Brasil.>°
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1.4. Prevencdo e tratamento da osteoporose pds-transplante

O principal objetivo da prevencado e tratamento da osteoporose pos-
transplante é a diminuicdo do risco de fraturas. As drogas que foram mais
estudadas no tratamento dos distlrbios 6sseos nestes pacientes sdo 0s
bisfosfonatos e a vitamina D.

Apesar de alguns estudos descreverem efeitos benéficos dos
bisfosfonatos na densidade 6ssea de receptores de transplante cardiaco, os
resultados em relacdo a prevencdo de fraturas ndo sdo consistentes. Dois
estudos mostraram efeito benéfico do ibandronato (2 vs. 17 fraturas,
p=0,04)1° e do pamidronato seguido de etidronato e calcitriol (3 vs. 30
fraturas vertebrais e 0 vs. 4 fraturas ndo-vertebrais, p<0,02)® comparado com
controle. No entanto, outros n&o mostraram resultados favoraveis na
prevencéo de fraturas.’911-13.18

Além disso, alguns estudos alertam para eventos adversos cardiacos
associados ao uso de bisfosfonatos orais e endovenosos.'41%51.52 Uma
meta-analise evidenciou aumento da incidéncia de fibrilacdo atrial com
necessidade de internacéo relacionada ao uso de bisfosfonatos.>?

A seguranca de outras drogas utilizadas no tratamento da
osteoporose em pacientes transplantados cardiacos também precisa ser
considerada antes do seu uso nesta populagdo. Um estudo que descreveu a
experiéncia do uso de denosumabe em dez pacientes submetidos a

transplante de coracdo ou pulméo alertou para o risco de evento adverso.
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Cinco pacientes apresentaram hipocalcemia, sendo que trés tiveram
hipocalcemia grave.>?

Com relacéo a vitamina D, alguns estudos mostram efeitos benéficos
na prevencdo de perda de massa 0ssea apoés transplante cardiaco com o
uso de calcidiol e calcitriol.®4%5* Um estudo randomizado mostrou que tanto
alendronato como calcitriol iniciados ap0s o transplante cardiaco protegeram
de perda de massa 6ssea em 1 ano.®

Outro estudo que avaliou 48 transplantados cardiacos que receberam
carbonato de calcio com calcidiol ou etidronato, mostrou que no grupo
calcidiol houve reducédo de 30-60% de perda de massa 6ssea (tanto em
coluna lombar quanto em fémur total) e menos fraturas vertebrais
comparado ao grupo etidronato (2 vs. 8 novas fraturas vertebrais, em 2
anos).®® A falta de resposta com o uso de etidronato pode ser explicada pela
deficiéncia de vitamina D, presente nos dois grupos na avaliacdo basal.

Além disso, os efeitos imunolégicos da vitamina D poderiam
beneficiar os pacientes transplantados cardiacos. A vitamina D regula a
proliferacdo, diferenciacéo e resposta de células do sistema imunolégico,>®
esta associada a diminuicdo da incidéncia de infeccdes®’ e pode ter acdo na
prevencdo da rejeicdo de transplantes. 1,25-dihidroxivitamina D preveniu
rejeicdo de transplante cardiaco em um estudo animal.®® Também
possibilitou redugcéo da dose de ciclosporina em um estudo com pacientes
transplantados cardiacos,®® o que néo foi confirmado em outro estudo.®

Dada a incerteza do beneficio na prevencgéo de fraturas e o potencial

risco de eventos adversos cardiacos, mais estudos sdo necessarios para
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definir as indicacbes apropriadas para uso de drogas na prevencdo e

tratamento de osteoporose apos o transplante cardiaco.



2 Objetivo
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2. OBJETIVO

O objetivo do estudo foi avaliar metabolismo 6sseo, densidade

mineral 6ssea, microarquitetura 6ssea e a frequéncia de fraturas vertebrais

no primeiro ano apds o transplante cardiaco.

2.1.Objetivo Priméario:

— Avaliacdo da perda de massa 6ssea em coluna lombar no periodo de

um ano apos o transplante cardiaco.

2.2.0bjetivos Secundarios:

— Avaliagéo da variagdo da DMO (coluna lombar e fémur) por DXA em
seis meses e um ano apos transplante cardiaco;

— Avaliacdo das alterac6es na microarquitetura 6ssea por HRpQCT em
seis meses e um ano apos transplante cardiaco;

— Avaliacdo da frequéncia de fraturas vertebrais apdés o transplante
cardiaco (logo ap0s o transplante, em seis meses e em um ano apos);

— Avaliacdo dos fatores associados a osteoporose, perda de massa

Ossea e fraturas vertebrais ap0s o transplante cardiaco.



3 Métodos
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3. METODOS

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica para Analise de Projetos
de Pesquisa (CAPPesq) do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina
da Universidade de Sao Paulo com o titulo "Avaliacdo da densidade Ossea e
microarquitetura éssea em pacientes transplantados cardiacos" (CAAE
30896414.0.0000.0068). Todos os participantes assinaram o termo de
consentimento livre e esclarecido (TCLE). O estudo também foi aprovado
pela comissdo Cientifica e Coordenacédo de Pos-Graduacdo em Cardiologia
(SDC 4055/14/035) e recebeu apoio financeiro da Fundacdo de Amparo a

Pesquisa do Estado de S&o Paulo (FAPESP — 2014/21239-4).

3.1.Desenho do estudo

Estudo prospectivo observacional.

3.2.Populacao

3.2.1. Critérios de incluséo:

— pacientes adultos (idade maior que 18 anos) submetidos a transplante
cardiaco no Instituto do Coragédo do Hospital das Clinicas da FMUSP
e que receberam alta da unidade de terapia intensiva (UTI);

— capacidade de realizar a primeira avaliacdo em até 60 dias do

transplante;
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— leitura, aceitacdo e assinatura do termo de consentimento livre e

esclarecido.

3.2.2. Critérios de excluséo:
— transplante de multiplos 6rgaos;

— retransplante.

3.3.Céalculo de amostra

Para o calculo amostral, utilizamos o resultado de estudo publicado
por Shane et al'? em 2012, no qual foi observada uma perda de massa
0ssea ha coluna lombar em pacientes transplantados cardiacos que fizeram
reposicao de vitamina D de 2,6% em um ano, com variabilidade (desvio
padrdo) de 4,64%. Supondo encontrar resultado similar nos pacientes do
estudo atual, com poder de 80% e confianca de 95%, seria necessaria a

inclusédo de 50 pacientes no estudo.

3.4.Sequimento dos pacientes

Os pacientes foram acompanhados prospectivamente por um ano e
foram avaliados no inicio do estudo, apés a alta da UTI (T0), e ap6s 6 (T6) e
12 (T12) meses. Todos os pacientes receberam orientacdo dietética para

manter aporte adequado de célcio (1.000 mg/dia) e foram suplementados
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com vitamina D (50.000 Ul/semana por 3 meses, seguido de 7.000

Ul/semana) apos o transplante.

3.5.Protocolo de imunossupressao

Todos os pacientes receberam metilprednisolona endovenosa no
intra-operatério e até o quinto dia apds o transplante, seguido de prednisona
oral 1mg/kg/dia, com reducdo progressiva até 5 mg em 3 meses. Episodios
de rejeicdo foram tratados com pulso de metilprednisolona endovenoso. Os
pacientes foram tratados inicialmente com ciclosporina, sendo feito troca por
tacrolimus apds rejeicdo aguda. Pacientes com doenca de Chagas foram
inicialmente tratados com azatioprina, todos os outros foram tratados com

micofenolato sodico.1’

3.6.Dados clinicos e demogréficos

Dados demograficos e antropométricos dos pacientes foram
coletados por meio de entrevista clinica, questionarios autorreportados,
revisdo de dados em prontuério e exame fisico na entrada do estudo (T0), 6
meses (T6) e 12 meses (T12) apés o transplante. A avaliacdo inicial (TO) foi
feita com o paciente clinicamente estavel, apés a fase critica de tratamento
intensivo poés-transplante, préximo a data da alta hospitalar, no maximo 60
dias ap6s o transplante. Os seguintes dados foram registrados: idade, peso,

altura, indice de massa corporea (IMC), comorbidades, medicagfes em uso,
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dose e tempo de uso de glicocorticoides e outros imunossupressores,
historia de fraturas, data e dados do transplante, etiologia da miocardiopatia

e tempo de doenca até o transplante.

3.7. Avaliacao laboratorial

Foram analisados exames laboratoriais colhidos de rotina no
seguimento de pacientes transplantados cardiacos, incluindo: ureia,
creatinina, sodio, potassio, calcio, calcio ibnico, fosforo, albumina e fosfatase
alcalina.

No dia da realizacdo dos exames de imagem (DXA e HR-pQCT), nos
tempos 0, 6 e 12, uma amostra de sangue dos pacientes foi coletada e
armazenada sob refrigeracéo a -80°C para posterior analise. Foram dosados
os marcadores de metabolismo ésseo: propeptideo amino-terminal do pro-
colageno tipo | (P1NP), telopeptideo carboxi-terminal do colageno tipo |
(CTX), 25-hidroxivitamina D (250HD), paratorménio (PTH) e esclerostina
(SOST).

O PINP (marcador de formagdo Ossea), CTX (marcador de
reabsorcdo oOssea), PTH e 250HD foram dosados no soro por
eletroquimioluminescéncia (Elecsys systems E411, Roche Diagnostics®,
Mannheim, Germany).®® Os coeficientes de variacdo obtidos foram: 2,2%
(PINP), 2,5% (CTX), 2,3-5,1% (PTH) e 1,6-6,6% (250HD). Os valores

séricos de SOST foram medidos usando ensaio imuno-enzimatico (ELISA-
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SCLEROSTIN, Biomedica, Viena, Austria).®® Os coeficientes de variacédo
intra- e interensaios foram de 5 e 6% respectivamente.

Os ensaios de P1NP, CTX, PTH, 250HD e SOST foram realizados de
acordo com as recomendacfGes dos fabricantes, no Laboratério de

Metabolismo Osseo da Disciplina de Reumatologia da FMUSP (LIM-17).

3.8. Avaliacdo da densidade mineral 6ssea

A DMO foi medida nos tempos 0, 6 e 12 por DXA usando
equipamento de densitometria (Hologic QDR 4500, Bedford, MA, EUA).
Foram feitas medidas de DMO em coluna lombar (L1 a L4), colo de fémur e
fémur total bilateral. As avaliagbes foram feitas por um mesmo técnico com
experiéncia no método, no Laboratério de Metabolismo Osseo da Disciplina
de Reumatologia da FMUSP (LIM-17), conforme recomendacdes da
International Society for Clinical Densitometry (ISCD).52

Nas andlises de DMO também foram calculados o T-score
(comparacdo com adultos jovens do mesmo sexo) e osteoporose foi definida
como T-score < -2,5 desvios-padrdao. Utilizando esta definicdo para
osteoporose, foi calculada a frequéncia de osteoporose densitométrica em
cada sitio na avaliacdo inicial, tempo 6 e tempo 12. Calculamos também a
frequéncia de presenca de osteoporose densitométrica em qualquer sitio
nestes tempos.

A ISCD recomenda o uso da minima variacao significativa (MVS) para

a avaliacdo da perda 6ssea em ensaios clinicos e na prética clinica. A MVS
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representa a menor diferenca entre medidas sucessivas de DMO que pode
ser considerada uma verdadeira variacdo em vez de apenas uma flutuacéo
aleatéria relacionada a variabilidade do procedimento devido a multiplas
causas incluindo erros do instrumento, variabilidade relacionada aos
técnicos operadores e movimentagdo do paciente.®®%4 Os valores de MVS
calculados no Laboratério de Metabolismo Osseo da Disciplina de
Reumatologia da FMUSP (LIM-17) e utilizados nas analises sao: 0,033
g/cm? para coluna lombar e 0,039 g/cm? para fémur total.

A perda de massa 6ssea individual foi medida utilizando a MVS. Para
cada sitio avaliado, diferencas nos valores absolutos da DMO acima da MVS
foram consideradas como variacao significativa.

A avaliacdo da composicao corporal (massa magra, massa gorda e
porcentagem de gordura) foi determinada pela andlise de corpo inteiro no
mesmo equipamento de densitometria (Hologic QDR 4500, Bedford, MA,

EUA) nos tempos 0, 6 e 12.

3.9. Avaliacédo de fratura vertebral (VFA)

Imagens da coluna toracica e lombar foram obtidas por DXA nos
tempos 0, 6 e 12, usando o0 mesmo equipamento de densitometria (Hologic
QDR 4500, Bedford, MA, EUA). As fraturas vertebrais foram identificadas por
dois reumatologistas experientes no método (LPCS, RMRP) utilizando o
método visual semiquantitativo de Genant, no qual fratura leve (grau 1) é

uma reducdo de 20-25% na altura vertebral (anterior, média e/ou posterior),
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moderada (grau 2) uma reducéo de 26—40% e grave (grau 3) uma reducéo

de mais de 40%.6566

3.10. Avaliacdo da microarquitetura 6ssea

As avaliacbes de DMO volumétrica, microarquitetura Ossea e
propriedades biomecanicas foram realizadas nos tempos 0, 6 e 12 através
do equipamento de HRpQCT (Xtreme CT Scanco Medical AG, Bruttisellen,
Suica) na tibia distal ndo dominante. As avaliacbes foram feitas no
Laboratorio de Metabolismo Osseo da Disciplina de Reumatologia da
FMUSP (LIM-17) pelo mesmo técnico com experiéncia no método, de
acordo com as recomendacées do fabricante.®7.68

O volume de interesse total foi automaticamente separado em regides
cortical e trabecular e as seguintes variaveis foram utilizadas nas analises:

1. Paréametros trabeculares:

— densidade volumétrica 6ssea trabecular (Th.vBMD);
— volume 6sseo trabecular (BV/TV);
— numero trabecular (Th.N);
— espessura trabecular (Tbh.Th);
— separacao trabecular (Th.Sp);
2. Parametros corticais:
— densidade volumétrica 6ssea cortical (Ct.vBMD);

— espessura cortical (Ct.Th).
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Propriedades biomecéanicas foram analisadas para estimar a
resisténcia do osso utilizando modelos de anélise de elemento finito obtidos
diretamente das imagens da HRpQCT utilizando software oferecido pelo
fabricante (Scanco Medical AG, Bruttisellen, Suica).®®%° O seguintes
parametros foram analisados:

— stiffness (rigidez do tecido 6sseo);
— failure load (estimativa de méaxima carga suportada);

— apparent modulus (indica a elasticidade do tecido ésseo).

3.11. Avaliacdo do nivel habitual de atividade fisica

O nivel habitual de atividade fisica foi medido nos tempos 0, 6 e 12
com o uso de um acelerémetro triaxial. Foi utilizado o monitor de atividades
Dynaport (McRoberts, Holanda), cuja acuracia foi validada em estudo prévio
incluindo individuos com doenca pulmonar obstrutiva crénica.’®

Em cada avaliacdo, os pacientes foram monitorizados com o
acelerdmetro durante dois dias, que € o tempo minimo com uma correlacao
de confiabilidade intraclasse aceitavel demonstrado previamente.’* Neste
periodo, os pacientes foram orientados a manter suas atividades habituais,
s6 retirando o aparelho durante atividades aquaticas. As seguintes variaveis
guantitativas foram analisadas:

— gasto energético em atividade em 24 horas, expresso em Kcal,
— tempo sedentario (deitado ou sentado) em 24 horas, expresso em

porcentagem;
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— numero de passos em 24 horas;
Foi feita uma andlise qualitativa de atividade fisica com o numero de
passos em 24 horas, utilizando 5.000 passos por dia como ponto de corte

para definir o paciente como sedentario.”?

3.12. Andlise Estatistica

Os dados obtidos foram compilados em banco de dados com uso do
software Microsoft-Excel 2003, as analises estatisticas foram realizadas com
uso do software IBM-SPSS for Windows versdo 20.0 e os testes foram
realizados com nivel de significancia de 5%.

Variaveis categéricas foram descritas como frequéncias e as variaveis
continuas foram descritas como médias e desvios padrdo ou medianas e
intervalos interquartis. As variaveis categoricas foram comparadas utilizando
os testes qui-quadrado, exato de Fisher ou razdo de verossimilhancas,
sendo os dois ultimos aplicados quando a amostra foi insuficiente para
aplicacdo do teste qui-quadrado. As variaveis continuas foram comparadas
utilizando os testes t-Student ou Mann-Whitney.

Regressao logistica foi utilizada para identificar variaveis associadas
com osteoporose, perda de massa 6ssea e fraturas vertebrais. Variaveis
com p<0,1 na analise univariada e que apresentaram relevancia clinica com
relacdo aos desfechos foram incluidos em um modelo de anélise

multivariada usando método backward stepwise.
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Comparacdes de dados entre os momentos de avaliacao (tempos 0, 6
e 12) foram realizados com uso de equacdes de estimacdo generalizadas
com distribuicdo normal e funcéo de ligacdo identidade, supondo matriz de
correlagcdes autorregressiva de primeira ordem entre os momentos de
avaliacdo,”® seguidas de comparacdes multiplas de Bonferroni’* para

verificar entre quais momentos ocorreram as diferencas.
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4. RESULTADOS

Noventa e cinco pacientes adultos submetidos a transplante cardiaco
no Instituto do Coracédo no periodo de setembro de 2013 a outubro de 2015
foram avaliados para o estudo. Destes, 25 pacientes foram excluidos pelos
seguintes motivos: retransplante (1), transplante de mdultiplos 6rgaos (2),
morte antes da alta da UTI (13) e impossibilidade de realizar a avaliagao
inicial antes de 60 dias apdés o transplante (9). Foram incluidos no estudo 70
pacientes, conforme ilustrado na Figura 1.

Quatro pacientes nado realizaram a avaliacdo do tempo 6, trés por
Obito com menos de 6 meses do transplante (sendo as causas de morte:
acidente vascular cerebral hemorragico com 63 dias; doenca vascular do
enxerto com 89 dias e rejeicdo mediada por anticorpo em 100 dias) e um
paciente por estar internado por tempo prolongado no periodo da avaliagédo
(recidiva de leucemia e mudltiplas infec¢Bes). Este ultimo paciente, no
entanto, realizou a avaliacdo de 12 meses.

Cinco pacientes nao realizaram a avaliacdo do tempo 12. Além dos
trés pacientes que faleceram antes dos 6 meses, ocorreram mais dois 6bitos
neste periodo (ambos por rejeicdo do enxerto, um com 318 dias e 0 outro
com 320 dias do transplante).

A avaliagdo inicial (TO) foi realizada 22,0 (20,0 — 30,0) dias ap6s o
transplante; a avaliacdo de 6 meses (T6), 199,5 (193,3 — 212,8) dias apos; e

a de 12 meses (T12), 379,0 (372,0 — 392,0) dias apos.
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Figura 1. Fluxo dos pacientes durante o estudo.

95 pacientes adultos submetidos a
transplante cardiaco foram avaliados

1 Retransplante
2 Transplante de maltiplos 6rgéos (coracao/rim)
9 Impossibilidade de realizar avaliacéo inicial antes de 2 meses apds o transplante
13 Obito antes da alta da UTI
6 Infeccdo (D 3; D 14; D 16; D 24, D 37; D 38)
3 Disfunc@o priméria do enxerto (D 1; D 1; D 2)
2 Acidente vascular cerebral hemorragico (D 3; D 7)
1 Pancreatite (D 12)
1 Perfuracé@o de colon (D 17)

70 pacientes inclu

idos no protocolo (T-0)

1 Impossibilidade de realizar avaliacéo (recidiva de leucemia)
3 Obito

1 Acidente vascular cerebral hemorragico (D 63)

1 Disfuncéo primaria do enxerto (D 89)

1 Rejeicdo mediada por anticorpo (D 100)

66 pacientes avali

ados em 6 meses (T-6)

2 Obito
2 Rejeicao celular aguda (D 318; D 320)

65 pacientes avaliados em 12 meses (T-12)

As caracteristicas clinicas da populacdo do estudo estdo resumidas

na tabela 1. Destacamos que 63 (90%) pacientes foram submetidos ao

transplante em prioridade por dependéncia de inotrépico endovenoso ou de

baldo intra-adrtico. A média de tempo de hospitalizacdo antes do transplante

foi de 47,5 (23,0 — 77,8) dias. Destes 63 pacientes, 73,0% estavam

hospitalizados em UTI no momento do transplante e, 49,2%, em uso de

baldo intra-aértico.
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Tabela 1. Caracteristicas clinicas da populacéo.

Caracteristicas n=70
Sexo masculino, n(%) 42 (60)
Idade, anos 455+ 11,9
Peso, kg 61,6 £ 14,6
IMC, kg/m? 23,1+45
IMC < 20 kg/m?, n(%) 19 (27,1)
Raca branca, n(%) 39 (55,7)

Antecedentes, n(%)

Hipertensao arterial

Diabetes melito 12 (17,1)
Tabagismo 11 (15,7)
Etilismo 14 (20,0)
Historia familiar de osteoporose e/ou fratura por 7 (10,0)
fragilidade 9 (12,9)

Etiologia da insuficiéncia cardiaca, n(%)

Doenca de Chagas 26 (37,1)
Miocardiopatia dilatada idiopatica 14 (20,0)
Miocardiopatia isquémica 9 (12,9)
Outras 21 (30,0)
Transplante em prioridade, n(%) 63 (90)
Duracgéo da hospitalizacdo antes do transplante, dias 47,5 (23,0 -77,8)

IMC: indice de massa corporea.
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4.1. Analise laboratorial e de biomarcadores de metabolismo 6sseo

Os resultados de exames laboratoriais da avaliacéo inicial, T6 e T12
estdo apresentados na tabela 2.

Na avaliacédo inicial, 92,9% dos pacientes apresentavam 250HD <30
ng/mL, 75,7% apresentavam 250HD <20 ng/mL e 20,0% apresentavam
250HD <10 ng/mL. Os pacientes também apresentavam calcio sérico no
limite inferior da normalidade (8,5%0,7 ng/mL, valor de referéncia: 8,5-10,1),
fosfatase alcalina elevada (138,7+87,5 UI/L, valor de referéncia: 46-116) e o
marcador de reabsorcdo 6ssea CTX elevado (0,790,369 ng/mL, valor de
referéncia: 0,299+0,137 ng/mL para homens jovens e mulheres pré-
menopausa). Essas alteracdes sdo sugestivas de defeito de mineralizacao
Ossea/osteomalacia e normalizaram em T6 e T12 com a correcdo da
deficiéncia da vitamina D.

Em relacdo as alteracbes evolutivas dos biomarcadores de
metabolismo 0sseo, observamos aumento dos niveis do marcador de
formacdo 6ssea PINP e reducdo dos niveis do marcador de reabsorcao
O0ssea CTX. Estas alteracdes podem estar relacionadas as doses de
glicocorticoides, que eram maiores na primeira avaliacdo. Os glicocorticoides
aumentam a reabsorcdo Ossea e diminuem a formacdo éssea. Houve
também elevacdo dos niveis séricos de esclerostina entre TO e T6, sem

mudanca significativa entre T6 e T12.
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Tabela 2. Comparacdo dos resultados dos exames laboratoriais e
biomarcadores de metabolismo 6sseo entre avaliacdo inicial (T0), 6 meses

(T6) e 12 meses (T12).

TO T6 T12 p
Exames laboratoriais
Creatinina, mg/dL 1,23+0,49 1,44 + 0,46 * 1,46 £ 0,57 § <0,001
Calcio, mg/dL 8,5+0,7 9,3+0,5* 9,2+058 <0,001
Célcio ionizado, mg/dL 1,22 + 0,06 1,27 +0,05* 1,27 £0,05 § <0,001
Fésforo, mg/dL 3,0+ 0,8 40+£0,6* 40+0,68 <0,001
Albumina, mg/dL 2,7+0,5 40+05* 41+048 <0,001
Fosfatase alcalina, UI/L 138,7 + 87,5 116,0 + 58,2 * 106,3+47,7 8 0,006
25-OH-Vitamina D, ng/mL 155+9,1 338+116* 347+1148 <0,001
PTH, pg/mL 42,9+ 27,2 40,1+ 23,4 445+ 25,1 0,307
Biomarcadores 6sseos
P1INP, pg/L 72,1+ 37,8 1148 £ 75,2 * 92,1 £+ 69,3 # <0,001
CTX, ng/mL 0,79 £ 0,39 0,59+0,33* 0,52+0,30 8§ <0,001
Esclerostina, pmol/L 25,6 + 14,7 34,7+16,6 * 385+21,08 <0,001
* diferenca estatisticamente significativa entre TO e T6.
# diferenca estatisticamente significativa entre T6 e T12.
§ diferenca estatisticamente significativa entre TO e T12.
CTX: telopeptideo carboxi-terminal do colageno tipo |; PTH: paratorménio; P1NP:

propeptideo amino-terminal do pro-colageno tipo |.
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4.2. Analise de atividade fisica habitual

O nivel habitual de atividade fisica foi medido nos tempos 0, 6 e 12
com o uso de um acelerébmetro triaxial, o monitor de atividades Dynaport
(McRoberts, Holanda). As analises de atividade fisica estdo resumidas na
tabela 3.

Observamos um aumento significativo da quantidade de atividade
fisica entre os tempos 0 e 6, demonstradas pelo aumento do gasto
energético em atividade, aumento no numero de passos, reducdo da
porcentagem de tempo sedentario e reducdo da porcentagem de pacientes
com <5.000 passos por dia. Observamos uma pequena redu¢do no numero
de passos e aumento na porcentagem de tempo sedentario entre T6 e T12,
no entanto, a quantidade de atividade fisica avaliada por todos os

parametros foi significantemente maior em T12 quando comparada a TO.

Tabela 3. Comparacdo da atividade fisica entre avaliacdo inicial (TQ), 6

meses (T6) e 12 meses (T12).

T0 (n=64) T6 (N=62) T12 (n=58) D
Gasto energético em 340,5 (229,3-436,5) 656,0 (491,0-823,0)*  630,0 (478,0-809,3)§  <0,001
atividade, Kcal
Tempo sedentario, % 90,4 (83,2-92,8) 80,3 (75,8-84,6) * 83,1(78,2-85,5)#§  <0,001
NGmero de passos/dia  1.965 (892-3.417)  5.923 (3.813-8.912)* 5.223 (4.047-7.071)#§  <0,001
<5.000 passos/dia, n(%) 54 (84,4) 29 (46,8) * 27 (46,6) § <0,001

* diferenca estatisticamente significativa entre TO e T6.
# diferenca estatisticamente significativa entre T6 e T12.
§ diferenga estatisticamente significativa entre TO e T12.
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4.3. Analise de uso de imunossupressores

Em cada avaliacdo, foi analisada a imunossupressao utilizada. Em

relacdo ao glicocorticoide, foram avaliadas a dose cumulativa e a dose

utilizada no momento da avaliacdo, em equivalente de prednisona. A tabela

4 resume estes achados.

Tabela 4. Imunossupresséo utilizada na avaliacao inicial (TO), 6 meses (T6)

e 12 meses (T12).

TO

T6

T12

Glicocorticoide

Dose cumulativa, mg

Dose no momento da
avaliagcdo, mg/dia

Antiproliferativos

Azatioprina, n(%)

Micofenolato, n(%)

4.148 (3.524-5.958)

40,0 (20,0-50,0)

12 (17.1)

56 (80.0)

Inibidores de calcineurina

Ciclosporina, n(%)

Tacrolimus, n(%)

51 (72.9)

19 (27.1)

7.993 (5.953-9.863) *

5,0 (5,0-9,4) *

8 (12.1)

56 (84.8)

28 (42.4)

37 (56.1)

9.355 (6.885-11.330) #§

50 (2,5-5,0) 8§

5(7.7)

55 (84.6)

23 (35.4)

42 (64.6)

* diferenca estatisticamente significativa entre TO e T6.
# diferenca estatisticamente significativa entre T6 e T12.
§ diferenca estatisticamente significativa entre TO e T12.

Observamos uso de altas doses cumulativas de glicocorticoide ja na

primeira avaliacdo. Isto decorre do protocolo de imunossupressao da

instituicdo em que nos primeiros cinco dias apos o transplante, os pacientes



Resultados 35

recebem doses altas de glicocorticoide endovenoso. Posteriormente esta
dose é reduzida progressivamente, como pode ser evidenciado pela média
de dose no momento das avaliacdes de 6 e 12 meses.

Em relacdo aos antiproliferativos, a droga mais utilizada desde o
tempo O € o micofenolato sédico. A azatioprina é utilizada apenas nos
pacientes chagasicos, segundo recomendacdes das diretrizes de transplante
cardiaco.’” No entanto, mesmo neste grupo de pacientes, algumas vezes é
necessario a troca para micofenolato por rejeicdo ou algum efeito colateral
da azatioprina, o que justifica a redu¢édo do uso desta droga nos tempos 6 e
12.

Quanto aos inibidores de calcineurina, a ciclosporina é em geral a
droga inicialmente utilizada, mas em decorréncia de episodios de rejeicao,
ela tende a ser substituida por tacrolimus (maior eficacia em prevencao de

rejeicdo), motivando a reducdo da frequéncia de uso de ciclosporina e

aumento do tacrolimus ao longo do tempo.

4.4. Andlise de densidade mineral 6ssea e frequéncia de osteoporose

densitométrica

Foram feitas medidas de DMO em coluna lombar (L1 a L4), colo de
fémur e fémur total. Calculamos a frequéncia de osteoporose densitométrica
em cada sitio na avaliag&o inicial, tempo 6 e tempo 12. Calculamos também
a frequéncia de presenca de osteoporose densitométrica em qualquer sitio.

Estas analises sdo apresentadas na tabela 5.
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Tabela 5. Densidade mineral 6ssea pela DXA e frequéncia de osteoporose

densitométrica na avaliacao inicial (T0), 6 meses (T6) e 12 meses (T12).

TO T6 T12 p

Colunalombar

DMO, g/cm? 0,915+ 0,141 0,897 + 0,148 * 0,911 + 0,140 #8 <0,001
T-score < -2,5, n (%) 17 (24,3) 20 (30,3) 17 (26,2) 0,395
Colo fémur

DMO, g/cm? 0,775 = 0,156 0,739+ 0,149 * 0,742 + 0,135 § <0,001
T-score < -2,5, n (%) 7 (10,0) 8 (12,1) 8 (12,3) 0,216
Fémur total

DMO, g/cm? 0,864 + 0,155 0,848 + 0,152 * 0,857 £ 0,137 § <0,001
T-score <-2,5, n (%) 5(7,1) 7 (10,6) 4(6,2) 0,184
Qualquer sitio

T-score < -2,5, n (%) 19 (27,1) 23 (34,9) 22 (33,9) 0,210

* diferenca estatisticamente significativa entre TO e T6.

# diferenca estatisticamente significativa entre T6 e T12.
§ diferenga estatisticamente significativa entre TO e T12.
DMO: densidade mineral 6ssea.

4.4.1. Variacao de massa 6ssea apos o transplante cardiaco

A DMO média dos pacientes reduziu nos primeiros 6 meses, com

recuperacdo parcial nos 6 meses subsequentes (conforme demonstrado na

figura 2). Ao final do primeiro ano, a média de perda percentual de massa

0ssea em coluna lombar foi de 1,11%. A média de perda percentual de
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massa 0ssea em colo de fémur foi de 4,75% e no fémur total de 1,39%, no

final do primeiro ano.

Figura 2. Variacdo percentual média da DMO durante o seguimento de 12

meses.
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A analise de variacdo individual de DMO (pela minima variacao
significativa) entre a avaliacdo inicial (TO) e ap6s 6 meses (T6) e entre T6 e
T12 est4d apresentada na figura 3. A maioria dos pacientes (56,1%)
apresentaram perda de massa 6ssea em algum sitio nos primeiros 6 meses
(43,9% no fémur total e 33,3% na coluna lombar). Nos 6 meses
subsequentes, a maioria dos pacientes manteve a massa 0ssea estavel

(40,6%) ou ganharam massa 6ssea (35,9%).
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Figura 3. Variacdo de massa 0ssea entre a avaliacao inicial e 6 meses (ATO

aT6) e entre 6 e 12 meses (AT6 a T12).
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4.4.2. Avaliacdo dos fatores associados a osteoporose

Observamos uma alta frequéncia de osteoporose densitométrica ja na
primeira avaliacdo (27,1%), com um peqgueno incremento, nao
estatisticamente significativo, na sua frequéncia ap6s 6 meses (34,9%) e 12
meses (33,9%).

A avaliacao dos fatores associados a osteoporose na avaliacao inicial
€ apresentada na tabela 6. Pacientes com osteoporose tinham um maior
tempo de hospitalizagcdo antes do transplante do que os pacientes sem
osteoporose: 70,0 (54,0-117,0) vs. 37,0 (17,5-70,0) dias, p=0,001. Cada dia
adicional de hospitalizacdo estava associado a um aumento de 1,3% no

risco de osteoporose (OR 1,013, 1C95% 1,002-1,023, p=0,001). Nao houve
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diferenca significativa na frequéncia de osteoporose entre homens e

mulheres (23,8 vs. 32,1%, p=0,584).

Tabela 6. Osteoporose na avaliacado inicial (TO).

Osteoporose TO OR IC (95%) P
Variavel
Ausente Presente Inferior  Superior

Idade, anos 448+ 11,4 47,3+ 13,3 1,018 0,973 1,066 0,442
Sexo masculino, n(%) 32 (62,7) 10 (52,6) 0,660 0,228 1,913 0,442
Peso, kg 63,6 £ 15,2 56,2 £ 11,6 0,961 0,921 1,003 0,059
IMC, kg/m? 23,3+4,6 224+41 0,954 0,843 1,079 0,456
Hipertensao, n(%) 7 (13,7) 5 (26,3) 2,245 0,614 8,202 0,286
Diabetes mellitus, n(%) 9 (17.6) 2 (10,5) 0,549 0,107 2,809 0,715
Tabagismo, n(%) 11 (21,6) 3(15,8) 0,682 0,168 2,771 0,744
Etilismo, n(%) 6 (11,8) 1(5,3) 0,417 0,047 3,710 0,665
E;L(’rgarfgz)”'ar OP ou 6 (11,8) 3 (15,8) 1,406 0314 6294 0,696
g;@po dehospitalizacdo, 57 175_70)  70(54-117) 1,013 1,002 1,023 0,001
Creatinina, mg/dL 1,25+ 0,53 1,21+0,41 0,829 0,273 2,518 0,745
Célcio total, mg/dL 85%+0,8 85+04 1,226 0,544 2,765 0,628
Fosforo ,mg/dL 3,0+£0,9 3,0+£0,6 0,988 0,525 1,858 0,962
Fosfatase alcalina, Ul/L 136,6 + 98,0 1442 +51,7 1,001 0,995 1,007 0,750
25-OH-Vitamina D, ng/mL 15,1+8,1 16,5+11,5 1,017 0,960 1,076 0,577
PTH, pg/mL 44,5 + 30,7 38,5+ 13,5 0,990 0,966 1,014 0,415
P1INP, pg/L 69,4 + 34,0 79,1 +47,0 1,007 0,993 1,021 0,356
CTX, ng/mL 0,83+0,42 0,68 £ 0,30 0,312 0,061 1,587 0,157
Esclerostina, pmol/L 24,4 + 14,6 26,8 + 15,2 1,011 0,975 1,049 0,565
Massa gorda, kg 14,76 + 7,88 12,42 + 4,88 0,949 0,871 1,034 0,147
Massa magra, kg 46,29 £ 10,71 41,61 £9,34 0,954 0,901 1,010 0,099

CTX: telopeptideo carboxi-terminal do colageno tipo I; IC (95%): intervalo de confianga de

95%; IMC:

paratorménio; P1NP: propeptideo amino-terminal do pro-colageno tipo I.

indice de massa corpdrea; OP: osteoporose; OR: Odds Ratio; PTH:
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4.4.3. Avaliacdo dos fatores associados a perda de massa dssea

Como a maior perda de massa 6ssea foi observada nos primeiros 6
meses de seguimento, avaliamos a correlacdo de variaveis clinicas,
laboratoriais, biomarcadores de metabolismo 6sseo, parametros da HR-
pQCT, nivel de atividade fisica habitual e dose cumulativa de glicocorticoides
com a presenca de perda significativa de massa 0ssea (em qualquer sitio)
neste periodo. Esta andlise € apresentada na tabela 7.

Apoés analise multivariada (tabela 8), peso e nivel sérico de fosforo
mostraram associacdo com perda significativa de massa 0ssea entre TO e

T6.
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Tabela 7. Perda significativa de massa 0ssea entre TO e T6.
o Perda massa 6ssea OR IC (95%) p
Variavel (tempo 0)
Ausente Presente Inferior Superior

Idade, anos 43,7+12,9 46,4+11,1 1,02 0,98 1,06 0,366
Sexo masculino, n(%) 14 (48,3) 25 (67,6) 2,23 0,82 6,08 0,114
Peso, kg 55,7 + 11,5 64,9+11,9 1,05 1,01 1,10 0,008
P 63,9 + 54,0 50,8 + 56,3 1,00 0,99 1,01 0766
Creatinina, mg/dL 1,09 + 0,36 1,30 £ 0,50 3,41 0,91 12,69 0,057
Célcio total, mg/dL 8,5+0,5 85+0,9 0,92 0,45 1,86 0,812
Fésforo ,mg/dL 28+0,7 32+0,9 1,90 0,98 3,66 0,049
Fosfatase alcalina, Ul/L 138,9 + 45,3 133,2+113,0 1,00 0,99 1,01 0,800
25-OH-Vitamina D, ng/mL 14,0+ 10,1 17,0+ 8,5 1,04 0,98 1,10 0,202
PTH, pg/mL 40,3+2272 43,1+29,9 1,00 0,99 1,02 0,679
PINP, pg/L 73,0+ 45,4 69,8 30,7 1,00 0,99 1,01 0,732
CTX, ng/mL 0,74 £0,27 0,83 £0,47 1,82 0,50 6,71 0,339
Esclerostina, pmol/L 20,6 +16,1 27,5+14,0 1,03 1,00 1,07 0,067
Contetdo mineral 6sseo, kg 2,00 +0,37 2,32+0,64 1,59 0,73 3,51 0,243
Massa gorda, kg 12,38 + 6,47 14,64 + 7,30 1,05 0,97 1,14 0,198
gl?sgczfg‘cugfgg’z de 8.597 + 3.507 7.922 + 2057 1,00 1,00 1,00 0,363
Avaliagdo de atividade fisica #
Numero de passos 7.106 + 4.086 5.961 + 3.385 1,00 1,00 1,00 0,233
Tempo Sedentério (%) 792+7,6 80,8+7,2 1,03 0,96 1,11 0,409
&"gg energetico no exercicio o7 4 4 541 3 690,8+2867 1,00 1,00 1,00 0,365
<5.000 passos/24h - n(%) 11 (42,3) 18 (50,0) 1,36 0,49 3,77 0,549
HRpQCT - Tibia
Tb.vBMD, mg HA/cm? 149,7 £ 44,5 161,5 47,0 1,01 1,00 1,02 0,308
BV/BT 0,12 £ 0,04 0,13 0,04 & 0,304
Tb.N, 1/mm 1,66 + 0,34 1,85 + 0,44 3,40 0,91 12,70 0,064
Tb.Th, mm 0,08 0,02 0,07 £ 0,02 & 0,650
Tb.Sp, mm 0,54 0,18 0,50 0,17 0,27 0,01 5,17 0,388
Ct.vBMD, mg HA/cm? 919,5 + 52,4 896,9 + 85,9 1,00 0,99 1,00 0,200
Ct.Th, mm 1,17 £0,23 1,25 0,34 2,59 0,46 14,56 0,259
Stiffnes, N/mm * 209.709 £ 52.772  231.452 +69.800 1,06 0,97 1,15 0,18
Failure load, N # 9.972 + 2.432 11.024 +3.242 1,14 0,95 1,36 0,16
Apparent modulus, N/mm? # 2.363 + 479 2.384 + 561 1,08 0,42 2,83 0,87

# variaveis avaliadas no tempo 6.

& nao é possivel estimar.

CTX: telopeptideo carboxi-terminal do colageno tipo I; IC (95%): intervalo de confianca de
95%; OR: Odds Ratio; PTH: paratormdnio; P1NP: propeptideo amino-terminal do pro-
colageno tipo I; Th.vBMD: densidade volumétrica 0ssea trabecular; BV/TV: volume 6sseo
trabecular; Th.N: ndmero trabecular; Th.Th: espessura trabecular; Th.Sp: separacao

trabecular; Ct.vBMD: densidade volumétrica 6ssea cortical; Ct.Th: espessura cortical.
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Tabela 8. Analise multivariada de variaveis associadas a perda significativa

de massa O0ssea entre a avaliacédo inicial (TO) e 6 meses (T6).

Variaveis OR IC 95% p

Modelo Saturado

Peso 1,05 0,99 -1,12 0,135
Creatinina 2,46 0,58 - 10,39 0,222
Fosforo 2,68 1,13 -6,38 0,025
Esclerostina 1,03 0,98 -1,08 0,271
Th.N, I/mm 1,72 0,14 — 21,04 0,670
Modelo final

Peso 1,08 1,02-1,13 0,004
Fosforo 2,35 1,14-4,84 0,021

IC (95%): intervalo de confianca de 95%; OR: Odds Ratio; Th.N: nimero trabecular.

4 5. Andlise da microarquitetura 6ssea

Todos os pacientes incluidos no estudo realizaram, pelo menos em
algum momento, avaliacdo da microarquitetura éssea por HRpQCT. No
entanto, por problemas técnicos do equipamento, esta avaliacdo ndo pode
ser feita algumas vezes. De qualguer modo, 62 pacientes fizeram a
avaliacdo de microarquitetura em pelo menos dois momentos e 43 pacientes
conseguiram realizar as trés avaliagoes.

A andlise da HR-pQCT mostrou que 0s parametros de
microarquitetura 0ssea na avaliagdo inicial estavam associados a
osteoporose. Pacientes com osteoporose tinham menor densidade

volumétrica éssea trabecular (Th.vBMD:128,18+51,88 vs. 168,18+36,84 mg
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HA/cm?3, p=0,005), menor volume ésseo trabecular (BV/BT: 0,107+0,04 vs.
0,140+0,03, p=0,005), menor numero trabecular (Tb.N: 1,51+0,41 vs.
1,89+0,35 1/mm, p<0,001), maior espacamento entre trabéculas (Tb.Sp:
0,645+0,212 vs. 0,472+0,098 mm, p=0,002) e menor espessura cortical
(Ct.Th: 1,08+0,33 vs. 1,26+0,26 mm, p=0,018) comparado com 0s pacientes
sem osteoporose. Em relacéo as propriedades biomecanicas, pacientes com
osteoporose tinham valores menores de stiffness (188.112+63.960 vs.
236.732+57.692 N/mm, p=0,004), failure load (8.932+2.966 vs.
11.279+2.677 N, p=0,003) e apparent modulus (2.172+555 vs. 2.463+474
N/mm?, p=0,035).

Para que todos os pacientes pudessem ser incluidos na analise das
variacbes dos parametros de microarquitetura no tempo (entre inicial e 6
meses e entre 6 e 12 meses), cada paciente foi avaliado individualmente
através de analise de medidas repetidas (paciente comparado com ele
mesmo). As médias das varia¢cBes individuais dos parametros da HRpQCT
avaliados nos diferentes tempos (entre TO-T6 e T6-T12) estdo
apresentadas na tabela 9.

A figura 4 demonstra de forma mais clara as variacbes percentuais
das médias de diferencas dos parametros de microarquitetura avaliados pela
HR-pQCT. Observamos que nos primeiros 6 meses, 0S pacientes
apresentam um comprometimento mais proeminente de o0sso trabecular.
Nos 6 meses subsequentes, 0s pacientes mantém deterioracdo, menos
intensa, do o0sso trabecular e apresentam comprometimento mais

pronunciado de osso cortical. As propriedades biomecanicas estimadas no
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exame também se deterioraram durante a evolucdo, com reducdes dos trés

parametros analisados (stiffness, failure load e apparent modulus) em T6

guando comparados a TO e em T12 quando comparados a T6 (P<0,001).

Tabela 9. Parametros da HR-pQCT na avaliacao inicial (TO) e as médias das

variacfes individuais dos parametros entre o inicio e 6 meses (AT6-T0) e

entre 6 e 12 meses (AT12-T6).

Inicial (TO) AT6-TO p AT12-T6 p
Parametros trabeculares
Tb.vBMD, mg HA/cm?® 157,0 £45,0 -4,54 + 0,09 <0,001 -2,10 £ 0,09 <0,001
BV/BT 0,131 + 0,037 -0,00377 £ 0,00007 <0,001 -0,00176 + 0,00008 <0,001
Tb.N, 1/mm 1,79+0,41 -0,0697 + 0,02346 0,009 0,00181 + 0,00004 >0,999
Tb.Th, mm 0,074 £ 0,017 0,00027 + 0,00003 <0,001 -0,00181 + 0,00004 <0,001
Th.Sp, mm 0,520 + 0,159 0,030 + 0,006 <0,001 -0,009 £ 0,007 0,53
Parametros corticais
Ct.vBMD, mg HA/cm? 907,0+ 71,3 2,30 £3,20 >0,999 -8,68 + 3,48 0,038
Ct.Th, mm 1,21+ 0,29 -0,0163 + 0,00055 <0,001 -0,02 + 0,0006 <0,001
Propriedades biomecénicas
Stiffness, N/mm 222.735 + 63.265 -2.021 + 119 <0,001 -4.617 + 133 <0,001
Failure load, N 10.604 + 2.942 114 +5 <0,001 -208 + 6 <0,001
Apparent modulus, N/mm? 2.380 £ 511 21+1 <0,001 -28+1 <0,001

Th.vBMD: densidade volumétrica 6ssea trabecular; BV/TV: volume Gsseo trabecular; Th.N:
namero trabecular; Th.Th: espessura trabecular; Th.Sp: separa¢do trabecular; Ct.vBMD:
densidade volumétrica dssea cortical; Ct.Th: espessura cortical.
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Figura 4. Variacfes percentuais das médias de diferencas dos parametros

da HR-pQCT.
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4.6. Andlise de fraturas

Imagens da coluna toracica e lombar foram obtidas por DXA nos

tempos 0, 6 e 12, utilizando o mesmo equipamento de densitometria

(Hologic QDR 4500, Bedford, MA, EUA). Por estas imagens foram

identificados os pacientes que apresentavam fratura vertebral em cada uma

das avaliacdes, conforme apresentado na tabela 10. As imagens de dois

pacientes ndo foram avaliaveis em nenhum dos tempos (qualidade ruim).
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Tabela 10. Pacientes com fratura vertebral na avaliacao inicial (TO), 6 meses

(T6) e 12 meses (T12).

TO (n=68) T6 (n=64) T12 (n=63)
Fratura vertebral, n(%) 16 (23,5) 19 (29,7) 18 (28,6)

Observamos uma alta prevaléncia de fraturas ja na primeira avaliacédo
(23,5%). Apenas trés pacientes que nao apresentavam fratura na avaliagao
inicial tiveram fratura identificada no tempo 6; e apenas um paciente que néo
apresentava fratura nos tempos 0 e 6 teve fratura identificada no tempo 12.
Todas as fraturas foram grau 1.

Avaliamos a correlacdo de variaveis clinicas, laboratoriais,
biomarcadores de metabolismo 6sseo, dados da DXA e dados da HRpQCT
com a presenca de fratura vertebral. Na tabela 11 apresentamos a analise
feita no tempo 0.

Pacientes com fratura vertebral tinham menor massa gorda do que
agueles sem fratura (9,48+3,42 vs. 15,13+6,80 kg, p<0,001). Entre os
pacientes com fratura, 87,5% (14/16) eram homens e 12,5% (2/16) eram
mulheres (p=0,011).

Apoés andlise multivariada (tabela 12), apenas a massa gorda foi
identificada como variavel independentemente associada com fratura no
tempo 0. Para facilitar o entendimento da influéncia desta variavel como fator
de risco para fratura vertebral, calculamos o Odds Ratio da reducgéo de
massa gorda (OR: 1,23, IC 95%: 1,04 — 1,47, p=0,012), ou seja, para cada

um kg de reducao de massa gorda, o risco de fratura aumenta em 23%.



Resultados 47
Tabela 11. Fratura vertebral pela DXA na avaliacdo inicial (TO).
Varidvel Fratura TO OR I‘C (95%) - p
Ausente Presente Inferior Superior

Idade, anos 46,3+10,9 44,4 +14,8 0,99 0,94 1,03 0,580
Sexo masculino, n(%) 27 (51,91) 14 (87,5) 6,48 1,34 31,41 0,011
Peso, kg 62,0 £ 14,4 59,7 +11,4 0,99 0,95 1,03 0,575
IMC, kg/m? 23,4+4,6 21,8+3,4 0,91 0,79 1,05 0,187
Tempo de hospitalizagéo, dias 62,7 £ 58,7 53,4 £40,2 1,00 0,99 1,01 0,558
Creatinina, mg/dL 1,23 +0,49 1,29 + 0,54 1,23 0,41 3,66 0,719
Célcio total, mg/dL 8,5+0,8 85+0,4 1,05 0,45 2,46 0,913
Fésforo ,mg/dL 3,0+0,9 3,0+0,8 0,95 0,49 1,85 0,885
Fosfatase alcalina, Ul/L 137,7£96,8 142,7 £57,8 1,00 1,00 1,01 0,846
25-OH-Vitamina D, ng/mL 143+8,4 18,4 +10,3 1,05 0,99 1,12 0,117
PTH, pg/mL 43,8+28,4 36,5+ 21,5 0,99 0,96 1,02 0,349
P1NP, pg/L 71,5+ 35,7 64,3 £ 26,1 0,99 0,98 1,01 0,457
CTX, ng/mL 0,74+0,34 0,83 +£0,41 1,89 0,40 8,96 0,425
Esclerostina, pmol/L 259 +14,9 20,2 +£16,3 0,97 0,93 1,01 0,195
Osteoporose em coluna lombar, n(%) 11 (21,2) 6 (33,3) 1,69 0,49 5,91 0,502
Osteoporose em qualquer sitio, n(%) 13 (25,0) 6 (33,3) 1,36 0,40 4,66 0,747
Contetddo mineral 6sseo, kg 2,17 +0,57 2,26 +0,42 1,38 0,49 3,93 0,548
Massa gorda, kg 15,13 + 6,80 9,48 £ 3,42 0,79 0,67 0,94 <0,001
Massa magra, kg 44,78 £ 10,71 45,96 + 8,79 1,01 0,96 1,07 0,700
DMO em coluna lombar, g/cm? 0,920 £ 0,140 0,900+ 0,14 0,26 0,00 17,80 0,537
HRpQCT

Tb.vBMD, mg HA/cm? 154,6 + 44,6 165,5 + 48,3 1,01 0,99 1,02 0,406
BV/BT 0,13 £ 0,04 0,14 £ 0,04 & 0,401
Th.N, 1/mm 1,80 £0,41 1,78 £ 0,40 0,91 0,22 3,67 0,893
Tb.Th, mm 0,07 £ 0,02 0,08 + 0,02 & 0,366
Tb.Sp, mm 0,52 £ 0,15 0,50 £ 0,22 0,48 0,02 15,97 0,688
Ct.vBMD, mg HA/cm?® 906,1 + 76,1 904,8 + 58,8 1,00 0,99 1,01 0,951
Ct.Th, mm 1,19 £ 0,29 1,29 + 0,28 3,24 0,41 25,78 0,270
Stiffnes, N/mm * 214.118+59.163  247.576+69.831 1,10 0,99 1,21 0,051
Failure load, N # 10.216 £ 2.758 11.719 + 3.249 1,22 0,99 1,51 0,058
Apparent modulus, N/mm? # 2.353 + 537 2.457 £ 436 1,66 0,51 5,47 0,409

* para calculo de OR: variavel/10.000.
# para célculo de OR: varidvel/1.000.

& nao é possivel estimar.

CTX: telopeptideo carboxi-terminal do colageno tipo I; IC (95%): intervalo de confianca de
95%; OR: Odds Ratio; PTH: paratorménio; P1NP: propeptideo amino-terminal do pro-
colageno tipo |I; Th.vBMD: densidade volumétrica 0ssea trabecular; BV/TV: volume 0sseo
trabecular; Th.N: ndmero trabecular; Th.Th: espessura trabecular; Th.Sp: separacao
trabecular; Ct.vBMD: densidade volumétrica 6ssea cortical; Ct.Th: espessura cortical.
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Tabela 12. Analise multivariada de variaveis associadas a fratura em TO.

Variaveis OR IC 95% p

Sexo masculino 2,59 0,35-19,31 0,352
Massa gorda, kg 0,81 0,68 — 0,96 0,012
Stiffness, N/mm * 1,07 0,93-1,23 0,342

* para calculo de OR: variavel/10.000.
IC (95%): intervalo de confianca de 95%; OR: Odds Ratio.

As mesmas andlises foram feitas com os achados no tempo 12, mas
como 0 numero de novos pacientes com fratura foi pequeno, ndo houve
diferenca significativa dos resultados, sendo que a Unica variavel associada

a fratura, ap6s analise multivariada, foi massa gorda.
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5. DISCUSSAO

Este € o primeiro estudo a fazer uma avaliacdo longitudinal e
completa da DMO, microarquitetura e parametros de metabolismo ésseo,
incluindo biomarcadores de formacao/reabsorcdo dssea, em receptores de
transplante cardiaco durante o primeiro ano apds o procedimento. Os
principais achados do estudo foram a alta prevaléncia de osteoporose
densitométrica, deficiéncia de vitamina D, anormalidades de biomarcadores
0sseos e fraturas vertebrais ja na avaliacao inicial.

Os dados de marcadores bioquimicos 6sseos na avaliagdo basal
(célcio no limite inferior da normalidade, nivel de vitamina D de 15 ng/mL,
elevacdo de fosfatase alcalina) sugerem disturbio de mineralizacdo éssea
em decorréncia da deficiéncia de vitamina D e calcio, o qual foi corrigido com
suplementacao de vitamina D e dieta rica em calcio. Estas recomendacdes
devem ser feitas antes da introducdo de outras terapias medicamentosas
para osteoporose, ja que o uso de bisfosfonatos em pacientes com
deficiéncia de vitamina D e calcio pode ser menos efetivo e pode inclusive
exacerbar defeito de mineralizacdo/osteomalacia.’®’® Carmel et al.”®
mostraram que, em mulheres pds-menopausa com osteoporose, aquelas
com niveis de 250HD 233 ng/mL tinham 4,5 vezes mais chance de terem
uma resposta favoravel a bisfosfonato, enquanto que a reducdo de 1 ng/mL
do nivel sérico de 250HD foi associado com reducdo de 5% da chance de
resposta. De fato, bisfosfonatos reduzem o turnover 0sseo e aumentam

mineralizacdo secundéaria do o0sso, que é prejudicada nos pacientes com
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deficiéncia de vitamina D.”® Este é um ponto de grande importancia pois a
deficiéncia de vitamina D é altamente prevalente em receptores de
transplante de coracdo (92,9% da populacdo do estudo e mais de 90% na
literatura).*°

Perda de massa Ossea e fraturas por fragilidade sdo importantes
complicacBes do transplante cardiaco. Estudos prévios demonstraram que
uma rapida perda 0ssea ocorre mais comumente no primeiro ano apos o
transplante. 132324262780 No estudo atual, a perda d&ssea ocorreu
principalmente nos primeiros seis meses de transplante, enquanto que nos 6
meses subsequentes a maioria dos pacientes manteve a massa 0ssea
estdvel ou teve ganho de massa. Curiosamente, a avaliacdo de
microarquitetura utilizando HR-pQCT demonstrou perda Ossea continua
durante o ano de seguimento, com maior impacto em 0sso trabecular nos
primeiros 6 meses e no 0sso cortical nos 6 meses subsequentes.

No estudo atual, 28% dos pacientes tiveram fraturas detectadas apés
o transplante cardiaco, resultado similar ao reportado previamente na
literatura (21-44%).24?% Surpreendentemente, nés demonstramos que a
maioria das fraturas vertebrais ja estavam presentes na primeira avaliacao
apos o transplante, correspondendo a 23% dos pacientes. De fato, o periodo
peritransplante esta associado a maior risco de fratura, em decorréncia dos
efeitos deletérios da insuficiéncia cardiaca avancada e consequentemente
da ma condicdo Ossea prévia ao transplante, assim como as altas dose de
glicocorticoides utilizadas logo apds o transplante, que podem ter um

impacto ainda maior no contexto de deficiéncia de célcio e vitamina D. No
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estudo, fraturas vertebrais foram associadas com baixa massa gorda. Baixo
peso € um fator de risco para fraturas osteoporéticas, mas nado €
independente da DMO e da probabilidade de fratura determinada pelo FRAX
(Fracture Risk Assessment Tool).8%82 Além disso, um baixo peso e uma
baixa massa gorda podem ser sinais de sindrome de fragilidade, identificada
em até 74% dos pacientes com insuficiéncia cardiaca avanc¢ada.3

Em relagdo ao tratamento da osteoporose, existe preocupagdo em
relacdo a seguranca dos bisfosfonatos apés o transplante cardiaco. Estudos
controlados e randomizados e estudos observacionais sugerem um aumento
significativo no risco de fibrilacdo atrial com necessidade de hospitalizacéo
com uso de bisfosfonatos na populacdo geral, especialmente com drogas
parenterais.®*2 Estudos com bisfosfonatos em pacientes transplantados
cardiacos ndo mostraram aumento de eventos adversos Sérios, mas o
nimero de pacientes é pequeno.’® Niveis baixos de célcio, secundario a
baixa ingesta e/ou deficiéncia de vitamina D, podem aumentar o risco de
evento adverso cardiovascular com uso de bisfosfonatos nesta populagéo.

Estudos prévios mostraram que bisfosfonatos (alendronato,
ibandronato, pamidronato, etidronato, risendronato, clodronato, zoledronato)
previnem perda de massa 6ssea apos o transplante cardiaco, especialmente
em coluna lombar, mas o efeito na prevencdo de fraturas ainda séo
controversos.538  Nosso achado de defeito de mineralizacdo em
decorréncia de deficiéncia de vitamina D/célcio podem explicar, ao menos
em parte, a inefichcia dos bisfosfonatos na prevencédo de fraturas apds o

transplante cardiaco. Um estudo avaliando 149 receptores de transplante



Discussao 53

cardiaco tratados com alendronato ou calcitriol por um ano ndo mostrou
diferencas nas taxas de fraturas entre os grupos.® Curiosamente, o nivel de
vitamina D nao foi avaliado, mas o nivel de PTH reduziu no grupo calcitriol
(de 4445 para 29+5 pg/mL) e aumentou no grupo alendronato (de 39+4 para
51+4 pg/mL) na avaliacdo de 6 meses (p<0,001).° Estas altera¢ées no nivel
de PTH podem refletir deficiéncia de vitamina D e defeito de mineralizacéo
ossea. De forma semelhante, outro estudo com 48 receptores de transplante
cardiaco avaliou etidronato vs. calcidiol, ambos associados a carbonato de
calcio. Houve menos fratura vertebral no grupo calcidiol do que no grupo
etidronato (2 vs. 8 novas fraturas vertebrais).>> O nivel basal de 250HD era
de 13,0+7,5 e 12,5+4,4 ng/mL, respectivamente.>

As limitacBes do estudo incluem o tamanho limitado da amostra e o
fato de ter sido realizado em um dnico centro, no qual dispositivos de
assisténcia ventricular de longa permanéncia ndo sao disponiveis. Além
disso, dados pré-transplante ndo estdo disponiveis, pois a maioria dos
pacientes foi submetida a avaliacdo para transplante pela primeira vez
durante a internacdo por descompensacao aguda de insuficiéncia cardiaca e
sem condicfes clinicas de realizar avaliacbes de DMO e microarquitetura
6ssea. E ainda importante ressaltar que nossos achados podem estar
relacionados as caracteristicas da populacdo, como a alta frequéncia de IMC
baixo, longa duragdo de hospitalizagcbes antes do transplante e alta
mortalidade apos o transplante, o que pode sugerir uma populacdo de maior

fragilidade.
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Uma caracteristica importante da populacéo do estudo é que 90% dos
pacientes estavam hospitalizados no momento do transplante e com um
longo periodo de hospitalizacdo antes procedimento (47,5 dias). Tal achado
pode, a0 menos em parte, ser explicado pela nao disponibilidade de
dispositivos de assisténcia ventricular de longa permanéncia como ponte
para transplante na nossa instituicdo. Nossos dados se contrastam com o0s
dados da International Society for Heart and Lung Transplantation. Neste
registro, no qual € relatado a condicdo dos receptores de transplante
cardiaco em dezenas de centros em todo o mundo, metade dos pacientes
estavam em uso de dispositivo de longa permanéncia no momento do
transplante e apenas 44,4% dos receptores estavam hospitalizados
anteriormente ao transplante.”® De fato, a alta prevaléncia de osteoporose
na avaliacdo basal (27%) observada na populacdo do estudo estava
associada ao tempo de hospitalizacdo previamente ao transplante.
Insuficiéncia cardiaca avancada, hospitalizagdo, déficit nutricional, baixa
exposicao solar, inflamacao sistémica, falta de atividade fisica e disturbios
hormonais podem ter contribuido para este achado.?!

E importante destacar que pacientes com insuficiéncia cardiaca
avancada, na fase final da doenca, exibem desarranjos metabdlicos e
inflamatdrios sistémicos que levam a alto risco de caquexia.8> Caquexia é
caracterizada pela perda nao intencional de peso (ndo relacionado a
edema), associada a anorexia, fadiga, diminuicdo de forca muscular e
alteracdes bioquimicas (como elevacdo de marcadores inflamatorios e

reducdo de albumina sérica).8¢
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Estudos tém demonstrado que pacientes com dispositivos de
assisténcia ventricular esquerda de longa permanéncia apresentam, apos
alguns meses, reversao de quadro de caquexia, com melhora de niveis de
albumina e colesterol total, além de reverséo de resisténcia a insulina e da
ativacdo inflamatéria sistémica.8”-° Pacientes com dispositivos de
assisténcia tendem a ganhar peso apés o implante, especialmente quando
estavam com baixo peso antes.®’ Os mecanismos que levam a esta
recuperacdo metabdlica incluem normalizacdo da perfusdo intestinal e de
musculatura esquelética, melhora da congestdo hepatica e esplancnica,
facilitando uma maior ingesta alimentar e aumento de niveis de atividade
fisica.®

Em nosso servico, assim como em muitos outros servicos de
transplante cardiaco no Brasil e América Latina, em que dispositivos de
assisténcia ventricular de longa permanéncia ndo estdo disponiveis para
suporte do paciente com insuficiéncia cardiaca terminal, a manutencéo
destes individuos até o transplante cardiaco é feita com uso de drogas
inotropicas e baldo intra-adrtico. Tais assisténcias auxiliam na correcdo do
baixo débito cardiaco e compensacédo da insuficiéncia cardiaca, no entanto,
limitam a mobilizacdo do paciente, muitas vezes restringindo-o ao leito de
UTI. No estudo atual, dos 63 pacientes que transplantaram durante
hospitalizagdo (em prioridade para o transplante), 73,0% estavam em UTI e
49,2% em uso de baldo intra-adrtico.

Tais achados nos faz acreditar que os cuidados para prevencéo e

tratamento do comprometimento 0sseo deveriam ser estabelecidos para
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todos os pacientes com insuficiéncia cardiaca grave e candidatos a
transplante cardiaco antes do procedimento. Dentre estes cuidados, o
estudo atual demonstra a importancia da correcao da deficiéncia da vitamina
D e calcio. Além disso, acreditamos que um melhor suporte hemodinamico
do paciente em fila de transplante, sobretudo com terapias que permitam
prevencdo da evolucdo ou até mesmo reversdo da caquexia, possa ter
impacto positivo na melhora do comprometimento 6sseo do transplantado
cardiaco. Novos estudos que avaliem o efeito destas terapias no

metabolismo 6sseo sdo necessarios.
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6. CONCLUSOES

Altas frequéncias de osteoporose densitométrica, deficiéncia de
vitamina D, anormalidades de biomarcadores ésseos e fraturas vertebrais ja
estdo presentes logo apos o transplante cardiaco. Dessa forma, cuidados
para prevencdo e tratamento do comprometimento 6sseo deveriam ser
estabelecidos para todos os pacientes com insuficiéncia cardiaca grave e
candidatos a transplante cardiaco antes do procedimento.

Deve ser destacado que deficiéncia de vitamina D € altamente
prevalente em pacientes transplantados cardiacos e pode contribuir para
aumento do risco de fratura em decorréncia de defeito de mineralizacao
O0ssea. Consequentemente, a suplementacdo de vitamina D e célcio deve
ser o primeiro passo na correcao do defeito de mineralizacdo, antes do inicio
de outras terapias para osteoporose. Atencdo especial deve ser dada a
pacientes com longo periodo de hospitalizacdo antes do transplante e com

baixa massa gorda.



7 Anexos




Anexos 60

Anexo 1 -TCLE

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE
SAO PAULO-HCFMUSP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DE IDENTIFICAGAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL

1 MOME: e e
DOCUMENTO DE IDENTIDADE N° :

DATA NASCIMENTO: ... do
ENMDERECO
BAIRRO: ...

DATA NASCIMENTO:
ENDERECO: ..
BAIRRO:
CEP: .........

CIDADE:

TELEFONE: DDD (

DADOS SOBRE A PESQUISA

TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA: Avaliagio da Densidade Ossea e Microarquitetura Ossea em
Pacientes Transplantados Cardiacos.

2. PESQUISADOR EXECUTAMNTE: Luis Fernando Bernal da Costa Seguro
CARGOFUNCAD: Médico assistente

INSCRIGAD CONSELHO REGIONAL N® 108.296
UNIDADE DO HCFMUSP: Nucleo de Transplante — Instituto do Coragdo

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Prof. Dr. Fernando Bacal
CARGOIFUNGAO: Médico Diretor do Niicleo de Transplants
INSCRIGAD CONSELHO REGIONAL N° 66.061

UMNIDADE DO HCFMUSP: Nucleo de Transplante — Instituto do Coracdo

Rubfica do sujsito de pesguisa ou responsave|

Rulbrica do pesquisador
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HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE
DE SAO PAULO-HCFMUSP

3. A‘JALIA[;..E\O DO RISCO DA PESQUISA:

RISCO MiNIMo X RISCO MEDIO O

RISCO BAlXO RISCO MalOR O

4. DURACEOQ DA PESQUISA: 24 meses

1 — Vocé estd sendo convidado{a) a participar deste estudo, onde iremos ver as alteragfes osseas que
ocorrem apds o transplante cardiaco. O transplante cardiaco aumenta o risco de osteoporose (quando os
08505 ficam mais fracos) e fraturas.

2 — Caso aceite participar do estudo, serd aplicado questionario com perguntas sobre a doenca do coracdo
(causa, tempe de doenca), uso de medicagdes, fraturas (se vocé ja quebrou algum osso), histonia na familia
de osteoporose ou fratura, alimentagdo (se vocé come ou bebe alimentos rices em calcio) e atividade fisica.
Serdo também realizadas medidas de peso, altura e circunferéncia abdominal. O senhor{a) fara exames em

trés momentos (no inicio do estudo, em seis meses e em um anao):
+ Sera colhido sangue (20 mL, aproximadamente 4 colheres de sopa);

+ Sera realizado um exame de densitometna ossea (exame semelhante a um Raio-X, para ver a
quantidade de osso) e uma tomografia da sua perna e brago esquerdo para ver a quantidade e
qualidade do seu osso;

« Vocd ira utilizar um aparelho chamado acelerdmetro durante quarenta e oito horas durante suas
atividades habituais. Este aparelho € uma espécie de cinta de tecido que vocé vestira e nela ha um
pequeno dispositivo (menor que um aparelho celular);

+  Vocd ira respirar em um aparelho que ira avaliar os gases exalados.
3 — Wocé sera orientade a manter dieta rica em calcio e recebera suplementacio de vitamina D, medidas que
Ja sabemos que previnem a osteoporose.

4 — Existem riscos minimos se vocé participar do estudo, como sangramentos e manchas roxas no local da
coleta de sangue. A gquantidade de radiacdo no exame de densitometria e de tomografia & muito pequena
(menor que um exame de RX de torax). A suplementacdo de vitamina D pode aumentar o calcio no sangue e
na urina e facilitar o aparecimento de pedra nos rins em pessoas com tendéncia.

Rulbrica do sujeito de pesguisa cu responsavel

Rulbrica do pesguisadaor
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5 — A partir dos resultados desta pesquisa poderemos conhecer melhor quais as chances dos pacientes

transplantados cardiacos terem osteoporose (ossos mais fracos).

6 — Em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso aos profissionais responsaveis pela pesquisa para
esclarecimento de eventuais dividas. O principal investigador é o Prof. Dr. Fernando Bacal que pode ser
encontrade no endereco Av. Dr. Eneas Carvalho de Aguiar, 44, 2° andar, bloco 1 - CEP: 05403-900, S3o
Paulo-SP Telefone: 11-2661-5482. Se vocé tiver alguma consideragio ou divida sobre a ética da pesquisa,
entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) — Rua Ovidio Pires de Campos, 225 — 5° andar —
tel: 2661-6442 ramais 16, 17, 18 — E-mail: marcia.carvalho@hc fm.usp.br

T — Vocé pode suspender a autorizac3o a qualquer momento e deixar de participar do estudo, sem qualquer
prejuizo a continuidade de seu tratamento na Instituic3o.

8 — As informacdes obtidas serfo analisadas em conjunto com outros pacientes, ndo sendo divulgada a
identificacdo de nenhum paciente.

9 — Despesas e compensagdes: ndo ha despesas pessoals para o participante em qualguer fase do estudo,
incluindo exames e consultas. Também ndo ha compensagdo financeira relacionada a sua participagdo.

10 — Em caso de dano pessoal, diretamente causado pelos procedimentos propostos neste estudo, o
participante tem direfto a fratamento médico na Instituigio.

11 — Pedimos o seu consentimento para ufilizar os dados e o material coletado (o sangue sera guardado a —
80°C, em biorepositorio) para a utilizacio nesta pesquisa e outras pesquisas sobre transplante cardiaco do
nosso Grupo (responsavel Prof. Dr. Femande Bacal) nos proximos 10 anos.
Ha necessidade de consulti-lo para autorizar o uso deste material doado em outras pesquisas
cientificas?
(...} SIM. Eu quero ser consultado para autorizar a cada pesquisa futura na qual sera utilizado com o
meu material,
{....) NAO. Eu dispenso a autorizacdo futura para cada pesquisa e estou informado{a) que a Comissao
de Analise de Projetos de Pesquisa do Hospital das Clinicas (CAPPesq) ira examinar a nova pesquisa
e decidir sobre a utilizagdo ou ndo do material que eu estou doando.

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informagdes que li ou que foram lidas para
mim, descrevendo o estudo Avaliagdo da Densidade Ossea e Microarquitetura Ossea em Pacientes

Transplantados Cardiacos.

Rulbrica do sujeito de pesguisa ou responsave|

Rulbrica do pesquisador
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Eu discuti com o Dr. Luis Fernando B. C. Seguro efou Dr. Fernando Bacal sobre a minha decisdo
em participar nesse estudo. Ficaram claros para mim quais s30 os propésitos do estudo, os procedimentos a
serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos
permanentes. Ficou claro também que minha participac3o € isenta de despesas e que tenho garantia do
acesso a fratamento hespitalar quande necessario. Concordo voluntariamente em participar deste estudo e

poderei retirar o meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante o mesmo, sem penalidades ou

prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido, ou no meu atendimento neste servico.

Data i i

Assinatura do paciente ou responsdvel legal

Data / /

Assinatura da testemunha (para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos ou
portadores de deficiéncia auditiva ou visual)

(Somente para o responsavel do projeto

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido deste paciente ou

representante legal para a participac3o neste estudo.

Data / /

Assinatura do responsavel pelo estudo
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Bone Metabolism Impairment in Heart Transplant:

Results From a Pmspective Cohort Study

Luls FB.C. Segura, MD Rosa M.R. Perelra, PhD, MD Luclana B.C. Seguro, PhD r\.l'ID2
Valerla k. Caparbo, PhD,% MonloaS Auylla, PhD, MD Sandrlgo Mangini, PhD, MD

lascara W, Campos, MD FabIoA Galotto, PhD, MD Fablana G. Marcondes-Braga, PhD, I'o.-'IIZJ1
and Fernando Bacal, PhD, MD'

Ve
Backgrounl. Data on the prevention of fractures after heart transplant (HTx) are controversial in the literature.
Understanding the effects of HTx on bonse may guide appropriste treatments in this high-risk population. Methods.
Saventy adult HTx patients wers followed for 12 months. Clinical and laboratory parameters, bone mineral dansity, micro-
architecturs, and vartebral fractunes wers assassod at basaline (after intensive cara unit discharge) and at 6 and 12 months.
Patients received recommendations regarding calcium intake and vitamin D supplamentation after HTx, Results. At bass-
line, 27% of patients had ostecporosis, associatad with the length of hospitalization before HTx (P = 0.001). Bone mineral
density decreased in the first 6 months, with partial recovery later. Bone micrearchitactura detarorated, mainly in the tra-
becular bore in the first & months and cortical bone in the subsequant & months. At basalineg, 92.9% of patiants had vitamin
D levels <30ngdmL and 20.0% <10ng/mL. Patients also had calcium at tha lower limit of normal, high alkaline phosphatase,
and high Eone resorption biomarkar, Thess abnormalities wera suggestive of impsired bona mineralization and nomalizad

patiants). After multivariate analyses, only a lower fat mass persisted as a risk factor for vertebral fractures (odds ratio, 1.23;

deficiency, bone markers abnormalities, and wertsbral fractures ware observad shortly aftar HTx. Calcium and vitamin D sup-
plernentation should be the first stap in comacting bone mineralization imparment before specific ostaoporosis traatmant.

at & months with correction of vitamin D deficiency. The majority of verteloral fractures wers idertified at basaling (23% of

25% confidence intarval, 1.04-1.47; P = 0.012). Conclusions. High frequancies of densitometric ostecporosis, vitamin O

(Transplantation 2019;00: 00-00)
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INTRODUCTION

Hearttransplant (HTx) is recognized as the best treatment for
refractory hear failure, Improvement in the survival of HTx
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recipients is accompanied by increases in related comorbidi-
ties, including osteoporosis and fragility fractures. In the gen-
cral population, fragility fractures are associated with higher
overall and ca:\dmvascula: mortality, and osteoporosis treat-
ment increases survival.” .*’l.lﬂmugh no data are available on
the fracture-related mnrra]:l:y risk in HTx patients, fragﬂlty
fractures may have an impact on patients” dl.ejl.dj.r activities.

Osteoporosis  treatment  after HTx is  controversial.
Although previous studies have found that bisphosphonate
use can prevent bone mass loss, they did not show consist-
ent results for the prevention of fractures.*'2 Morcover, some
bisphosphonates have been associated with adverse cardiac
events, such as hospitalization because of atrial fbrillation, 5

Therefore, better knowledge of the effects of HTx on
bone metabolism parameters, bone mass and bone micro-
architecture, and identification of patients with higher risk
of fractures can help detect those who may benefit from
more aggressive therapies for osteoporosis.

The aim of the present study was to evaluate bone
metabolism biomarkers, bone mass loss, bone microarchi-
tecture changes, and frequency of vertebral fractures in the
first year after HTx.

MATERIALS AND METHODS

Study Population
All adult patients who underwent HTx at the present
institution between July 2013 and September 2015 were

wwew traraplantjournal.com 1
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evaluated. Those who were discharged from the intensive
care unit {ICU) and were able to participate in a baseline
evaluation within 60 days after transplant were included
in the study. The exclusion criteria were multiple organ
transplantation and retransplantation. The local ethics
committee approved the study, and written informed con-
sent was obtained from all participants.

Paticnts were prospectively followed for 1 year and
were evaluated at baseline {after ICU discharge) and at &
{T&) and 12 (T12) months. Patients received dietary rec-
ommendations for adequate calcium intake (1000 mg/d)
and oral supplementation of vitamin D (50000 IUAwk for
3 months, followed by 7000 TUfwk) after HTx."

Immunosuppression Protocol

Paticnts received intravenous methylprednisolone intra-
operatively and up to the fifth day after HTx, followed by
oral prednisone 1 mg/kg/day, tapering to 5 mg by 3 months.
Rejection was usually treated with intravenous methyl-
prednisolone. Patients were treated with cyclosporine
initially and switched to tacrolimus after acute rejection.
Chagas disease patients were initially treated with azathio-
prine, and all others were treated with mycophenalate.'®

Data Collection

Demographic and clinical characteristics, risk factors
for ocsteoporosis, and medication use were assessed via
patient interviews and chart reviews.

Laboratory and Bone Metabelism Biomarker
Evaluation

Fasting blood samples were collected at baseline, T6, and
T12. Serum levels of calcium, phosphorus, alkaline phos-
phatase {ALP}, albumin, and creatinine were determined.
Serum levels of procollagen type 1 aminoterminal propeptide
{a bone formation marker), carboxy-terminal telopeptide of
type I collagen (CTX, a bone resorption marker), intact para-
thormone (PTH), and 25-hydroxyvitamin D (230HD) were
analyzed using an automated Roche clectrochemiluminescence
systemn (E411, Roche Diagnostics, Mannheim, Germany). The
following coefficients of variaton (CV) were obtained: 2.2%
{procollagen type 1 aminoterminal propeptide), 2.5% (CTX),
2.3%-5.1% (PTH), and 1.6%—6.6% (230HD). Serum scle-
rostin levels were measured using a commercial ELISA KIT
{Biomedica, Vienna, Austria), and the intra and interassay
CVs were 5% and £%, respectively. Assays were performed
according to the manufacturers’ instructions.

Measurement of Areal Bone Mineral Density

Areal bone mineral density (BMD) was measured at
baseline, Té, and T12 by dual-energy X-ray absorptiom-
etry using densitometry equipment (Hologic QDR 4,500,
Bedford, MA} at lumbar spine (L1-L4), total hip, and
femoral neck. BMD measurements were performed by
the same experienced technician, based on Inl::mal:iona_!
Society for Clinical Densitometry recommendations. "
Osteoporosis was defined as a T-score < 2.5,

Individual bone loss was measured using the least sig-
nificant change, which was calculated as 0.033g/cm? for
lumbar spine and 0,039gfcm1 for total hip. For each site,
differences in the BMD absclute values above the least sig-
nificant change were considered significant changes.™

wwwtransplantournal.com

Vertebral Fracture Assessment

Images of thoracic and lumbar spines were obtained by
dual-energy X-ray absorptiometry at baseline, T6, and T12
by a trained operator using the same densitometry equip-
ment. Vertebral fractures were identified by 2 experienced
rheumatologises (R.M.E.P, L.P.C.S.} using the Genant
semiquantitative approach. :

Volumetric BMD, Microarchitecture, and
Biomechanical Property Analysis by High-Resolution
Peripheral Quantitative Computed Tomography

Volumetric BMD, bone microarchitecture, and bio-
mechanical properties were evaluated using a high-res-
olution peripheral gquantitative computed tomography
(HR-pQCT) device (Xtreme CT Scanco Medical AG,
Briittisellen, Switzerland) at the nondominant diseal
tibia. Scans were performed by a single trained operator
according to the manufacturer’s instructions, as described
elsewhere.

The entire volume of interest was automatically sepa-
rated into cortical and trabecular regions, and the fol-
lowing variables were used in the analyses: (1) trabecular
parameters: volumetric BMD, trabecular bone volume
fraction, trabecular number, trabecular thickness, and tra-
becular separation; (2) cortical parameters: cortical volu-
metric bone mineral density and cortical thickness. In our
laboratory, HR-pQJCT measurements of the distal tibia
had CVs ranging from 0.25% to 1.16% for d.:nsi{‘l{ and
0.78% to 6.35% for morphometric measurements

Biomechanical properties were analyzed to estimate
bone strength using microfinite clement models cre-
ated directly from HR-pQCT images using the software
provided by the manufacturer (Scanco Medical AG,
Briittisellen, Switzerland), as described |:lI\v.:"p'it:||.|.s]},r.1"“‘.r's The
following parameters were analyzed: suffness (tssue stff-
ness), failure load (estimate of maximum supported load),
and apparent modulus (indication of tissue elasticity).

Assessment of Physical Activities

Assessments of physical activities in daily life were per-
formed at baseline, T6, and T12 using a triaxial acceler-
ometer-based activity monitor (DynaPort, McRoberts BV,
The Hague, the Netherlands), which was previously used
in studies of chronic obstructive pulmonary discase.® In
cach evaluation, patients were monitored for 48 hours,
and the following parameters were determined: sedentary
time |percentage of time sitting or lying) and number of
steps per day.

Statistical Analysis

Categorical variables are reported as frequencies and
continuous variables as means = SDs or medians and inter-
guartile ranges (IQRs). Categorical variables were com-
pared using 11, Fisher exact, or likelihood ratio tests, and
continuous variables were compared using Student #-test
or the Mann-Whitney test. Logistic regression was used to
identify variables associated with osteoporosis and verte-
bral fractures. Variables with P < 0.1 in the univariate anal-
vsis were included in a multivariate model with backward
stepwise proportional harard modeling. Comparisons of
data from baseline, T6, and T12 were performed using
generalized estimating equations with normal distriburion
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FIGURE 1. Participant flow through the study. ICU, infensive cara unit.

and identity link function, assuming that repeated meas-
urements have a first-order autoregressive relationship. A
Bonferroni multiple comparisons test was then performed
to identify the differences that contributed to significance
in generalized estimating equations analysis. The software
used was SP3S for Windows, version 20.0 (8P5S8, Chicago,
IL). Statistical significance was defined as P < 0.05.

RESULTS

Minety-five paticnts were cvaluated; 1 patient was
excluded due to retransplantation, and 2 were excluded
due to multiple organ transplantation (hearvkidney). The
baseline evaluation could not be performed in 9 patients
within 60 days after heart transplantation, and 13 patients
died before discharge from the ICU due to infection (&),
primary allograft dysfuncrion (2), hemorrhagic stroke (2),
pancreatitis (1), and colon perforation (1). Seventy patients
were included in the study, and 5 died during the follow-
up period (Figure 1), Patients were discharged from the
ICU after 10.0 (IQR, 8.0-16.0) days, and baseline evalu-
ations were performed 22.0 (IQR, 20.0-30.0) days after
transplantation. The paticnt characteristics are shown in
Table 1. Of note, 63 (90%) patients had priority status for
HTx due to intravenous inotropes or intra-aortic balloon
pump dependency. The median length of hospitalization
before HTx was 47.5 (IQR, 23.0-77.8) days.

Laboratory parameters at baseline, Té, and T12 are
presented in Table 2. At baseline, 92.9% of patients had
250HD <30ng/ml, 75.7% had 250HD <=20ng/mL,
and 20.0% had 250HD <10ng/mL. Patients had also
mean serum levels of calcium at the lower limit of nor-
mal (8.5:0.7mgfdL; reference range [RR]: £.5-10.1)
and high levels of ALP {138.7+87.5 ULL, RR: 46-116)
and CTX (0.79=0.39ng/mL, RR: 0.299=0.137 ng/mL for
young men/premenopausal women). These abnormalities
were suggestive of impaired bone mineralization, and they

normalized at Té and T12 with correction of vitamin [
deficiency.

High glucocorticoid use (cumulative dose: 4.15g; IQR,
3.52-5.9¢) and low physical activicy (84.4% took <5000
stepsfday) were observed ar bascline, with a significant
change a.uring the follow-up (Table 2).

Osteoporosis was identified in 27.1% of partients
at baseline (Table 3). Patients with osteoporosis had a
longer length of hospitalization before HTx than those
without osteoporosiss 70 (54.0-117} wversus 37.0

TABLE 1.
Baseline characteristics of the study participants

Characteristic n=T0
Age (years) 455+110
Male (n %[ 42 (60)
Weight (lug) B16+146
BMI fkg/mr) 23145
BN <20 kg’ in [%) 19(27.1)
Caucasian (n [%]) 39 (55.7)
(Cardiac diagnosis in [%])
Chagas disease 26 (37.1)
Ditated cardiomyopathy 14 (200
lschemic cardiomyopatity a2m
Other 21 (30.00
Medical histary {n [%])
Hypertension 12 (17.14)
Diabetes mellitus 11157
Smoking 14 (20.00
Alcohal intake T10.00
Family history of osteoporosis or fragility fracture 29
Tansplant in priority skafus (n [%]) B3 (20)
Length of hospitalization before HTx (days) 475 (23.0-T7.8)

EML body mass Index; H, heart transplant.

AQ2
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TABLE 2.
Laboratory parameters, bone turnover markers, glucocorticoid and immunosuppression use, and daily physical activity
at baseline and after 6 mo (T6) and 12 mo (T12)
Basaling T& T2 P
Lahoratory parameters
Creatinine {mgfdL) 1.23+049 1.44 + 0.46° 146 £ 057 0.0
Calcaum (mg/dL) B5+07 9305 02=05° <000
lonized calcium (mgidl) 1.22 + 0.06 1.27 £ D.05* 1.27 £ 005° <000
Phosphomus (mg'dL) 30+ 08 40+ 06 40=08° <0001
Albumin (mgfdL) 27+05 40+05° 41 =04° <000
Alkaline phosphatase (UL} 1387 £ 875 1160 £+ 582 106.3 =477 0.006
25-0H-vitamin D {ng/mi} 155+ 91 1B+ 116 M7= 4 <0001
PTH {pp/ml) 429+ 272 401+ 234 445+ 751 0.307
Bone furnower markers
PANP {D0BSg/L) 721378 1148+ 75.2 92.1 +60.F 0.0
CTX {ng/mL} 0.79+039 050 +033° 052 =030° <000
Sclerostin (pmolL) 256+ 147 MT+1686 BENDP <000
Diaily physical activity
Sedentary time (%) 90.4 {B3.2-92 8) 80.3 (75.8-B4 B 83.1 (78.2-85.5) 8 <000
No. of steps'day 1065 {B02-3417) 5023 (3813-80127 5223 [4047-7071) < <000
<5000 stepsiday (n [%]) 54 (B4.4) 29 (46.8f 27 (46 B <0001
Glucocorticoid use
Cumulative dose (mg) 4148 (3524-5058) 7093 (595308637 Q365 (BAAs—11 330~ <000
Dosz at the time of evaluasion, mg/day 40.0 (20.0-50.0) 50 (5.0-9.4)° 50 @550 <0001
IMMUNISUPOrEsSvE LSe
Azathigprine [n [%]) 12{17.14) apad) 5T
Mycaphenolate (n [&]) 56 (80.0) 56 (34.8) 55 (B4 8]
Cyclosporine {n [%]) B[O 23(42.4) 23[35.4)
Tacralimus {n [%]) 19@714) a7 [B56.1) 42 [B4 B)
AQY  Significant dierence hetween bassine ad 6 mi.
Significant drence hetween bassine and 12 mo.
“Significant dfference between & 2nd 12 ma.
CTX, carhoony-terminal fsiopeptice of type | ooagen; PINE. procailagen type 1 aminolerminal propaptice: PTH, pamathormons.
TABLE 3.
Densitometric parameters at baseline and after & mo (T6) and 12 mo (T12)
Baseline T6 T2 P
Lumbar spine BMD (gfcm?) 0915 + 0.14 0.807 + 0148 0041 = DA40p= <000
Lumbsar spine T-score < —2.5 (n [%]) 17243 20{30.3) 17(26.2) 0.395
Femoral neck BMD o'em?) 0775+ 0.156 0.739 + 0.149° 0.742 £ 0.135° 0.0
Femoral neck T-score < —2.5 {n [%&]) 7o B(12.1) B(123 0.216
Tatal hip BMD {g/em® 0864 + 0.155 0.848 £+ 0157 0.857 £ 0.13F <000
Total hip T-score < —2.5 n [%]) 5(T1) T(10.6) 4(6.2) D184
Any site T-soore < —2.5 {n [%]) 19(27.1) 23349 2339 0210
AQ4  ‘signincant diarence betwesn assne @ § mo.
SSignificant diSerence between B:and 12 mo.
“Significant dfferenc: betwesn kaselne and 12 ma.
B, bone mineral censity
{17.5-70.0} days, P = 0.001. Each additional day of hos- The mean BMD decreased in the first 6 months, with
pitalization was associated with a 1.3% increase in the  partial recovery later (Table 3). The significant BMID vari-
risk of OSLEOPOTOSS {odds ratio, 1.013; 5% confidence  ations between baseline and & months and between 6 and
interval, 1.002-1.023; P = 0.001). There was no signifi- 12 months are shown in Figure 2. Most of the patients 2

cant difference in the frequency of osteoporosis between
men and women (23.8 versus 32.1%, P = 0.584). Mo
association was found berween BMD values and age,
race, weight, comorbidities, or bone metabolism labora-
tory parameters (P = (L05). The prevalence rates of oste-
oporosis after 6 and 12 months were 34.9% and 33.9%,

respectively.

{56.1%) experienced bone mass lass in the first &€ months
at any site (43.9% ar total hip and 33.3% at lumbar spinc).
In the subsequent & months, most of the patients remained
stable (40.6%) or gained bone mass (35.9%). No associa-
tion was found berween bone mass loss and age, sex, race,
comaorbidities, bone metabolism laboratory parameters, or
glucocorticoid dose (P = 0.05).
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HR-pQCT parameters at basaline (TO) and the mean individual differences in parameters between baseline and 6 mo

(AT8-T0) and between & and 12 mo (AT12-T&) at the tibia

Baseline ATE-TD Af3) Te-To P AT12-TE Af%) T12-T6 P
Trabecular parameters
Th.vBMD, mg Havem” 1570 + 45.0 —4.54 =0.09 -28% <000 -2.10=009 -1.34 <0001
BV/ET 0431 £+ 0037 000377 = 000007  -2.88 <0001 -0.00176 + 0,00008 -1.34 <0004
ToN, 1/mm 1.79 + 041 -0.0697 + 002346  -380 0009  0.00181 +0.00004 010 >0999
Th.Th, mm 0074 +0.047  0.00027 + 000003 0.36 <0001  -0.00181 +0.00004 -245 <0001
Th.Sp, mm 0.520 + 0.159 0.030 = 0.006 57 <000 —0.009 = 0.007 -1.73 0.53
Caortical parameters
Ct.vBMD, mg HAEm3 070 +71.3 230+3.20 025  »0909 -B68+3.48 -096 0038
Ct.Th, mm 121+0.20 —0.0163 + 000065 1.3 <000 —0.02 + 0.0D06 165 <0.001
Biomechanical properties
Stiffness, Nfmm 222735 = 63265 -2021 =119 -0 <000 —4617 + 133 -2.07 =0.001
Failure load, N 10604 + 2042 1145 -1.08 <0001 -208 + 6 -1.06 <0.001
Apparent modulus, Wmm® 2380 + 511 =21 =1 -0B8 <000 -2B+1 -1.18 <0001

A, mean Indhvidus] dirence; A i), parcent changs In masn indiideal dfferencs; BVTV, trabecuter bone wolams fracton; CF Th, corticsl fickness; CLVEMD. cortizsl volumeric bonz minaral density;
HR-ROCT. igh-resmuion perphersl quenttatve compuied Smograpy; TIN, Fabecisr number, Th.Sp, TFEbecusr separsioy; Th.Th, Febecular (ickness; TheEMED, Tabecus volLmert: boe

minefal gensty.

HE-pQCT analysis at the tibia showed that micro-
architectural bone parameters at baseline were associ-
ated with osteoporosis. Patients with osteoporosis had
lower trabecular volumetric BMD (128.18:51.88 versus
168.18=36.84 mg HAfem®, P = 0005), BV/BT (0.107=0.04
versus 0.140:0.03, P = 0.005) and trabecular number
(151041 versus 1.89+0.35 1/fmm, P < 0.001), greater tra-
becular separation ((.64320.212 versus 0.472=0.098 mm,
P = 0.002), and decreased cortical thickness (1.0820.33
versus 1.26=0.26 mm, P = 0L018) cnmpar\:d with patients
without osteoporosis. Regarding the estimated biome-
chanical propertics, patients with osteoporosis had lower
stiffness (188112263960 versus 236732257692 N/mm,
P =0.004), failure load (893222966 versus 1127222677 M,
P = 0.003) and apparent modulus (21722555 versus
1463:4?4N.fmml, P = 0.035) values.

Evolutive HR-p(}CT ansl}'sis (Table 4) showed that in
the first & months, patients had more prominent impair-
ment of trabecular bone. In the subsequent & months,
patients showed continuous, less intense deterioration of
trabecular bone, and more pronounced deterioration of
cortical bone. The estimated biomechanical properties
also deteriorated during the follow-up, with reductions in

stiffness, failure load, and apparent modulus at T& com-
pared with those at bascline and at T12 compared with
thase at T& (P < 0L001).

Vertebral fractures were found in 16 (23%) patienes
at baseline. Patients with vertebral fractures had a lower
fat mass than those without fractures (9.48=3.42 versus
15.1326.80kg, P = 0.001); among them, $7.53% (14/16)
were men, and 12.5% (2/16) were women (P = 0.011).
Mo association was found between vertebral fractures and
other clinical, laboratory or bone metabolism markers,
BMD, or HR-pQCT parameters (P = 0.035). After mult-
variate analyses, only a lower fat mass persisted as a risk
factor for vertebral fractures (odds ratio, 1.23; 95% confi-
dence interval, 1.04-1.47; P = 0.012). During the follow-up
period, 3 more patients had a vertebral fracture at Tg, and
1 more patient had a vertcbral fracture at T12; all cases
were grade 1 fractures. Vertebral fractures were found in
18 (28%) paticnts evaluated at T12.

DISCUSSION
To our knowledge, this is the first study to longitu-
dinally perform a thorough assessment of BMI), bone
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microarchitecture, and metabolism parameters, including
bone turnover variables, in HTx recipients during the first
year posttransplant. The main findings of our study were a
high prevalence of densitometric osteoporosis, vitamin Ir
deficiency, bone markers abnormalities, and vertebral frac-
tures at baseline evaluation. These biochemical and bone
turnover markers normalized with correction of vitamin D
deficicncy, suggesting the presence of osteomalacia/miner-
alization defect.

A noteworthy characteristic of the study population
was that 90% of patients were hospitalized at the time
of HTx and had a long length of hospitalization before
transplantation (47.5 days), which can be explained by
the unavailability of long-term assist devices as bridges for
transplants at our institution. Our results are in contrast
with data from the International Society for Heart and
Lung Transplantation; half of the patients in this registry
were on left ventricular-assist device support, and 44.4%
of recipients were hospitalized at the time of tmnsplant,r"
Indeed, the high prevalence of osteoporosis at baseline
{27%) observed in the present sample was associated with
the length of hespitalization before HTx. Advanced heart
failure, hospitalization, nutritional deficits, low sun expo-
sure, systemic inflammation, lack of physical activity, and
hormonal disorders may have contributed to this inding.

Our data regarding biochemical bone markers at
baseline (calcium at the lower limit of normal, a mean
250HD level of 15 ng/mL, high ALP, and high CTX) sug-
gested bone mineralization impairment due to vitamin IV
calcium deficiency, which was corrected with vitamin D
supplementation and a calcium-rich diet. These recom-
mendations should be made before introducing bone-
active drugs because bisphosphonate therapy in vitamin
Dicalcium-deficient patients may be less effective and
ma}_lv‘scxac:rbar\: bone mineralization defect/osteomala-

Carmel et al? showed that in postmenopausal
women with osteoporosis, those with serum 250HD
levels 233 ng/mL had a 4.5-fold greater likelihood of a
favorable response to bisphosphonate, whereas a 1-ngf
mL decrease in serum 230HD levels was associated with
a 3% decrease in the odds of responding. In fact, bispho-
sphonates reduce bone turnover and increase secondary
mineralization of bone, which is harnp:rtd in patients
with vitamin D dcﬁcu:ncyl This is a matter of greater
importance because vitamin D insufficiency is highly
prevalent in HTx recipients (92. 9% in the present sample
and up to 90% in the literature).

Bone mass loss and fragility fractures are important
complications after HTx. Previous studices have shown that
rapid bone loss gecurs most often in the first year after
transplantation.****! In our study, BMD loss occurred
mainly during the first 6 months after HTx, whereas in
the subsequent & months, most patients rtrnaincd stable or
gained bone mass. Interestingly, microarchitecture evalua-
tion using HR-pQCT revealed continuous bone loss over
the 1-year follow-up period, with greater impacts on tra-
becular bone in the first & months and on cortical bone in
the subsequent 6 months.

In our study, 28% of patients had vertebral fractures
after HTx, similar tqur:vi.Dus data reported in the litera-
ture (21%—44%).**Y Surprisingly, we demonstrate that
most vertebral fractures were present at the first evaluation
after transplantation, corresponding to 23% of patients. In
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fact, the peritransplant period is associated with a higher
risk of fractures due to the deleterious effects of advanced
heart failure and consequent poor pretransplant clinical
status of bone, as well as the high glucocorticoid doses
immediately after HTx, which may have an even greater
impact in the context of calcium and vitamin D deficiency.
In the study, vertebral fractures were associated with a
lower fat mass. In this regard, a low body weight has been
well documented as a risk factor for fragility fractures,
whereas a lower fat mass is a risk factor for hip and osteo-
porotic fractures but is not independent of the BMD and
Fracture Risk Assessment Tool probabilicy.*** Moreover,
a low weight and fat mass could be signs of frailty syn-
drome, found in up to 74% of patients with advanced
heart failure.*

In terms of ostcoporosis treatment, concerns exist regard-
ing the safety of bisphosphonates after HTx. Randomized
controlled trials and observational studies suggest a sig-
nificant increase in the risk of atrial fibrillation requiring
hospitalization with bisphosphonate use in the general
population, especially parcnt:ral drugs. 44 crndies of bis-
phosphonates in HTx patn:nts shuwcd no serious adverse
cvents, but the sample size is Emited.* Low serum levels
of calclum sccondary to low calcium intake or vitamin D
deficiency, may increase the risk of adverse cardiovascular
events with the use of bisphosphonate in this population.

Previous studies have shown that bisphosphonates
{alendronate, ibandronate, pamidronate, etidronate, rise-
dronate, clodronate, zoledronate) prevent bone mass loss
after HTx, especially in the lumbar spine, but the results
on the prevention of fractures are coneroversial. ' Our
finding of bone mineralization impairment due to vita-
min Dfcalcium deficiency may explain, at least in part, the
incfficacy of bisphosphonates in preventing fractures after
HTx. One study evaluating 149 HTx recipients treated
with either alendronate or calcitriol for 1 year f\uum:l
no differences in the fracture rates between the groups
Interestingly, the vitamin D level was not evaluated, but
the PTH level was decreased in the calcitriol group I:&Dl'l‘l
44-5 to 2925 pg/mL) and increased in the alendronate
group (from 39::4 to 5124 pg/mL} at the 6-month evalua-
tion (< 0. 'Dﬂl:l These alterations in the FTH level may
reflect vitamin D insufficiency and bone mineralization
impairment. Similarly, another study with 48 HTx recipi-
ents evaluated etidronate versus alfacalcidol, both associ-
ated with calcium carbonate. There were fewer vertebral
fractures in the alfacalcidol group than in the etidronate
group (2 versus 8 new vertebral fractures).”” The base-
line 250HD levels were 13.027.5 and 12.5=4.4ng/mL,
respectively.

The limitations of the study include the limited
sample size and the fact that it was performed at a
single center where long-term assist devices are not avail-
able. Furthermore, pretransplant data were not available
because most patients underwent their first evaluation for
HTx while hospitalized for acute decompensated heart
failure and without clinical conditions for BMD and bone
microarchitecture measurements. It is also important to
consider that our findings could be related to the charac-
teristics of our population, namely the high frequency of a
low BML, the long duration of hospitalization before HTx,
and the high mortality rate after HTx, which suggest a frail
population.
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In conclusion, high frequencies of densitometric osteo-

porosis, vitamin D deficiency, bone marker abnormalities,
and vertebral fractures were found shortly after HTx.
Of note, vitamin D deficiency is highly prevalent in HTx
patients and can contribute to an increased fracture risk
due to mineralization defect. Consequently, calcium and
vitamin [} supplementation should be the first step in cor-
recting bone mineralization impairment before specific
asteoporosis treatments. Further studies are necessary to
determine the right time to introduce bone-active drugs.
Special attention should be given to patients with a long
hospitalization duration before HTx and a low-fat mass.
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