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RESUMO

A varfarina € um anticoagulante inibidor da vitamina K utilizada como
prevencao e tratamento de doengas tromboembdlicas. Evidéncias na literatura
sugerem que o uso da varfarina a longo prazo pode levar a redugcao da densidade
mineral 6ssea. O mecanismo proposto para essa alteracdo € que a inibicado da
vitamina K (cofator essencial na mineralizagao 6ssea) pela varfarina leve a formagéao
da matriz 6ssea desmineralizada. Os dados na literatura sdo escassos e os estudos
avaliaram populagdes heterogéneas e com muitos vieses de selegdo. Até o momento
nao existem estudos que avaliaram a qualidade 6ssea pelo Trabecular Bone Score
(TBS) de pacientes usuarios de varfarina. Nesse estudo, comparamos pacientes em
uso do anticoagulante varfarina por mais de um ano com um grupo controle com
caracteristicas clinicas semelhantes sem o uso de anticoagulantes. O objetivo do
trabalho foi avaliar a densidade mineral 6ssea (DMO) e o TBS de pacientes em uso
de varfarina por mais de 1 ano em comparagéao ao grupo controle. Critérios de incluséo
foram pacientes do sexo masculino com idade entre 25-65 anos em uso de varfarina
por mais de um ano. Foi aplicado um questionario sobre habitos de vida e posterior
realizacdo de densitometria 6ssea por dupla emissdo de raios X (DXA) de coluna
lombar e quadril e avaliagdo da qualidade 6ssea através da ferramenta TBS. No grupo
varfarina (GV) 96 pacientes acompanhados no servigo de cardiologia foram
convidados, 36 aceitaram participar, 3 foram excluidos por uso menor que 1 ano,
resultado em 33 pacientes incluidos no GV. O grupo controle (GC) foi composto por
21 individuos pareados por idade e raca. A média de idade do GV foide 57,0+ 7,6
do GC 54,0 £ 10,6 anos (p = 0,095). A DMO (¢cm?) no GV foi menor do que no GC
em todos os sitios analisados (coluna p <0,001, quadril total p = 0,001 e colo do fémur
p = 0,005). Na analise multivariada, quanto maior o tempo de uso de varfarina, maior
a probabilidade de apresentar DMO baixa (OR = 1,239, IC 1,064-1,674; p = 0,01),
enquanto o maior indice de massa corporal (IMC) foi um fator de protecédo (OR =
0,732, 1C 0,533-0,918; p = 0,03). Os valores de TBS foram menores no GV comparado
ao GC (p =0,04). O TBS mais baixo foi associado a hipertensdo em ambos o0s grupos
e a DMO do quadril (colo de fémur e total) (p <0,005) no GV. Na analise multivariada,
apenas a hipertenséo (-0,10, IC -0,17 - -0,03, p = 0,008) e DMO total do quadril (0,26,
IC 0,07 - 0,46, p = 0,009) influenciaram o TBS. Demonstramos uma associagao entre
a piora da DMO e a qualidade 6ssea em pacientes em uso de varfarina por mais de
um ano.

Palavras-chave: Anticoagulantes. Osteoporose. Densidade 6ssea. Varfarina.



ABSTRACT

Warfarin is a vitamin K inhibitor anticoagulant used to prevent and treat
thromboembolic diseases. Evidence in the literature suggests that long-term use of
warfarin may lead to a reduction in bone mineral density. The mechanism proposed
for this change is that with the inhibition of vitamin K (essential cofactor in bone
mineralization) by warfarin, there would be the formation of the demineralized bone
matrix. Data in the literature are scarce and studies have evaluated heterogeneous
populations with many selection biases. To date, there are no studies that have
evaluated bone quality using TBS in patients using warfarin. In this study we compared
patients using the anticoagulant warfarin for more than a year with a control group with
similar characteristics but without using the anticoagulant drugs. Evaluate the bone
mineral density (BMD) and TBS of patients taking warfarin for more than 1 year
compared to a control group. Male patients aged 25-65 years in warfarin use for more
than one year were included. Patients answered a questionnaire regarding lifestyle
habits and performed a dual X-ray densitometry (DXA) (lumbar spine and hip) and TBS
was evaluated. From 96 patients invited, 36 patients accepted, 3 were excluded and
33 patients comprised the warfarin group (WG). The control group (CG) was composed
of 21 individuals matched by age and race. The mean age of WG was 57.0 £ 7.6 and
in the CG 54.0 £ 10.6 years (p = 0.095). The BMD in WG was lower than in the CG in
all sites (spine p<0.001, total hip p=0.001, and femoral neck p=0.005). A longer time
of warfarin use increased the likelihood of having low BMD (OR= 1.239, CI 1.064-
1.674; p=0.01), whereas high BMI decreased it (OR= 0.732, Cl 0.533-0.918; p=0.03).
The TBS was lower in WG than the CG (p=0.04). Lower TBS was associated with
hypertension in both groups, and to the hip BMD (neck and total) (p<0.005) in the WG.
In the multivariate analysis only hypertension (-0.10, Cl -0.17 - -0.03, p=0.008) and
total hip BMD (0.26, CI 0.07 - 0.46, p=0.009) influenced TBS. We demonstrated an
association between worsening of BMD and bone quality in patients taking warfarin for
more than one year.

Keywords: Anticoagulants. Osteoporosis. Bone Mineral Density. Warfarin.
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1 INTRODUGAO

A varfarina € um anticoagulante inibidor da vitamina K utilizado em muitas
situagdes como prevencgao e/ou tratamento de doengas ou eventos tromboembdlicos
primarios ou secundarios (1). Apesar de seus beneficios na anticoagulagao, existem
evidéncias na literatura de que a varfarina pode levar a efeitos negativos na DMO (2).
Isso ocorre porque a vitamina K € um cofator essencial para a formacdo da matriz
0ssea, e a inibicao da vitamina K pela varfarina leva a formacao de uma matriz 6ssea
desmineralizada (3). Estudos revelaram que pacientes que usam varfarina por mais
de um ano podem evoluir com reducdo da densidade mineral 6ssea e fraturas, em
adultos e criangas. No entanto, esses estudos s&o pequenos, com um grupo
heterogéneo de pacientes e muitos fatores de confusao (4,5). A redugdo da massa
o0ssea impacta na qualidade de vida e aumenta a mortalidade nesses pacientes.
Apesar de poucos dados, quando comparada aos novos anticoagulantes nao
inibidores da vitamina K, a varfarina apresentou maior risco de fratura (6), maior
reducdo do volume 6sseo, aumento da separacgao trabecular e aumento da renovagao
O0ssea, o que afeta diretamente a qualidade d6ssea (7). O TBS, recurso da
densitometria 6ssea, € uma ferramenta que avalia a qualidade éssea indiretamente,
comparavel aos parametros da bidpsia dssea (8). E possivel que a varfarina possa
reduzir além da DMO, também a qualidade éssea. Entretanto, até o momento, ndo ha
estudos controlados com TBS para avaliar a qualidade éssea em pacientes em uso
de varfarina e os estudos sobre DMO apresentam grande heterogeneidade. Por esse
motivo, este estudo teve como objetivo avaliar a DMO e o TBS em homens em uso
de varfarina por mais de um ano em comparagao com um grupo controle pareado e
verificar a possivel associacdo com outros fatores de risco classicos para

osteoporose, caracteristicas clinicas associadas ao uso de varfarina.

2 REVISAO DE LITERATURA

Com o aumento da expectativa de vida das populagcdes e menor mortalidade
por doencas infecciosas, ha aumento da incidéncia e prevaléncia de doengas crbénicas
como € o caso da osteoporose.

A osteoporose € uma doencga crénica definida pela fragilidade o6ssea e

alteracbes na microarquitetura 6ssea que pode levar a fraturas ésseas de baixo
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impacto ou fraturas por fragilidade (9). Fratura por fragilidade € definida pela
Organizacdo Mundial de Saude como “uma fratura causada por um trauma que seria
insuficiente para fraturar um osso normal, resultado de uma reducgéo da resisténcia
compressiva ou torsional (10).

Em todo o mundo, a osteoporose causa mais de 8,9 milhdes de fraturas
anualmente, resultando em uma fratura osteoporética a cada 3 segundos (11). No
Brasil, a prevaléncia de osteopenia e osteoporose avaliada em um estudo na cidade
de Sao Paulo (SP) revelou que 33% das mulheres na pds-menopausa apresentavam
osteoporose na coluna lombar ou no fémur e 11,5% ja apresentavam fraturas
osteopordticas (12).

O numero total de pessoas acometidas por fraturas por fragilidade chega a 10
milhdes no Brasil e o gasto com tratamento e cuidados desses casos no Sistema
Unico de Satde (SUS) em 2010 chegou a R$ 81 milhdes. Estima-se que o nimero de
fraturas de quadril também aumente, em 2010 eram 121.700 casos em 2010, em 2050
podera chegar a 160.000 (13).

O diagnostico da osteoporose é de extrema importancia, pois o tratamento
farmacolégico pode reduzir custos, melhorar qualidade de vida e prevenir fraturas.
Atualmente, o diagndstico da osteoporose pode ser realizado de 3 formas distintas:

a) através da avaliacdo da DMO por DXA.

a. T score igual ou menor que -2,5 DP em um dos sitios (coluna
lombar, colo do fémur, fémur total ou 33% do radio) (14);
b) apds uma fratura por fragilidade (baixo impacto) independente da DMO
(15);
c) ou se alto risco de fraturas em 10 anos calculado através do algoritmo do
FRAX (15,16).

FRAX foi desenvolvido pelo World Health Organization Collaborating Center for
Metabolic Bone Diseases da Universidade de Sheffield, Inglaterra, em parceria com a
Organizagdo Mundial de Saude (OMS) e foi langado em 2008. A probabilidade de
fraturas em 10 anos é calculada através da histéria clinica do paciente e fatores de
risco com ou sem a densidade mineral éssea do colo do fémur avaliada pela DXA
(17).

O FRAX Brasil foi validado recentemente para a populagao brasileira e leva
em consideracgao fatores de risco associados a valores de densidade mineral 6ssea

e/ou TBS. Fatores de risco incluidos no FRAX sao: idade, sexo, uso de
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glicocorticoides, histéria familiar de fratura de quadril (pais), fratura prévia por
fragilidade, baixo IMC, tabagismo atual, historia de artrite reumatoide ou osteoporose
secundaria e consumo excessivo de alcool (18).

A osteoporose secundaria € definida como baixa massa 6ssea com alteragdes
da microarquitetura 6ssea levando a fraturas por fragilidade na presenga de doenga
de base ou medicagao (19). Até 30% das mulheres pds-menopausicas e 50 a 80%
dos homens apresentam fatores que contribuem para a osteoporose quando
submetidos a uma avaliagdo das causas subjacentes da doenga (20). O diagndstico
de causas secundarias de osteoporose é importante, pois a resposta pode ser limitada
se a causa subjacente nao for descoberta.

Evidéncias na literatura indicam que os anticoagulantes orais, em particular
os inibidores de vitamina K como a varfarina, tém efeitos negativos na densidade
mineral 6ssea (1) e podem ser considerados causas secundarias de osteoporose
aumentando o risco de fraturas, morbidade e mortalidade nos pacientes que utilizam

a medicacao por mais de 1 ano (6).

2.1 MECANISMO DOS EFEITOS OSSEOS PELA VARFARINA

A vitamina K é um cofator essencial para a formacdo da matriz 6ssea e a
inibicdo dessa vitamina pela varfarina pode levar a defeitos na matriz 6ssea (2). Trés
proteinas principais dependentes da vitamina K estdo implicadas na chave para a
formacado Ossea: osteocalcina, proteina Gla da matriz e proteina de crescimento
proteico 6 (GAS6). Essas proteinas estdo envolvidas na inibicdo da calcificagdo
vascular, manutencao da formacao éssea e regulacado do crescimento vascular (1).
Desde 1970, quando foi sequenciada a osteocalcina foi confirmada que desempenha
um papel importante na mineralizagcdo 6ssea. A estrutura unica da osteocalcina
permite a ligagdo de ions de calcio e superficie mineral de calcio nas posi¢des 17, 21
e 24 com trés residuos de acido gama-carboxiglutdmico (21). A vitamina K € um
cofator essencial na gama-carboxilagdo da osteocalcina que contribui para a
mineralizagdo 6ssea. Com a inibicdo da vitamina K, ha interferéncia na sintese da
proteina de acido glutamil y-carboxilado pela vitamina K no osso, resultando em
proteina Gla anormal e acumulo de osteocalcina nao carboxilada (22).FIGURA 1. Por
esta razdo, proteinas anormais da matriz éssea nao conseguem se ligar a

hidroxiapatita, resultando em falha na mineralizagdo da matriz 6ssea (4) FIGURA 2.



FIGURA 1 — CARBOXILAGCAO DA OSTEOCALCINA E INIBIGAO PELA VARFARINA.
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FONTE: Adaptado de Booth SL et al. (2013)(23).
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FIGURA 2— MECANISMO DE FALHA DA MINERALIZAGAO OSSEA CAUSADO PELA VARFARINA.
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FONTE: Adaptado de Booth SL et al. (2013).

2.2 DENSIDADE OSSEA E USO DA VARFARINA

Redugao da DMO em coluna lombar foi associada ao tempo de uso de varfarina

em um estudo que incluiu homens e mulheres na pré e pos menopausa (2). Em outro

pequeno estudo que comparou a DMO de 17 criangas usuarias crénicas de varfarina
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(mediana de 8,2 anos) com um grupo controle, houve menor DMO de coluna lombar
no grupo varfarina (5). A reducdo da densidade mineral 6ssea em coluna e também
em fémur foi demonstrada em homens com uso superior a 4 meses (7) € no segundo
metacarpo de pacientes apds acidente vascular cerebral com 3 a 5 anos de uso de
varfarina (3). Nesse ultimo estudo n&o foi observado aumento do risco de fratura de
quadril nos pacientes usuarios de varfarina (3). Aumento da osteocalcina
descarboxilada e do ativador do receptor do fator nuclear kappa 3 (RANKL) sugerindo
possivel alteragao da mineralizacado 6ssea foi demonstrado em estudo com pacientes
em fibrilacdo atrial (4). Um fator de confusdo nesse estudo foi o fato de incluir
pacientes tabagistas e diabéticos que sabidamente sao grupos que podem apresentar
alteracdo da massa 6ssea. Um estudo recente de vida real comparou os pacientes
com fibrilagdo atrial em uso de varfarina com o uso dos novos anticoagulantes orais
diretos (DOACSs) apixabana, dabigatrana e rivaroxabana. Esse estudo mostrou menor
risco de osteoporose com os DOACs quando comparados a varfarina e essa
associagao foi mais forte quanto maior o tempo de uso de varfarina (24). Apesar
dessas fortes evidéncias de uma menor DMO em usuarios de varfarina, um estudo
realizado em homens idosos >65 anos usuarios de varfarina com fibrilagao atrial e
outras comorbidades (diabetes, hipertireoidismo, doenga pulmonar obstrutiva crénica)
nao demonstrou associagdo da baixa DMO com o uso da varfarina (25). Por esse
motivo, o acometimento da DMO pela varfarina ainda é um ponto controverso na
literatura, pois as evidéncias disponiveis abordaram, na maioria das vezes, grupos
heterogéneos de pacientes com varios fatores de confusdo e outras comorbidades

que sabidamente interferem na massa 6ssea.

2.3 QUALIDADE OSSEA E USO DE VARFARINA

A qualidade 6ssea é um fator determinante da resisténcia dssea, no entanto,
diferente da DMO, ha maior dificuldade no acesso a tecnologias para determinar a
microarquitetura 6ssea. As tecnologias disponiveis para avaliagao da microarquitetura
O0ssea sdo: analise histomorfométrica e microtomografia da biopsia éssea de crista
iliaca, tomografia computadorizada quantitativa periférica de alta resolu¢gao (HRpQCT)
e imagem oOssea por ressonancia magnética. No entanto, nos ultimos anos, o

Trabecular Bone Score (TBS), uma nova tecnologia de facil acesso foi desenvolvida.



21

O TBS é realizado através de um software (TBS iNsight Software, Medlmaps, Suica)
acoplado ao aparelho de DXA e consegue avaliar através de variagdes de nivel de
cinza de pixel, indiretamente, a microarquitetura 6ssea (26). O valor do TBS
representa a média dos valores encontrados de L1 a L4 e valores propostos para uso
na pratica clinica s&o: alto risco de fraturas (£1.23), risco intermediario de fraturas
(TBS> 1.230 e <1.31) e baixo risco de fraturas (TBS = 1.31) (27).

Na FIGURA 3 abaixo, uma ilustracdo de pacientes com DMO semelhante,
porém em (A) com boa qualidade trabecular refletindo em TBS com valor normal e em
(B) com qualidade trabecular comprometida refletindo em TBS parcialmente

degradado.

FIGURA 3 — REPRESENTAGAO DO VALOR DO TBS INDEPENDENTE DA DMO.

DMQO=0.972 llustracdo de TBS= 1.450
— = trabéculas 6sseas — .

w1 bem estruturadas

Experimental
llustrag3o de variogram TBS=1.243

trabéculas ésseas
alteradas

FONTE: Adaptado de BC Silva et al., 2014 (26)

Estudos mostraram que ha correlagao significativa do TBS com parametros da
microarquitetura 6ssea e que a ferramenta permite diferenciar com precisdo entre
duas microarquiteturas 3D que exibem a mesma quantidade de osso, mas diferentes
caracteristicas trabeculares (28).

O TBS esta associado ao risco de fratura em individuos com condigdes

relacionadas a reducdo da massa Ossea ou da qualidade éssea. Um valor de TBS
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elevado correlaciona-se com uma melhor estrutura de esqueleto; um baixo valor de
TBS correlaciona-se com a pior qualidade da microestrutura esquelética (29).

A maioria dos estudos presentes na literatura sdo de coortes de mulheres na
pos menopausa. Nessa populagéo o TBS foi associado ao risco de fraturas vertebrais
e nao vertebrais, independente dos valores de DMO, e a combinagao entre TBS e
DMO também aumentou a predigdo no risco de fraturas (30). Estudos em homens
demonstraram também potencial uso do TBS nessa populacdo. Um estudo com 180
homens (45 com histéria de fratura e 135 controles), demonstrou que em homens com
historia de fratura apresentavam menor valor de TBS quando comparados aos
controles com mesma DMO (27,31). Esses dados sugerem a aplicabilidade do TBS
na estimativa do risco de fratura nos homens independente da DMO. A
International Society for Clinical Densitometry (ISCD) recomendou o0 uso de TBS em
homens associado a DMO e ao calculo do FRAX para previsao do risco de fraturas
(32).

Nao existem evidéncias na literatura avaliando a qualidade éssea pelo TBS em
usuarios de varfarina. Porém, um estudo de histomorfometria demonstrou que quando
comparada a dabigatrana, um novo anticoagulante inibidor da trombina, ratos tratados
com varfarina apresentaram diminuicéo significativa do volume &ésseo, aumento da
separacgao trabecular e aumento do turnover ésseo sugerindo alteragdo na qualidade
ossea (33). Recentemente, um caso de uma paciente em hemodialise ha 25 anos e
uso de varfarina ha 13 anos por troca valvar foi submetida a analise histomorfometria
de biopsia 0ssea e observou-se alteracdes incompativeis com doencga d6ssea renal.
No entanto, mostrou comprometimento nos processos de calcificagcdo dssea, alta
remodelagao 6ssea, baixo volume ésseo e fibrose leve relacionado, pelos autores ao
uso da varfarina. Além disso, nesse trabalho a osteocalcina descarboxilada estava em

niveis sanguineos elevados sugerindo ma mineralizagao 6ssea (22).

2.4 RISCO DE FRATURA EM USUARIOS DE VARFARINA

Aumento de 3 a 5 vezes no risco de fraturas vertebrais e de costela foi
demonstrado em mulheres com fibrilagao atrial usuarios de varfarina por pelo menos
3 meses ou mais de 1 ano, respectivamente (34). Em 4.461 pacientes idosos usuarios
de varfarina por fibrilacdo atrial ha mais de 1 ano, a chance de uma fratura foi maior

(OR, 1,25;IC 95%, 1,06-1,48) quando comparada a pacientes ndo usuarios de
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varfarina. Nesse estudo a associagao positiva entre varfarina e fraturas deu-se na
populacdo masculina, mas ndo em mulheres. Além disso, uso de varfarina inferior a 1
ano nao mostrou associagao com aumento de fratura (35). Uma metanalise recente
que comparou pacientes em uso de varfarina com outros anticoagulantes orais néo
antagonistas da vitamina K (DOACs) demonstrou menor risco de fratura (RR: 0.82,
95%CI: 0.73-0.93, P = 0.001) nos pacientes em uso de DOACs quando comparados
aos pacientes em uso de varfarina (6). Outro estudo em pacientes com fibrilagao atrial
tratados com varfarina foram comparados aos pacientes em uso de DOACs. Os
DOACSs foram associados a uma incidéncia menor de qualquer fratura comparados a
varfarina (3,1% vs. 3,8%), levando a um risco de fraturas 15% menor com o uso os
DOACSs. A incidéncia de fraturas maiores também foi significativamente menor com
DOACs (2,3% vs. 2,8%) (36).

No entanto, alguns estudos ndo demonstraram aumento do risco de fraturas
com a varfarina. Dados de um estudo que avaliou homens e mulheres idosas (> 65
anos) com uso crénico de varfarina por 1 ano (HR 1.08; 95%CI 0.87-1.35) ou 3 anos
(HR 1.13 ;95%CI 0.84-1.50), n&do demonstraram associagdo com fraturas de quadril

ou coluna (37).
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3 HIPOTESES

Os pacientes em uso de varfarina apresentam menor densidade mineral éssea
guando comparado aos pacientes que nao fazem uso do medicamento.

Quanto maior tempo de uso da varfarina menor densidade mineral 6ssea.

Os pacientes em uso de varfarina apresentam menor quando comparados ao

grupo controle.

4 JUSTIFICATIVA

A osteoporose € uma doenca silenciosa que pode levar a incapacidade e risco
de morbimortalidade. Segundo a literatura médica, o uso de varfarina pode ser
considerado como uma causa de osteoporose secundaria. Visto que outras causas
secundarias de osteoporose apresentam acometimento da qualidade dssea e que néo
existem até o momento estudos que avaliaram a qualidade 6ssea através do TBS dos
pacientes em uso de varfarina a longo prazo, esse estudo ira trazer novas informacgoes
sobre o acometimento Osseo nesse grupo de pacientes. Os dados coletados e
avaliados no estudo irdo contribuir para o conhecimento cientifico e melhor manejo

desse grupo de pacientes.

5 OBJETIVOS
5.1.1 Objetivo geral

Este estudo teve como objetivos: comparar a DMO e o TBS de pacientes em
uso de varfarina por mais de 1 ano em acompanhamento no ambulatério de
Cardiologia do Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana (HC/UFPR)

com o grupo controle.
5.1.2 Objetivos especificos
Avaliar a associacdo com outros fatores classicos de risco para osteoporose,

habitos de vida, fatores clinicos demograficos e tempo de uso nos pacientes em uso

de varfarina comparado com grupo controle.
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6 MATERIAL E METODOS

Estudo transversal, controlado e descritivo, amostra por conveniéncia. Os
pacientes em uso de varfarina por mais de 1 ano foram convidados a participar do
estudo durante consulta de rotina na cardiologia do Hospital de Clinicas da
Universidade Federal do Parana (HC-UFPR), apds explicacdo detalhada da
relevancia da pesquisa.

Estudo aprovado no comité de ética em pesquisa sob o numero
84042318.2.0000.0096 e todos os pacientes assinaram o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE).

6.1 GRUPO VARFARINA

Durante 6 meses, no grupo em uso da varfarina (GV) foram incluidos homens de
25 a 65 anos em uso varfarina por 1 ano ou mais. Pacientes com causas secundarias
conhecidas de osteoporose, como histéria de uso de corticoide, diabetes mellitus tipo
1 e 2, doencgas inflamatdrias e reumatologicas cronicas, hipertireoidismo, neoplasias,
uso de anticonvulsivantes, hipogonadismo e insuficiéncia renal crénica (taxa de
filtracdo glomerular estimada <60 mL/min /1,73 m?), qualquer condigdo genética ou
cronica conhecida por afetar a DMO ou um indice de massa corporal (IMC) de <18,5
kg/m? e 235 kg/m?, foram excluidos. Apods assinatura do TCLE o paciente foi convidado
a realizar exame de DXA, no Servigo de Endocrinologia e Metabologia do HC-UFPR
(SEMPR). Neste momento foi aplicado um questionario desenvolvido pelos
pesquisadores para coleta de dados sobre a doencga de base, uso da varfarina (tempo
de uso e motivo de uso), habitos de vida (tabagismo, etilismo, quedas no ultimo ano,
fraturas, consumo de produtos lacteos, histéria familiar de osteoporose, reducao de
altura e avaliagdo de atividade fisica pelo “International Physical Activity
Questionnaires” (IPAQ) e afastar causas secundarias de osteoporose.

De acordo com o nivel de atividade fisica segundo o questionario IPAQ foram
considerados: Muito ativo (atividade fisica vigorosa 5 dias/semana e = 30 minutos);
Ativo (atividade fisica vigorosa 2 3 dias/semana e 2 20 minutos por sessao que nao
atinja valores do grupo anterior; ou caminhada = 5 dias/semana e = 30 minutos por
sessdo; ou qualquer atividade somada: = 5 dias/semana e = 150 minutos/semana);

Irregularmente ativo aquele que ndo se encaixa em ativo ou muito ativo, mas pratica
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mais de 10 minutos continuos de atividade fisica durante a semana); Sedentario:
aquele que nao realizou nenhuma atividade fisica por pelo menos 10 minutos

continuos durante a semana.

6.2 GRUPO CONTROLE

O grupo controle (GC) foi composto por homens de 25 a 65 anos, voluntarios
que acompanham no ambulatério de Cardiologia do HC/UFPR e que nunca fizeram
uso de anticoagulantes. Os mesmos critérios de exclusao foram aplicados ao GC e
ao GV. Depois de assinar o TCLE, os membros do GC realizaram as mesmas

avaliagbes que os pacientes do GV, exceto os dados de testes de laboratério.

6.3 ANALISE BIOQUIMICA

As dosagens de calcio (método arsenazo lll, valor normal (VN) = 8,6-10,3 mg/dL),
paratorménio (método quimioluminescéncia VN= 15-68 pg/mL), vitamina D 250H
(método imunoensaio quimioluminescéncia classificada de acordo com a Endocrine
Society: deficiéncia abaixo de 20 ng/ml, insuficiéncia entre 21-29 ng/ml e suficiéncia
acima de 30 ng/mL), creatinina (método cinético picrato alcalino reacao de jaffe, VN=
0,7-1,2mg/dL) com clearance de creatinina calculado pela férmula Ckd-EPI, fosforo
(método ultra-violeta fosfomolibdato, VN= 2,3-4,7 mg/dL) e albumina (método
colorimétrico verde de bromocresol, VN= 3,5-5,0 mg/dL), foram coletados através de

revisdo de prontuario os dados mais proximos a avaliacao clinica.

6.4 DENSIDADE MINERAL OSSEA E TRABECULAR BONE SCORE

A analise de DMO foi realizada por densitometria por dupla emissao de raios X
(DXA) em aparelho HOLOGIC Horizon (serial number 201383, Bedford, USA) da
coluna lombar (L1-L4), colo do fémur e fémur total e microarquitetura 6ssea avaliada
pelo TBS. O TBS foi obtido de todas as avaliagdes lombares da DXA (L1-L4, ndo
excluidas na medida de DMO) usando o software TBS iNsight versdo 3.0.2.0
(MediMaps, Genebra, Suica) e as versodes 2.2 e 3.0.

De acordo com o Z-score em menores de 50 anos e do T-score em maiores de

50 anos, os pacientes foram classificados em normais (massa 6ssea normal ou
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adequada para a idade) ou alterado (osteopenia, osteoporose ou DMO abaixo do
esperado para a faixa etaria) segundo os critérios da ISCD (38) e Associagéo
Brasileira de Avaliacdo Ossea e Osteometabolismo (ABRASSO) (15). O TBS foi
estratificado em: microarquitetura degradada (<1.230), microarquitetura parcialmente
degradada (TBS> 1.23 e <1.31) e normal (TBS 2 1,31) (27).

6.5 ANALISE DO FRAX

A probabilidade de fratura em 10 anos foi estimada utilizando a ferramenta
FRAX® Brasil (18) com dados clinicos e dados de DMO de colo de fémur com e sem

corregao de TBS em ambos os grupos (39).

6.6 ANALISE ESTATISTICA

Todas as analises de dados foram realizadas por meio do software estatistico
R (R Core Team, 2019) versédo 3.6.1 (40). A normalidade da amostra foi verificada por
meio do teste de Shapiro-Wilk. As variaveis quantitativas foram expressas em média
+ desvio padrao, enquanto as variaveis qualitativas foram expressas em frequéncia
absoluta e relativa. Para testar as diferencas entre o GC e o GV, os testes nao
paramétricos de Mann-Whitney e o teste exato de Fisher foram usados para as
variaveis numéricas e categoricas, respectivamente. A analise multivariada foi
realizada por meio de regressao logistica. Odds ratios e intervalos de confianga de
95% foram calculados. O nivel de significancia adotado no estudo foi de 5%, o que

indica diferencga significativa quando p < 0,05.
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7 APRESENTAGAO DOS RESULTADOS

Apresentam-se nas paginas seguintes o artigo que foi submetido a revista
Archives of Osteoporosis, de classificagdo B1 segundo avaliagao da Plataforma Sucupira,
com titulo “TRABELCULAR BONE SCORE (TBS) AND BONE MINERAL DENSITY IN
PATIENTS WITH LONG TERM THERAPY WITH WARFARIN”, em 27/03/2020. Este
artigo foi aceito e publicado na versdao online dia  08/06/2020
(https://link.springer.com/article/10.1007%2Fs11657-020-00770-z). O artigo esta

formatado segundo os parametros exigidos pelo periédico.
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ABSTRACT

Summary In this study we compared patients using the anticoagulant warfarin for more than a
year with a control group with similar characteristics but without using the drug. We
demonstrated worse BMD and bone quality by trabecular bone score (TBS) in patients using
warfarin for more than one year.

Introduction Evaluate the bone mineral density (BMD) and the trabecular bone score (TBS) of
patients taking warfarin for more than 1 year compared to a control group.

Methods Male patients aged 25-65 years in warfarin use for more than one year were included.
Patients answered a questionnaire regarding lifestyle habits and realized a dual X-ray
densitometry (DXA) (lumbar spine and hip) and TBS was evaluated.

Results From 96 patients invited, 33 patients accepted to participate and comprised the warfarin
group (WGQ), 3 were excluded. The control group (CG) was composed of 21 individuals
matched by age and race. The mean age of WG was 57.0 + 7.6 and in the CG 54.0 + 10.6 years
(p = 0.095). The BMD in WG was lower than in the CG in all sites (spine p<0.001, total hip
p=0.001, and femoral neck p=0.005). A longer time of warfarin use increased the likelihood of
having low BMD (OR= 1.239, CI 1.064-1.674; p=0.01), whereas high BMI decreased it (OR=
0.732, CI10.533-0.918; p=0.03). The TBS was lower in WG than the CG (p=0.04). Lower TBS
was associated with hypertension in both groups, and to the hip BMD (neck and total) (p<<0.005)
in the WG. In the multivariate analysis only hypertension (-0.10, CI1-0.17 - -0.03, p=0.008) and
total hip BMD (0.26, CI 0.07 - 0.46, p=0.009) influenced TBS.

Conclusion We demonstrated an association between worsening of BMD and bone quality in
patients taking warfarin for more than one year.
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INTRODUCTION

Warfarin anticoagulant, a vitamin K inhibitor, is used in many situations as prevention and/or
treatment of primary or secondary thromboembolic diseases or events [1]. Despite its benefits,
the literature indicates that warfarin has negative effects on bone mineral density (BMD) [2].
This occurs because vitamin K is an essential cofactor for the bone matrix formation, and the
inhibition of vitamin K by warfarin leads to the formation of a demineralized matrix [3].
Therefore, studies revealed that patients who use this drug for more than one year can progress
with reduced bone mass and fracture, reported in adults and children [4]. These studies are
small, with a heterogeneous group of patients and many confounding factors [4-6]. The reduced
bone mass impacts the quality of life and increase the mortality in these patients. To date,
despite little data, warfarin compared to the new non-vitamin K inhibitors anticoagulants,
showed a higher risk of fracture [7], higher reduction in bone volume, increased trabecular
separation and increased bone turnover, which directly affects bone quality [8]. The trabecular
bone score (TBS), a resource of the bone densitometry, can evaluate bone quality indirectly,
comparable to parameters of bone biopsy [9]. It is possible that warfarin could reduce besides
BMD, also the bone quality. However to date, there are no controlled studies with TBS to
evaluate bone quality in patients using warfarin and the studies on BMD have great
heterogeneity. For this reason, this study aimed to evaluate BMD and TBS in men taking
warfarin for more than one year compared to a matched control group and to verify the possible
association with other classical risk factors for osteoporosis, clinical features associated to the

use of warfarin, compared to a control group.

METHODS

A cross-sectional, controlled study involving male patients treated at the cardiology outpatient
clinic of the Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana (HC-UFPR). The study
was approved by the Ethics Committee on Human Research at our institution
(84042318.2.0000.0096), all patients signed an informed consent form (ICF).

Studied population

Patients

During 6 months, men ages 25-65 who had used warfarin for >1 year were included, comprising
the warfarin group (WG). Patients with known secondary causes of osteoporosis, such as a
history of corticoid use, type 1 and type 2 diabetes mellitus, chronic inflammatory and
rheumatologic diseases, hyperthyroidism, neoplasm, use of anticonvulsants, hypogonadism and

chronic renal failure (estimated glomerular filtration rate <60 mL/min/1.73 m?), as well as any
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genetic or chronic condition known to affect BMD or a body mass index (BMI) of <I8.5 kg/m?
and >35 kg/m?, were excluded.

Patients were invited to perform a dual-emission X-ray bone densitometry (DXA) at the Servigo
de Endocrinologia e Metabologia do Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana
(SEMPR). A questionnaire with structured interview developed by the researchers was used to
collect the following data: baseline disease characteristics, comorbidities, use of warfarin (time
of use and reason for use), lifestyle (smoking, alcohol consumption, falls in the last year,
fractures, dairy products consumption in the diet, family history of osteoporosis, height
reduction) and assessment of physical activity by the International Physical Activity
Questionnaires (IPAQ). In accordance with the IPAQ questionnaire, patients were classified as
very active (vigorous physical activity 5 days/week and > 30 minutes per session), active
(vigorous physical activity >3 days/week and >20 minutes per session; or walking > 5
days/week and >30 minutes per session or any activity for more 150 minutes/week), irregularly
active (more than 10 continuous minutes of physical activity during the week) or sedentary (did
not perform any physical activity during the week).

Controls

The control group (CG) consisted of male volunteers ages 18 to 65 who were undergoing
treatment at the cardiology clinic of the same hospital for other cardiovascular diseases and
who had never used any anticoagulants. The same exclusion criteria were applied to the CG
and the WG. After signing the ICF, CG members performed the same evaluations as WG
members except for the laboratory tests.

Biochemical analysis

Laboratory results of the WG were collected from medical records closest to the evaluation or
from a blood sample collected at the time of DXA evaluation: : calcium (Arsenazo I1I method,
normal value [VN] = 8.6-10.3mg/dl); parathyroid hormone (chemiluminescence VN = 15-68
pg/ml); 25 hydroxy vitamin D (250HD) chemiluminescent immunoassay interpreted according
to the Endocrine Society guideline deficiency (< 20 ng/ml), insufficiency (> 20-29 ng/ml) and
sufficiency (> 30ng/ml); creatinine (alkaline picrate kinetic method, Jaffe reaction, VN = 0.7-
1.2 mg/dL); phosphorus (phosphomolybdate ultra violet method, VN = 2.3-4.7 mg/dl); albumin
(green bromocresol colorimetric method, VN = 3.5-5,0 mg/dL) and glomerular filtration rate
estimated using the CKD-EPI formula.

Bone densitometry scan and trabecular bone score

A BMD exam was performed using DXA in a HOLOGIC Horizon A machine (serial number
201383, Bedford, USA), to analyze the lumbar spine (L1-L4), femoral neck, and total femur.
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The BMD results were expressed as g/cm? and evaluated according to the recommendation of
the International Society for Clinical Densitometry (ISCD). The patients BMD was classified
as normal (BMD normal or appropriate for age) or low (osteopenia, osteoporosis, or BMD
below that expected for the age range).

TBS was obtained from all DXA lumbar scans (L1-L4 not excluded in the BMD measurement)
using the TBS iNsight software version 3.0.2.0 (MediMaps, Geneva, Switzerland), as well as
versions 2.2 and 3.0. It was stratified according to the studies conducted in the male population
in Latin America. In addition, following the DXA manufacturer, the microarchitecture was
considered degraded when values were < 1.230, partially degraded when values were > 1.23
and <1.31, and normal when they were > 1.31 [10].

FRAX analysis

The 10-year probability of fractures was estimated using the FRAX® Brazil tool [11] with and
without TBS correction in both groups. For the WG, FRAX was evaluated considering the use
of warfarin as a secondary cause of osteoporosis [12].

Statistical analysis

All data analyses were performed using the statistical software R (R Core Team, 2019) version
3.6.1. Sample normality was verified using the Shapiro—Wilk test. Quantitative variables were
expressed in average + standard deviation, whereas qualitative variables were expressed in
absolute and relative frequency. To test the differences between the CG and the WG, Mann—
Whitney non-parametric tests and Fisher’s exact test were used for numerical and categorical
variables, respectively. A multivariate analysis was performed using logistic regression. Odds
ratios and 95% confidence intervals were calculated. The level of significance adopted in the

study was 5%, which indicates a significant difference when p < 0.05.

RESULTS

Among all patients at the cardiology clinic who used anticoagulants, 93 were selected to
participate in the study. Of these, 36 accepted, but 3 were excluded due to less than 1 year of
warfarin use. The mean age of the 33 patients included in the WG was 57.0 &= 7.6 years, and 21
patients were included in the CG, mean age 54.0 + 10.6 years. The mean BMI of the WG was
27.00 £+ 4.45 kg/m?. Most of them were overweight or obese, did not smoke, had low calcium
intake, were sedentary or irregularly active, and had hypertension. There were no differences
in all these variables compared to the CG, including a family history of osteoporosis or past
fractures. However, 6 patients (18%) from the WG reported a loss of more than 5 cm in height.

The median time of warfarin use was 7.47 (1-40) years, and the most frequent indications for
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the use of warfarin were atrial fibrillation in 13 (39%) patients and cardiac valve replacement

in 12 (36%) patients (Table 1).

Table 1. Clinical characteristics of patients and controls.

WARFARIN CONTROL P VALUE
GROUP (N=33) GROUP

(N=21)
AGE (YEARS) 57.0+7.6 54.0+10.6 p=0.095
RACE p = 1.000
CAUCASIAN 96% (32) 100% (21)
BLACK 4% (1)
BMI (KG/M?) 27.00 = 4.45 27.00 + 4.47 p=0.369
CURRENT 9% (3) 19% (4) p=0411
SMOKERS
PHYSICAL p=0.769
ACTIVITY 39% (13) 47% (10)
SEDENTARY 30% (10) 28% (6)
VERY ACTIVE | 6% (2) 9% (2)
ACTIVE 24% (8) 14% (3)
IRREGULARLY
ACTIVE
CALCIUM 300 + 264 300 + 401 p=04721
INTAKE
(MG/DAY)
HYPERTENSION | 69% (23) 47% (10) p=0319
FAMILY 15% (5) 28% (6) p=0.397
HISTORY OF
OSTEOPOROSIS
PAST 9% (3) 4% (1) p=1.00
ATRAUMATIC
FRACTURES

BMI =body mass index

The mean values of the laboratory tests in the WG were calcium 9.20 + 0.48mg/dL, albumin

4.00 £+ 0.33mg/dL, phosphorus 3.00 + 0.54mg/dL, estimated glomerular filtration rate 80.0 £

13.4 mL/min/1.73 m?, prothrombin time (INR) 2.91 £ 1.07, parathyroid hormone 67 =+

32.2pg/mL and vitamin D 24.9 (14-59.9) ng/mL (60% with insufficiency, 20% with sufficiency

and 20% with deficiency). Hyperparathyroidism secondary to vitamin D deficiency was present

in 11 patients (40%), and no patients had primary hyperparathyroidism. The laboratory

parameters were not associated with BMD or TBS in the WG.

Bone mineral density

BMD was lower in the WG compared to the CG in all sites analyzed (p <0.05) (Figure 1). In
the WG, 15 (45%) patients had normal BMD, 18 (54%) had low BMD, 11 (30%) had
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osteopenia, 6 (18%) had osteoporosis and 2 (6%) had low bone mass for their age. Low BMD
was associated with longer warfarin use (p=0.01) even when the 2 outliers were excluded
(p=0.04), as well as lower BMI (p=0.03) and lower creatinine (p=0.001). There was also a
tendency toward higher PTH (p=0.05) and low TSH (p=0.06) (Figure 2).

Figure 1: Bone mineral density in the warfarin and control groups.
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Figure 2: Time of warfarin use (A) and body mass index(B) according to bone mineral density
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The multivariate analysis considered low BMD as the dependent variable and all variables with
a significant difference in the univariate analysis (creatinine, PTH, TSH, BMI, and time of
warfarin use) as independent variables. After logistic regression analysis, long-term warfarin

use increased the likelihood of having low BMD (osteoporosis, osteopenia and low bone mass)
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(OR=1.239; 97.5% CI, 1.064-1.674; p = 0.01), whereas having a high BMI decreased it (OR=
0.732; 97.5% CI, 0.533-0.918; p = 0.03).

Trabecular bone score

The mean TBS value was much lower in the WG (1.284 + 0.109) than in the CG (1.354 +
0.115), p = 0.04 (Figure 3). This study was limited by the low number of patients and lack of
laboratory and fracture evaluation in the CG. (Figure 4).

In the univariate analysis patients with hypertension had lower TBS in the WG (p = 0.040), as
well as in the CG (p = 0.010), where TBS was associated with age (p = 0.02). In the WG, TBS
was correlated with BMD in total hip (g/cm?) [p=0.0439, R=0.3529], total hip T-score
[p=0.044, R=0.3819], femoral neck (g/cm?) [p=0.0419, R=0.3560], and femoral neck T-score
[p=0.037, R= 0.3951]. In the WG family history of osteoporosis showed a tendency to be
associated to lower TBS (p = 0.053).

The multivariate analysis considering TBS as the dependent variable, and age, hypertension,
time of warfarin use, BMI, family history of osteoporosis, past fractures, and BMD (spine and
hip) as independent variables, showed that only the presence of hypertension (-0.10, CI -0.17-
-0.03, p=0.008) and the total hip BMD (0.26, CI 0.07 - 0.46, p=0.009) keep the significance.

Figure 3: Trabecular bone score in warfarin and control groups.
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Figure 4: Trabecular bone score stratification in the warfarin and control groups.
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FRAX
Although the calculated FRAX Brazil score was low in both groups, the WG had a higher

calculated risk compared to CG. The median risk for major fracture was 6.4% (1.0 - 7.2%) and
1.7% (1.6 - 3.6%) (p=0.061), and for hip fracture the median risk was 0.2% (0 - 4.2%) and 1.7%
(1.3 - 4.9%) (p=0.011) for WG and CG, respectively. When FRAX was corrected by TBS, it



38

was also higher in the WG compared to the CG for major (p=0.011) and hip fractures (p<
0.001), however, TBS did not change the calculated risk of the WG.

DISCUSSION AND CONCLUSION
This study showed that the patients who used warfarin had lower BMD and more

degraded TBS in comparison to the control group. The only published studies that have
evaluated BMD were small, heterogeneous, and affected by several confounding factors
2,4,5,7]. To date, no study that evaluated osteoporosis risk factors and assessed TBS has been
published.

In a homogeneous cohort, our results showed a reduction in BMD in all sites in patients
using warfarin, which is compatible with the literature [8,2,6]. However, this association is not
definitive. A meta-analysis of cross-sectional studies showed a negative association of
anticoagulant use with ultra-distal radius BMD, but not with spine or hip BMD [13]. Indeed, in
another cohort of elderly men, researchers found no such association [14].

We found the lowest bone quality evaluated by TBS in 72% of the WG sample
(degraded and partially degraded TBS) when compared with the CG. To date, TBS value in the
WG is not mentioned in the literature.

The association of lower BMD with time of warfarin use remains inconclusive, although
demonstrated previously in patients with long-term warfarin use for mechanical valve
replacement [2]. A cohort of men taking warfarin for 4 months or more showed no association
between BMD and time of warfarin use [8]. Longer warfarin use may compromise osteocalcin
formation to a greater degree and therefore worsen bone mineralization [15].

Despite data in the literature showed an association between warfarin and BMD, no
human studies have evaluated bone quality using TBS. Fusaro et al. [5] described increased
trabecular separation and reduced bone volume in a bone biopsy study of warfarin-treated rats,
which corroborates our TBS data.

The multivariate analysis confirmed the correlation of hip BMD with worse TBS, as
demonstrated before [17], and with hypertension. Hypertension indeed, was associated with
TBS, but not with low BMD. To date, no studies have correlated bone quality using TBS and
hypertension. However, a recent meta-analysis demonstrated that hypertension was associated
with low BMD [18], although the relationship among warfarin use, hypertension, and bone
mass is not described in the literature. The mechanism that leads to bone mass alteration with
warfarin use has not yet been elucidated, but this may result from an interaction between other

medications in use, such as loop diuretics and calcium channel antagonists [19].
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In our study, there was no correlation between BMD of the lumbar spine and TBS,
which could be explained by the degenerative lumbar spine disease as already described [20].

In this cohort lower BMI was associated with lower BMD, described before in children
in long term use of warfarin [21]. Indeed, in women also in long term use of warfarin, high BMI
was protective for vertebral and all osteoporotic fractures combined [14].

Although we excluded diseases associated with bone loss, 40% of WG had secondary
hyperparathyroidism detected by the laboratory evaluation, probably due to hypovitaminosis
D, which was present in 80% of the sample. This could be a confounding factor, but the
statistical analysis showed no association of vitamin D levels or secondary hyperparathyroidism
with BMD or TBS. The prevalence studies of vitamin D deficiency and insufficiency in
southern Brazil showed normal values in around 20-50% of the population, depending on the
time of year, similar to which was seen in our study [22,23].

The FRAX tool corrected or not by TBS, seamed in this specific population, to be a
good calculator to estimate future fractures, as it was different between groups, but it needs
future confirmation due to lack of data evaluating FRAX in patients using warfarin. A meta-
analysis comparing short term use of unfractionated heparin, oral vitamin K antagonists or
placebo, did not show the difference between them in the short term [24].

This study was limited by the low number of patients and lack of laboratory and fracture
evaluation in the CG. However, it has great strengths and it differs from other previously
published studies. The groups were homogeneous regarding sex and age, which avoided the
interference of menopause. The study also excluded patients with diseases known to interfere
with bone mass and showed, for the first time, a TBS evaluation with warfarin, which requires
further confirmation.

We concluded that warfarin use for more than one year affects bone density and quality
as evaluated using BMD and TBS. This transversal study opens a new route to better

understanding the effects of anticoagulants on bone tissue.
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8 CONSIDERAGOES FINAIS

O presente estudo avaliou a DMO e o TBS de pacientes usuarios de varfarina
em comparacido com pacientes controles. Esse estudo foi um importante marco na
avaliagao dos efeitos 6sseos causados pela varfarina, pois € o primeiro estudo a
avaliar indiretamente a qualidade 6ssea dos pacientes através do TBS.

Nossos resultados permitem a formulagdo de uma narrativa sobre o uso de
varfarina a longo prazo (maior que 1 ano) e a massa ossea.

O uso do anticoagulante inibidor da vitamina K (varfarina) em pacientes com
doencas cardiacas comparados aos pacientes com caracteristicas clinicas
semelhantes, mas sem uso do anticoagulante, é capaz de exercer efeitos negativos
na saude oOssea. O efeito provavel para tal achado baseia-se no fato que que a
varfarina inibindo a vitamina K leva a formagao de uma matriz 6ssea desmineralizada
por conta do acumulo de osteocalcina descarboxilada.

A luz das caracteristicas clinicas dos grupos, ndo houve diferencas
significativas, o que tornou os grupos possiveis de comparagédo. Optamos por grupos
homogéneos sem interferéncia de fatores clinicos que poderiam acarretar viés de
selecao e nao incluimos mulheres pelo risco de confusdo com a perda dssea induzida
pela menopausa.

O nosso estudo demonstrou menor DMO nos pacientes usuarios do
medicamento e isso foi associado ao tempo de uso da varfarina sugerindo que o uso
cronico pode afetar em maior grau a mineralizagao 6ssea.

Além dos dados de menor densidade 6ssea nos usuarios de varfarina que ja
haviam sido descritos na literatura, a inibigado da vitamina K leva a inibicao da vitamina
K, adicionalmente, parece levar a um comprometimento da qualidade 6éssea, como
foi aqui demonstrado, pela avaliagao indireta desta através do TBS. O grupo varfarina
demonstrou menores valores de TBS o que significa maior degradagdo da
microarquitetura éssea, dado este relacionado na literatura a maior propenséo a
fraturas e consequente morbimortalidade nesse grupo. Apds analise multivariada, o
pior TBS correlacionou-se a presenca de HAS, dado esse n&o descrito anteriormente

na literatura que necessita de maiores estudos.
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O risco de fraturas dos pacientes em uso de varfarina e controle foi estimado
através da ferramenta FRAX corrigida ou ndo pelo TBS. Demonstramos que a
ferramenta pode ser uma boa calculadora para estimar fraturas no grupo usuario de
varfarina, pois ela foi diferente entre os dois grupos e demonstrou maior risco de
fraturas em pacientes usuarios de varfarina. Esse dado ainda precisa de confirmacao,
uma vez que nao existem outros estudos que avaliando o FRAX nessa populagao.

A importancia dos nossos dados para a comunidade médica € grande, pois
foi o primeiro estudo que avaliou indiretamente a qualidade 6ssea pelo TBS nesse
grupo homogéneo de pacientes. O uso do TBS nesse grupo pode revelar alteragdes
na microarquitetura 6ssea nao observados através da DMO. A DMO pode apresentar-
se normal, porém por dano na mineralizacdo 6ssea e consequentemente na
microarquitetura 6ssea o TBS pode demonstrar risco aumentado de fraturas e
osteoporose secundaria nesse grupo. Esses resultados sugerem a comunidade
médica atencdo redobrada ao osso do paciente usuario de varfarina com foco na
prevencao de fraturas, perda da massa ossea, calculo do FRAX e rastreamento com
DXA e TBS quando possivel.

Este estudo foi limitado pelo baixo numero de pacientes, pela falta de
avaliagao laboratorial no GC e pela falta na avaliacido de fraturas vertebrais nos
grupos. No entanto, tem grandes pontos fortes e difere de outros estudos publicados
anteriormente. Aqui os grupos foram homogéneos quanto ao sexo e a idade, o que
evitou a interferéncia da menopausa. O estudo também excluiu pacientes com
doengas que sabidamente interferem na massa 6ssea e mostrou, pela primeira vez,

uma avaliagcao do TBS em pacientes usuarios de varfarina.

8.1 RECOMENDAGCOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Devido a dificuldades técnicas e uso de dados do prontuario, nao
conseguimos avaliar fraturas vertebrais através de radiografia de coluna vertebral ou
Vertebral Fracture Assessment (VFA) nos grupos de estudo. Sugerimos que esse
ponto seja explorado em trabalhos futuros.

Além disso, sugerimos também avaliagdo de dados laboratoriais do grupo

controle a qual nao foi possivel no nosso trabalho.
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Adicionalmente, a correlagédo negativa entre TBS e a presencga de HAS foi um
dado observado no nosso trabalho e que precisa de confirmacdo por estudos
desenhados para esse fim.

Sugerimos também que novos estudos que avaliem a qualidade &ssea
através do TBS incluam pacientes em uso dos novos anticoagulantes orais diretos
(DOACS), dados ainda nao disponiveis na literatura e que podem nortear a escolha

do anticoagulante ideal ao paciente.
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9 CONCLUSOES

Em conclusao:

a)

b)

Demonstramos uma pior DMO (coluna e fémur) e TBS nos pacientes em

uso de varfarina por mais de 1 ano quando comparados ao grupo

controle.

Os valores da DMO correlacionaram-se negativamente ao tempo de uso
de varfarina.

Dentre os fatores clinicos avaliados, houve correlagdo negativa entre

DMO do quadril e TBS, entre DMO e a presenga de hipertensao, e
correlacao positiva entre DMO e IMC.

A reducdo da DMO e TBS nos pacientes usuarios de cronicos de
varfarina pode configurar que o uso prolongado desta droga pode ser
uma causa secundaria potencial de osteoporose nesta populagao.
Esses dados podem justificar um risco aumentado de fraturas nesses

pacientes.
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ANEXO 1 - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO GRUPO
CONTROLE

Nés, Julia Vieira Oberger Marques, Carolina Aguiar Moreira, Victoria Zeghbi
Cochenski Borba, Gustavo Lenci Marques, pesquisadores da Universidade Federal
do Parana, estamos convidando vocé a participar de um estudo intitulado “Avaliagao
da Densidade Mineral Ossea de Pacientes em Uso de Anticoagulantes Orais”.

Vocé foi convidado para participar desta pesquisa como grupo controle para
correlacionar seus dados com os dados dos pacientes que usam anticoagulante. O
objetivo desta pesquisa € avaliar a massa 6ssea de pacientes em uso de terapia
anticoagulante com varfarina, rivaroxabana e dabigatrana em acompanhamento no
ambulatério de Cardiologia e Endocrinologia do Hospital de Clinicas da Universidade
Federal do Parana e comparar as medicagdes bem como correlacionar os dados com
0 grupo controle.

Caso vocé aceite participar da pesquisa, vocé sera direcionado ao ambulatério
de Endocrinologia e Metabologia do Hospital de Clinicas da UFPR, localizado na rua
Agostinho Ledo Junior 285 para realizacdo de exame de Densitometria Ossea de
coluna vertebral quadril e avaliacdo de fraturas vertebrais. Esse exame com radiacao
minima e semelhante a uma viagem aérea. Ap6s realizagdo da Densitometria Ossea
vocé sera orientado sobre os resultados da mesma.

O beneficio que vocé tera com a pesquisa sera a realizacdo de densitometria
gratuitamente e se houver alteragao no seu exame, sera encaminhado para realizagao
de acompanhamento médico.

Os pesquisadores Julia Vieira Oberger, Carolina Aguiar Moreira, Victoria
Zeghbi Cochenski Borba e Gustavo Lenci Marques, responsaveis por este estudo
poderao ser contatados no Servico de Endocrinologia e Metabologia da Universidade
Federal do Parana (SEMPR) do Hospital de Clinicas da Universidade Federal do
Parana: telefone (41) 2141-1730 ou (41) 2141-1734, de segunda-feira a sexta-feira
das 07:30h as 17:00h, para esclarecer eventuais duvidas que o Sr./ a Sra. possa ter
e fornecer-lhe as informagdes que queira, antes, durante ou depois de encerrado o
estudo.

Rubricas:

Sujeito da Pesquisa e /ou responsével legal_-
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Se voceé tiver duvidas sobre seus direitos como um paciente de pesquisa, vocé
pode contatar Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos — CEP/HC/UPFR
pelo telefone (41) 3360-1041. O CEP trata-se de um grupo de individuos com
conhecimento cientificos e nao cientificos que realizam a revisdo ética inicial e
continuada do estudo de pesquisa para manté-lo seguro e proteger seus direitos.

A sua participagao neste estudo é voluntaria e se vocé nao quiser mais fazer
parte da pesquisa podera desistir a qualquer momento e solicitar que lhe devolvam o
termo de consentimento livre e esclarecido assinado. A sua recusa nao implicara na
interrupcao de seu atendimento e/ou tratamento, que esta assegurado.

As informacdes relacionadas ao estudo poderdo ser conhecidas por pessoas
autorizadas (orientador, médico). No entanto, se qualquer informacao for divulgada
em relatério ou publicacado, isto sera feito sob forma codificada, para que a sua
identidade seja preservada e seja mantida a confidencialidade.

As despesas necessarias para a realizagdo da pesquisa (0 exame de
densitometria) ndo sdo de sua responsabilidade e pela sua participacédo no estudo
vocé nao recebera qualquer valor em dinheiro.

Quando os resultados forem publicados, ndo aparecera seu nome, e sim um
codigo.
Eu, li
esse termo de consentimento e compreendi a natureza e objetivo do estudo do qual
concordei em participar. A explicagao que recebi menciona os riscos e beneficios. Eu
entendi que sou livre para interromper minha participacdo a qualquer momento sem
justificar minha decisdo e sem que esta decisao afete meu tratamento.

Eu concordo voluntariamente em participar deste estudo.

(Nome e Assinatura do participante da pesquisa ou responsavel legal)
Local e data

(Somente para o responsavel do projeto)

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e

Esclarecido deste participante ou representante legal para a participagéo neste estudo.

(Nome e Assinatura do Pesquisador ou quem aplicou o TCLE)

Local e data
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ANEXO 2- TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLAREVIDO GRUPO
VARFARINA

Nés, Julia Vieira Oberger Marques, Carolina Aguiar Moreira, Victoria Zeghbi
Cochenski Borba, Gustavo Lenci Marques, pesquisadores da Universidade Federal
do Parana, estamos convidando vocé a participar de um estudo intitulado “Avaliagao

da Densidade Mineral Ossea de Pacientes em Uso de Anticoagulantes Orais”.

Vocé foi convidado para participar desta pesquisa porque faz uso crénico de
anticoagulante oral. O objetivo desta pesquisa € avaliar a massa 0ssea de pacientes
em uso de terapia anticoagulante com varfarina, rivaroxabana e dabigatrana em
acompanhamento no ambulatério de Cardiologia e Endocrinologia do Hospital de
Clinicas da Universidade Federal do Parana. Esta classe de medicacao pode interferir
na saude éssea e levar a osteoporose, que € uma doenca que 0s 0ssos sao frageis e
quebram com maior facilidade. A baixa massa 6ssea ou osteoporose/osteopenia pode
vir a acometer os pacientes em uso dessas medicagdes, e a sua identificacdo e
consequente tratamento buscam reduzir a incidéncia de fraturas e a morbidade que
delas advém.

Caso vocé participe da pesquisa, serao necessarios avaliagao e revisdo do seu
prontuario pelos pesquisadores bem como preenchimento de formulario e coleta de
dados como: idade, sexo, peso, altura, presenca de outras doencas, outras
medicagbes em uso continuo atual, uso regular e correto das medicagbes. Os
pesquisadores irdo coletar dados do seu prontuario e também resultados de exames
de laboratério que vocé ja tenha realizado como: dosagem de calcio, fésforo, vitamina
D 250H, paratormdnio, creatinina e albumina. Em seguida, vocé sera direcionado ao
ambulatério de Endocrinologia e Metabologia do Hospital de Clinicas da UFPR,
localizado na rua Agostinho Le&do Junior 285 para realizacdo de exame de
Densitometria Ossea de coluna vertebral, quadril além de avaliacdo de fraturas
vertebrais pelo exame. Esse exame apresenta radiagao minima e semelhante a uma
viagem aérea. Além de receber, gratuitamente, 2 comprimidos de vitamina D 50.000UlI
para serem tomados 1x na semana por 2 semanas. Apos 4 semanas da realizagao da
Densitometria Ossea vocé tera outro encontro com os pesquisadores onde sera
orientado sobre os resultados da densitometria e sera submetido a coleta de amostra

de sangue para dosagem do exame de osteocalcina.
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O beneficio esperado com essa pesquisa € identificar pacientes com baixa
massa 0ssea ou osteoporose/osteopenia e estimar a prevaléncia desta condicdo na
populagdo analisada, assim como correlacionar a incidéncia desta condigdo com
variaveis clinicas e laboratoriais acima citadas. Caso seja identificada a doencga, vocé
sera direcionado para acompanhamento no ambulatério de endocrinologia, para
tratamento.

Os pesquisadores Julia Vieira Oberger, Carolina Aguiar Moreira, Victoria
Zeghbi Cochenski Borba e Gustavo Lenci Marques, responsaveis por este estudo
poderao ser contatados no Servigo de Endocrinologia e Metabologia da Universidade
Federal do Parana (SEMPR) do Hospital de Clinicas da Universidade Federal do
Parana: telefone (41) 2141-1730 ou (41) 2141-1734, de segunda-feira a sexta-feira
das 07:30h as 17:00h, para esclarecer eventuais duvidas que o Sr./ a Sra. possa ter
e fornecer-lhe as informagdes que queira, antes, durante ou depois de encerrado o
estudo.

Se voceé tiver duvidas sobre seus direitos como um paciente de pesquisa, vocé
pode contatar Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos — CEP/HC/UPFR
pelo telefone (41) 3360-1041. O CEP trata-se de um grupo de individuos com
conhecimento cientificos e nao cientificos que realizam a revisdo ética inicial e
continuada do estudo de pesquisa para manté-lo seguro e proteger seus direitos.

A sua participagao neste estudo é voluntaria e se vocé nao quiser mais fazer
parte da pesquisa podera desistir a qualquer momento e solicitar que Ihe devolvam o
termo de consentimento livre e esclarecido assinado. A sua recusa nao implicara na
interrupcao de seu atendimento e/ou tratamento, que esta assegurado.

As informacodes relacionadas ao estudo poderdo ser conhecidas por pessoas

autorizadas (orientador, médico). No entanto, se qualquer informacdo for divulgada

em relatério ou publicacdo, isto sera feito sob forma codificada, para que a sua

identidade seja preservada e seja mantida a confidencialidade.

As despesas necessarias para a realizagdo da pesquisa (0 exame de
densitometria, a dosagem de osteocalcina e as capsulas de vitamina D) n&o sao de
sua responsabilidade e pela sua participacao no estudo vocé néo recebera qualquer
valor em dinheiro.

Quando os resultados forem publicados, ndo aparecera seu nome, e sim um

codigo.
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Eu,

_ li esse termo de consentimento e compreendi a natureza e objetivo do estudo do

qual concordei em participar. A explicagao que recebi menciona os riscos e beneficios.
Eu entendi que sou livre para interromper minha participagdo a qualquer momento
sem justificar minha decisdo e sem que esta decisdo afete meu tratamento.

Eu concordo voluntariamente em participar deste estudo.

(Nome e Assinatura do participante da pesquisa ou responsavel legal)

Local e data

(Somente para o responsavel do projeto)

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

deste participante ou representante legal para a participacao neste estudo.

(Nome e Assinatura do Pesquisador ou quem aplicou o TCLE)

Local e data



ANEXO 3 — QUESTIONARIO DE HABITOS DE VIDA E FATORES DE RISCO
PARA OSTEOPOROSE

1. Nome:

Tel contato: RG HC:

2. Género: ( ) Masculino () Feminino

Racga: () Branca () Negra ou mulato ( ) Asiatica

3.ldade: _ anos Data de nascimento / /

4. Comorbidades:

() Doenca Reumatolégica () Hipertireoidismo () Uso de corticoides

() Hipogonadismo () Uso de anticonvulsivantes () DRC Clcr<60 () DM1 () DM2
() Doengas disabsortivas ( ) Doencas inflamatérias crénicas ( ) Histéria de
Neoplasia

5. Tabagista: () Nao ( ) Sim, mago/ano:

6. Etilismo: Numero de doses ao dia:

7. Sofreu queda no(s) ultimo(s): () més () 3 meses () 1 ano

8. Historia prévia de fraturas? Qual local?

Atraumatica? () Sim () Nao

8. Consumo de produtos lacteos

____cotas/dia

9. Histéria Familiar de Osteoporose? ( ) Sim () Nao Quem?
10. Notou que sua altura diminuiu?

Altura Informada Altura Atual Peso

11.Ja teve diagnéstico de osteoporose? () Sim () Nao

55
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ANEXO 4 - INTERNATIONAL PHYSICAL ACTIVITY QUESTIONNAIRES, EM
PORTUGUES

Nome:
Data: / / Idade : Sexo: F ()M ()
Para responder as questoes lembre que:
e atividades fisicas VIGOROSAS sao aquelas que precisam de um grande esforgo fisico e
que fazem respirar MUITO mais forte que o normal.
e atividades fisicas MODERADAS sao aquelas que precisam de algum esforgo fisico e que
fazem respirar UM POUCO mais forte que o normal.
Para responder as perguntas pense somente nas atividades que vocé realiza por pelo menos
10 minutos continuos de cada vez.
1a Em quantos dias da ultima semana vocé CAMINHOU por pelo menos 10 minutos continuos
em casa ou no trabalho, como forma de transporte para ir de um lugar para outro, por lazer,
por prazer ou como forma de exercicio?
Dias: por SEMANA (') Nenhum
1b Nos dias em que vocé caminhou por pelo menos 10 minutos continuos quanto tempo no
total vocé gastou caminhando por dia?
horas: Minutos:
2a. Em quantos dias da ultima semana, vocé realizou atividades MODERADAS por pelo
menos 10 minutos continuos, como por exemplo pedalar leve na bicicleta, nadar, dancgar, fazer
ginastica aerobica leve, jogar volei recreativo, carregar pesos leves, fazer servicos domésticos
na casa, no quintal ou no jardim como varrer, aspirar, cuidar do jardim, ou qualquer atividade
que fez aumentar moderadamente sua respiragao ou batimentos do coracédo (POR FAVOR
NAO INCLUA CAMINHADA)
dias por SEMANA (') Nenhum
2b. Nos dias em que vocé fez essas atividades moderadas por pelo menos 10 minutos
continuos, quanto tempo no total vocé gastou fazendo essas atividades por dia?
horas: Minutos:
3a Em quantos dias da ultima semana, vocé realizou atividades VIGOROSAS por pelo menos
10 minutos continuos, como por exemplo correr, fazer ginastica aerdbica, jogar futebol,
pedalar rapido na bicicleta, jogar basquete, fazer servicos domésticos pesados em casa, no
quintal ou no jardim, carregar pesos elevados ou qualquer atividade que fez aumentar MUITO
sua respiragao ou batimentos do coragao?
dias por SEMANA (') Nenhum
3b Nos dias em que vocé fez essas atividades vigorosas por pelo menos 10 minutos continuos
quanto tempo no total vocé gastou fazendo essas atividades por dia?
horas: Minutos:
Estas ultimas questdes sdo sobre o tempo que vocé permanece sentado todo dia, no trabalho,
na escola ou faculdade, em casa e durante seu tempo livre. Isto inclui o tempo sentado
estudando, sentado enquanto descansa, fazendo ligdo de casa visitando um amigo, lendo,
sentado ou deitado assistindo TV. Nao inclua o tempo gasto sentado durante o transporte em
o6nibus, trem, metrd ou carro.
4a. Quanto tempo no total vocé gasta sentado durante um dia de semana?
horas __ minutos
4b. Quanto tempo no total vocé gasta sentado durante em um dia de final de semana?
horas _ minutos.




ANEXO 5 - APROVAGAO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

_ UFPR - HOSPITAL DE
CLINICAS DA UNIVERSIDADE “QREradl -
FEDERAL DO PARANA -

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

CEMTICATTR

DD D PROWUETO DE PESGILISA
Trulo da Pesguisa: Avallacdo da Denslgade Mneral Ossea de Pacienies &m uso 0e Anticoagulantes Crals

Pesquisador: CARDLIMNA AGULAR MOREIRA

Area Tematica:

WersSoo 1

CAAF: EBal42318 2 D000 D056

Instiulgae Proponents: Hospita de Clinkas &a Universidade Federal do Parana
Pafrocinador Principal: Financiamanto Propio

DA D PARECER

Humearn o Parecsr: 2.551.362

Epresantagio oo Projeto:

Estudo de carater transversal e descriivo. OF pacientes em uso de warfaring ou dabigatrana ou
rivaroxabana por mals de 1 ano serfo convidados a participar do estudo durante consulta de rotina nos
amibulabirios de Endocrinciogla e Cardloiogla do Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana,
apts explicagio delainada da relevancla da pesquisa. Os critérios de Inclus3o serSo homens de 25 365
anoE &M US0 SUDEnor a 1 ano de warfarnga ou dabigalrana ou rivaroxaiana. Serdo excluldos os padentes
«om fatores de nsco para desanvohimento de osteopontss: histtra de uso de corticoide, deficiéncla de
vitamina O {valores menores que 20ng/ml), diabetes Hipo 1 2 2, doengas disabsortivas, doengas
reumatologleas, doengas Inflamattrias crdnlcas, hisitda de hiperiirealdlsmo, neoplasla, uso de
antlcomvulslvantes, hipagoradsmo e Insuflciancia renal crinica com clearance de eabining clcuado
menor que Siml'mind . T3me.

Oibjativo da Pesguisa:

Oibjetivo Primanio;

Comparar a densidade mineral tssea (DMO) e presanca de fraturas vensbrals em padenies em uso de Fés
anticoaguiantes, warfarna ou Mvann@oana ou dablgatrana, em acompanhamenio nos ambuiatanos de
Endocrinoiogla e Cardlologla do Hospital de Clinlcas da Universldade Federal do Parana
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Cojetivo Secundano:

Ayalar a 3ssoclagdo com oulros fatores classicos de de Msco para osteoporose, tempo & dose nos
pacientes em us0 de wartarna ou rvanxabana ou dabigaana em acompanhamento nos amioulakonos de
Endocrinciogla & Cardioiogla o Hosphal de Clinicas da Universidade Fegderal do Parana & cOmparar 06
grupas.

Avallar 3 qualidade 05583 araves da ¥cnica de TBS (Trabecular Bong SCofe) Nos pacienies em uso de
wartarina ou rivaroxabana ou ﬂ-IIEH'DEI'E Em EIII"HFIEII'I'I-H'TETIII nos ambulattrios da Erﬂ:u1m|-nga e
Candiviogla do Hospital e Clinleas da Universidade Federal 0o Parana & COMParar 06 gnupos.

Lwallacin dos Ristos & Senefichoa:

Riscos & beneficios cometaments apontados pelos pesguisadores, relacionados 30 uso de viima D e
desconforns pela reallzacao da senshometna tesea, 38m 00 30550 3 J3006 02 ProntuEno, com potencal
penaficlo para o pacients parispants 00 eS0K0.

Comentarios & Conslderages sobre a Pesquisa:

Pesquisa de relevancia dinica

Conslderagdes sobra o8 Termos de apressntagdo cbogatoria:

s tenos de apresentacio obrigattna estdo adequados.

ReComendagies:

£ pirgatono frazer a0 CEPHC uma via do Termo de Consantimento Livre e Esclarecido que fol aprovado,
para assinatura e rubrica, o mesmo deve estar em formatagdo adequada e com as calxas e nubdcas no
rodape das paginas que ndo contenham assinatura. Apds, fazer copla flel do TCLE aprovadd & rubricado em
dueas vias: uma fcard com o pesquisador & outra com o paricipanie da pesquisa.

Conclusdas ou Pendénclas & Lista de Inadequacies:

aprovaco

Consideracies Finale & crfeno oo CEP:

Dlate: do expoestn, o Comitd de Etica em Pesquisa em Serss Humanos do HC-UFPR, de acondo com &6
atriulgles definldas na Resolucdo CHS 456/2042 & na Morma Coeackonal M 0012013 do CHS, manbesta
-52 pela aprovacdo do projeto, conforme proposio, para Inlclo da Pesgulsa. Sollciiamos gue sejam
apresentados 3 esie CEP relaionos semestrals S00Me 0 andamenio da pesquisa, Dem como Infommagdes
relativas &5 modiicagdes do protocolo, cancelamenta, encemamento & desting dos conhecimenices obildos.
O BOCUTentos da pesquisa devem ser
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mantidos amuivatos.
£ gever do CEP acompanhar o desenvolvimenta oos projeios por melo de nelattnos semestrals dos
pesquisadores & de oulras estratéglas de monfioramenta, de acordo com o risco Inerente & pesquisa.
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Trabecular bone score (TBS) and bone mineral density in patients
with long-term therapy with warfarin

Jiilia Vieira Oberger Marques " (5 « Jeferson Zanovelll Nalevalko® + Matheus Felipe Oliveira® «
Arthur William Passos Raetsch” - Gustavo Lend Mamques” « Ricardo Ras mussen Petterle® - Carolinag A. Morei” +
Victoria Zeghbi Cochenski Borba®

Receaned X7 Manth 2000/ Acoepied: & June T
T imtemational Ostopomes Foundasion and SeSonal Osteoporods Faundstion 2000

Abstract

Summary In this sudy, we companed patients wing the anticoagulant warfarin for mone han & year with a control goup wit
sim ilar charscteristics but without using the dre. We demonstrated worse B MDD and bonequal ity by trabecul ar bone score (THS)
in patients using warfarin for more than | year

Purpose Evaluske te bone mineral density (BMID) and the trabe cular bone soone ( TBS) of patiens aking warfadin for mone than
1 year compamed with a control group.

Methods Male patients aged 25-65 years in warfarin use for more than | year were included. Patients amwened a questiomaine
meganding lifestyle habils and realized a dual X-ray densitometry (DXA) (lumbar spine and hip), and TES was evalated,
Results From the 9 patients invited, 33 patients accepied 1o participate and comprised the warfarin group (WG), and 3 were
exeluded. The contiol group (OG) was compoded of 21 individual s matched by age and face. The mean age of Whwas 57.0+ 76
and in the OG 54.0+ 1006 vears (p= 00095 ). The BMD in WG was lower than thatin the OG inall sites (spine g < 00001, ozl hip
=001, and femoral neck p= 0005 ). A longer time of warfarin e inc reased the |kel hood of having low BMD QR = 12349,
C1 11,674, p =001 ), wheneas high BMI decreassd it (OB =0.732, CIOS33-0918, p=0.08). The TBS was lower in WG
than the CG (p=0104). Lower TBS was associaied with hypertension in both goups and 1o te hip BMD (neck and wial)
i < 00 hin the WG, In the multivariste anabysis, only hypertensiond{— 0. 10, CT—0.1 7 to— 0003, p=0.008 ) and total hig BMD |
026, CI 007046, p= 000Y) influenced TBS.

Concheslon 'We demonstrated an asoctation between worsening of BMD and bane quality in patients taking war farin for mone
than | year.

Keywords Osweoponsis - Warfarin - Metabolic bone dizesses - Demslimetry - Trabeculsr bone soone

Introduction

Warfarin anticoagulant, a vitamin K inhibitor, isused in mamy

sinmtions &5 prevention andior reatment of pimary or sec-

ondary thimboembolic diseases or events [1] Despie i

EQ Mlis Vieim (heager M gury benefits, the lierature indicates that warfarin has negative ef-
Tl it e ficis on bone mineral density (BMIY) [2]. This occurs because
vitaimin K is &0 esetial eofseor for the bone matr forms-

' Endocrine Divisiom (SEMPR), Hospial de Clinicas da Univessidads  fjon, and the inhibition of vitamin K by warfarin leads i the
e a‘ﬁgﬁiﬁ:wm’““m ~MiodaGline, g ation of & demineralized matrix [3]. Therefore, sudies
ST iision, Horgital de Clivicns da Usiversidade Fedeml revealed that patients who wse this dmg for mone tan | year
an.r:f D_.: '.t;m‘m‘]}d vyl can progres with redwoed bone mass and fracure, reponted in
EniE g adulis and ¢ hildren [4]. These sudies am amall, witha heteno-
VnrversidncinFanlrm] i Burm & (LRI, Coriche, PL2, Bl geneous group of patients and many confounding faciors

*  Seanrof Health Scimees, Medical School, Univemidade Fedral 40 [4-6). The reduced bone mas impacts the quality of life and
Pamrnd, Coritiba, PR, Brasil
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inc reases the mortality in these patients. To daie, despiie linle
dlata, wartarin oompaned withthe new non-vitamin K inhibiior
anticmagulants showed a higher risk of fracwre [T], higher
reduction in bone volume, increased trabocular separation,
andl e ased bone nemover, which dinectly affecis bone qual-
ity [B] The tabecular bone scome (THS), a resource of the
e cheenesd i iy, ¢ an eva hiate bone quality mdinecty, com-
parable with the parameers of bone bogsy [9]. [ & possible
that warfarin could reduce, besides BRMD, als the bone qual-
ity. However, bodate, thene ane no controlled studies with TES
1o evaluate bone quality in patens wwing warfarin and te
studies on BMD have gresi heterogeneity. For this reason, this
sudy aimed i evaluate BMD and TBS in men taking warfa-
rin for more than 1 yesr companed with 2 mached coninol
group and o verify the possible asociation with other clasi-
cal risk faciors for oseopomas, clinical feanres asociated to
the wse of warfarin, compaed with a control group.

Methods

A crpassactional, controlled study mvolving male patienis
treated & the cardiokgy oupatient clinic of the Hospital de
Clinicas da Universidade Federal do Parand (HC-UFFR)L. The
sudy was approved by the ethics commities on Ieman ne-
search at our nstiwtion (B40823 18, 2 (00 (6, and all pa-
tiens signed an informed consent form {ICF).

Studied population
Patlents

During & months, men aged 2565 who had used wartarin for
= 1 year wene incloded, compr sing the waranin goup (WG
Patienis with known secondary causes of steopomas, such
as & history of comicoid use, type | and fype 2 diabees
mellitug, chronic inflammatory and rhewmainlegic diseases,
hyperthyroidizm, neoplasm, wse of anticonwvulsanis,
hypogonadism, and chronic renal faihere {estimated glomene-
Laar 1 Morti oo p e < 00 i L 173 am0%), s well s any penetic
or chonic condition known to affect BMD or a Body mass
index (BMD of <I8.5 kg'm® and = 35 kg'm®, wene exc luded
Patients were invied to perform a dual-emission X-ray
bone densiiome try {DXA) at the Servigo de Endoc rinolegia
& Metabologia do Hospital de Clinicas da Universidade
Federal do Paramh (SEMFPR). A quesionnaine with a simue-
twred interview developed by the researc hes was wad 1o col
lect the following dam: haseline disease characterigics, co-
moridities, use of warfarin (time of we and reason for use),
lifesiyle { samaking, alechol comsumption, falls in the kst year,
fracwres, dairy product conaumplion in tee diet, Bamily histo-
ry of oeoporosis, height reduction, and sssesement of phys-
ical activity by the International Physical Activity

) speinges

Ot ipnnaine s {TFAQ). In acoordance with tee [PAC), patienis
were classified as very active (vigorous physical activity
5 deyslweek and = 30 minper session ), active (vigorous phys-
ical activity =3 dayslweek and = 20 min per session o walk-
i = 5 days'week and = 30min per sesson of amy activity for
more than 150 min‘week), rregularly active (more than 10
contimous minukes of plysical activity during the week ), or
sodentary {did not perform any pleysical activity during the
woeek ).

Controls

The contrel group (C0) consisted of male volunieers aged 18
1o &5 who wene undergoing teament ai the cardiology ¢linic
of the same hospia] for other candiorascubardiseae s and who
had never used any anticoagulanis, The same exclusion
criteria wene applied to the 06 and the WG, After signing
ithe ICF, OG members performed the same evalumiions as
WG members except for the laboraiory lests,

Biochemical ana lysis

Laboratory resulis of the WG wene collected from medical
meconds closes o the evalstion or from a bloed sample col
lecied ai the time of DX A evaluation: calcium (arsenazo 111
metod, nomral vahee [WN] =8.6~103 mgidl); paratdoemoid
hormone {chemiluminescence WM =15-68 pg'mL); 25 hy-
drpay vitmmin [ (250HD) chemi uminescent imormoasssy
inberpreied according i the Endecrine Society guideline defi-
ciency (< 20 ng/m Ly, insufficency (= 229 ng'ml) and suf-
ficiency (=30 ng'mL); creatinine (alkaline picraie kinetic
metud, Jaffe reaction, ¥YN =0.7-12 mg/dlL); phosphorus
{phosphomolybdaie ulraviele method, VM =2.3-4.7 mg'
dL); albumin {geen bromocnea] colormerric method, WM
=3.5-5,0 mgdL); and glomenlar filraton rae esimaiad
using the CED-EFI formuls.

Bone densitometry scan and trabecular bone score

A BMD exam was performed using DX A in a2 HOLOGIC
Horizon A machine (sral number 201383, Bedford, [USA),
oy analyze de mbar spine (L1-L4), femoral neck, and il
femur. The BMD results were expressed a5 glent” and evalu-
ated acoonding 1o the recommendation of the [nbemational
Society for Clinical Densitometry (ISCD). The patients
BMD was classified as normal {(BEMD nommal o appropriaie
for age) or low (osieopenia, ofeoparosis, or BMD below that
expecied for the age range).

TES was oblained from all DXA wmbar scans (L1-L4 not
excluded in ithe BMD measrement) using the TES iMsight
spftwane version 3020 { MediMaps, Geneva, Switzerland),
a3 well & versions 2.2 and 3.0, Tt was sratified acconding i
the siudies conducied in the male population in Latin
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Amernca, In addition, follewing the DX A manufacurer, the
microanchiec e was considenad degraded when values wene
= 1230, panially degmded when valees wene =123 and <
1.31, and normal when they wene = 1.31 [10].

FRAX analysis

The 10-year probability of fracumes was egtimated using the
FRLAXKE Brazil il [11]with and withow TBS cormection in
boih groups. For the Wi, FRAX was evahsied considering

the use of warfarin 23 a secondary cause of ofeopomais [12].
Statistical analysis

All daia analyses were per formad wing the siatiical sofiwane
R (B Cone Team, 2009 version 3.6.1. Sample normality was
verified using the Shapiro—Wilk st Cuantitative variahles
wene expressad inaverage + dandard deviation, wheneas qual-
imtive varahles wene expresad in shaplue and relative fre-
quency. To st the differences between the 06 and the WG,
Mann—Whithey non-paraneiric teds and Fisher's exact test
wene wsed for numer ical and categorical varishles, respective-
ly. & mulivarizie snalyds was performed using lomstic ne-
gression (hdds ratios and 95% confidence inlervak wene cal-
culaied The level of agnificance adopied in the awdy was
5%, which indicates a significant difference when g <0005,

Results

Among all patients at the cardiology clinic who used antico-
agulanis, 93 wene slocted o participaie in te sudy. Of these,
A6 wene accepied, bat 3 were exchuded due o less than 1 year
of wartarin use. The mean age of the 33 patiens included in
the WiGiwas §7.0+ Toyears and 21 patienis were included in
the CG, with mean age of 34.0+ 1006 yvears. The mean BMI of
the WG was 2700+ 4.45 kgim'. Most of them were over-
weight or obese, did not smoke, had low calciwm intake, wene
sadentary or imegularly active, and had hyperension. Theme
wene no differences in all these variables companad with the
C including a family higory of edeoporsis or past frac-
e However, & patenis {1 8%) fom the WG reponied a loss
of maore than 5 cm in height The median time of warkarin use
was TAT {140 years, and the most requent indications for
the use of wartarin wene atrial fibeillation i 13 (399%) patiens
and cardiae valve replacement in 12 {36% ) patients (Table 1)

The mean values of the bhorsiony tesi in the WG werne
caleium 920+ 048 mg/dL, albumin 4.00 £0.33 mgidL,
phosgphomns 300+ &54 mg/dl, estimaied glomerular flira-
tion rate 8OO0+ 134 mlimin/1.73 m', prothrombin time
(INE) 291 £ 1.07, parathyrod homome 67 £322 poiml,
and vitamin D 24.9 (14-59.% ngim L { 6% with insufficiency,
20% with sufficiency and 20 with deficiency).

Hyperparatyroidism secondary o vitamin [ deficiency was
present in 11 patients (4i%), and o patienis had primany
hyperparatymidism. The laboraiory parameters wene noi as-
a0c ted with BMD or TBS in the WL

Bone mineral dens ity

BM D was lower in the Wi companed with the 00 in all sies
analyzed (p < 005) (Fig. 1). In de WG, 15 (45%) patiens had
norimal BMD, 18 (54%) had low BMD, 11 (309%) had
oteopenia, & | 18%) had osteoporosis, and 2 (%) had low
bne mas for their age. Low BMD was asmociaed with lon-
ger wartarin use (p=0001) even when the 2 ouliers wene
excluded {p =000, 25 well 23 lower BMI {p =0003) and low-
er creatining (p=00). Thee was ako a endency towand
higher FTH {p =0.05) and low TSH {(p= 0.0 {Fig. 2).

The mulivarise amalyss consdemnd kv BMD s the depen-
dent variable and all variables with 2 s mificani & ference in the
mnivarialie amalyas (ceatinme, FTH, TSH, BML and time of war-
fain wee) a5 independent varahles Afier logistic regression anal-
yaig, hong-term warfarin e incresed dve | kel hood of Tedmg Low
BMD {oalempomais, rieopenia, and low bone mass) (OR =
1250 97 3% O, 1 O6d-1.6T4; p=10001 ), whereas having 2 high
EMI decressed it {0 = 0.2 97.5% CLOSI3-0918; p =003

Trabecular bone score

The mean THS valwe was much lower in the WG (1284 +
D10 thean inote OG (1354 00115, p=0204 (Fig 3). This
soedy wes Umited by the low menber of pafents and lack of
labonfory and fracacre evebugion i fre OO Fig. 4).

L ithee weni varisie amalysis, patiens with hypenension had low-
af THS in the WG (p = 0004800, 23 well 23 inthe OG {p= Qld),
where THS was anocided with age (p=>0.102). In the W, TES
was correlited with BMD in total hip (gem®) (p=0.0439, k =
(35200, iotal hip T-scone (p=00004, & =0.3819), Emoral neck
{ymﬁq,u:umw, R=1035600, and femoral neck T-scom @ =
(BT, B=03%1) In te W, family higory of osleaponoss
showed & endency & be Ssociied o bwer TES (@ =0053).

The multivarisie anabysis considering TBS as te depen-
dent variahle and age, hyperemion, time of warfarin use,
BMI, family hisioey of oseoporosis, past fraciures, and
BMD {spine and hip) a3 independent variables showed that
oaly the presence of leypertens oni— 0. 10, CT— 017 & — 0003,
p=00008) and the total hip BMD (026, CT 007046, p=
(e koep the simdficance.

FRAX
Although the caleulsted FRAX Brazi] scome was low in bot
groaps, the Wi had a higher caleulsied risk compared with

O The median risk for major fracure was 6.4% {L0-T 29%)
and 1.7% {16-36%) (p=>0061), and for hip fracune the
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ANEXO 7 - TABELAS DE DADOS DOS PACIENTES INCLUIDOS NO GRUPO
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ANEXO 8 — TABELAS DE DADOS DOS PACIENTES INCLUIDOS NO GRUPO
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