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LISTADO DE ABREVIATURAS
- ALT: alanina aminotransferasa.

- BODE: indice basado en: Body mass index, airflow Obstruction, Dysnea and
Exercise capacity index; determina el pronéstico de la EPOC.

- CAT: COPD Assessment Test; cuestionario sobre calidad de vida.
- COC: relacion FEV1/FVC.

- CTX: telopéptido del coldgeno tipo 1.

- DBP: proteina transportadora de vitamina D.

- ELISA: inmunoensayo de doble anticuerpo.

- EPOC: enfermedad pulmonar obstructiva crénica.

- FA: fosfatasa alcalina.

- FAO: isoenzima 6seo de la fosfatasa alcalina.

- FEV1: volumen espiratorio forzado en el primer segundo.
- FFMI: indice de masa magra.

- FGF23: factor 23 de crecimiento fibroblastico.

- FVC: capacidad vital forzada.

- GGT: gamma glutamil transpeptidasa.

- IMC: indice de masa corporal.

- IPA: indice paquetes-aio.

- LABA: broncodilatadores de accidn larga B.-agonistas.

- LAMA: broncodilatadores de accién larga anticolinérgicos.
- mMRC: Medical Research Council modificada.

- OB: osteoblastos.

- OC: osteoclastos.

- OPG: osteoprotegerina.

- PCR: proteina C reactiva.

- PTH: hormona paratiroidea.



PTHrP: proteina relacionada con la hormona paratiroidea.
PINP: propéptido aminoterminal del procoldgeno tipo 1.
RANK: receptor activador del factor nuclear — kB.

RANKL: ligando del receptor activador del factor nuclear — kB.
Vit. D: vitamina D.

VDR: receptor de vitamina D.



RESUMEN

Introduccidn: La osteoporosis supone una importante comorbilidad en los pacientes con
enfermedad pulmonar obstructiva crénica debido a los efectos sistémicos de la propia
enfermedad, la limitacion del ejercicio, el uso de glucocorticoides y el tabaquismo. El
objetivo de este estudio es explorar el efecto del tabaco en los niveles de pardmetros
relacionados con el metabolismo de los minerales y su asociacién con determinadas
variables clinicas en los pacientes con EPOC.

Método: estudio observacional en el que se compararon los niveles séricos de vitamina
D, hormona paratiroidea, fosfatasa alcalina, calcio, albumina, telopéptido del coldgeno
tipo 1y propéptido aminoterminal del procoldgeno tipo 1 de exfumadores y fumadores
con EPOC. Los grupos de comparacion fueron emparejados por edad, sexo, estacién del
afio, volumen espiratorio forzado en el primer segundo y nimero de exacerbaciones en
el Ultimo afo. En ambos grupos se excluyeron casos con procesos patolégicos o
tratamientos que se sabe que interfieren con el metabolismo de los minerales.

Resultados: 131 pacientes con EPOC fueron incluidos en el estudio, 60 pacientes en cada
grupo. Las distintas variables clinicas de la EPOC se correlacionan con distintas variables
del metabolismo mineral dseo. Los niveles de vitamina D difieren entre el grupo de
fumadores y exfumadores.

Conclusiones: el metabolismo mineral 6seo depende de la clinica de los pacientes con
EPOC y de su habito tabaquico.

Palabras clave: EPOC, hueso, remodelado dseo, tabaquismo.

ABSTRACT

Background: osteoporosis is a mayor comorbidity in COPD patients due to systemic
effects of the own disease, exercise limitation, use of glucocorticoids and smoking. The
aim of this study is to explore the effect of smoking in levels of parameters, related to
mineral metabolism.

Methods: an observational study is conducted comparing the serum levels of a number
of analytical variables involved in the bone metabolism of ex-smokers and smokers with
COPD. Comparison groups were matched base don clinical parameters. Both groups
excluded cases with pathological processes or treatments known to interfere with
mineral metabolism.

Results: 131 COPD patients were included in the study, 60 patients in each group. The
different clinical variables of COPD correlate with different variables of bone mineral
metabolism. Vitamin D levels differ between smokers and ex-smokers.

Conclusion: bone mineral metabolism depends on the clinic of COPD patients and their
smoking habit.

Key words: COPD, bone, bone remodeling, smoking.



INTRODUCCION

1. ENFERMEDAD PULMONAR OBSTRUCTIVA CRONICA

La enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC) representa un desafio importante
para la salud publica siendo una causa importante de mortalidad y morbilidad.! La
prevalencia de la EPOC en Espafia es aproximadamente del 10% en pacientes entre 40 —
80 afos. Se trata de la cuarta causa de muerte a nivel mundial pero se prevé que llegue
a ser la tercera en el aifio 2020. Mas de 3 millones de personas fallecieron a causa de la
EPOC en 2012, lo cual supone un 6% del total de muertes mundiales. Las proyecciones
indican que la carga de la EPOC aumentara debido a la exposicidon continuada a los
factores de riesgo de esta enfermedad y al envejecimiento de la poblacion.?

1.1 DEFINICION Y CARACTERISTICAS GENERALES

La EPOC es una enfermedad frecuente, prevenible y tratable, caracterizada por una
limitacion persistente al flujo aéreo, normalmente progresiva e irreversible. Esta
enfermedad pulmonar esta asociada a una respuesta inflamatoria acentuada y crénica
de las vias respiratorias y los pulmones ante la exposicion a particulas o gases nocivos.

El nimero de exacerbaciones junto con las comorbilidades asociadas al sujeto,
contribuyen a la gravedad general en cada paciente de manera individual.?

Ademads, es importante tener en cuenta dos conceptos que mantienen una estrecha
relacion con el tabaco y son dificiles de separar en un enfermo. En algunos predomina
algun cuadro sobre otro, pero generalmente, suelen concomitar los tres.

- Enfisema pulmonar: aumento de tamaio de los espacios aéreos mas alld del
bronquiolo terminal, con destruccion de tejido alveolar.

- Bronquitis crdnica: tos y expectoracion durante 3 meses al afio, por lo menos
durante 2 afios seguidos sin que pueda atribuirse a otras causas.*

El principal agente etioldgico en nuestro medio es el tabaco, pero éste no es el Unico, ya
que es posible el desarrollo de esta enfermedad en sujetos no fumadores. Sin embargo,
los no fumadores tienen menos sintomas, una afectacion mas leve y una disminucién de
la inflamacidn sistémica. Ademas, los sujetos no fumadores con limitacién del flujo no
tienen un incremento del riesgo de padecer cdncer de pulmén o eventos
cardiovasculares comparado con el grupo de individuos sanos, aunque si se ha
demostrado que tienen mayor riesgo de padecer neumonia y de fallecer por un fallo
respiratorio.’

A nivel mundial la primera causa es la exposicion al humo de la biomasa. También
consideramos como factores de riesgo la marihuana, el tabaquismo pasivo, pipa, puroy
la contaminacion atmosférica ambiental.®-1°



La EPOC se produce a consecuencia de una interrelacion entre la exposicién acumulativa
a gases y particulas nocivos junto a diversos factores del huésped (genéticos, desarrollo
pulmonar en la infancia).

Por lo tanto, a continuacidon veremos algunos de los factores mas relacionados con el
desarrollo y progresion de la enfermedad?:

- Tabaquismo: por su influencia en el desarrollo de la enfermedad es importante
conocer la edad de inicio y el habito actual.

- Factores genéticos: déficit severo hereditario de alfa-1-antitripsina, favorece la
aparicién de enfisema pulmonar

- Edady sexo: la edad avanzada y el sexo femenino se asocian a un incremento del
riesgo de padecer EPOC.

- Crecimiento y desarrollo pulmonar: cualquier factor que afecte al crecimiento
pulmonar durante la gestacién y/o infancia puede aumentar el riesgo de un
individuo de desarrollar una EPOC. La reduccién de la capacidad maxima
pulmonar puede ser indicador del riesgo.

- Estado socioecondmico: cuanto menos sea el nivel socioeconémico mayor
morbi-mortalidad.

- Hiperreactividad bronquial y asma.
- Antecedentes de infecciones respiratorias.

- Polucién atmosférica, no esta del todo claro, se cree que interviene mas en el
desarrollo de agudizaciones que en el de la propia enfermedad.

1.2 PATOGENIA

Un agente irritante llega a los pulmones y genera una cascada inflamatoria mediada por
linfocitos T CD8, neutréfilos y macréfagos. También actia el estrés oxidativo y un
desequilibrio del sistema proteasa-antiproteasa por la accién inflamatoria.

1.3 CLINICA

- Grado de disnea seglin la escala de disnea del Medical Research Council
modificado (Mmrc).!! Es una escala que puntta del 0 al 4 en funcién del grado
de disnea. El grado 0 corresponde a pacientes que no tienen disnea en ninguna
ocasion; el grado 1 es equivalente a la disnea que se produce al subir un tramo
de escaleras; el grado 2 hace referencia a pacientes que refieren disnea al
caminar en llano; el grado 3 es la disnea al caminar 100 metros vy, el grado 4
disnea en reposo.*



Segun las guias GOLD, un paciente se considera disneico cuando tiene un nivel
de disnea igual o mayor a 2.

- Tos.
- Produccidn de esputo.

- Exacerbaciones respiratorias, episodio agudo caracterizado por agravamiento de
los sintomas respiratorios que precisa un cambio en la medicacién habitual. Se
dividen segun su gravedad en leves: si para su resolucidn solo precisan de
tratamiento con broncodilatadores de rescate. Moderadas: si para su resolucién
requieren de tratamiento con antibioterapia y/o corticoides sistémicos. Graves:
si requieren de ingreso para su resolucién.’3

Las agudizaciones o exacerbaciones son en un 70% de orlabaigen infeccioso; 70% de
etiologia bacteriana (neumococo, haemophilus, moraxella) y el 30% restante es debido
a procesos viricos (influenza, parainfluenza, Virus Respiratorio Sincitial). El otro 30% se
corresponde a otras causas'*!* (contaminacién, medicacion inadecuada,
incumplimiento terapéutico...).

Para distinguir una infeccién de origen bacteriano existen los criterios de Anthonisen®®:
1. Aumento de disnea.
2. Aumento del volumen del esputo.
3. Purulencia del esputo.

La presencia de los dos primeros o, la presencia Unicamente del esputo purulento nos
indican que estamos ante una infeccidén bacteriana.

1.4 DIAGNOSTICO

Para el diagndstico de la EPOC es esencial la espirometria con un cociente entre volumen
espiratorio forzado en el primer segundo (FEV1) y la capacidad vital forzada (FVC) < 70
% vy el test broncodilatador negativo.

Existen una serie de variables a tener en cuenta a la hora de establecer la gravedad de
la EPOC3:

- Espirometria; en pacientes con un valor de FEV1/FVC < 0,70:
= GOLD 1: leve — FEV1 2 80%.
= GOLD 2: moderada —50% < FEV1 < 80%.
» GOLD 3: grave —30% < FEV1 < 50%.

=  GOLD 4: muy grave — FEV1 < 30%.



- Grado de disnea mMRC.

- CAT: COPD Assessment Test; cuestionario sobre calidad de vida!!, administrado
y realizado previo a la visita. Este cuestionario es de uso habitual en la practica
clinica ya que nos ayuda a clasificar a los pacientes segin su sintomatologia.
Consta de 8 preguntas, cada una de las cuales hace referencia a un sintoma
relacionado con la enfermedad (esputo, dolor toracico, tos, disnea, dificultad
para conciliar el suefio, dificultad para salir de casa, dificultad para realizar tareas
del hogar, pérdida de energia). Los pacientes daran una puntuacién entre 0y 5
(0 corresponde a la ausencia de la sintomatologia y 5 equivale a la maxima
afectacién de cada sintoma). Por lo tanto, la minima puntuacién posible sera de
0 mientras que 40 serd la maxima. Se consideran sintomaticos aquellos pacientes
con sintomatologia igual o superior a 10, y ademas se benefician de manera mas
clara del tratamiento con broncodilatadores de accién larga.

- Criterios clinicos de bronquitis cronica.
- Numero de agudizaciones en el ultimo afo.
- Ingresos por EPOC (infeccion respiratoria/agudizacion).

Con estas variables clinicas se determina el tratamiento mas adecuado.

Diagnéstico Valoracién de la Valoracion de los
confirmado por - limitacion del - sintomas/riesgo
espirometria flujo aéreo de exacerbacion
FEV| 22
- (% predicted) o .
Pobrrchodi| (G0 s |1 zren || © [ D
! Pty GOLD 2 50-79 " ‘"9_'30' j
GOLD3| _ 30-49 K ir | IS . .
GOLD 4 <30 Oo1 ¢
(sin
ingreso A 8
hospitalario)

imMRC 0-1 '| mMRCz2!
{ CAT <10 ii CAT210 !
Figura 1.Clasificacion de los pacientes con EPOC segun las guias GOLD 2017.%
A: pocos sintomas y poco riesgo de exacerbaciones. Broncodilatadores.
B: muchos sintomas y poco riesgo de exacerbaciones. Mas broncodilatadores.

C: pocos sintomas y mucho riesgo de exacerbaciones. Broncodilatadores y
antiinflamatorios.

D: muchos sintomas y mucho riesgo de exacerbaciones. Mas broncodilatadores y mas
antiinflamatorios.
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1.5 TRATAMIENTO

Dentro del tratamiento de la EPOC son fundamentales una serie de medidas tanto
generales como farmacoldégicas:

- Medidas generales:

Deshabituacidn tabdquica: La deshabituacion tabaquica es la medida principal en el
manejo de la EPOC, ya que la cesacién tabaquica supone la Unica medida capaz de frenar
la progresion de la enfermedad'® y aumentar la supervivencia. Tanto los tratamientos
farmacoldgicos (bupropion, vareniclina, parches de nicotina..) como los no
farmacoldgicos (entrevista motivacional) han demostrado ser Utiles para aumentar la
tasa de deshabituacién.?’

FEV,
(% del valor a los 25 ainos)
100 No fumador o no

sensible al humo de

Normal
754

Fumador habitual y
sensible a los efectos
50 4 del humo

Abandond a los 45

Incapacidad

25

Muerte

Edad (anos)
Figura 2. Deshabituacion tabdquica-modificacion historia natural de la enfermedad.®

Vacunacién: las guias nacionales e internacionales de manejo de la EPOC recomiendan
el uso de la vacuna antigripal estacional y las vacunas contra la infeccién neumocécica,
tanto la conjugada como la 23-Valente.}?

Actividad fisica: los pacientes con EPOC tienen baja actividad fisica.'® Este es un factor
de mal prondstico de la enfermedad. La realizacién de actividad fisica mejora la calidad
de vida, disminuye los ingresos y la mortalidad de los pacientes con EPOC'*2%, por lo que
debe ser recomendada de manera activa por los profesionales sanitarios.

Fisioterapia respiratoria: la fisioterapia respiratoria influye de manera significativa en la
calidad de vida de la enfermedad, actuando sobre todo en sintomas como las
secreciones respiratorias.?!

- Medidas farmacoldgicas:

El tratamiento farmacoldgico de mantenimiento de la EPOC se fundamenta en el uso de
dos tipos de terapias farmacolégicas: los broncodilatadores y los antiinflamatorios.

Los broncodilatadores son los broncodilatadores de accién larga anticolinérgicos (LAMA)
y los broncodilatadores de accidn larga B2-agonistas (LABA). Siempre se administran por
via inhalada o nebulizada. Estos farmacos se caracterizan por mejorar la disnea y la
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calidad de vida de los pacientes con EPOC. Se utilizan fundamentalmente en los grupos
Ay B de las guias GOLD.

Los antiinflamatorios pertenecen a varios grupos terapéuticos distintos y, a diferencia
de los broncodilatadores, se pueden administrar por via inhalada, oral o intravenosa.
Los antiinflamatorios que se usan como tratamiento de mantenimiento en la EPOC son
los corticoides inhalados, los macrélidos, la n-acetil-cisteina y el roflumilast. Estos
farmacos se utilizan para prevenir agudizaciones en los pacientes con alto riesgo de
agudizacién (grupos GOLD Cy D).

1.6 PRONOSTICO

El indice BODE (Body mass index, airflow Obstruction, Dysnea and Exercise capacity
index) es el mas utilizado para estimar el prondstico de la EPOC. Este indice tiene en
cuenta 4 variables que representan los factores prondsticos mds importantes de la
enfermedad. El grado de disnea basal, el grado de obstruccidon espirométrica, el indice
de masa corporal, y la capacidad de ejercicio estimada por el test de marcha de 6
minutos.?? Este indice se usa en la practica clinica para determinar qué pacientes son
candidatos a trasplante de pulmén u otros tipos de terapias. Por otra parte, la baja
actividad fisica?® y la sarcopenia?®, son importantes predictores de mortalidad, aunque
por el momento no se suelen utilizar en la practica clinica.

2. FISIOLOGIA DEL METABOLISMO OSEO
2.1. REGULACION HORMONAL DE LA REMODELACION OSEA

El hueso es un tejido conectivo formado por la matriz extracelular mineralizada y células
especializadas —osteoblastos, osteocitos y osteoclastos- encargadas de la formaciéon y
destruccién 6sea.?

El colageno tipo 1 es el principal componente organico de la matriz y supone el 90%; el
10% restante estd formado a partir de proteinas no estructurales de menor tamano,
tales como la osteocalcina, osteonectina, fosfoproteinas, sialoproteinas, factores de
crecimiento y proteinas séricas. La fase inorgdnica estd compuesta por cristales de
hidroxiapatita.?®

Los osteoblastos son células derivadas de progenitores mesenquimales presentes en la
médula dsea. Estas células situadas en las superficies dseas, se encargan de segregary
mineralizar paquetes de matriz ésea. Ademas, expresan fosfatasa alcalina (FA), enzima
gue mediante la liberacién de fosfato inorganico contribuye a la mineralizacién de la
matriz.2®
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Los osteoclastos derivan de precursores mononucleares presentes en la médula dsea y
en la sangre circulante. Son células destructoras de hueso, que una vez adheridas a la
superficie dsea, llevan a cabo su funcién a través de la segregacién de hidrogeniones y
enzimas proteoliticas encargados de la disolucién de la mineralizacidn y la degradacién
del coldgeno respectivamente.?®

El hueso es un tejido muy activo y durante la vida adulta, los huesos estan en un proceso
continuo de remodelaciéon 6sea. Los osteoclastos van a reabsorber la matriz
mineralizada que mas tarde sera sustituida por laminillas de hueso nuevo formadas por
accion de los osteoblastos. En condiciones normales y durante las primeras etapas de la
vida adulta, este proceso, coordinado en tiempo y espacio, no conlleva a la pérdida de
masa 6sea, mas bien mantiene la masa esquelética total invariable. Esto no pasa en los
ancianos o en individuos con determinadas patologias. En estos ultimos se produce un
predominio de la resorcion frente a la formacién ésea con alteracion de la estructura
dsea.?> 26

2.2 METABOLISMO FOSFOCALCICO

Aunque en la regulacién de la homeostasis mineral intervienen numerosos érganos y
hormonas, los principales son el intestino, el rifién y el hueso, sobre los que actdan las
hormonas calciotropas, hormona paratiroidea (PTH), vitamina D vy calcitonina,
modulando la absorcién, eliminacion y depésito de manera que se mantengan unos
niveles séricos constantes.

2.2.1. Metabolismo del calcio

El calcio se considera el catién mas abundante del organismo. Aproximadamente unos
1000 gramos de calcio en un adulto, lo que supone un 99% del calcio corporal total, se
encuentra en la fase mineral del hueso en forma de hidroxiapatita. El 1% restante se
distribuye equitativamente entre los liquidos intra y extracelular.?”- 28

El calcio extracelular es el principal sustrato para la mineralizacién del cartilago y el
hueso, pero también sirve como cofactor para una gran cantidad de enzimas
extracelulares, e interviene en una gran diversidad de procesos celulares, como la
automaticidad nerviosa y muscular, la contraccién del musculo cardiaco, esquelético y
liso, la neurotransmision y varias formas de secrecién exocrina y endocrina.?’

Los niveles de calcio plasmatico oscilan entre 2.2 — 2.6 mmol/L (8.8 — 10.4 mg/dL). En el
plasma se encuentra en un 50% como calcio iénico libre, en un 10% ligado a aniones y
en un 40% ligado a proteinas, especialmente a albumina y globulinas.?

La absorcion de calcio aumenta en los periodos de crecimiento rapido de los nifios, en
el embarazo y en la lactancia. Por el contrario, en la edad avanzada disminuye.
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2.2.2 Metabolismo del fésforo

La concentracidn de fésforo en el organismo es de aproximadamente 600 gramos. El
fosfato esta ampliamente distribuido en los tejidos no dseos en comparacién con el
calcio. El 85% del fosfato se encuentra en la fase mineral del hueso, y el resto en una
forma orgdnica o inorganica en los compartimentos extracelulares e intracelulares.
Solamente un 10% del fosfato en plasma circula unido a proteinas, por lo tanto, la
mayoria del fosfato del organismo es susceptible de ser filtrado.?®

Absorcion intestinal

En condiciones fisiolégicas la absorcion del fosfato es lineal con el contenido de fésforo
ingerido en la dieta. Dicha absorcidn esta estimulada por la vitamina D.

Foésforo a nivel renal

El rifdn juega un papel fundamental en la homeostasis de los fosfatos. Mas del 85% del
fosfato filtrado es reabsorbido a nivel del tubulo proximal principalmente, vinculado al
transporte sodio/potasio y a un cotransporte sodio/fésforo.3°

Diversos estudios han demostrado que el factor 23 de crecimiento fibroblastico (FGF23),
qgue se expresa fundamentalmente en el hueso, tiene una funcion importante en la
regulacion de los fosfatos. El FGF23 es una proteina de aproximadamente 30 kD que es
procesada a un fragmento N- terminal de 18 kD y un fragmento C-terminal de 12 kD. El
dominio de unién de receptores del FGF23 estd presente en el N-terminal. 3!

A nivel renal esta hormona del osteocito suprime la expresion de los cotransportadores
sodio-dependientes ya sea directamente, como lo demuestran los estudios in vitro3? o
a través de la actividad de la PTH, que induce la excrecidn de fosfato urinario al reducir
la actividad de dichos cotransportadores.33

Ademas, FGF23 disminuye la concentracion circulante de 1,25(OH).Ds por dos
mecanismos, por una parte disminuye la expresidn de la enzima 1-a-hidroxilasa y por
otra parte aumenta la expresidon de la enzima 24-hidroxilasa, enzima clave para la
inactivacion de la 1,25(0H),D3.?° La concentracidn circulante de FGF23 se incrementa
con el fésforo dietético, el fésforo sérico y la 1,25(0OH),D3.34

Foésforo a nivel 6seo

Para conseguir una correcta mineralizacién &ésea es necesaria una adecuada
concentracion sérica de fésforo. El hueso actia como depdsito del fésforo, sin embargo,
gracias al fésforo de la dieta, el fosfato éseo no es indispensable. Valores de fésforo por
debajo de su rango normal (1,5-2 mg/dl) dan lugar a trastornos de mineralizacién.?®

Balance de fosfatos

La principal regulacién se establece entre la ingesta y las pérdidas renales.
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La elevacién de la fosfatemia estimula la secrecion de PTH e inhibe la 1-a-hidroxilasa —
disminuyendo asi la sintesis de 1,25(0OH), vitamina Dy, por tanto, su absorcion intestinal
y posterior reabsorcién renal.

2.2.3 Metabolismo del magnesio

El magnesio se localiza fundamentalmente a nivel intracelular. Solamente el 1% del
magnesio corporal total se encuentra circulando en el plasma frente al 70% que estd en
el tejido dseo mineralizado. De la misma manera que el fésforo, la absorcién del
magnesio también es directamente proporcional al contenido aportado en la dieta. A
diferencia de los anteriores, su absorcidn no esta regulada por la vitamina D. El rifidn es
el responsable de mantener los niveles de magnesio en un rango dptimo ya que, a pesar
del caracter ultrafiltrable del magnesio, un 95% es reabsorbido a nivel del tdbulo
renal?’28,

2.3 REGULACION HORMONAL DEL METABOLISMO OSEO

La homeostasis del calcio y el fésforo esta regulada por tres hormonas que ejercen sus
acciones en el intestino, el rifidn y el hueso.

2.3.1 Hormona paratiroidea

Las glandulas paratiroideas producen la PTH que es fundamental, junto con la vitamina
D y la calcitonina, en la homeostasis de calcio y fésforo y en los procesos de
remodelacidn del tejido dseo.

La hormona paratiroidea es un polipéptido de 84 aminoacidos que se origina a partir de
la pre-proPTH y la pro-PTH. Su porcién aminoterminal es esencial para que sea
biolégicamente activa.

El principal regulador de la secreciéon de PTH es el calcio ionizado en sangre, de manera
gue un aumento de calcio ionizado conduce a una disminucién de la secrecién de PTH.
Incrementos del calcio extracelular producen incrementos del calcio libre intracelular en
las células paratiroideas, provocando la activacién de las proteasas sensibles al calcio de
las vesiculas secretoras. El aumento del calcio extracelular también reduce la liberacién
de granulos de PTH almacenados en las vesiculas secretoras. Descensos del calcio
ionizado que se mantienen en el tiempo, como dietas deficitarias de calcio o resistencia
a la PTH, producen un incremento del ARN mensajero de la PTH y también del nimero
de células paratiroideas.?

La forma activa de la vitamina D, 1,25 (OH), vitamina D, no tiene un efecto directo en la
secrecion de PTH, pero suprime de forma importante la transcripcion del gen de la PTH.

La secrecion de PTH se metaboliza en el higado (70%) y en el rifidn (20%) y tiene una
semivida de entre dos y cinco minutos. Este rapido metabolismo periférico no resulta
afectado por la concentracién variable de calcio sanguineo o de 1,25 (OH); vitamina D.
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Menos del 1% de la hormona segregada se une a los receptores de PTH en los 6rganos
diana.?

Acciones de la PTH:

1. Estimulacidn de la reabsorcion de calcio.

2. Inhibicién del transporte de fosfato en el tibulo proximal.

3. Estimulacion de la sintesis de 1,25(0H), vitamina D en el tubulo proximal.
2.3.2. Vitamina D

La vitamina D3 se produce en la piel a partir del 7-dehidrocolesterol por irradiacidn
ultravioleta, que rompe el anillo B para formar pro-vitamina Ds. La pro-vitamina D3 se
isomeriza a vitamina D3 y ésta entra en la circulacién. Otra forma que tenemos los seres
humanos de incorporar la vitamina D al organismo, es a través de la ingesta dietética,
ya sea en forma de vitamina D; o ergocalciferol, procedente de las plantas, o derivado
del colesterol animal en forma de vitamina D3. De lo que ingerimos en la dieta solamente
el 50% es absorbido, por lo que la principal via de adquisicién de vitamina D es a través
de la radiacién solar.3¢

Una vez en el torrente sanguineo, la vitamina D circula en su mayoria unida a la proteina
transportadora (DBP), y en menor medida unida a la albimina.

La vitamina D unida a la DBP es transportada al higado donde es metabolizada por las
enzimas tipo citocromo p450 a 25-OH-vitamina D, metabolito circulante mdas abundante
y con una vida media prolongada (2-3 semanas). Este metabolito es el que indica el
indice de status nutricional en vitamina D. El paso final en la produccién de la hormona
activa es la 1-a-hidroxilacion de 25-OH-vitamina D a 1,25(0OH); vitamina D, a nivel del
tubulo contorneado proximal. Esta hormona tiene una semivida corta (6-8h) y es la
principal forma hormonal de la vitamina D y la responsable de la mayoria de sus acciones
bioldgicas.3637

La actividad de la 1-a-hidroxilasa estd estrechamente controlada, a diferencia de la
conversidn a 25-OH-vitamina D que no tiene regulacion. Es estimulada por la hormona
paratiroidea (PTH) e inhibida por el calcio, el fosfato y el FGF23.

También existe una produccién extrarrenal de 1,25(OH), vitamina D en la cual
intervienen las citoquinas (interferén gamma y TNF) en lugar de ser estimulada por la
PTH vy, ademas, el calcio y el fésforo no van a conseguir una inhibicidn tan eficaz en este
caso. La 1,25(0H); vitamina D reducira sus propios niveles, disminuyendo la produccién
y aumentando su catabolismo.3®

A nivel del tubulo renal fundamentalmente, se expresa la enzima 24 hidroxilasa que es
la responsable de la hidroxilacién de la 25-OH-vitamina D y de la 1,25(OH); vitamina D
en la posicién 24 de la molécula, dando lugar respectivamente a la 24,25 (OH); D y
1,24,25 (OH)3 D que previamente se pensaba que eran isoformas de vitamina D
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inactivas, pero hoy se sabe que tienen acciones bioldgicas especificas, sobre todo en el
hueso.

Acciones biolégicas de la vitamina D

La 1,25(0OH); vitamina D ejerce sus funciones biolégicas por su union al receptor de la
vitamina D (VDR) que se distribuyen ampliamente por los diferentes tejidos lo que
justifica la variedad de acciones del 1,25(OH); vitamina D en el organismo.

Las acciones de la vitamina D se pueden diferenciar en clasicas, regulacién del
metabolismo fosfocdlcico y de la remodelacidon ésea, y acciones no clasicas

Dentro de las funciones clasicas, la funcion principal de la 1,25(0OH); vitamina D consiste
en mantener estables las concentraciones plasmaticas de calcio y fésforo. Ello lo
consigue mediante su actuacién a diferentes niveles:37-4°

- Tracto gastrointestinal: a través de la estimulacién de la expresiéon del
transportador del calcio y la proteina fijadora de calcio (calbindina) potencia la
absorcion de calcio, sobre todo a nivel duodenal y del yeyuno y también la
absorcion de fdsforo.

- Hueso: aunque la accion sobre el hueso no es tan conocida, se sabe que es capaz
de promover tanto la formacién como la resorcién dsea; el 1,25(0OH); vitamina D
actua por un lado sobre los receptores VDR situados en la superficie de los
osteoblastos promoviendo su diferenciacién, y por otro lado estimulando en las
membranas celulares estimulando la expresién del ligando de RANK (RANKL -
molécula cuya funcién es la activacidn de los osteoclastos-).

- RifAén: incrementa la eficiencia en la reabsorcidon tubular de calcio y
concentraciones bajas de fésforo activan la 1-alfa-hidroxilasa, disminuyendo asi
su excrecion renal.

- Glandulas paratiroides: inhibe la transcripcion del gen de la PTH.

El hallazgo de su receptor nuclear en células y tejidos esenciales del organismo sin
vinculacién con el metabolismo del calcio ha generado hipdtesis sobre otras funciones
denominadas “extraesqueléticas” o no clasicas.3%4°

3. ANALISIS DEL METABOLISMO OSEO

Ademas de por la valoracion del metabolismo fosfocdlcico, el remodelado dseo puede
valorarse de forma directa mediante histomorfometria a partir de la biopsia dsea, o
bien, de forma indirecta, mediante la determinacion de una serie de constituyentes de
la sangre vy la orina, denominados marcadores bioquimicos del remodelado dseo, que
son enzimas u otras proteinas secretadas por las células dseas (OB/OC -
osteoblastos/Osteoclastos) o bien productos que se originan durante la formacién o
degradacion del colageno tipo 1, principal proteina que forma la matriz organica del
hueso.
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En la practica asistencial diaria, la valoracion del metabolismo dseo se realiza desde el
punto de vista bioquimico, con la determinacién de calcio, excrecién de calcio en orina
de 24 horas, fésforo, PTH, 25-OH-vitamina D y marcadores de remodelado dseo
(actualmente de valoracion para control terapéutico del paciente) como Telopéptido del
Colageno tipo 1 (CTX), Propéptido Aminoterminal del Procoldgeno tipo 1 (PINP) o
Fosfatasa Alcalina Osea (FAO). En los estudios de investigacidon de manera especifica
pueden analizarse otros parametros especificos de regulacién del remodelado dseo
como esclerostina, osteoprotegerina (OPG) y RANKL, entre otros.

Los marcadores de remodelado dseo se pueden clasificar de muchas maneras (célula de
origen de los enzimas, derivados del coldgeno, segun si evalian formacion o resorcién
0sea, muestra de determinacion...). Los marcadores de remodelado éseo mas utilizados
en la actualidad son los derivados del metabolismo del colageno (PINP, CTX) y la FAO.

3.1 FOSFATASA ALCALINA OSEA

La FAO es una enzima y proteina sintetizada por los osteoblastos que es ampliamente
utilizada como marcador de formacidn désea. La FA puede utilizarse en caso de que no
se pueda cuantificar la FAO, pero tiene falta de especificidad (isoenzimas hepaticos,
renales, intestinal, placentaria). Bien es cierto que en condiciones normales, las 2
isoenzimas fundamentales son la hepatica y la ésea por lo que a pesar de ello y en
ausencia de desérdenes hepdaticos ha sido muy utilizada por bajo coste y sencillez en la
determinacién.*!

Actualmente existen métodos inmunoldgicos para cuantificar la isoenzima dsea con
pequeia reactividad cruzada (8%) con el isoenzima hepdtico.

Markers of bone resorption

Hydroxyproline

Collagen cross-links
Pyridinolines (pyridinoline, deoxypyridinoline)
Cross-linked telopeptides (NTx, CTx)

Osteoid
N

 Osteoblasts

TRAP 5b

Catepsina K Osteodlast /.
DKK-1
RANKL o

: Markers of bone formation

Bone matrix Total alkaline phosphatase

Bone alkaline phosphatase

Osteocalcin

Procollagen type | propeptides (PINP, PICP)

Figura 3. Marcadores de formacidn y resorcién ésea.*?
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3.2 MARCADORES DERIVADOS DEL COLAGENO TIPO 1

El coldgeno tipo 1 es el tipo mds abundante (>50%) del cual el 50-70% se encuentra en
el hueso y dentro del mismo constituye el 90% de la matriz organica. También se
encuentra en la piel, dentina, tendones y ligamentos. Es importante destacar que la
actividad metabdlica del coldgeno tipo | del tejido dseo es superior a la de los tejidos
blandos, por lo que las concentraciones circulantes de sus metabolitos reflejan con
mayor probabilidad el metabolismo del coldgeno éseo (pero no completamente
especifico debido a su amplia presencia en otros tejidos).*

N-terminal Catarminal
propeptide Collagen | Trple-Hecal Region propepide
{1000+ amno acds)

NTX Epitope CTX Epitope
-O-Y-BD-GK'-GV-G- E-K-AHBDG-GR
N SoRRssssssy ossansesss— ¢
{ . ?
) \1 PYD & DPD S|
A5y 555557
NTX crosslink - N ‘;;,;’;

Figura 4. Base molecular de los marcadores utilizados actualmente de la degradacion
relacionada con el coldgeno de tipo | y representacion esquemdtica de los marcadores
de reabsorcién dsea de coldgeno.*>44

La triple hélice de coldgeno esta formada por 2 cadenas 1y una molécula 2. Una vez se
ha formado la triple hélice del procolageno es transportada a la superficie celular y
excretada. Una vez fuera de la célula los propéptidos C y N-terminal (PICP y PINP) son
liberados por accidén de la procolageno-peptidasa. Debido a su tamafiio, forma y carga
eléctrica, estos propéptidos no se eliminan por orina sino que son eliminados de Ila
sangre a través del higado (por tanto, no se alteran en la insuficiencia renal). Debido a
gue estos propéptidos se liberan durante el proceso de formacion de las fibras de
colageno, se consideran marcadores de formacion. El mas sensible y especifico es el
PINP, correlaciona mds con estudios histomorfométricos.*!

Por otra parte, cuando los osteoclastos reabsorben el hueso secretan proteasas que
degradan la matriz coldgena a fragmentos moleculares. Los fragmentos circulantes
contienen piridinolinas, aminoacidos libres (prolinas, lisinas) o segmentos amino o
carboxiterminales de las fracciones telopeptidicas del coldgeno. El CTX se trata de un
péptido de 8 aminoacidos del segmento C-terminal de una cadena -1 del colageno,
participando uno de estos aminoacidos en la formacion de un puente piridinolinico. Hay
una B-isomerizacidon que permite aumentar el valor de estos fragmentos modificados
como marcadores mas especificos de recambio éseo. Se sabe que la relacién CTx/PINP
aumenta con la edad y peor calidad del hueso.*!
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En 2011 se presentd un consenso por el cual los marcadores de eleccidon a determinar
por su mayor sensibilidad y especificidad y capacidad de automatizacién fueron el PINP
y CTX.45’46

4. METABOLISMO FOSFOCALCICO EN LA EPOC

Los pacientes con EPOC presentan multiples comorbilidades, entre ellas problemas en
la mineralizacién ésea como la osteopenia y la osteoporosis que pueden interferir en la
calidad de vida, planteamientos terapéuticos y evolucién de la enfermedad.*’

La prevalencia de osteoporosis en los pacientes con EPOC es mayor a la esperada en la
poblacién general para una misma edad y la gravedad de la misma esta directamente
relacionada con el grado de obstruccion de la via aérea.*’

La patogénesis de la osteoporosis asociada a la EPOC tiene un origen multifactorial. Unos
factores se atribuyen al estilo de vida de los pacientes como el tabaco, otros a la
progresién de la enfermedad, como la debilidad muscular e inactividad, otros a los
glucocorticoides utilizados en el tratamiento de la EPOC y sumado a ellos esta la
predisposicidon genética y la inflamacidn sistémica. 4

Tabaquismo: el tabaco se considera un factor de riesgo en la pérdida de masa dsea.*°>!
Se conoce que el tabaco tiene diversos efectos téxicos sobre el hueso, como el descenso
de la absorcidn intestinal de calcio y la pérdida de peso. Sin embargo, se desconoce el
mecanismo fisiopatolégico que explica la disminucion de masa ésea en los pacientes
fumadores.

Debilidad muscular: en los pacientes con EPOC se ha demostrado que se producen
diferentes alteraciones en el tejido muscular -disminucién de la actividad aerébica,
pérdida de fibras tipo |, presencia de células inflamatorias e incremento de la apoptosis-
responsables de la disfuncion musculoesquelética que manifiestan estos pacientesy que
conducen a una fatiga muscular que limita la tolerancia al ejercicio.>?

El grado de obstruccidn aérea estd estrechamente relacionado con la pérdida de funcidn
muscular, de manera que, con la progresién de la enfermedad, en estos pacientes se
acaba produciendo una atrofia muscular que incrementa alin mas la disminucién de
actividad fisica, y por tanto, también favorece la pérdida de masa dsea.

indice de masa corporal: la pérdida de peso y de masa corporal son otras de las
manifestaciones relacionadas con la EPOC. Se considera que la causa de esta marcada
pérdida de peso es consecuencia de la disminucién de la ingesta y el incremento del
trabajo respiratorio junto con el efecto de la inflamacidn sistémica crénica.

La caquexia es un sindrome asociado con un elevado gasto de energia basal que conduce
al desgaste del tejido adiposo y del musculo esquelético a través de un mayor
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catabolismo de grasas y proteinas. Es un factor de riesgo importante para la
mortalidad.>3

Existen dos tipos de tejido adiposo en el cuerpo. El tejido adiposo blanco almacena
reservas de energia como grasa y el tejido adiposo marrdn cuya funcién es la oxidacidn
de los lipidos para producir calor. Ambos tipos de adipocitos juegan un papel importante
en la homeostasis energética.>*

Un estudio reciente realizado en ratones identificd la proteina relacionada con Ia
hormona paratiroidea (PTHrP) como inductor de la expresion termogénica y la pérdida
de tejido adiposo.>® PTHrP y PTH son similares en cuanto a la homologia de secuencia en
sus primeros 34 aminoacidos y ademads comparten el mismo receptor de la superficie
celular.

Déficit de vitamina D: como habia comentado previamente, la vitamina D participa en la
absorcién intestinal de calcio y fésforo e interviene en la mineralizacion de la matriz
dsea, de manera que su déficit puede producir una disminucién de la mineralizacion y
contribuir a una baja masa dsea.

Estudios recientes en los que se compararon fumadores con y sin EPOC, demostraron
que los pacientes con EPOC avanzada presentan con cierta frecuencia déficit de vitamina
D.>¢-58 Otros estudios revelan una disminucién del aporte diario dietético de vitamina D
en pacientes con EPOC>?, especialmente en ancianos.

A pesar de que se cree que hay una asociacion entre la ingesta de vitamina D y una mejor
funciéon respiratoria, un estudio longitudinal en fumadores activos con EPOC leve o
moderada y un estudio prospectivo de cohortes no demostraron la existencia de
relacion entre niveles basales bajos de vitamina D y deterioro de Ila funcién
respiratoria.®® Asi mismo, el estudio prospectivo realizado por Skaaby et al. mostré que,
aunque niveles bajos de vitamina D correlacionan con una alta prevalencia de EPOC, la
deficiencia de vitamina D no tuvo una asociacidén significativa entre la deficiencia de
vitamina D y la exacerbaciéon o mortalidad por EPOC.%! Por otra parte, Afzal et al.
reportaron que los niveles mas bajos de vitamina D estan asociados con una tasa de
disminucion del FEV1 mas rapida, una mayor prevalencia de EPOC y un mayor riesgo de
desarrollo de EPOC.®? Desde otro punto de vista, Jackson et al no describen diferencias
en los niveles de vitamina D en pacientes con y sin EPOC, pero si observaron una
elevacién de los niveles de PTH en el grupo de pacientes con EPOC.5® Adicionalmente,
Janssens et al. determinaron en su estudio entre fumadores con EPOC y fumadores
sanos que los niveles séricos de 25-OH-vitamina D se correlacionan de manera
significativa con el FEV1 en pacientes con EPOC.

Dada la diversidad de resultados observados en los diferentes estudios sobre los niveles
de vitamina D y la funcion respiratoria en pacientes con EPOC, se describid la hipdtesis
de que existan subgrupos de pacientes con EPOC con distinta predisposicion genética
para desarrollar déficit de vitamina D.%

Otra posible explicaciéon a estas discrepancias sobre el papel de la vitamina D en
pacientes con EPOC es la compleja interaccion entre la vitamina D y la PTH. Los niveles
de vitamina D son controlados, entre otros factores, por la PTH para mantener la
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homeostasis del calcio y en si misma, la PTH es un biomarcador del déficit de vitamina
D.65

Existe por lo tanto, una serie de factores que intervienen tanto en el metabolismo
fosfocalcico como en variables clinicas importantes en la EPOC.
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HIPOTESIS

Los parametros del metabolismo fosfocdlcico estan alterados en los pacientes con EPOC,
especialmente en los pacientes con caracteristicas clinicas mas graves. Estas variables
son distintas entre los pacientes fumadores activos y ex-fumadores.

OBIJETIVOS

1. OBJETIVO GENERAL

El objetivo fundamental de este estudio, es cuantificar los principales pardmetros
bioquimicos relacionados con el metabolismo éseo en pacientes de nuestra comunidad
diagnosticados de EPOC (sin diagndstico previo de patologia ésea u otras comorbilidades
qgue pudieran alterarlos), y su relacién con el habito tabaquico y pardmetros clinicos.

2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Describir los parametros bioquimicos relacionados con el metabolismo
fosfocalcico en una cohorte de pacientes con EPOC (PTH, vitamina D, marcadores
de resorcién ésea).

- Estudiar las correlaciones de las principales variables del metabolismo
fosfocalcico con las variables clinicas de la EPOC.

- Evaluar las diferencias de las distintas variables del metabolismo fosfocalcico en
los distintos grupos clinicos de pacientes con EPOC (disneicos, sintomaticos y con
alto riesgo de agudizacion).

- Evaluar las diferencias existentes entre el grupo de fumadores y exfumadores en
lo que se refiere al metabolismo dseo, ajustando los grupos por edad, sexo y
FEV1.

- Establecer si las correlaciones existentes de las principales variables del
metabolismo fosfocdlcico con las variables clinicas de la EPOC son iguales en los
pacientes fumadores y ex-fumadores.
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MATERIAL Y METODOS

Se trata de un estudio prospectivo observacional que se llevd a cabo en un Unico centro
- Hospital Universitario Marqués de Valdecilla (HUMV), Santander - tras haber obtenido
la aprobacién del Comité Etico de Investigacién de Cantabria (CEIC) y el consentimiento
informado* y por escrito de los pacientes incluidos en la muestra a estudio para la
extraccidon de la muestra de sangre.

*(Se adjunta consentimiento informado dado a los pacientes y aprobacién del CEIC en
Anexos).

1. DISENO DEL ESTUDIO

Los objetivos de esta investigacién han requerido de un estudio prospectivo en
pacientes con diagnodstico de EPOC.

El disefio prospectivo trata de responder los objetivos evaluando datos clinicos y
analiticos de los pacientes de la muestra durante el seguimiento de su enfermedad.

2. SELECCION DE PACIENTES

Los participantes son pacientes con EPOC de entre 40 y 85 afios — con un tratamiento
broncodilatador de base tienen un cociente FEV1/FVC < 0,70 - que fueron reclutados
durante su seguimiento regular en consultas externas de Neumologia entre Octubre de
2017 y Octubre de 2018. El seguimiento en consulta de estos pacientes y el andlisis de
las muestras de sangre extraidas fue llevado a cabo durante todo el periodo de
investigacidn por dos facultativos especialistas del HUMV.

Criterios de inclusion: Pacientes diagnosticados de EPOC mediante espirometria con test
broncodilatador realizada siguiendo los criterios SEPAR®®. Consiste en realizar una
espirometria, administrar 400 mcg de salbutamol y repetir la prueba 20 minutos
después. Los pacientes con un cociente FEV1/FVC menor de 0,7 y con una mejoria
menor de 200 ml o el 12% del valor de referencia se consideran pacientes con EPOC.

Criterios de exclusion:

Diagndstico de osteoporosis previo a la inclusién en el estudio.
- Tratamiento con vitamina D y/o para la osteoporosis.

- Pacientes con diagndstico previo de insuficiencia renal o valores de creatinina >
1,20 mg/dl.

- Valores de ALT > 50 mg/dl, GGT> 130 mg/dlI.
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Tras la revision de las historias clinicas se incluyeron en el estudio un total de 131
pacientes.

2.1 GRUPOS CLINICOS

Los pacientes incluidos en el estudio fueron divididos en distintos grupos clinicos en
funcién de variables clinicas dicotémicas segun los criterios establecidos por las guias
GOLD.! Los pacientes con un grado de disnea de la mMRC de 2 o mas fueron
considerados pacientes disneicos, y los pacientes con 1 o menos no dia éticos. Los
pacientes con valores en el CAT de 10 o mas fueron considerados sintomaticos y con 9
0 menos no sintomaticos. Los pacientes con 2 o mas agudizaciones moderadas o con un
ingreso en el afio previo fueron considerados pacientes con alto riesgo de agudizacién,
y el resto de pacientes con bajo riesgo de agudizacién.

3. RECOGIDA DE DATOS

Mediante revisidn de historia clinica o entrevista estructurada a efecto de recoger las
siguientes variables clinicas:

- Edad, peso, talla e indice de masa corporal (IMC).

- Habito tabaquico.

- COPD assessment test (CAT) — cuestionario de calidad de vida.
- Saturacion de oxigeno.

- FEVi, FVC y cociente FEV1/FVC, que se estimd a través de la espirometria
realizada a todos los individuos®®.

- Grado de disnea mMRC. Criterios de bronquitis cronica.
- Numero de agudizaciones e ingresos.

- Test de la marcha en 6 minutos: se realizé segun el protocolo de la Sociedad
Toréacica Americana®’; se les pidid a los pacientes que caminases, en la medida
de lo posible, durante 6 minutos a lo largo de un pasillo recto de 30 metros sin
interrupciones. Al final de la prueba se registré tanto la distancia recorrida como
el grado de disnea que le supuso al paciente.

- La composicién corporal fue estimada mediante un dispositivo de impedancia
bioeléctrica (BF511, Omrom, kioto). El indice de masa magra (FFMI): se calculd a
partir de la grasa corporal mediante la férmula FFMI = (Peso total (kg) - peso de
masa grasa (kg)) / (Altura (metros))>.
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4. DETERMINACIONES ANALITICAS

La toma de sangre se realizé de manera sistematica en todos los pacientes en ayunas
entre las 08.00 y 09.00 horas de la mafana. A cada paciente se le extrajeron 10 mL de
sangre en tubos de vacio siliconados con filtro de gel de silice sin anticoagulante para la
obtencion de suero, asi como una muestra de 5 mL en tubo con EDTA (1mg/mL), para la
obtencién de plasma. La extraccion de sangre se hizo sin compresor para la
cuantificacidon adecuada de calcio.

Todas las muestras se procesaron lo antes posible desde la extraccién. Los tubos para la
obtencién de suero se dejaron coagular durante 20-30 minutos y posteriormente se
centrifugaron a 2000 g. a temperatura ambiente. Las técnicas bdasicas se realizaron el
mismo dia de la extraccidn mientras que parte del suero y plasma obtenido del tubo
EDTA se alicuotd en tubos Eppendorf debidamente identificados y se congelé a -80°C
hasta su posterior procesamiento para las determinaciones mas especificas.

Las determinaciones de calcio total, fésforo, albumina, transaminasas y fosfatasa
alcalina total se realizaron en suero mediante el analisis automatizado en un Advia 1800
Chemistry (Siemens HealthCare Diagnostics, Mannheim, Germany) usando reactivos
suministrados por SIEMENS® y segun las reacciones especificas. Los niveles de calcio
total fueron corregidos por la albimina.

- Calcio Total: espectrofotometria automatizada: método del complejo de la g-
cresolftaleina.

- Transaminasas: técnica enzimatica automatizada.

- Fésforo: espectrofotometria automatizada: método del complejo del molibdato
amanico.

- Albdmina: espectrofotometria automatizada: método del verde del
Bromocresol.

- Fosfatasa Alcalina Total: espectrofotometria automatizada: de la actividad del
enzima sobre el sustrato 4-nitrofenil-fosfato 4NPP.

Las técnicas especificas se analizaron de la siguiente manera:

- PTH: la determinacidn de los niveles de PTHi se realiza mediante inmunoensayo
especifico quimioluminiscente automatizado en un iSYS (IDS-iSYS Multi-
Discipline Automated Analyser, Pouilly-en Auxois, France). Sensibilidad: 5 pg/mL.
Especificidad: el ensayo utiliza 2 anticuerpos monoclonales especificos: uno
contra el fragmento 39-84 y otro contra el fragmento aminoterminal 1-34. Este
ensayo reconoce la PTH intacta 1-84 (100%), pero tiene reaccién cruzada con el
fragmento 7-84 de reciente identificacion y de significado clinico desconocido.
La reproductibilidad intraensayo fue 2,6 y la reproducibilidad interensayo fue
5,8%. Normalidad en suero: <45 pg/mL.

- 25-OH-VITAMINA D: el método empleado es inmunoensayo competitivo directo
por quimioluminiscencia para la determinacion cuantitativa del total de 25(0H)
D en suero (D2+D3). El equipo utilizado es un Liaison® XL Analyzer (DiaSorin,
Stillwater, Minnesota, USA). Sensibilidad de 4 ng/mL; Especificidad: 100%
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reaccion cruzada con 25(OH)D; y 100% con Ds. Reproducibilidad intra e
interensayo <8 y <12%. Déficit de vitamina D < 20 ng/mlL.

- FA OSEA: la cuantificacién sérica de la FAO se realizé mediante ensayo
inmunoldgico especifico determinando la actividad de la FA de origen dsea en un
iSYS (IDS-Isys Multi-Discipline Automated Analyser, Pouilly-en Auxois, France).
Reactividad cruzada del 100 % con la forma ésea; <10% con la hepdtica; 0 % con
la placentaria; 0 % con la intestinal. La sensibilidad de la técnica es de 1 ng/mL.
La reproductibilidad intra e interensayo es de <3 y <10 % respectivamente.
Mujeres postmenopausicas: 5,5 — 27,1 ng/mL; hombres 5,7 — 32,9 ng/mL.

- Los marcadores de remodelado d6seo (PINP y Crosslaps-B) se realizaron
mediante inmunoensayo especifico quimioluminiscente automatizado en un
iSYS (IDS-iSYS Multi-Discipline Automated Analyser, Pouilly-en Auxois, France).
Sensibilidad: 0,14 ng/ml para PINP y 0,030 ng/ml para -Crosslaps. La
reproductibilidad intraensayo fue <10 y <15% respectivamente y la
reproductibilidad interensayo fue <5% y <8% respectivamente.

- FGF-23:inmunoensayo especifico de doble anticuerpo (ELISA) de Inmunotopics
International. Sensibilidad 1,5 pg/ml. Reproductibilidad intra e interensayo
<10%.

5. ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS

Los datos son presentados como media * desviacién estandar para variables con
distribucién paramétrica y mediana (rango intercuartilico) para variables no
paramétricas.

Al analizar los datos se hizo en primer lugar un estudio de la distribucién normal o no de
las variables analizadas mediante el test de Kolmogorov-Smirnov.

La comparacién de variables entre grupos se analizd con el test de la T de Student en las
variables paramétricas y el test de la U de Mann-Whitney en las que no seguian una
distribucién normal. Para el analisis de correlaciones entre 2 variables numéricas se
utilizd el coeficiente de correlacion de Pearson (r) para datos paramétricos y el
coeficiente de correlacién de Spearman (rho) para datos no paramétricos. Se considerd
estadisticamente significativa una p < 0,05.

Para el analisis estadistico se utilizé la version 25.00 del programa estadistico SPSS
Software (IBM) para PC.
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RESULTADOS

156 pacientes con EPOC fueron seleccionados para el estudio desde las consultas
externas de neumologia, de ellos, se excluyeron del estudio a 15 pacientes por presentar
insuficiencia renal no conocida previamente y 10 pacientes por presentar alteraciones
en las pruebas de funcién hepadtica. Finalmente se incluyeron en el estudio a 131
pacientes. Las principales caracteristicas de la muestra se presentan en la tabla 1, y en
la tabla 2 se reflejan los datos analiticos obtenidos en el total de pacientes.

Tabla 1. Datos demograficos y clinicos de los pacientes del estudio.

VARIABLE n=131

Edad (afios) 6518,6
Sexo Varon n (%) 90 (62,2)
FVC (mL) 30454971
FVC (%) 94+19
FEV1 (mL) 1400 (1070-1960)
FEV1 (%) 60,4121
CocC 49+12
Agudizaciones previas 0 (0-2)
Ingresos previos 0 (0-0)
CAT 11,618,7
Grado de disnea mMRC 1(1-2)
FFMI (kg/m?) 18,7+2,7
T6MM (m) 43597
IMC (Kg/m?) 27,8+5,7
Fuerza mano derecha (kg) 32412
Fuerza mano izquierda (kg) 30,9+11,3

Los datos cuantitativos se expresan como media + desviacion estandar o mediana (rango) dependiendo
de la distribucién de la variable. FVC: capacidad vital forzada; FEV1: volumen espirado maximo en el
primer segundo; COC: relacion FEV1/FVC; CAT: COPD assessment test; mMRC: Medical Researc Council
modificada; FFMI: indice masa libre de grasa; T6MM: test de marcha en 6 minutos; IMC: indice de masa
corporal.
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Tabla 2. Parametros analiticos de los pacientes del estudio.

VARIABLE n=131

PTH (pg/mL) 37,8+17
Vitamina D (ng/mL) 15 (10-24)
Fosfatasa Alcalina (U/L) 73 (64-85)
Fosfatasa Alcalina Osea (pg/L) 15,245,7
Albumina (g/dL) 4,3 (4,1-4,4)
Calcio (mg/dL) 9,6 (9,3-9,8)
Fosforo (mg/dL) 3,3 (2,8-3,6)
Magnesio (mg/dL) 2(1,9-2,1)
Creatinina (mg/dL) 0,7+0,18

ALT (U/L) 23,9+7,4

GGT (U/L) 35 (25-47)

PINP (ng/mL) 38,6 (27-52)
CTX (ng/mL) 0,14 (0,08-0,22)
FGF-23 (pg/mL) 45,1 (35,7 — 58,85)
PCR (mg/dL) 0,4 (0,1-0,8)

PTH: hormona paratiroidea; ALT: alanina aminotransferasa; GGT: gamma glutamiltrasferasa; PINP:
propéptido aminoterminal del procolageno tipo 1; CTX: telopéptido del colageno tipo 1; FGF-23: factor
23 de crecimiento fibroblastico; PCR: proteina C reactiva.
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1. CORRELACIONES TOTALES CON VARIABLES DE LA EPOC

La tabla 3 muestra las correlaciones estadisticamente significativas entre las distintas
variables del metabolismo fosfocalcico y variables clinicas de los pacientes con EPOC.
Las figuras 5-8 muestran los diagramas de dispersion de las correlaciones mas fuertes.

Tabla 3. Correlaciones de variables del metabolismo fosfocdlcico y variables clinicas de

la EPOC.

CORRELACIONES GRUPO TOTAL r p
PTH — Edad 0,298 <0,001
PTH — FEV1(%) -0,224 0,013
PTH — FEV1 (mL) -0, 263 0,003
PTH — FVC (mL) -0,181 0,45
Alcalina — FFMI -0,222 0,044
Alcalina— T6MM -0,327 0,006
Alcalina = FEV1 (mL) -0,219 0,015
Alcalina = FVC (mL) -0,196 0,031
Alcalina FEV1 (%) -0,228 0,012
Alcalina — Agudizaciones -0,203 0,04
Alcalina 6sea — T6MM -0,377 <0,001
Vitamina D - T6MM 0,242 0,042
Vitamina D — Agudizaciones -0,212 0,031
Creatinina — FGF23 0,237 0,011
Creatinina — Agudizaciones -0,251 0,019
PINP —T6MM -0,443 0,000
PINP — CAT 0,207 0,049
CTX-1IMC 0,253 0,007
CTX-TeMM - 0,289 0,014
FGF23 - Edad 0,214 0,015
FGF23 - FVC (%) 0,273 0,003

PTH: hormona paratiroidea; FEV1: volumen espirado maximo en el primer segundo; FVC: capacidad vital
forzada; FFMI: indice de masa magra; T6MM: test de marcha en 6 minutos; FGF23: factor 23 de
crecimiento fibroblastico; PINP: propéptido aminoterminal del procolageno tipo 1; CAT: COPD assessment

test; CTX: telopéptido del colageno tipo 1; IMC: indice de masa corporal;
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Figura 5. Diagrama de dispersién de la correlaciéon entre edad y PTH.
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Figura 7. Diagrama de dispersion de la correlacion entre fosfatasa alcalina 6sea vy el test

de marcha de 6 minutos.
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Figura 8. Diagrama de dispersidn de la correlacidn entre el test de marcha en 6 minutos
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2. DIFERENCIAS EN LOS NIVELES DE LAS DISTINTAS VARIABLES DEL METABOLISMO

FOSFOCALCICO EN LOS DISTINTOS GRUPOS CLINICOS DE LA EPOC

Las tablas 4-7 expresan las diferencias en los niveles de los pardametros fundamentales

del metabolismo dseo en los grupos clinicos de la EPOC.

Tabla 4. PTH en los diferentes grupos clinicos.

Pacientes con

Caracteristica

PTH en

PTH en

clinicas caracteristica pacientes con pacientes sin p
(n) caracteristica caracteristica
Disneicos 43 37,9514 38,98+18,9 0.969
Sintomaticos 47 40,2+17,9 38,1+17,9 0.903
Alto riesgo de
i g 30 38,29+16,5 38,2+18,79 0.991
agudizacién
Tabla 5. Vitamina D en los diferentes grupos clinicos.
L Pacientes con  VitaminaDen Vitamina D en
Caracteristica . . . .
clinica caracteristica paciente con pacientes sin P
(n) caracteristica caracteristica
Disneicos 43 8 (10-24) 15 (11-25) 0.268
Sintomaticos 47 14 (10-25) 19 (11-26) 0.215
Alto riesgo de
o, 30 15 (10-22) 18 (12-26) 0.070
agudizacién
Tabla 6. Fosfatasa alcalina en los diferentes grupos clinicos.
. Pacientes con F. Alcalina en F. Alcalina en
Caracteristica _ . . .
clinica caracteristica  pacientes con pacientes sin P
(n) caracteristica caracteristica
Disneicos 43 76,7+20,6 74,2+18,3 0.487
Sintomaticos 47 75,8+19,5 73,2+18,9 0.523
Alto riesgo de
g 30 66,6+17,6 77,1618 0.009

agudizacién

33



Tabla 7. Fosfatasa alcalina ésea en los diferentes grupos clinicos.

_ Pacientes con FA 6sea en FA 6sea en
Caracteristica , . . .
clinica caracteristica pacientes con pacientes sin P
(n) caracteristica caraceristica
Disneicos 43 15,7+5,5 14,9+5,88 0.479
Sintomaticos 47 15,445,4 15,545,7 0.914
Alto riesgo de 30 13,73+4,9 15,6+5,7 0.088

agudizacién

Como puede observarse en las tablas 6 y 7, la FA total y la FAO presentan diferencias
estadisticamente significativas siendo mayor en los pacientes con alto riesgo de
agudizacion.

3. DIFERENCIAS ENTRE FUMADORES Y NO FUMADORES

De la muestra inicial se realizd un ajuste por edad, sexo y FEV1 entre los pacientes
fumadores y no fumadores, viéndose reducida la muestra final del estudio a 120
pacientes con EPOC, 60 pacientes en cada grupo.

Las caracteristicas demograficas, clinicas y analiticas de ambos grupos estan
representados en la tabla 8.

Tabla 8. Caracteristicas clinicas y parametros analiticos de los pacientes fumadores y
exfumadores del estudio.

Ex fumadores Fumadores P
Edad (Afos) 66,217 65,2+6,6 0,68
Sexo (% hombres) 41 (68%) 38 (63%) 0,29
FEV1 (%) 64,8121 65+21 0,56
Exacerbaciones 1(0-2) 0 (0-1) 0,41
CAT 12+8,9 14+12 0,43
Grados de disnea mMRC 1(1-2) 1(1-2) 0,27
Corticoides inhalados 14 (23,3%) 9 (15%) 0,354
IPA 37+24,37 42,94+28 0,375
FA (U/L) 74,8119 81,2124 0,129
FAO (pg/L) 15,4345,7 15,615,9 0,227
25-OH-vitamina D (ng/mL) 18 (10-26) 13 (9-18) 0,015
PTH (pg/mL) 37 (27-48) 30 (22-50) 0,171
CTX (ng/mL) 0,16 (0,9-0,21) 0,17 (0,1-0,27) 0,093
PINP (ng/mL) 39,9 (28-52) 38 (28-59) 0,29
Calcio (mg/dL) 9,6 (9,2-9,8) 9,6 (9,4-9,9) 0,85
Albdmina (g/dL) 4,3 (4,1-4,45) 4,2 (4-4,4) 0,11

FEV1: volumen espirado maximo en el primer segundo; CAT: COPD assessment test; mMRC: Medical
Research Council modificada; IPA: indice paquetes-afio; FA: fosfatasa alcalina; FAO: fosfatasa alcalina
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6sea; PTH: hormona paratiroidea; CTX: telopéptido del colageno tipo 1; PINP: propéptido N-terminal
de colageno tipo I.

Se observa un nivel significativamente mayor de 25-OH-vitamina D en exfumadores
(p=0,015). (Figura 9).

Figura 9. Comparacién de los niveles de 25-OH-Vitamina D en pacientes fumadores y
exfumadores.
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4. CORRELACIONES TOTALES CON LAS VARIABLES CLINICAS

Tabla 9. Diferencias en las correlaciones dependiendo si el paciente es fumador o exfumador.

FUMADORES EXFUMADORES
VARIABLES
r p r p

PTH—-FA - 0,049 0,712 0,282 0,034
PTH - FAO 0,172 0,288 0,430 0,004
PTH - Vit.D -0,429 0,001 -0,158 0,232
FA — PINP 0,262 0,043 0,416 0,001
FA-CTX 0,096 0,466 0,415 0,001
FA - PCR 0,279 0,034 0,123 0,365
FAO — PINP 0,440 0,005 0,702 0,000
FAO - CTX 0,546 0,000 0,525 0,000
PINP - CTX 0,587 0,000 0,549 0,000
Vit. D — PINP -0,077 0,559 - 0,297 0,022

PTH: hormona paratiroidea; FA: fosfatasa alcalina; FAO: fosfatasa alcalina dsea; Vit.D: vitamina D;
PINP: propéptido N-terminal de colageno tipo I; CTX: telopéptido del colageno tipo 1; PCR: proteina C

reactiva;
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DISCUSION

Los pacientes con EPOC presentan una importante limitaciéon para realizar actividad
fisica debido a diferentes factores como la obstruccion al flujo aéreo, la pérdida de masa
muscular o la exposicion al tabaco.®® La actividad fisica de manera especifica se
caracteriza por ser un factor prondstico independiente de la enfermedad. Se han
propuesto distintas formas de estudiar la actividad fisica de los pacientes con EPOC, por
ejemplo mediante el uso de distintos tipos de podémetros,®° sin embargo su uso no se
ha estandarizado. Las distintas variables del metabolismo mineral 6seo dependen de
manera directa de la actividad fisica de nuestros pacientes, y son influidas por una serie
de factores que indican mal prondstico de la enfermedad (por ejemplo las
agudizaciones, los ingresos, el uso de corticoides sistémicos para el tratamiento de las
agudizaciones, la baja actividad fisica, el sobrepeso, la inflamacién crénica sistémica).”®
Nuestro estudio se caracteriza por ser el primero en estudiar la asociacién de las
distintas variables bioquimicas relacionadas con el metabolismo fosfocalcico con
variables clinicas de la EPOC en pacientes sin osteoporosis y por evaluar la influencia del
tabaquismo sobre estas variables en pacientes con EPOC.

Caracteristicas de la muestra

Se trata de un grupo de pacientes con EPOC en su mayor parte moderada, con
predominio de varones, con una mayor parte de pacientes con criterios de buen
pronéstico de la enfermedad tanto por no presentar muchas agudizaciones, ni una
disminucion marcada en la distancia caminada en el test de marcha de 6 minutos. Las
caracteristicas de esta muestra son similares a las que presentan otras cohortes de
pacientes como la cohorte CHAIN’Y, por lo que creemos que los resultados del estudio
pueden ser extrapolables a otros estudios.

En cuanto a los parametros bioquimicos relacionados con el metabolismo fosfocalcico,
todos se encuentran en rango adecuado salvo los niveles de vitamina D, que presentan
una mediana de 15 ng/mL, presentando por lo tanto una insuficiencia de vitamina D
nuestra muestra, esto es concordante con otros estudios sobre la prevalencia de déficit
de vitamina D entre los pacientes con EPOC.>%8 Este tipo de alteraciones se suele
atribuir a la baja exposicion a luz solar que presentan estos pacientes debido a la
limitacidn que presentan en cuanto a actividad fisica y a la inflamacidn crdénica producida
por la propia enfermedad.

Correlaciones con variables de la EPOC

Dentro de las correlaciones encontradas, destaca la correlacion de la fosfatasa alcalina
total, la isoencima dsea, y los pardmetros de resorcidon ésea con la distancia caminada
en el test de marcha de 6 minutos, un indicador de la capacidad de ejercicio que tienen
nuestros pacientes con EPOC que se utiliza habitualmente para estimar la supervivencia
de nuestros pacientes, formando parte del indice BODE (Body Mass index, Obstrucction,
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Dispnoea, Exercise). Este resultado resulta interesante ya que no se ha descrito
previamente en la literatura, e induce a plantearse que se podrian utilizar estas variables
como estimadores de la actividad fisica sin la necesidad de realizar pruebas complejas
como T6MM que requieren esfuerzo y tiempo y que incluso no pueden ser realizadas en
determinados pacientes.

Ademas de la correlacién con el test de marcha de 6 minutos, todas las variables
analizadas se correlacionan de forma ldgica con los distintos factores clinicos de la EPOC,
Asi valores altos de PTH, fosfatasa alcalina, PINP, bajos de vitamina D y crosslaps se
correlacionan con peores variables clinicas. Estos resultados son atribuibles a la baja
actividad fisica de los pacientes con EPOC y a que la inflamacién crénica puede afectar
a la resorcion dsea.b12

Diferencias en los distintos grupos clinicos.

- PTH en diferentes grupos clinicos

La PTH en los diferentes grupos clinicos de la EPOC, ya sean disneicos, sintomaticos o
con un riesgo alto de agudizacidon o que no presenten ninguna caracteristica de las
mencionadas, no muestra diferencias con un nivel de significacion estadistico (p<0,05).

- Vitamina D en diferentes grupos clinicos

Aunque no se encuentras diferencias estadisticamente significativas en cuando a los
niveles de Vitamina D entre los diferentes grupos clinicos, los pacientes con alto riesgo
de agudizacidn, presentan una tendencia a niveles inferiores con respecto al grupo sin
alto riesgo de agudizacion (p=0,07) siendo ambos grupos insuficientes. Hay que tener
en cuenta que los niveles de Vitamina D dependen de diferentes factores (dieta,
exposicion solar,...) siendo el fundamental la exposicion solar.

- FAy FAO en diferentes grupos clinicos

En este caso, los pacientes agudizadores presentan niveles mas bajos de FA de manera
significativa, probablemente a expensas de la fraccién dsea, ya que los pacientes con
alto riesgo de agudizacion, también presentan niveles mds bajos de FAO (13,7 vs 15,6)
aunque no alcance significacidon estadistica (p=0,88), es decir, las resorcidon dsea es
menor en los pacientes agudizadores.

En el estudio se han excluido los pacientes que presentasen cualquier tipo de patologia
hepatica o renal, ya que pueden influir de manera negativa sobre el metabolismo
fosfocalcico. Nos parece resefiable el resultado a nivel de la fosfatasa alcalina ya que
presenta un mayor numero de correlaciones con variables clinicas de la EPOC la
fosfatasa alcalina total que la isoenzima dsea, sin embargo no creemos que estos
resultados sean atribuibles a produccidn hepatica ya que los pacientes con alteracién a
nivel de GGT (la otra enzima de colestasis) o pacientes con alteraciones en enzimas de
citolisis (ALT) fueron excluidos del Estudio. Se ha descrito previamente la presencia de
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niveles alterados de FA en la EPOC’?, estableciéndose la hipdtesis de la existencia de un
aumento de actividad catalitica entre los pacientes con EPOC.

Diferencias entre fumadores y no fumadores

En este estudio hemos analizado las diferencias entre los pacientes con EPOC fumadores
y los que tienen EPOC pero son exfumadores.

En cuanto a los que se refiere a las variables clinicas se ha observado que no existe
ninguna diferencia entre el grupo de fumadores y el de exfumadores. Sin embargo, nos
encontramos una diferencia con un nivel significativo (p=0,015) en los valores de
vitamina D estudiado en ambos grupos. Se observan niveles de vitamina D mas bajos en
los pacientes fumadores que en los exfumadores. Estudios sobre la vitamina D vy
pacientes con EPOC 8473 exponen que existen diversos factores que podrian explicar este
hecho; la disminucién de la produccion de vitamina D por parte de la piel como
consecuencia de los efectos téxicos producidos por el humo del tabaco, la escasa
actividad fisica al aire libre que conlleva una disminucion de la exposicién a la luz solar,
el incremento del catabolismo de la vitamina D producido por la accién de la inflamacién
sistémica producida por el humo del tabaco. Nuestra muestra ha sido ajustada por la
edad, el sexo y el FEV1 para evitar la influencia de factores externos al propio
tabaquismo. Las 2 muestras son practicamente equivalentes entre si en cuanto a
variables clinicas de la EPOC, incluyendo consumo de corticoides inhalados y el nimero
de agudizaciones, donde se produce el uso de corticoides sistémicos de forma habitual.

Diferencias en cuanto a correlaciones en fumadores y ex-fumadores

Por ultimo, en el estudio hemos analizado si las correlaciones entre distintos marcadores
del metabolismo fosfocalcico se correlacionan de la misma manera en pacientes
fumadores activos y exfumadores. La correlacidn existente entre la PTHy FAO, y PTHy
FA dejan de aparecer en el grupo de pacientes fumadores, de la misma manera que
desaparece la correlacién Vit. D — PINP, esto sugiere un papel distinto de estos
reguladores del metabolismo fosfocdlcico entre los pacientes fumadores activos. Por
otra parte, los pacientes fumadores presentan una correlacidén negativa entre los niveles
de vitamina D y PTH que los pacientes exfumadores no presentan. Al presentar niveles
menores de vitamina D, los pacientes fumadores producen mayor PTH para aumentar
la destruccién 6sea, aumentando asi los niveles de calcio sérico, este fendmeno no
ocurrira en exfumadores por presentar niveles mas elevados de vitamina D.
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LIMITACIONES DEL ESTUDIO

Se trata de un estudio realizado exclusivamente en un Unico centro donde la
prevalencia de déficit de vitamina D es elevada en general en toda la poblacién
por la escasa exposicion a luz solar, seria interesante realizar un estudio
multicéntrico contando con localizaciones geograficas que presenten mayor
exposicion a la luz solar.

A pesar de que el consumo de bebidas alcohdlicas puede influir en los niveles de
fosfatasa alcalina y de manera negativa en la progresion de la EPOC
(especificamente se considera que puede ser un factor a tener en cuenta en el
deterioro de la progresion de la enfermedad en términos de disminucién del
FEV1) no hemos tenido en cuenta el consumo de alcohol como factor para excluir
a pacientes de nuestro estudio.

Por ultimo, el nUmero de casos al obtener los diferentes subgrupos es pequefio
probablemente para obtener conclusiones.

FORTALEZAS DEL ESTUDIO

Se ha realizado en un grupo de pacientes muy heterogéneo que corresponde a
un drea metropolitana extensa (hospital de referencia de mas de 300000).

Se trata de un estudio que aporta datos nunca analizados previamente en ningln
contexto.
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CONCLUSIONES

- Variables del metabolismo fosfocdlcico, especificamente, valores altos de PTH,
fosfatasa alcalina, PINP, bajos de vitamina D y CTX se correlacionan con peores
variables clinicas en la EPOC.

- El nivel de Vitamina D correlaciona de manera positiva con el test de la marcha
TeMM.

- El grupo de pacientes con alto riesgo de agudizacién presenta valores mas bajos
de vitamina D y menores de fosfatasa alcalina.

- Los pacientes fumadores activos con EPOC presentan niveles mas bajos de
vitamina D.

- Las variables del metabolismo fosfocdlcico no se correlacionan de la misma
manera entre fumadores y exfumadores.

- Este estudio plantea la idea de que las variables del metabolismo fosfocalcico se
podrian utilizar como predictores de riesgo (agudizaciones, ingresos, mortalidad)
en la EPOC.
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ANEXOS

ANEXO 1

HOJA DE INFORMACION AL PACIENTE:

Protocolo de estudio sobre Papel del tabaquismo sobre los niveles de hormonas
relacionadas con el osteocito.

Versién 1.0
Investigador Principal: Carlos Amado
Estudio Realizado en el Hospital Universitario Marqués de Valdecilla

Nombre del Paciente:

INTRODUCCION

Nos dirigimos a usted para informarle sobre un estudio de investigacién en el que se le
invita a participar. El estudio ha sido aprobado por el Comité Etico de Investigacidn

Clinica correspondiente y respeta la normativa vigente.

Nuestra intencién es proporcionarle informacidon adecuada y suficiente para que pueda
evaluar y juzgar si quiere o no participar en el estudio. Para ello lea con atencidn esta
hoja informativa y luego podra preguntar cualquier duda que le surja relativa al estudio.

Ademas puede consultar con cualquier persona que considere oportuno.
PARTICIPACION VOLUNTARIA

Debe saber que su participacién en este estudio es voluntaria y puede decidir no
participar. En caso de que decida participar en el estudio puede cambiar su decisién y
retirar su consentimiento en cualquier momento, sin que por ello se altere la relacién

con su médico y sin que se produzca perjuicio alguno en su tratamiento.
DESCRIPCION GENERAL DEL ESTUDIO:

e Se trata de un estudio que pretende valorar la alteracién que se produce en la
produccién de hueso en los pacientes que fuman. Para ello sacaremos dos

muestra de Sangre para analizar distintas hormonas secretadas por el hueso.
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e En este estudio participara exclusivamente el Hospital Universitario Marqués de
Valdecilla Concretamente los miembros de la unidad de tratamiento integral de
la EPOC: Carlos Amado Diago, Juan Aglero Calvo, y Mercedes Hernando
Hernando Las muestras seran analizadas en el laboratorio de anlisis clinicos del
HUMV por la Dra. Maria Teresa Garcia Unzueta.

e La Poblacién Diana de pacientes consistira en 40 pacientes fumadores sin EPOC,
40 pacientes fumadores con EPOC 40 controles sanos y 40 EPOC no fumadores.

e Sevalorara la alteracion de estas hormonas al dejar de fumar.

e La principal variable de respuesta serdn las modificaciones en las moléculas
citadas tras 6 meses de abstencién del habito tabaquico.

e El estudio no requiere de pruebas complementarias excepcionales salvo la
obtencién de una muestra de sangre por venopuncion inicial y 6 meses después
de haber dejado de fumar ademads de la realizacidon de una Densitometria en el
caso de que estuviese indicado por alto riesgo de fractura. La radiacién obtenida
por este procedimiento es menor que el que se recibe por una radiografia de
térax.

Para el paciente la participacion en este estudio unicamente supone la obtencion de dos
muestras de sangre mediante venopuncion. Y la realizacion de densitometria en los caos

en que esté indicado por riesgo de fractura osteopordtica.

1. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO
Se trata del primer estudio que analiza los efectos del tabaco en la via del osteocito.

Este estudio ayuda a valorar la forma en la que el tabaco ayuda a que aparezca
osteoporosis

2. OBJETIVO DEL ESTUDIO

Estudiar como se afecta la via de las moléculas derivadas del osteocito con el tabaco
3. BENEFICIOS Y RIESGOS DERIVADOS DE LA PARTICIPACION EN EL ESTUDIO
Beneficios:

Se espera mejorar el conocimiento cientifico relativo a la formacidn ésea en pacientes
fumadores. De este estudio pueden derivar el uso de nuevos tratamientos como los
derivados de la esclerostina en algun subgrupo de pacientes.
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Riesgos:

La muestra de Sangre se obtendra mediante el siguiente procedimiento venopuncion lo
que puede suponerle al paciente el riesgo de pequefio sangrado en el lugar de la
puncion.

Unicamente requerimos dos visitas para la toma de muestra sin precisar el estudio de
otras visitas (estas visitas se ajustardn a las programadas para seguimiento de una
consulta normal.

4. PROCEDIMIENTOS DEL ESTUDIO, CIRCUITO DE MUESTRAS BIOLOGICAS

Este estudio cumple la normativa vigente de la Ley 14/2007 de investigacion biomédica
en cuanto a la proteccion de los derechos de los pacientes que quieran libremente
participar y el manejo de muestras bioldgicas.

Requeriremos una muestra de sangre ademds de informacién sobre su enfermedad
pulmonar por la que se le estd valorando en esta consulta. Esta muestra serd derivada 'y
analizada en el laboratorio de andlisis clinicos del Hospital Universitario Marqués de
Valdecilla, donde serdn conservadas en congeladores a -202C hasta la finalizacion del
procesamiento de la muestra. Tras su procesamiento, para el analisis de VEGF, FGF 23,
Dkk1 y esclerostina, las muestras seran destruidas.

Las muestras no se utilizaran en ningln caso para la realizacién de estudios genéticos
5. RIESGOS ASOCIADOS AL ESTUDIO

No se contemplan riesgos por participar en el presente estudio.

6. CONFIDENCIALIDAD

Todos los datos de cardcter personal se trataran de acuerdo a lo dispuesto en la Ley
Organica 15/1999, de 13 de diciembre, de Proteccion de Datos de Caracter Personal y el
Real Decreto 1720/2007, de 21 de diciembre, por el que se aprueba el Reglamento que
la desarrolla.

Los datos recogidos para el estudio estaran identificados mediante un cddigo de forma
gue no sea posible la identificacién del paciente. Sdlo el investigador y personas
autorizadas relacionadas con el estudio tendrdn acceso a dicho cddigo y se
comprometen a usar esta informacidn exclusivamente para los fines planteados en el
estudio. Los miembros del Comité Etico de Investigacién Clinica o Autoridades Sanitarias
pueden tener acceso a esta informacidon en cumplimiento de requisitos legales. Se
preservara la confidencialidad de estos datos y no podran ser relacionados con usted,
incluso aunque los resultados del estudio sean publicados.
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DATOS DE CONTACTO

Si tiene dudas en cualquier momento puede contactar con el médico del estudio
(también se puede especificar un horario):

Dr. _Carlos Amado
Tfno.
E-mail

Contacto: Dr. Carlos Amado Diago Teléfono 942202520 extensién de Neumologia
Liencres de 8:00-15:00.
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ANEXO 2
CONSENTIMIENTO INFORMADO

TITULO DEL ESTUDIO: Papel del tabaco en las hormonas dependientes del osteocito.
INVESTIGADOR PRINCIPAL: Carlos Antonio Amado Diago
CENTRO: Hospital Universitario Marqués de Valdecilla

D./Dfia.
(Nombre y apellidos del paciente en MAYUSCULAS)

He leido y comprendido la hoja de informacidn que se me ha entregado sobre el estudio arriba
indicado.

He recibido suficiente informacion sobre el estudio.
He realizado todas las preguntas que he precisado sobre el estudio.

HE Nablado CON @I DI/DIa. oo oiieeeeeee ettt ettt ettt sae et et et e es ettt ssaesaesaesat et et essssssensessenssnsennes con
quién he clarificado las posibles dudas.

Comprendo que mi participacion es voluntaria.
Comprendo que puedo retirarme del estudio:

- Cuando quiera

- Sin dar explicaciones

- Sin que repercuta en mis cuidados médicos
Comprendo que la informacién personal que aporto serd confidencial y no se mostrara a nadie
sin mi consentimiento.

Comprendo que mi participacion en el estudio implica autorizar muestra de Sangre y Orina.

Y presto libremente mi conformidad para participar en el estudio.

Firma del investigador Firma del paciente

Fecha

(la fecha debe estar cumplimentada de pufio y letra por el paciente)

REVOCACION DEL CONSENTIMIENTO:

Yo, D./Dfa.
retiro el consentimiento otorgado para mi participacion en el estudio arriba citado.

Fechay firma:
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ANEXO 3

Frntneson St dk Brvompaciie Stupes & Vilbaolle TV AL 1 CHE Cwugt™y

&

- COMITE ETICO DE INVESTIGACION
ek CLINICA DE CANTABRIA
-/ IDIVAL

T. CONCEPCION SOLANAS GUERRERO, Secretario/a del COMITE ETICO DE
INVESTIGACION CLINICA DE CANTABRIA

CERTIFICA
Que este Comité he evaluado la propuesta del Investigador Frincipal ded estudio:
TITULO: Estudio Para Valorar Los Cambios Que Produce Ls Abstinencia
Tabaquica En Distintas Moléculas Dependientes Del Osteocito.
TIPO DE ESTUDIO: Proyecto de Investigacién (Cédigo interno: 2017,035)
y considera que:

- Se cumplen los requisitos necesaros de idonesdad del protecolo en
refacion con los objetivos del estudio y estan justificados los riesges y
molestias previsibéas para el sujeto, teniendo en cuenta los beneficios
esperados.

Es adecuado el procedimiante para odtengr ol consentimiento informado
- L2 capacidad del investigador y sus colaboradores, y 1as instalaciones y

medios disponibles, tal y como ha sido informado, son apropiados para
Bevar a cabo el estudio.

Este CEIC, emite un informe FAVORABLE para que gicho Estudio 2ea realizado en el
HOSPITAL UNIVERSITARIO MAR DE VALDECILLA, actusndo como
mvestigadar principal ef Dr. CARLOS ANTONIO AMADO DIAGO.

Como gueda reflejade en of Acta: 4/2017.

Lo que firmo en Santander, -3 ;ﬂmno de 2017
; L s

Tafico DIVAL, 1* Parca « Avenida Cargenal Herrera Oria sy « 15011 SANTANDER (Cantabrind
Tifno: 342 315 $13 & Fux: 942 315 $17 @ wwrw idival ory ¢ e-melhs: acinicon)@idval org ¥ eciinicerigédivel org
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