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“Antes de intentar una cura debemos averiguar en qué consiste
la enfermedad. El primer paso para cocinar estofado de conejo
es coger el conejo”

Isaac Asimov (1944). Atrapa esa liebre. [Yo, robot]
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Introduccioén

1. Fracturas de cadera

1.1. Epidemiologia
Las fracturas de cadera son la causa de ingreso mas frecuente en un
Servicio de Cirugia Ortopédica y Traumatologia en Europa. La mayoria
se producen por fragilidad 6sea y suelen afectar a mayores de 65
afios. En Espafa, la incidencia anual de fracturas por fragilidad en
2013 fue de 204.000, de ellas 40.000 fueron de cadera. Se estima que

su incremento alcance los 56.700 casos por afio en 2025 *.

Las fracturas por fragilidad 6sea, y en especial, las secundarias a
osteoporosis tienen consecuencias devastadoras, sobre todo en
personas mayores 2. Por ejemplo, las fracturas vertebrales
osteopordticas, aunque generalmente cursan sin  sintomas
neuroldgicos, son una fuente de dolor importante y de invalidez.
Ademas, la recurrencia de fractura en otros niveles vertebrales supone
un empeoramiento del grado de discapacidad con cada nuevo
episodio.

Por su parte, las fracturas de cadera no solo tienen un impacto
significativo en la mortalidad del paciente (un 20-40% mortalidad en el
primer afo)®, sino que también afectan al estado funcional previo,
siendo el porcentaje de pacientes que lo recuperan menor al 40% *.
Este hecho repercute significativamente en la calidad de vida
relacionada con la salud, generando una importante carga social y un
elevado coste para los sistemas nacionales de salud.

Se estima que las fracturas de cadera representan el 72% del costo
total de las fracturas "°. En Espafa, cada fractura de cadera tiene un

coste directo estimado de 9.421€ y un promedio de costes directos e
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indirectos de 27.000€. La demanda de recursos sanitarios es elevada,
tanto durante el ingreso postquirdrgico como en los siguientes 12
meses tras la intervencion®.

Por todo ello, la fractura de cadera por fragilidad es considerada un
problema sanitario nacional de primer nivel que requiere de una mayor
profundizacion en el conocimiento de su patogenia y de la aplicacion
de nuevas pautas de actuacion que minimicen tanto el impacto social

como econdémico.

1.2. Clasificacion

La fractura de cadera es la fractura osteoporodtica mas grave. La
mayoria son ocasionadas tras una caida desde la posicion de pie,
aunque a veces se producen de forma espontanea ©.

Afecta el fémur proximal y tradicionalmente se clasifican segun su
localizacidon en fracturas de la cabeza, cervicales o transcervicales,

basicervicales, de la region trocantérea y subtrocantéreas.

No obstante, desde el punto de vista diagnéstico y prondstico tiene
mas valor hacer la clasificacion en funcién de su inserciéon capsular.
Por un lado, se definen como fracturas intracapsulares a las que
afectan al cuello y su principal problema se debe a caracteristicas
bioldgicas pues se afecta la circulacion de la cabeza femoral. Por otro
lado, se engloban como fracturas extracapsulares a las del macizo

trocantérico y en estos casos el problema es de tipo mecanico °.
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2. Tejido 6seo

El hueso como 6rgano, esta compuesto por diferentes tejidos entre los

que se encuentran nervios, vasos sanguineos, vasos linfaticos, tejido

conjuntivo, tejido adiposo y tejido 6seo. Principalmente, actia de

soporte mecanico, contribuye al funcionamiento del aparato locomotor

y protege los 6rganos internos. Ademas, se asientan en su interior las

células de la médula 6sea y contribuye en la actividad metabdlica del

calcio regulando su homeostasis.

El tejido 6seo estd formado por células O6seas, matriz 6sea y el

componente inorganico cristalizado.

Macroscépicamente el tejido éseo se clasifica en:

Hueso esponjoso o trabecular: Corresponde con el 20% de la
masa Osea. Esta formado por trabéculas O&seas
interconectadas que le confiere un aspecto poroso. En su
interior esta alojada la médula 6sea. En la osteoporosis, la
porosidad macroscépica aumenta como consecuencia del
adelgazamiento de las estructuras trabeculares.

Hueso cortical. También llamado hueso compacto. Representa
el 80% de la masa 6sea y adquiere una apariencia maciza.
Esta organizado siguiendo una configuracién caracteristica
que recibe el nombre de Sistema Haversiano, en el que la

unidad basica es la osteona.

Microscopicamente el tejido 6seo se divide en dos tipos:

Hueso fibrilar: Corresponde al hueso inmaduro o primitivo
(Woven bone) y estd presente en el embrion, en el recién
nacido, en la zona metafisaria de la fisis, en el callo de fractura

y en algunos tipos de tumores 0seos. Las fibras de colageno
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de su matriz no estan orientadas uniformemente y tienen
didmetros variables. Ademas, las células estan organizadas de
forma anarquica. Mecanicamente es isotrépico, es decir el
hueso responde de la misma manera independientemente de
la direccién la fuerza aplicada.

- Hueso laminar: Corresponde al hueso maduro. Esta presente
en el esqueleto del adulto y es el que se produce durante la
remodelacién Osea. Las fibras de coldgeno se organizan
paralelamente y las células, que poseen un tamafio constante,
estdn distribuidas de forma mas ordenada. Tiene un
comportamiento anisotropico, de manera que ofrecen mayor
resistencia cuando la direccién de la fuerza es paralela al eje

longitudinal de sus fibras.

2.1. Componentes del tejido 6seo

La matriz 6sea esta constituida por un componente organico, un

componente inorganico y agua

2.1.1. Componente organico

Supone el 25% de toda la matriz ésea y esta formado por fibras de
colageno tipo |, proteinas no colagenas y lipidos. Este componente
organico no mineralizado se conoce como osteoide.

Las fibras de colageno tipo | constituyen el 90% de osteoide. Se
disponen en linea y ofrecen resistencia a las fuerzas de tension.
Aunque es el tipo de fibra predominante, también existe un porcentaje

en menor cantidad de fibras de colageno tipo Il y IV.
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Las proteinas no colagenas mas importantes son: la osteocalcina,
osteopontina, osteonectina, proteoglicanos y citocinas y factores de
crecimiento.

La osteocalcina es la proteina no colagena mas abundante del tejido
0seo y es importante en la regulacién de la densidad 6sea. Su sintesis
es dependiente de la vitamina K, pues esta permite la carboxilacién de
la forma inactiva de la osteocalcina. Estda producida por los
osteoblastos y una de sus acciones es atraer a los osteoclastos. Su
determinacion en sangre permite monitorizar la actividad metabdlica

o0sea del recambio 6seo.

La osteonectina es secretada por las plaquetas y los osteoblastos. Se
encarga de unir el colageno con la hidroxiapatita y participa en la

regulacion de la homeostasis mineral ésea.

La osteopontina ejerce de sistema de andamiaje y junto los

proteoglicanos confieren resistencia a las fuerzas de compresion.

Los proteoglicanos son macromoléculas formadas por un nucleo
proteico y cadenas laterales de glicosaminoglicanos que dan
estabilidad estructural a los tejidos. Ademas, regulan la proliferaciéon
celular, actuan como receptores de superficie celular y sirven como
nexo de unién con los factores tréficos

Los factores de crecimientos y citocinas son proteinas biolégicamente
activas que regulan la diferenciacion y la activacion celular. En ellas se
incluyen las diferentes BMPs, el TGF-3, el FGF-B los IGFs, VEGF y las
ILs.
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2.1.2. Componente inorganico

Constituye el 70% del tejido éseo. Esta compuesto en principalmente
por cristales de fosfato calcico y en menor medida por fosfato sédico,
fosfato magnésico, carbonato calcico. Estas moléculas son las
encargadas de aportar al hueso resistencia a las fuerzas de
compresion. Asimismo, la matriz mineralizada contribuye a mantener
la homeostasis de los minerales actuando como reservorio del sodio,
fosforo y magnesio. Por su parte, el agua conforma el 5% de la

composicion del tejido éseo.

2.1.3. Componente celular

2.1.3.a. Células osteoformadoras
Los dos tipos de células osteoformadoras son los osteoblastos y
osteocitos. Los osteoblastos derivan de las células estromales
mesenquimales pluripotentes 7. Para que exista esta diferenciacion,
las células mesenquimales deben ser estimuladas por diferentes
factores de transcripcion, entre los que se encuentran RUNX2 y

osterix.

Los osteoblastos se encuentran en la superficie 6sea. Producen
colageno |, osteocalcina y fosfatasa alcalina. Ademas, poseen
receptores para la PTH, la 1,25 vitamina D, glucocorticoides,
prostaglandinas y estrogenos. Se encargan de producir el osteoide,
regulan la mineralizacion del tejido 6seo e inician el proceso de
reabsorcion mediante la secrecion de proteasas neutras. Amedida que
los osteoblastos maduran, quedan atrapados en la matriz 6sea

mineralizada que han generado. Estos osteoblastos son el origen de
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los osteocitos y su diferenciacion esta mediada por diferentes citocinas

como la PTH, las BMP, el TGF-B y las proteinas de la via Wnt.

Los osteocitos representan el 90-95% de la poblacién celular del
tejido 6seo y se encuentran inmersos en la matriz 6sea. Se
caracterizan por presentar unas prolongaciones radiales
citoplasmaticas que permiten la comunicacion con otros osteocitos y

con los osteoblastos de la superficie 6sea.

Los osteocitos mantienen la homeostasis del Ca y el P extracelular por
medio de una regulacidon sistémica de la mineralizacion. Ademas,
inician el proceso reparativo de las fracturas actuando sobre la
mineralizacion local. Asimismo, responden a estimulos mecanicos,
segregan el RANKL (receptor activador del factor nuclear-kB) y
regulan el remodelado 6seo. También son capaces de regular la
regeneracion o6sea mediante la produccién de las proteinas
esclerostina y Dkk1, que tiene una accién inhibitoria sobre la via de

sefalizaciéon osteoformadora Wnt 8.

2.1.3.b. Células osteoresortivas
Los osteoclastos, al igual que las células inmunitarias, derivan de las
células madres hematopoyéticas”® (jError! La autoreferencia al
marcador no es valida.). Es crucial el microambiente en el que se
encuentran estas células pluripotenciales para que se diferencien

hacia macréfagos, células dendriticas u osteoclasto.



Introduccioén

Células madres hematopoyéticas

. Eritrocito

Células madres linfoides Celulas madres mieloides _Efitroblasto

Neutréfilo
Eosinéfilo

Granulocito
LT colaborador —_—
/ Basdfilo
Estripe de LT, Estripe de LB

Estrlpe Megacanocﬂo
LT cﬂotoxmo Th1 7

Plaqfetas . \
=P

- Monocito

. \ Células
LT regulado LB dendriticas
LT supresor l I
Macréfago
Osteoclasto

Célula plasmética

llustracion 1. Implicaciones en traumatologia y cirugia ortopédica de la
diferenciacion de células madre hematopoyéticas. Los osteoclastos derivan de la
serie mieloide-monocito. (adaptacion del capitulo “Molecular and cell biology in
orthopaedics” de Lee F.9).

Los osteoclastos se caracterizan por ser células multinucleadas
debido a la fusibn de los precursores mononucleares
(proosteoblastos). Expresan la TRAP, el receptor de calcitonina y la

catepsina K.

Se localizan en la cabeza de los conos perforantes corticales y en los
espacios de la superficie 6sea trabecular, en las denominadas lagunas
de Howship. Su funcién consiste en reabsorber hueso y para ello,
requieren de proteinas del tipo integrinas para poder fijarse a la
superficie 6sea. En el proceso de resorcion 6sea disminuyen el pH
local, disuelven el componente mineral y, mediante proteasas,
degradan el colageno del osteoide.

La calcitonina, los bisfosfonatos y la IL-1 actuan directamente sobre el

osteoclasto. Mientras los dos primeros inhiben directamente la
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actividad resortiva, la IL-1 es un potente estimulador de esta accion.
Dado que no presentan receptores para la PTH, 1,25(OH) . Vit. D ni
prostaglandinas, es necesaria la activacion de los osteoblastos
mediante estas moléculas para que se desencadene el proceso
resortivo. Este proceso esta mediado por la proteina de membrana
RANK-L que esta presente en la membrana de los osteoblastos

activados.

Los mastocitos sintetizan y secretan heparina, histamina, factores de
crecimiento, citocinas, factores proangiogénicos y enzimas
degradadoras de la matriz extracelular. Como muchas de estas
sustancias influyen en el reclutamiento y activacion del osteoclasto, se
sospecha que el mastocito puede desempefiar un papel en el

recambio 6seo "°.

2.2 Fisiopatologia 6sea

Tal como se ha comentado previamente, el tejido 6seo ademas de su
funcién de soporte mecanico y del aparato locomotor, regula la
calcemia y fosfatemia y aloja los precursores mesenquimales vy

hematopoyeéticos.

El hueso esta sometido a un remodelado éseo continuo en el que
interactuan entre si los osteoblastos-osteocitos (células formadoras) y
los osteoclastos (células resortivas). Durante este proceso se modifica
la estructura interna sin alterar la forma, de esta manera se mejora la
microarquitectura ésea de acuerdo a los requerimientos mecanicos del
entorno. También, se reparan las zonas débiles o de microfractura y

ayuda a mejorar la distribucion vascular ésea.
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El ritmo de regeneracién decrece a lo largo de la vida, se estima que
el esqueleto completo se renueva al cabo de los 4 y 20 afios. Se
calcula que un area tarda unos 4-6 meses en completar este proceso
y consta de una fase inicial resortiva de 2-4 semanas de duracion

seguida de otra de 4-6 meses en la que predomina la formacion.

2.2.1. Remodelado

Las actividades de formacion y reabsorcion ésea del remodelado 6seo
suceden de forma coordinada y esta mediado por la PTH, la vitamina
D, las hormonas tiroideas, el cortisol, los retinoides, las citocinas
inflamatorias y los esteroides sexuales ’.

El M-CSF aumenta la proliferacion y la supervivencia de los

proosteoblastos e incrementa la expresién del RANK.

EL RANKL es una proteina transmembrana de la familia del TNF-a
que es producida por los osteoblastos, las células del sistema
inmunitario y las células inmunitarias. El receptor RANK se encuentra
en la membrana de los proosteoblastos y osteoclastos maduros. La
unién del RANKL con el receptor RANK activa la cascada de
sefializacion que induce la formacion del osteoclasto 7. Para que se
produzca la diferenciacion del osteoclasto, es necesario que los
osteoblastos expresen en su membrana las moléculas de M-CSF vy
RANKL (llustracién 2)'".

La OPG es una glucoproteina de la familia del TNF producida por los
osteoblastos y las células estromales. Tiene la capacidad de estimular
la apoptosis de los osteoclastos y bloquear su activaciéon y formacion.
Asi, cuando la OPG se une al RANK-L se inhiben los efectos resortivos

0seos.
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El remodelado éseo puede estar influido por la edad, enfermedades
metabdlicas como la diabetes, alteraciones nutricionales, variaciones
circulatorias, farmacos, factores genéticos, fisicos y bioquimicos. De
estos ultimos, se ha estudiado diferentes moléculas que guardan una

relacion directa con el metabolismo 6seo.

Progenitor de osteoclastos

Diferenciacigy,

»
C-Fms RANK .
,—< oPG N
. N Fusion
’ RANKL \
Vit. D M-CSF ? AN ’_{ .
PTH
PGE,
IL-1 Osteoblastos/
Células estromales ‘)\ P
\{ . Osteoclastos
A

&

Osteoclastos activados

llustracion 2.Diferenciacion la funcién de los osteoclastos regulada por el
RANKL y RANK (Takahashi N, 2002). La PTH, la 1,25 vitamina D, la IL-1 y la
IL-6 estimulan la expresion de RANKL del osteoblasto (adaptacion del capitulo
“Osteoclast generation” de Takahashi N 11).

2.2.1.a. Paratohormona (PTH)

La PTH es una hormona cuya funcion principal es regular los niveles
de calcio en sangre, de manera que la hipocalcemia incrementa su
produccién y la hipercalcemia, por el contrario, la disminuye. La
concentracion de Magnesio, las prostaglandinas, los agonistas
adrenérgicos y la 1,25 vitamina D también modulan su secrecion.

Cuando se une al receptor especifico del osteoblasto, se incrementa
la expresion del RANK-L y se disminuye la produccién de OPG. Los

cambios que se generan en la configuracion del osteoblasto
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desencadenan una serie de interacciones celulares que tiene como
resultado el aumento del reclutamiento de proosteoblastos y la
estimulacién de la resorcidén 0sea realizada por los osteoclastos.

En el riidn, la PTH disminuye la reabsorcion de P en el tubulo
contorneado proximal y aumenta la del Ca actuando sobre el tubulo
contorneado distal. Ademas, facilita la conversion de la 25-
hidroxivitamina D -25(0OH) Vit D- en 1,25(OH); Vit. D.

Si bien es cierto que la PTH no tiene una accién directa sobre la
absorcion intestinal, hay que sefialar que el aumento de la produccién
del 1,25(0OH)» Vit. D renal como consecuencia de la accion de la PTH

favorece la absorcion de Ca y P intestinal.

2.2.1.b. Vitamina D

La vitamina D es una molécula liposoluble que engloba a la vitamina
D3 (colecalciferol) y a la vitamina D2 (ergocalciferol). El ser humano
puede sintetizarla enddégenamente en la piel a partir del
dehidrocolesterol de la epidermis por accién de la radiacién UVB solar
0 puede adquirirla de manera exdgena a través de la dieta. Estas
formas son biolégicamente inactivas y necesitan de una serie de
transformaciones en nuestro organismo para poder ejercer su
funcion',

En el higado se produce el primer metabolito activo, la 25(0OH) Vit D o
calcidiol. Sin embargo, es en el rindn donde se sintetiza el metabolito
mas importante, la 1,25(OH) Vit. D o calcitriol. Sus niveles dependen
del a1-hidrolasa renal, que se activa cuando aumenta la PTH o

disminuye la calcemia o la fosforemia.
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La 1,25(0OH) , Vit. D favorece la absorcién del Ca y P intestinal e
incrementa la reabsorcion de P renal. En el hueso, actia sobre los
receptores de los osteoblastos activando la formacién 6sea. Ademas,
regula indirectamente la mineralizacién 6sea incrementando la sintesis

de colageno, osteocalcina, osteopontina y FA.

2.2.2.c. Calcitonina
La calcitonina es una hormona producida en las células C del tiroides
y su accién consiste en disminuir la calcemia. Su sintesis es
estimulada por el aumento de la calcemia.
En el rifndn disminuye la reabsorcion del Ca y P, mientras que en el
hueso disminuye la resorcién ésea actuando principalmente sobre los

osteoclastos.

2.2.2.d. Citocinas y Factores de crecimiento

Las citocinas son moléculas solubles, principalmente proteinas de bajo
peso molecular, que tras unirse a un receptor de membrana celular
especifico desempefan una funcién concreta en las relaciones entre
células. Esta interaccion genera una cascada de sefales intracelulares
que modifica la expresién génica de la célula diana. Su produccién se
limita brevemente mientras dura el estimulo y actuan de manera
paracrina o autocrina.

Las citocinas reciben distintos nombres en funcion si actuan sobre
linfocitos  (linfocinas), = monocitos  (monocinas) o  células
hematopoyéticas (interleucinas). Son pleiotrépicas, es decir, ejercen
multiples efectos debido a que afectan a diferentes lineas celulares.

Asimismo, distintas citocinas pueden tener el mismo efecto sobre la
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célula diana, incluso, pueden actuar de manera sinérgica o
antagonica.

Una de las funciones mas importantes es la regulacion del sistema
inmunitario y de la inflamacion. Se consideran citocinas proinflamatoria
alas IL-1, IL-6, IL8, IL-12, IL-16, el TNF-a y los IFN-10, IFN-11 e IFN-
12; mientras que la IL-4 y IL-10 tienen una funcién antiinflamatoria. Por
otro lado, hay una serie de citocinas como la TGF-$ y BMP que actuan
como factores de crecimiento.

Los factores de crecimiento son un grupo de sustancias que estimulan
la mitosis o la diferenciacion celular. Actian de manera endocrina,
paracrina o autocrina. El TGF-B, FGF, PDGF, IGF-1 e IGF-2 tiene
accion sobre los osteoblastos mientras que la IL-1, IL-6, el TNF-q, el

IFN-a y el GM-CSF lo hacen sobre los osteoclastos (Tabla 1).

Estimulan la formacion 6sea

Factores de crecimiento Citocinas
IGF-1 IL-3
IGF-2 IL-4
BMP (2,4,6,7) IFN
TGF-B OPG
PDGF
VEGF

Estimulan la reabsorciéon 6sea

Factores de crecimiento Citocinas
TNF-a IL-1
EGF IL-6
PDGF IL-8
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FGF IL-11
RANKL PGE
M-CSF PGE-1
GM-CSF PGG-2
PG-12
PGH-2

Tabla 1 Tabla factores de crecimientos y citocinas 13

La via de sefializacion Wnt es un grupo de vias de transduccion de
sefales formadas por proteinas que transmiten la informacion del
exterior celular al interior de esta mediante diferentes receptores. En
el hueso, estas proteinas se unen a los receptores de las células
madres y progenitores, de manera que perpetuan su autorrenovacion
y proliferacion e inducen Ila diferenciacion de las células

osteoprogenitoras.

2.2.2.e. Otras

La vitamina C o acido ascorbico es una molécula esencial que es
soluble en el agua, tiene una accién antioxidante y participa en
diferentes procesos de sintesis proteica. En el hueso contribuye a la
formacion de la matriz 6sea favoreciendo la sintesis de colageno
mediante la hidroxilacién de la prolina.

La vitamina A es un grupo de moléculas liposolubles que esta
involucrada en diferentes procesos del crecimiento y desarrollo. En el
hueso se ha demostrado que aumenta la resorcién por parte de los
osteoclastos.

La (GH) como la IGF-1, estimulan la proliferacion osteoblastica y la

produccién de osteoide.
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Los estrégenos tienen un papel importante en la disminucién de la
resorcién oOsea y tanto los osteoclastos como los osteoblastos
expresan receptores para dicha hormona. Por su parte, los
androgenos tienen un efecto anabdlico 6seo y actiuan por medio de los

receptores de los osteoblastos.

Las Hormonas Tiroideas, T3 y T4, aunque estimulan los osteoblastos
y osteoclastos, finalmente tienen un balance negativo en la formacién
Osea. A su vez, los corticoides disminuyen la formacién ésea, inhiben
la absorcién de Ca y Vit D en el intestino, incrementan la eliminacién
urinaria de Ca y aumenta el catabolismo proteico. Ademas, disminuyen

la sintesis de colageno y mucopolisacaridos.
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3. Relacion inmunologia con metabolismo 6seo

3.1. Conceptos basicos inmunidad

Antigeno: cualquier molécula reconocida por las Ig o los TCR
Inmundgeno: antigeno que desencadena la RI.

Epitopo: regién del antigeno que se une con el anticuerpo. Un
antigeno puede tener diferentes epitopos para diferentes
anticuerpos.

Idiotipo: zona del anticuerpo que se une al Epitopo

Hapteno: sustancia no proteica de bajo peso molecular que no
son inmundgenos por si mismos, pero que para desencadenar
la RI necesitan de la unién a una molécula mayor denominada
“Carrier” o portador.

Isotipo: eslaclase delalgyson5 (G, AM, Ey D)

CD: son moléculas marcadoras de la superficie, reconocidas
por determinados anticuerpos, que permiten identificar el tipo
de célula, el estado de diferenciacién y la activaciéon de la
misma!*. Desempefian diferentes funciones, entre ellas la de
actuar de receptores importantes de la célula, también pueden
iniciar la cascada de sefializacion que altera el comportamiento

celular o incluso, participar en la adhesién celular *°.

3.2. Generalidades

El Sistema Inmunitario (Sl) es el encargado de proteger al organismo

de las distintas sustancias ajenas al mismo, asi como de los patégenos

externos. También es capaz de reconocer y tolerar los agentes no

patoldgicos. Las células y moléculas solubles del Sl se encuentran
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distribuidos por todo el organismo y es en el aparato digestivo donde
se encuentra en mayor concentracion. Se diferencian dos tipos de
inmunidad: la inmunidad innata o inespecifica y la inmunidad
adaptativa o especifica.

La inmunidad innata proporciona una defensa inicial contra
sustancias extrafias y agentes patdogenos. Esta compuesta por
diferentes tipos de barreras. Las barreras fisicas la forman la
epidermis, dermis y submucosa. Las barreras celulares son las células
fagociticas (polimorfonucleares -PMN- y el sistema monocito-
macrofago), células dendriticas y células agresoras naturales
(linfocitos natural killer —NK-). Por ultimo, la barrera humoral esta
constituida por el complemento, lisozima e interferén. Este tipo de
inmunidad inespecifica, se caracteriza por estar siempre presente y
ejercer una acciéon inmediata sin necesitar un tiempo de latencia para

su activacion.

La inmunidad innata no desarrolla memoria inmunoldgica ni es capaz
de generar una respuesta especifica contra un determinado antigeno.
Sin embargo, puede reconocer determinados patrones de estructura
que son compartidos por un amplio grupo de microorganismos PAMP
(pathogen-associated molecular patterns) asi como senales
endogenas de dano tisular DAMP (damage-associated molecular
patterns). Ambos se unen a los receptores de membrana de las células
de la inmunidad innata PRR (pattern recognition receptor), de los que
destacan los receptores TLR (toll like receptor) y los NLR (nod like
receptor).

La inmunidad especifica o adaptativa se caracteriza por generar una
respuesta especifica contra un antigeno determinado y el resultado

provoca la proliferacion de las células inmunitarias que estan

20



Introduccioén

preparadas para responder a dicho antigeno. Esta respuesta se
conoce como memoria inmunitaria y permite al organismo responder
de una forma mas rapida y precisa en exposiciones posteriores.

Los linfocitos son las células principales de este tipo de inmunidad y
se distribuyen en acumulaciones difusas o en 6rganos concretos. Se
diferencian dos grandes grupos de odrganos linfoides: érganos
linfoides primarios o centrales y los 6érganos linfoides
secundarios o periféricos. En los 6rganos linfoides primarios se
originan y desarrollan las células inmunitarias mientras que en los
6rganos linfoides secundarios se produce el contacto de los linfocitos

maduros con los antigenos.

La medula 6sea y el timo son érganos linfoides primarios. Los linfocitos
B (LB) son responsables de la inmunidad humoral y se originan y
maduran en la medula ésea. Por su parte, los linfocitos T (LT), aunque
se originan también en la medula 6sea, se diferencian, maduran y
adquieren la inmunocompetencia en el timo durante los primeros afios
de la vida. Sin embargo, la producciéon y maduracién de los LT en el

adulto tiene lugar en la medula 6sea.

Los ganglios linfaticos, el bazo y el tejido linfoide asociado a mucosa
(MALT) son ¢rganos linfoides secundarios. Si bien es cierto que los
procesos de estimulacion antigénica y proliferacion linfocitaria son
similares en los tres 6rganos, se debe destacar que una de sus
diferencias fundamentales es la forma en la que el antigeno entra en
contacto con el Sl. Asi pues, en los ganglios linfaticos el antigeno
accede a través de la linfa, en el bazo lo hace por medio de la sangre
y en el tejido MALT el contacto se establece directamente de la luz

intestinal.
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El MALT se ubica en la submucosa a lo largo del tubo digestivo, lo
configura la concentracion de tejido linfoide que esta en las zonas de
acceso de los microorganismos y facilita una respuesta inmunitaria
local en la superficie de las mucosas. En el intestino se conoce como

placas de Peyer y la poblacion predominante son LT.

La respuesta inmunitaria (Rl) se denomina a la serie de procesos que
suceden cuando penetra el antigeno en el organismo y entra en
contacto con el SlI, consta de una serie de fases. El primer paso es el
reconocimiento del antigeno por las células inmunitarias. A
continuacion, se inicia la activacion y proliferacion de los linfocitos
especificos a dicho antigeno durante un periodo de latencia en el que
se forman clones. Finalmente se genera la respuesta efectora del
sistema inmunitario sobre el antigeno.

Hay dos grandes grupos de RI: la respuesta inmunitaria humoral y la
respuesta inmunitaria celular. Los anticuerpos desarrollan un papel
fundamental en la inmunidad humoral, son producidos por los LB y
estan coordinados por los LT colaboradores Th2. La inmunidad celular
estd regulada por linfocitos T colaboradores Th1, y aunque la
respuesta efectora puede ser muy heterogénea, generalmente
destruyen directamente el patdégeno por medio de los LT citotdxicos o

activan a los macréfagos para que fagociten los patégenos.

3.3. Células implicadas

3.3.1. Células presentadoras de antigeno

Las células presentadoras de antigeno (CPA) son aquellas que son

capaces de presentar antigenos exogenos por medio del complejo
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mayor de histocompatibilidad HLA-Il. Pueden ejercer como tal las

células monocito-macrofagos, células dendriticas y los LB.

3.3.2. Linfocitos B

Los LB son células que sintetizan los anticuerpos que se unen a
antigenos especificos. Tanto en reposo como activados presentan
HLA-l y HLA-Il ya que también pueden actuar como CPA.
Generalmente, necesitan de la ayuda de los LT colaboradores Th2

para producir su respuesta.

Los LB maduros que se encuentran en reposo (LB virgenes) expresan
en su superficie IgM e IgD y cuando interaccionan con el antigeno,
iniciando un proceso de activacion y proliferaciéon que esta mediado
con los LT. Durante este proceso, la célula plasmatica originada de la
activacion del LB es capaz de secretar la IgM que presentaba en
membrana. Posteriormente, algunos clones experimentan un cambio
de clase de Ig en el que segregaran IgG e IgA en vez de IgM. Este
cambio de clase necesita de la sinapsis inmunolégica con el LT a
través del receptor de membrana CD40 presente en LB y el CD40L

(CD154) del LT.

Ademas de Ig en su superficie, los LB presentan el RCB, CD19, CD21
y CD 20.

3.3.3. Linfocitos T
Los LT poseen en su superficie el receptor de célula T (TCR, por sus
siglas en inglés T Cell Receptor) y a diferencia de las Ig no se excreta.
Suponen el 75-85% de la poblacién linfocitaria, de los que dos tercios

son CD4 (reconocen el HLA-II) y un tercio son CD8 (HLA-I). Dado que
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pueden ejercer diferentes funciones, se les categorizan en LT

reguladores, LT colaborades y LT citotéxicos.

El TCR esta compuesto por 2 cadenas y se le denomina aff o yd en
funcion del tipo de cadena que participe en su configuracion. El 95%
de LT de sangre periférica tienen el TCR compuesto con las cadenas
ap (TCR-2) mientras que un pequefio porcentaje esta formado por las
cadenas yd (TCR-1). La poblacién de LT yd se encuentran en mayor
proporcion en los LT intraepiteliales de las mucosas, no suelen
expresar el CD4 ni CD8 y, aunque se desconoce su funcion exacta, se
sospecha que estan implicados en procesos de tolerancia antigénica.
Tal es el caso que en desordenes asociados a problemas de tolerancia
como puede ser la celiaquia (intolerancia al gluten), se ha observado
que existe un mayor porcentaje de LT yd en la mucosa duodenal de

pacientes afectos respecto a individuos no celiacos .

3.3.3.a. Sinapsis inmunologica

Para que se desencadene la Rl es necesario que se cumplan una serie
de fases de sefializacion durante la sinapsis inmunolégica entre el LT
y la CPA.

En primer lugar, el TCR de los LT ha de reconocer al antigeno, para
ello, la CPA debe presentarlo junto una moléculas del CPH. En
humanos, este CPH se conoce como HLA y existen dos clases: el HLA
| encargado de presentar antigenos enddgenos y el HLA Il destinado
a péptidos de origen exdgeno. Las células con capacidad fagocitica y
los linfocitos B presentan HLA-II de manera constitutiva y solo los

linfocitos T activados lo hacen transitoriamente.

La union entre el TCR del LT y el antigeno presentado por el HLA-II

de la CPA origina la primera sefal de activacién de la sinapsis. Tras
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producirse esta union, la sefal se trasmite al interior de la célula
mediante el CD3.

Se necesita de una segunda sefal o coestimulacién antigénica para
que el LT se convierta en célula efectora. En ella intervienen el CD28
del LT y el B7 (CD80 o CD86) de la CPA. Si esta segunda union no se
produce, el LT no se puede transformar en célula efectora y entra en
anergia clonal. La anergia es uno de los mecanismos de adquisicion
de tolerancia inmunoldgica en érganos periféricos. La tolerancia
consiste en un estado de ausencia de reactividad especifica para
antigenos concretos que se adquiere activamente.

La tercera senal es |la modulacion de la Rl por parte de las citocinas
(Il-4 y IL-12, entre otras) presentes en dicho microambiente. Al final del
proceso, se obtiene un LT activado con una expresion fenotipica que
debe presentar en su superficie el TCR-CD3 y CD28.

Aunque el TCR tiene una gran especificidad por el antigeno, presenta
una baja afinidad. Para estabilizar la sinapsis entre LT y CPA se
necesita otra molécula accesoria que se una con el CPH. Para el HLA-
| es la molécula CD8 y en el HLA-II el CD4.

En fases iniciales de la activacién del LT se produce una regulacién
por medio del CD152 (CTLA4 -antigeno 4 del linfocito T citotoxico-).
Esta molécula de membrana del LT interacciona con el B7 del CPA que
a su vez compite con el CD28 del LT. El resultado de la unién del
CD152 es la desactivacion del LT.

3.3.3.b. Tipos de LT
Segun su grado de activacion los LT pueden ser LT quiescentes

(virgenes o en reposo) o LT activados (efectores). Los LT quiescentes
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presentan en su superficie CD45Ra. Por su parte, los LT activados
deben presentar el CD25 (receptor de alta afinidad para la IL-2), el
CD69 (marcador precoz de activacion) y el HLA-II (marcador tardio de
activacion).

Fenotipicamente, el LT maduro periférico expresa en su superficie el
TCR, CD2, CD3, receptor para las lecitinas, fitohemaglutinina,
concanavalina Ay, dependiendo del tipo de CPH que reconocen, CD4
o CD8.

Generalmente, los LT CD4 ejercen una funcion colaboradora con la
inmunidad celular y la humoral, estos linfocitos son conocidos como
LT CD4 helper 2. No obstante, hay que destacar un pequefio

porcentaje de LT CD4 con actividad citotoxica.

Por su parte, los LT CD8 presentan una actividad mayoritariamente
citotoxica aunque existe una pequefia proporcion de LT, los LT CD8
helper 2, que desarrolla una funcioén colaboradora en la respuesta de
anticuerpos.

Los LT memoria son los LT que permanecen en reposo tras haber
sido anteriormente activados durante la respuesta primaria. En el
momento que entran en contacto con el antigeno desencadenan una
respuesta rapida, selectiva e intensa. En su superficie presentan
CD45-Ro y carecen de CD62L.

3.3.3.c. LT efectores
Los linfocitos T citotdxicos (Tc) reconocen el antigeno asociado al CPH
de la membrana de otras células y lisan la célula diana. Precisan de la

colaboracién de los LT Th1 e intervienen la IL-2, IFN-y y TNF-a.
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Aunque suelen ser CD8, hay un pequefio porcentaje que reconocen el
HLA-II y por lo tanto expresan el CD4 en su superficie.

Los Th modulan la Rl ayudando a otras células inmunitarias mediante
la secrecién de citocinas. Pueden ser CD4 o CD8.

La conversion de un linfocito virgen Th en los distintos subtipos esta
influida por diversos factores, tanto adquiridos como genéticos. Uno
de los mas importantes es la citocina que coestimula al Th en el
momento en que reconoce el antigeno. Asi, el LT virgen se convertira
en Th1 cuando predomine la |IL-2, si por el contrario es la IL-4 lo hara
en Th2, si existiera un ambiente abundante en TGF-(3, IL-10 e IL-2 la
transformacion se facilitaria hacia Treg y, por ultimo, la presencia de

TGF-B hace que la célula se diferencie a Th-17""18,
A su vez, los diferentes subtipos de Th desempefaran distintas
funciones
- Thl: producen principalmente IL-2 e IFN-y. Estan
involucradas en la RI celular de manera que potencian la
accion de LT citotoxicos, NK y macréfagos.
- Th2: producen IL-4, IL-5 e IL-6 e intervienen en la RI
humoral
- Th3: producen IL10 y TGF-B. Se les denominan Treg
pues ejercen funciones reguladoras o inhibitorias.
Presentan en su superficie marcadores CD25 y FOXP3.
- Th17: producen IL-17 e IL-22 e interviene en procesos
inflamatorios e infecciones fangicas y bacterianas. Su
disregulacion parece estar implicada en la fisiopatologia

de algunas enfermedades inmunologicas.
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3.4 Variaciones del estado inmunoldgico

El estado inmunitario del individuo fluctia no solo en condiciones
patolégicas, sino que también lo hace en diferentes estados
fisiolégicos. Por ejemplo, en el paciente anciano se ha demostrado
como se instaura gradualmente un estado proinflamatorio en el que se
incrementa la proporcién de linfocitos Tc (CD8) y las citocinas
proinflamatorias IL-2, IFN-y y TNF-a 1922,

Por su parte, en pacientes con fractura de cadera se ha observado que
existe, asociado a la edad, un descenso del porcentaje y numero de
linfocitos Th CD4 23, Otra caracteristica inmunoldgica relacionada con
el envejecimiento es la disminucién de la coestimulacion CD28 de los
LT 2' que se traduce en la pérdida de la funcion citotoxica de los LT
CD8. Se ha de puntualizar que la disminucion de la expresion del
CD28 se asocia con el aumento de la supervivencia de los LT
autorreactivos, la supresion de la funcion de CPA de las células
dendriticas y la produccion de grandes cantidades de IFN-y. En
definitiva, hay indicios suficientes que en el paciente anciano se
producen cambios que conllevan el establecimiento de una situacion

proinflamatoria 2425,
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4. Osteoporosis

4.1. Concepto

La patologia 6sea metabodlica engloba numerosas enfermedades
como el raquitismo, la osteomalacia, la osteodistrofia renal o las
osteopatias endocrinas. De ellas, la osteoporosis es la mas frecuente
y produce una disminucion de la masa 6sea que supone una pérdida
del mineral 6seo y de la matriz colagena.

La osteoporosis es un trastorno esquelético cronico de caracter
sistémico en el que, ademas de disminuir la masa 6sea, se altera su
microestructura y se reduce su resistencia. Como resultado se
produce un aumento de la fragilidad o6sea y del riesgo de fractura 2.
Tal como se indica, dicho riesgo de fractura no solo depende de la
pérdida de masa 6sea, sino también de otros elementos como la
alteracion de su microestructura. Es por ello que se deberian tener en
cuenta todos estos factores de riesgos para realizar una valoracién
Osea idonea. Sin embargo, en la practica habitual, generalmente, solo

se tiene en cuenta la determinacién de la masa 6sea 2728,

Aunque no se puede calcular directamente la resistencia 6sea in vivo,
en la practica clinica se utiliza la determinacion de la DMO para
predecir el riesgo de fractura pues se correlaciona altamente con la

resistencia 6sea 2°.

La DMO se mide mediante técnicas densitométricas y determina la
cantidad de masa 6sea por unidad de volumen (densidad volumétrica,
g/cm3) o por unidad de superficie (densidad de area, g/cm2). Los
diferentes métodos de densitometria se basan en el principio de la
absorciometria de los rayos X por parte del hueso, de ellos el mas

utilizado es la DXA. Aunque también se emplea la DXA de columna
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lumbar, la localizacién de referencia para realizar el diagndstico de

osteoporosis es la DXA de cuello femoral 270,

3y

La DMO se expresa mediante el “Z score” o el “T score”. El “Z score’
describe el numero de en el que la DMO de un individuo difiere del
valor medio esperado para la edad y el sexo. El “T score” describe el
numero de desviaciones estandar en el que la DMO de un individuo

difiere del valor medio esperado en individuos jovenes y sanos.

La Organizacién Mundial de la Salud ha definido los criterios
diagnosticos de osteoporosis basandose en los valores de la DMO. De
esta manera, la define como un valor de DMO igual o superior a 2,5
desviaciones estandar por debajo de la media de las mujeres jovenes
adultas (T score menor o igual a -2,5 desviaciones estandar)?’.

Atendiendo a los criterios de la OMS, se calculé en 2010 que 22
millones de mujeres y 5,5 millones de hombres de la UE padecian
osteoporosis. De igual manera, se estimé que 3,5 millones de nuevas
fracturas podian ser secundarias a la osteoporosis, de las cuales

610.000 correspondian a fracturas de cadera °.

La enfermedad cursa de manera asintomatica hasta que se produce
una fractura como consecuencia de un traumatismo de baja energia.
Las fracturas son las Unicas manifestaciones clinicas y en ellas es
donde radica la importancia de este trastorno. Se entiende como "baja
energia" a todo traumatismo o caida desde una altura de
bipedestacién o inferior a ella que en un individuo sano no daria lugar
a una fractura °.

Las dos circunstancias que condicionan el riesgo de padecer
osteoporosis son la cantidad de hueso que se alcanza durante el
crecimiento hasta alcanzar el pico 6seo y la tasa de perdida dsea

dependiente de la edad. Aunque existe cierto componente genético en
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su génesis, son los factores ambientales quienes tienen mayor carga

en el desarrollo de la enfermedad 3'.

4.2. Fisiopatologia

Una vez ha finalizado el crecimiento del esqueleto, el recambio del
tejido 6seo y el mantenimiento de su estructura es llevado a cabo por
la remodelacién 6sea. Mediante este proceso, que requiere de un
preciso ajuste entre formacion y resorcion ésea, se consigue reparar
las microfracturas y se previene la aparicién de fracturas en individuos

sanos.

La osteoporosis posmenopausica es una enfermedad esquelética que
se genera como consecuencia del cese de la funcién ovarica. Esta
deficiencia estrogénica junto factores genéticos y no genéticos tienen

un importante impacto en el esqueleto 323,

La disminucion de los niveles de estrégenos en la menopausia ejerce
una potente estimulacion de la reabsorcion ésea y, en menor medida,
de la formacion 6sea, lo que conduce a un periodo de rapida pérdida
de hueso *. A esta fase inicial le sucede otra mas lenta y prolongada
en la que la pérdida ésea afecta principalmente al hueso cortical.

Aunque los andrégenos también contribuyen en el mantenimiento del
hueso cortical y trabecular en hombres 3¢ se ha visto que la
regulacién 6sea depende principalmente de la conversion periférica en
estrogenos ¥. Es por ello, que el déficit de estrégenos en hombres

tiene un efecto dramatico en la homeostasis 6sea 3.

La caida de estrogenos estimula la formacion *° y prolonga la
supervivencia de los osteoclastos “°. Una posible explicacion se debe

a la pérdida de los efectos inmunosupresores de los estrégenos sobre
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la produccion de citocinas que promueven la osteoclastogénesis 4041,
En esta situacién, el principal promotor de la estimulacién de la
osteoclastogénesis es el incremento de la produccion del RANKL vy
TNF-a 42,

Los estrogenos ademas de inhibir la respuesta de las células
precursoras de osteoclastos frente al RANKL, regulan la produccion
de la IL-1, el receptor de IL-1, el TNF-q, el M-CSF, el IL-6 y el receptor
IL-6 7. Dichas citocinas y receptores de citocinas tienen una accién

resortiva sobre el hueso.

El sistema inmunitario es fundamental para controlar la DMO. El
RANKL es la principal citoquina implicada en la diferenciacion de los
osteoclastos ** y es producida en la medula 6sea por las células
mesenquimales, los osteoblastos y los osteocitos 4447, En estados
inflamatorios, los linfocitos CD4 activados también son capaces de
producir RANKL 44464849 gdemas de ofras citocinas
osteoclastogénicas como la IL-17 y el TNF-a 79957 Es por ello que
cambios en la activaciéon de los linfocitos T pueden afectar la

diferenciacion de los osteoclastos 4992,

Se ha demostrado que se produce un aumento en la secrecion de
RANKL y el TNF-a por parte de los LT CD4 en ratones con
osteoporosis tras la ovariectomia 3. Sin embargo, esta pérdida 6sea
no se observa en ratones ovariectomizados con deficiencia de LT CD4
% ni en los que los LT que han sido bloqueados con anticuerpos anti-
CD4 y anti-CD8 *°. Paralelamente, se ha demostrado en mujeres
menopadusicas que existe una mayor produccion de RANKL y TNF-a
procedente de los LT CD4 en sangre periférica con respecto a mujeres
premenopausicas %°. También se ha constatado que los monocitos, al

igual que los LT, pueden secretar TNF-a en estas condiciones de déficit
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de estrégenos *°. Por tanto, hay evidencia suficiente para afirmar que
en la menopausia son necesarios los LT CD4 productores de TNF-a
para se produzca la destruccion dsea debida al déficit de estrogenos
(llustracion 3) 4445.56.57,

Tal como se ha sefialado previamente, los LT CD4 estan formados por
subconjuntos Th1, Th2, Th17 y Treg. Los Th1 y Th2 secretan IFN-y e
IL-4, respectivamente, y como resultado favorecen la inhibicién de la
osteoclastogénesis. Las células Treg secretan ademas IL-10, CTLA4
(que puede unirse a CD80/CD86 en los precursores de osteoclastos)
y promueven la apoptosis y la inhibicién de la resorcion dsea #°. Los
Th17 inducen la osteoclastogénesis mediante la produccion de niveles
elevados de IL-17A, TNF-a, RANKL, IL-1 e IL-6 y de niveles bajos de
IFN-y 58-61,

Una de las citocinas mas relacionada con la osteoclastogénesis es la
IL-17A, cuyos niveles estan incrementados en mujeres
posmenopausicas que padecen osteoporosis 24, La IL-17A estimula
la liberacion de RANKL por parte de las células osteoblasticas ®° y
también, intensifica la actividad osteoclastégena de RANKL
aumentando la expresidon de RANK en las células precursoras del
osteoclasto . Otro hecho por el que cobra especial relevancia dicha
citocina es la confirmacion de que tras el bloqueo del receptor de IL-
17 ¢ o la administracion de anticuerpos anti-IL-17 ® en ratones
postovariectomizados se previene la perdida ésea.

Asimismo, se ha observado como en ratones ovariectomizados se
produce una estimulacion de la diferenciacion de los linfocitos CD4
virgenes hacia Th17 maduros °°. Este fendmeno esta favorecido por

citoquinas como el TGF-B, la IL-6 y la IL-1B y el TNF-a 7>73 cuya
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produccion se encuentran desregulada por la deficiencia de

estrogenos 2.

4 RANKL
4 OPG

llustracion 3. Representacion esquematica del papel de los LT en el mecanismo
por el que el ovariectomia promueve la osteoclastogénesis.

La deficiencia de estrogenos promueve la activacion de los LT al aumentar la
interaccion de las moléculas del MHC cargadas de antigenos (Ag) de los
macréfagos de la médula 6sea (BMM) y las células dendriticas (DC) con el TCR
de los LT. Puede que estos Ag sean péptidos exdgenos procedentes de la
microbiota intestinal

La activacion de los LT también requiere por lo menos de dos sefiales
coestimuladoras proporcionadas por la union de las moléculas de superficie CD40
y CD80 (B7) de los BMMy las DC y las CD40L y CD28 de los LT, respectivamente.
El incremento de la expresion de CD80 de las DC se produce como consecuencia
del aumento de la produccion de especies reactivas de oxigeno (ERO).

La expansion clonal de los LT en la médula 6sea se debe en parte a un aumento
de la produccion timica de LT virgenes inducido por la ovariectomia. Los LT
activados secretan TNF-a, que estimula la formacion de osteoclastos
principalmente al potenciar la respuesta al RANKL. Ademas, el CD40L vy el
DLK1/FA-1 expresados por los LT aumentan la actividad osteoclastica de las
células estromales (SC) al reducir su secrecion de OPG y aumentar su produccion
de RANKL, M-CSF y otros factores proinflamatorios (llustracion original de “Role
of T cells in ovariectomy induced bone loss-revisited” Pacifici R. #2).
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Los estrogenos inhiben la diferenciacion de los linfocitos Th17
mediante la accion de las citocinas IL-4, IL-10 y TGF-31 secretadas
por los Tregs 4. Los Tregs a su vez, también, pueden evitar de la
pérdida 6sea inhibiendo la diferenciacion de los monocitos hacia
osteoclastos °.

En definitiva, la osteoporosis por deficiencia de estrégenos es debida
a la sobreexpresion de Th17 y el incremento de las diferentes
citoquinas proinflamatorias (IL-1, IL-6, IL-17 y TNF-a) y el RANKL. En
este estado de falta de estrogenos, la diferenciacién y la expresion de
Th1, Th2 y Tregs estan suprimidas y por tanto hay una menor
produccion de citoquinas antiinflamatorias como el IFN-y, la IL-4, |a IL-
10 y el CTLA-4. También esta disminuida la produccion de células B
que producen OPG. Todo esto confluye en un aumento de la

osteoclastogénesis y de la pérdida ésea (llustracion 4) 6.

Naive T cell

‘@
Imu/\nm
¢ @
Estrogen deficiency
B cell
|l @
LV a7 A llustracion 4. Osteoinmunologia de
i A l las enfermedades 6seas
25 inflamatorias  (llustracion original
J. de “Osteocimmunology: The Nexus
JANKL between bone and immune
/ system” “Dar et al 7¢).
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Tal como se puede observar, la osteoporosis posmenopausica
presenta muchos fenédmenos que la relacionan con una enfermedad
inflamatoria ’’, de manera que este déficit de estrogenos establece un
estado inflamatorio crénico que conduce a la pérdida 6sea. Por todo
esto, se puede considerar que la pérdida dsea dependiente de los

esteroides sexuales es una forma de pérdida 6sea inflamatoria *°.

4.3. Tipos de osteoporosis

Segun la causa que la origine, la osteoporosis se clasifica en
osteoporosis primaria, si la causa es desconocida, o secundaria

cuando se conoce la causa (endocrina, genética, farmacoldgica...)

A su vez en la osteoporosis primaria y atendiendo a la edad se divide
en osteoporosis idiopatica o primaria juvenil y la osteoporosis

involutiva del adulto.

Hay dos tipos de osteoporosis involutiva del adulto, Ila
postmenopausica o tipo | y la senil o tipo Il. La posmenopausica se
da principalmente en mujeres entre los 55 y 75 afos. Afecta sobre todo
al hueso trabecular y predomina la actividad osteoclastica (aumenta la
resorcion). Son mas frecuentes las fracturas intracapsulares de

cadera.

La osteoporosis senil se da en mujeres mayores de 70 afios y hombres
mayores de 80 afos. La proporcion entre mujeres y hombres es 2:1.
Se afecta el hueso trabecular y cortical y disminuye la funcién
osteoblastica. En estos pacientes son mas frecuentes las fracturas

extracapsulares de cadera.
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4.4. Factores de riesgo

Aunque el diagnostico de la osteoporosis se centra en la valoracion
cuantitativa de la DMO, ya que es uno de los principales determinantes
de la resistencia 6sea, la importancia clinica de este trastorno radica
en las fracturas que se producen. Sin embargo, la causa de estas

fracturas es multifactorial 78.

Se han identificado diferentes factores de riesgo que contribuyen al
riesgo de fractura. Se pueden distinguir dos grandes grupos, los
potencialmente modificables y los no modificables. Dentro de los
ultimos, se encuentran entre otros la raza caucasica, la diabetes
mellitus, la enfermedad inflamatoria intestinal, la celiaquia, la
osteogénesis imperfecta, la menopausia precoz, la amenorrea, la
constitucion delgada y las enfermedades endocrinas (hipogonadismo,
hiperparatiroidismo, hipercortisolismo, hipertiroidismo, etc) 7°.

Por otra parte, los factores de riesgo modificables son: ser fumador, el
exceso de alcohol, la inactividad, la malnutricion y anorexia, la
amenorrea inducida por el ejercicio y medicaciones (glucocorticoides,
hormonas tiroideas, diuréticos, anticonvulsivantes como la fenitoina,

benzodiacepinas, antidepresivos, heparina, metotrexato) 7°.

4.4.1. Edad, sexo y antecedentes de fractura

previos

Se ha demostrado que la edad, el sexo femenino y la historia previa
de fractura & son los principales factores de riesgo clinico asociados

a la misma, sin embargo, tienen un valor predictivo escaso.
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4.4.2. Densidad Mineral Osea (DMO)

La medicion de la DMO mediante la DXA es el método de eleccién en
la evaluacion del riesgo de fractura en el entorno clinico. Sin embargo,
en mas de la mitad de los casos, esta técnica presenta resultados
dentro de los parametros de la normalidad” 8'. Ademas, el riesgo de
fractura por fragilidad excede al esperado en la DMO, cuando se
asocia a otras circunstancias clinicas como la edad avanzada 22, la
diabetes, la obesidad 8 y la enfermedad inflamatoria intestinal . Por
ello, la DMO no puede ser la Unica herramienta de medicién del riesgo
de fractura, ya que existen multiples factores de riesgo anadidos que
hay tener en cuenta a la hora de estimar la prediccidén de la misma. De
hecho, la guias nacional inglesa (NICE National Institute for Health and
Care Excellence) cuando evalua el riesgo de fractura no incluye la
DMO como técnica obligatoria de medicion de este riesgo, debido
entre otras cosas, a la falta de evidencia y la limitacién que los estudios

actuales presentan con respecto a la fiabilidad de dicha prueba.

4.4.3. FRAX

El FRAX® es la herramienta de medicion predictiva mas ampliamente
utilizada y validada, ya que sirve para estratificar a los grupos de riesgo
y el manejo de los mismo. Sin embargo, la herramienta FRAX® en
ausencia de DMO, no ha demostrado mayor precision en la predicciéon
de fractura frente a un modelo simple en el que se use como factores

de riesgo la edad y los antecedentes de fractura previa 8.
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4.4.4. Necesidad de busqueda de otros factores de
riesgo: Microbiota

Por todo lo anterior, se necesita desarrollar nuevas herramientas de
valoracion del riesgo que sean mas sensibles y que utilicen otros
predictores clinicos de fracturas diferentes a la DMO. De esta manera,
se podra identificar con mayor precision a los pacientes con mayor
susceptibilidad de presentar una fractura de cadera por fragilidad. Si,
ademas, estas nuevas herramientas se basan en factores de riesgo
modificables, podria conseguirse una mejora considerable en la

prevencion primaria de este tipo de fracturas.
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5. Microbiota

5.1. ¢Queé es?
El cuerpo humano esta colonizado por una comunidad rica y diversa
de microorganismos formada por especies de bacterias, hongos, virus
y protozoos que se conoce como microbiota humana 6.
Se denomina microbioma al conjunto de microorganismos, incluyendo
sus genomas y los metabolitos que producen, que forman parte de un

habitat por ejemplo el intestinal humano &%,

Cada region del cuerpo posee un habitat caracteristico que esta
condicionado por las especies que habitan en él y que evolucionan en
funciodn de la edad y estado fisioldgico.

El término microbioma puede confundirse con el metagenoma. Sin
embargo, este ultimo se define exclusivamente como una coleccién de

genomas y genes de los miembros de una microbiota .

5.2. Contexto historico

Como consecuencia de los continuos y recientes descubrimientos en
el campo del microbioma humano, conviene plantearse cuando la
humanidad comenzo a ser consciente de su estrecha relacion con las
bacterias.

A mediados del siglo XIV, en plena epidemia de la Peste Negra en
Europa, ya se sospechaba de la asociacion contagiosa entre
“‘gérmenes” y el ser humano. No obstante, no fue hasta 1683 cuando
Anton van Leeuwenhoek observé los primeros “animaculos” en su
microscopio rudimentario *°. Tras comparar su microbiota oral y fecal,

observo las sorprendentes diferencias de microorganismos entre estos
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dos habitats y también entre muestras de individuos con distintos

estados de salud y enfermedad °'-%2.

En la segunda mitad del siglo XIX, Louis Pasteur y Robert Koch
desarrollaron la Teoria Germinal de la Enfermedad con la que se
establecia la causalidad entre una determinada bacteria y una
enfermedad concreta. Pasteur, entre otras contribuciones cientificas,
descubrio los microrganismos que fermentaban el azucar en alcohol y
los de la acidificacion de la leche. Por su parte, Koch desarrollé unos
criterios légicos y experimentales, que posteriormente fueron
conocidos como los postulados de Koch, e identifico las bacterias
causantes de la tuberculosis y el colera. Gracias al avance de
determinadas técnicas de visualizacion y cultivo, se entré6 en la

llamada Edad de Oro de la Microbiologia .

llya Metchnikov, Premio Nobel en 1908 y profesor del Instituto Pasteur
de Paris, sostuvo que las bacterias acido-lacticas ofrecian beneficios
para la salud y, de alguna forma, eran capaces de promover la
longevidad de la vida. Tal es asi, que en sus investigaciones planteaba
la idea de que «la senilidad debe considerarse como consecuencia de
una intoxicacién cronica por la presencia de microorganismos en el
intestino». Consideraba que la “flora intestinal” desempenfaba un doble
papel, por un lado, defendia al organismo contra la infeccién vy
retrasaba el envejecimiento, pero por el otro lado podia convertirse en
un elemento de autointoxicacion. Propuso la posibilidad de modificar
la “flora intestinal” potenciando sus componentes positivos y actuando
contra los negativos. Ademas, tras observar la gran longevidad de los
campesinos bulgaros que se alimentaban con grandes cantidades de

yogur, intuy6 que este producto era portador de bacterias positivas %,
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Con el descubrimiento de la penicilina por parte de Fleming en 1928 y
el uso de los antibidticos para tratar las enfermedades infecciosas en
los afios 40, se produjo un descenso de la mortalidad de dichas
enfermedades. Paralelamente, se observé que los antibidticos
favorecian el crecimiento de los animales de granja, incluido el tamafio
de los huesos, %%, Estos efectos se han atribuido principalmente a

los cambios de la microbiota residente en el intestino ¥.

Posterior a estos avances, los cientificos han sido cada vez mas
conscientes y han tenido evidencias sobre el impacto potencialmente
negativo de la administracion de antibiéticos en seres humanos. Asi,
debido al surgimiento de cepas bacterianas resistentes a antibiéticos
0 a la aparicion de “superinfecciones” como consecuencia del
sobrecrecimiento de bacterias tras la administracion de antibibticos
(como las producidas por el Clostridioides difficile), se produjo un
cambio paulatino en la estrategia para el tratamiento de estos
problemas. Un ejemplo es el uso de probidticos, que consiste en la
introduccion de organismos que contribuyen beneficiosamente al
equilibrio microbiano del huésped .

El termino microbiota fue acufiado por Josua Lederberg en 2001 con
el fin de designar a «la comunidad ecolégica de microorganismos
comensales, simbidticos y patdégenos que literalmente comparten
nuestro espacio corporal y que han sido practicamente ignorados

como determinantes de la salud y la enfermedad» *°.

5.2.1. Problemas para analizarlo

Desde hace décadas se ha sospechado que el microbioma humano
ejerce una labor fundamental sobre el organismo humano, sin

embargo, hasta hace unos afios no se ha podido corroborar la

42



Introduccioén

implicacion de determinadas especies bacterianas en procesos
fisiologicos concretos. Esto se debe, en gran parte, a los problemas
para reproducir en laboratorio las condiciones de crecimiento
bacteriano. Esta dificultad de crecimiento en los cultivos
convencionales supone que muchas de las especies sigan sin estar
caracterizadas ' y que, ademas, gran parte de las relaciones entre
las funciones fisiologicas del huésped y la microbiota no estén
demostradas 1°'.

En el estudio de la microbiota se aplican técnicas moleculares basadas
en la secuenciacion masiva, especialmente las del gen que codifica la
subunidad 16S del ARNr (gen ADNr 16S), asi como herramientas de
analisis masivo de datos (técnicas meta-émicas) con el fin de analizar
la estructura y funcion de un gran numero de genes microbianos
presentes en un ambiente determinado con el fin de establecer

correlaciones con la expresion génica del huésped.

5.2.2. Auge en investigacion

Dos circunstancias han supuesto un avance en el desarrollo de la
investigacion del microbioma: la evolucion de nuevas técnicas de
secuenciaciéon gendémica y el desarrollo de bases de datos que

organizan toda la informacion generada.

5.2.2.a. PCR RNA 16s
La PCR es una técnica de laboratorio que permite producir
rapidamente (amplificar) millones hasta miles de millones de copias a
partir de un segmento especifico de ADN para, posteriormente

estudiarse con mayor detalle. La PCR requiere del uso de cebadores
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y multiples ciclos de sintesis de ADN para amplificar un segmento. Los
cebadores son fragmentos de ADN sintético que seleccionan el
segmento de ADN que se quiere amplificar 1°2,

La aplicacion de la tecnologia basada en la PCR del gen del ARNr 16s
ha sido crucial para determinar las diferentes especies bacterianas,
con la ventaja de no tener que cultivarlas. Este gen esta presente en
muchos microorganismos y esta compuesto por regiones de expresion
constantes que estan flanqueadas por otras de expresion variables.
Los cebadores de PCR que se acoplan a las regiones constantes son
capaces de amplificar la regién variable interna de un conjunto
determinado de bacterias '%. Asi, estas regiones variables son
secuenciadas y comparadas con una base de datos con el fin de
identificar los organismos presentes.

Este tipo de secuenciacién basada en el gen del ARNr 16S es un
método rapido y barato '%*. Ademas, puede ser utilizado en estudios
poblacionales, estudios de casos y controles o en estudios
longitudinales que se centran en el cambio de los microbiomas a lo
largo del tiempo.

Una vez recogida la muestra, se extrae el ADN bacteriano y se
seleccionan las regiones variables del gen ARNr 16s para su
secuenciacion %, Hasta hace unos afios, la identificacion de bacterias
se realizaba mediante la alineaciéon de la secuencia y, segun la
similitud genética, se agrupan en OTUs para después incorporarse al
analisis de asociacion estadistica '%. Las secuencias taxondémicas
operativas (OTU) se definen como agrupaciones de secuencias que
tienen una identidad por encima de un umbral determinado (a menudo
el 97%). Esto reduce el tamafio del conjunto de datos brutos de

secuencias de ARNr 16S y por supuesto, reduce también los requisitos
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computacionales para el analisis. Esto también absorbe los posibles
errores técnicos en de secuencias. Pero los recientes avances
metodolégicos (procesado informatico de datos de secuencia) de
eliminacion de ruido, que producen variantes de secuencia exactas o
variantes de secuencias de amplicones (ASV). Por lo que ya no se
trabaja con agrupaciones sino con secuencias reales o verdaderas lo
que genera una mayor precision que las OTU con un 97% de
identidad. Por lo tanto, también hay que considerar que, dado su
método de construccion, los ASV no son equivalentes a "OTU con un
100% de identidad", por lo que los resultados de sus analisis no son

comparables 1%,

5.2.2.b. Procesamiento y analisis de datos: European MetHit
y HMP
La creacidon del Consorcio europeo MetaHIT y del Proyecto del
Microbioma Humano (HMP) han facilitado el desarrollo de
herramientas bioinformaticas que permiten el procesamiento y el

analisis de los datos.

El consorcio europeo MetaHIT se ocupa de establecer correlaciones
entre el microbioma intestinal y los fendmenos adversos para la salud
del individuo, entre los que se encuentran la obesidad y la enfermedad

inflamatoria intestinal '%4.

El HMP, originado en Estados Unidos, se centra en la caracterizacion
del microbioma humano sano y en la creacion de un conjunto de datos
que sirvan como control de referencia y sea accesible al publico ',
Se han caracterizado cinco comunidades principales del microbioma
humano: el de las vias respiratorias, el de la piel, el oral, el intestinal y

el vaginal 1%,
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5.3. Variabilidad de la microbiota. Concepcion actual

Casi todos los entornos albergan microbiomas distintos, incluidos los
que se encuentran en el cuerpo humano. De esta manera, los
microorganismos se distribuyen en las regiones externas (piel, bajo de
las ufas u ojos), en las internas (rifiones, vejiga, vagina e intestino) y
en los portales de entrada al organismo (boca y nariz -vias
respiratorias-, cavidad oral -tracto gastrointestinal-, tracto urogenital y
las grietas de la superficie cutanea).

El microbioma humano ha conseguido implantarse en los distintos
microambientes del huésped gracias a que se cumplen las
condiciones Optimas para su crecimiento y al desarrollo de
mecanismos adaptativos con los que influyen y modifican su
ecosistema. Una vez adaptado al entorno, el microbioma humano
suele ser estable y resistente. La cavidad oral y el intestino albergan

las comunidades mas diversas "1°.

Los factores ambientales como la temperatura, el pH, la concentracion
de oxigeno, la presion, la osmolaridad y la fuente de nutrientes afectan
a la abundancia y diversidad de microorganismos en las distintas
localizaciones del cuerpo. Por ejemplo, la variaciéon del pH de la piel,
producida en ocasiones por presencia de fuentes de nutrientes como
el sebo, facilitan el crecimiento de determinados grupos de

microorganismos .

La abundancia y diversidad de la microbiota humana depende de
factores intrinsecos y extrinsecos. La region corporal, la genética, la
etnia, el sexo y la edad corresponden a los factores intrinsecos. Los
factores extrinsecos pueden provocar cambios transitorios ©

permanentes en la comunidad microbiana, y corresponden a la dieta,
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la medicacién, el estilo de vida, la ubicacion geografica, el clima y la

estacionalidad "2.

5.3.1. Nucleo del microbioma

La composicién microbiana no solo varia entre las distintas regiones
anatomicas, sino que también lo hace entre los individuos '%. Esto
implica que todavia no se haya podido concretar con exactitud cual es
la microbiota saludable para cada ecosistema.

Se puede entender el microbioma como una entidad dinamica, que
crece y cambia junto con el hospedador, y que la irrupcién de una
enfermedad grave puede modificarlo por completo y para siempre, sin

que esto conlleve a desenlaces fatales.

La introduccion del concepto de “nucleo del microbioma” puede
facilitar la diferenciacion entre los miembros permanentes y estables
de un microbioma especifico y las poblaciones que pueden ser
intermitentes, estar asociadas Unicamente a estados especificos del

microbioma o estar restringidas a condiciones ambientales concretas
113
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En términos de dinamica temporal y espacial, el nucleo del microbioma
describe la comunidad microbiana que esta constantemente asociada
a un determinado genotipo de hospedador o a un entorno especifico

(Nlustracion 5).

Temporal scale Factors of temporal dynamics
A = =
(a)biotic history
N o 7z 2
~ = <
4 —— -G )
R i ;\'\ internal dynamics external forcing
K4 4 & =
27V N& .
LI ] 1 4
& Transient microbiota
b b b time
Sample 1 Sample 2 Sample 3 RO
/@ ' Coremicrobiota
Spatial scale 2
B [ 1 Microbial sub-habitat,
i l i eg. plantroots

Microbial habitat,
e.g. a plant species

distance

llustracion 5. Dinamica del microbioma en el tiempo y a escala. a) La
dindmica temporal del microbioma se caracteriza por considerar tanto
el estado transitorio del microbioma como respuesta a perturbaciones
ambientales y el estado residente que contiene un nucleo de
microbiota mas bien constante. b) La dinamica espacial del
microbioma se caracteriza por variaciones en la composicion
microbiana entre habitats similares separados en el espacio
(llustracion original de “Microbiome definition re-visited: old concepts
and new challenges” Berg G.113).

5.3.2. Enfoque holistico
La importancia del microbioma radica, mas que la composicion
microbiana, en su funcionalidad ya que diferentes especies
microbianas pueden realizar funciones metabdlicas equivalentes y una
misma especie, diferentes funciones dependiendo de la dotacion
génica que lleven cepas de la misma especie "'*.
Se considera al microbioma como un «dérgano» imprescindible para la

vida que influye en la salud y la enfermedad. Desde un enfoque
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holistico, se ha introducido el concepto de holobionte para referirse a
la relacién entre hospedador y su microbiota, de manera, que

coevolucionan como una entidad.

Segun este enfoque, el estado de enfermedad del holobionte esta
relacionado con la disbiosis, la escasa diversidad de la microbiota
asociada y su variabilidad: un estado denominado "patobioma". Por el
contrario, el estado saludable se acompafia de eubiosis, alta

diversidad y uniformidad de la microbiota respectiva '3

Con todo ello, se puede definir al microbioma como una comunidad
microbiana caracteristica que ocupa un habitat bastante bien definido
y que posee propiedades fisicoquimicas distintas. El microbioma no
s6lo se refiere a los microorganismos implicados, sino que también
abarca su dmbito de actividad, lo que da lugar a la formacion de nichos
ecoldgicos especificos. EI microbioma, que forma un microecosistema
dindmico e interactivo propenso a cambiar en el tiempo y la escala,
estd integrado en macroecosistemas que incluyen huéspedes

eucariotas, y aqui es crucial para su funcionamiento y salud "3
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6. Microbiota intestinal

La poblacion de microbiota que reside en el tracto intestinal es la mas
abundante del organismo, se estima que esta constituida por alrededor
de 10 microorganismos e interacttia con las células del huésped
desde la luz intestinal mediante diferentes mecanismos "°. La
microbiota intestinal colabora en la digestion transformando las fibras
no absorbibles y los carbohidratos en AGCC. Ademas, ayuda a
mantener la integridad de la barrera intestinal, contribuye al desarrollo
y la regulacion del sistema inmune y sirve de defensa contra
microorganismos perjudiciales.

El Ml modula la respuesta inmune del huésped por medio de la
regulacion del desarrollo y la funcién de los LT y de la producciéon de
citocinas. De esta manera es capaz de defenderse de los agentes
patdgenos o establecer fendmenos de tolerancia a determinados

antigenos que puedan llegar con la ingesta de alimentos.

6.1. Estructura y evolucion del Ml a lo largo de la vida

del individuo

El Ml esta formado por mas de 1000 especies de microrganismos "6,
de las cuales gran parte pertenecen a los filos Firmicutes vy
Bacteroidetes. La combinacion del genoma de las distintas especies
bacterianas constituye el metagenoma intestinal, que se estima que
tiene 450 veces mas genes que el genoma humano 7.

La MI coloniza nuestro organismo de manera progresiva tras el
nacimiento y alcanza la composicion del adulto entre los dos y tres

afnos de edad (llustracion 6) ''®. La composicion cambia en tres etapas
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de la vida: desde el nacimiento hasta el destete, desde el destete hasta

la obtencién de una dieta normal y, por ultimo, durante la vejez 2119,
[ Bacteroidetes

AN

’ i \ | A ) @ Actinobacteria
[ proteobacteria
[0 variable/other

llustracion 6. Estructura de la microbiota intestinal a lo largo de la vida
(llustracion original de “Exploring host-microbiota interactions in animal models
and humans” Kostic AD 19)

Aun asi, la microbiota intestinal puede sufrir cambios a lo largo de la
vida debido a factores genéticos del huésped %, la dieta !, la toma

de medicamentos'??, el estado inmunitario del huésped 'y la edad'?*.

Aunque la composicion del MI individual suele permanecer
relativamente estable en el adulto, es extremadamente variable en
sujetos ancianos '?. A partir de los 70 afios, la diminucion de la
actividad inmunitaria y la modificacién en la digestién de alimentos y la
absorcion de nutrientes por parte del intestino contribuyen a los
cambios en el MI, ya que son mas susceptibles a los patégenos,

influyendo finalmente en el microbioma central "2,

6.2. Funciones. Interacciones huésped-Ml

Ademas de su consabido papel en la digestién, asimilacion de
nutrientes y sintesis de vitaminas (funcién tréfica), el MI constituye un
sistema bioldgico en equilibrio que controla la proliferacion de

patdgenos.
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La dieta del huésped puede afectar la composicion del Ml y en
consecuencia modificar también la absorcion. Un dieta alta en calorias
se asocian con una reduccion de la relacion
Bacteriodetes/Firmicutes'”® y puede provocar alteraciones
metabdlicas en el huésped, mientras que una dieta baja en calorias
puede aumentar la concentracion de sustancias nocivas en el tracto
intestinal '*’. Lo mismo sucede en dietas con un alto contenido en
proteinas ya que puede incrementar la produccion de compuestos
toxicos como sulfuro de hidrogeno y el metano ', Por ello es
necesario llevar una dieta equilibrada para evitar trastornos en la
composicion del Ml que influyen en la absorcion intestinal v,
posiblemente en el metabolismo 6seo.

Algunas especies de la microbiota intestinal pueden influir en la
absorcion de nutrientes de diferentes maneras. Grandes
concentraciones de Limosilactobacillus reuteri (Lactobacillus reuteri) y
Bifidobaccterium longum en el intestino pueden favorecer la absorciéon
de minerales (calcio, fosfato y magnesio) y asi incrementar la DMO '2°.
En otros casos, el Ml puede influir en la absorcién del calcio
modificando el pH del intestino '*%'3'. También son capaces de
descomponer las macromoléculas en componentes mas pequenos
que para facilitar la absorcion '*?2 o desempefiar un papel esencial en
la sintesis de la vitamina B y K que son fundamentales en la regulacion
ésea 133,134.

Ademas, ciertas poblaciones bacterianas establecen una relacién
simbidtica con las mucosas facilitando una actividad endocrina que
ayuda a la digestion y estimula la proliferacion y supervivencia de las
células del epitelio intestinal '°. Estas comunidades de

microorganismos también participan en la modulacion de su sistema
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inmune local y sistémico '3¢; en la regulacion de funciones metabdlicas
137 en el crecimiento del huésped 8, el equilibrio energético '*8, o en

los sistemas de comportamiento cerebral '*.

6.3. Homeostasis microbiana intestinal

En condiciones normales, el Ml facilita un equilibrio con el epitelio y el
sistema inmunitario y, a su vez, ocupa un nicho especifico que suprime
la colonizacién y crecimiento de patdégenos. Se puede alterar este
equilibrio mediante la accion de patégenos, antibiéticos o la dieta '4°,
Un cambio en la composicién o, sobre todo, en la diversidad del MI
puede provocar un desequilibrio drastico entre las bacterias
beneficiosas y las potencialmente patdgenas. Este desequilibrio
microbiano se denomina "disbiosis", y se define como una alteracién
de la homeostasis del M| debida a un desequilibrio de los propios
microorganismos, a cambios en su composicién funcional y

actividades metabdlicas, o a cambios en su distribucion local '#'.

Se puede observar la presencia de un microbioma alterado en toda
una serie de enfermedades. Las especies del género Bifidobacterium
son habituales en el intestino humano sano y las alteraciones en los
niveles de estas, o en la composicion de las especies, suelen

desencadenar situaciones de disbiosis del Ml 42,

En esta situacion, el Ml pierde su capacidad protectora, se altera la
permeabilidad intestinal y no se puede controlar la diseminacion
sistémica de las bacterias *3. El aumento de la permeabilidad
intestinal también permite la entrada de productos derivados
microbianos, como metabolitos, factores de virulencia y otros
componentes luminales. Esto, a su vez, altera la funcién normal del

microbioma intestinal y contribuye a generar respuestas inmunitarias
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e inflamatorias aberrantes, como la inflamacion "2, la respuesta
desregulada de los LT y la produccion de las citocinas IL17, TNF-a, IL-
1B y RANKL 144146,

6.4. Base de distintas patologias

La disbiosis del MI puede desencadenar el desarrollo de patologias en
el tubo digestivo o en otros érganos distantes como SNC, pulmones y

las articulaciones 43137143147

Se ha demostrado una clara asociacién entre el microbioma y distintas
afecciones cronicas en humanos, entre ellas: Ell 8, obesidad "%,
enfermedades metabdlicas '°, desnutricion %, trastornos
neuroldgicos '*', cancer %2, y enfermedad cardiovascular '%3.

La Ell consiste en una inflamacion gastrointestinal idiopatica, crénica
y recurrente con dos formas comunes: la CU y la EC. Se ha
demostrado en la EC que el aumento en la proporcion de Escherichia
coli invasiva respecto a la Faecalibacterium prausnitzii y especies
Roseburia (estas dos Uultimas productoras de butirato) estaba
involucrada en la patogénesis de la afeccion '*. La especie F.
prausnitzii tiene funciones antiinflamatorias en el intestino y una
modificacion en su proporcion puede hacer perder esta capacidad
protectora '%5. Ademas, se ha observado que en la fase activa de la
enfermedad existe un descenso de bacterias del género
Bifidobacterium y que una vez superada, en la fase de remision, se

recupera la abundancia de estos microorganismos "%,

Por otro lado, se ha asociado a la disbiosis intestinal con otros
trastornos como la enfermedad celiaca, el CCR y el Sll. Se ha descrito

en pacientes con Sll, un descenso de los géneros del filo Firmicutes,
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como Lactobacillus y Faecalibacterium, y del filo Actinobacteria, como
Bifidobacterium y Collinsella. Ademas, se ha observado un aumento
de la abundancia de algunas familias de Proteobacteria
(Enterobacteriaceae spp.) y de Firmicutes (Veillonella, Streptococcus
y Ruminococcus spp.). Estos hallazgos revelan que la pérdida de
determinadas poblaciones microbianas determina la disfuncion de la

barrera epitelial en pacientes con S| 112157158,

Aunque se ha documentado en numerosos estudios la relacion del Mi
con las enfermedades inflamatorias sistémicas 43196143159 no se ha
esclarecido si las alteraciones de estas poblaciones bacterianas son

la causa o la consecuencia de estas enfermedades.

Se ha descrito la asociacién entre diferentes trastornos inflamatorios y
autoinmunes del intestino con una masa 6sea baja, lo que sugiere una
conexion entre el intestino y el hueso '%'6'. Ademas, hay datos
suficientes que corroboran la conexién entre el Sl y el metabolismo
0seo, asi como la influencia reciproca entre Ml y el S| del huésped.
Por tanto, todo parece indicar que el MI podria influir sobre el

metabolismo déseo a través de un Sl alterado.
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7. Ml y metabolismo 6seo

Las primeras evidencias que relacionaron el M| con el metabolismo
6seo fueron la asociacion de la pérdida 6sea en la columna lumbar y
el cuello femoral con el crecimiento excesivo de bacterias intestinales
162163 De esta manera, se observd como los pacientes con
sobrecrecimiento bacteriano intestinal presentaban osteomalacia,
unos niveles elevados de citocinas inflamatorias (TNF-a e IL-1) y una
mayor actividad de los osteoclastos. Ademas, se determiné un
consumo aumentado de nutrientes por parte de las bacterias
intestinales y por tanto una disminucion de la absorcion intestinal de

calcio, fosfato y vitamina D 62,

Aunque esta aceptado que la malabsorcion es un factor de riesgo
importante para las enfermedades o6seas, la pérdida 6sea como
consecuencia al sobrecrecimiento bacteriano no se debe unicamente
a este déficit de absorcion y probablemente esta mediada por diversos

mecanismos.

Se dispone de datos suficientes que avalan la teoria de la modulacion
de la masa Osea por la microbiota intestinal 3, aunque este
mecanismo es complejo y poco conocido. El microbioma puede actuar
sobre el sistema inmunitario (osteoinmunologia) '°, las vias
hormonales y por la produccion de metabolitos bacterianos que actuan
como sefiales para las células 6seas '%4.

Existen diversos estudios experimentales realizados en ratones, que
evaluan el impacto del Ml en la estructura y densidad ¢sea. Estos
estudios se centran en ratones con el microbioma intestinal alterado.

Para ello, se utilizan animales axénicos (especimenes libres de
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gérmenes) o aquellos que poseen una MI modificada tras la

administracion de antibi6ticos .

Los estudios en ratones axénicos han demostrado que el sistema
inmunitario del MALT intestinal esta poco desarrollado y que el numero
de LT CD4 del bazo estan disminuidos. Estos hallazgos apoyan la

hipotesis de que el Ml es capaz de moldear la inmunidad del huésped
166

En los ultimos afos se ha estudiado el efecto del MI sobre el tejido
0seo en animales. Aunque algunos resultados pueden resultar
contradictorios, todo parece indicar, tal como se desarrolla a
continuacion, que el Ml es un importante regulador de la DMO y actua

principalmente a través del sistema inmunitario.

7.1. Estudios con modelos animales

7.1.1. Estudios con animales libres de gérmenes

Existe la suficiente evidencia de que la funcion osteoclastica puede
alterarse en los ratones con un Ml aberrante como consecuencia de la

alteracion del estado inmunologico del hueso de este tipo de animales.

Sjogren et al '®" constataron que los ratones hembra C57B1/6J
axénicos tenian desde el nacimiento una mayor DMO, tanto cortical
como trabecular, frente a ratones convencionales. Ademas,
presentaban una disminucién de los osteoclastos, de sus precursores
(CD11b+/Gr1-) y de los LT CD4+ con expresion de TNF-a y de IL-6 en
medula ésea. La formacion dsea, en cambio, no estaba alterada. La
colonizacién del intestino de los ratones axénicos con Ml procedente
de ratones convencionales, normalizé la DMO y los parametros

inmunolégicos de los LT CD4+ y las células precursoras de
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osteoclastos en médula 6sea. Tras estos hallazgos, se pudo concluir
que el aumento de masa 6sea era consecuencia principalmente de la
reduccion de la actividad resortiva 6sea mediada por la disminucion de
la actividad osteoclastica. Ademas, se pudo demostrar que esta baja
actividad resortiva 6sea se debia a la falta de activacion de las células
inmunitarias.

Contrariamente a estos hallazgos, en otro estudio experimental, se
observd cémo los ratones juveniles machos axénicos BALB/c
desarrollaban un patron de crecimiento mas retardado respecto los
controles. Los fémures de estos animales presentaban un crecimiento
6seo significativamente reducido, tanto en longitud, grosor cortical y
en la fraccion 6sea cortical/trabecular del %5, Estos hallazgos pueden
deberse a las diferencias entre las poblaciones de ratones de los
distintos estudios ya que las caracteristicas genéticas, el sexo, la
edad, la diversidad de microbioma, los niveles de IgA, el perfil de LT y
la duracion del tratamiento puede influir en el patron de crecimiento
oseo '“3. Como muestra, la IgA modula la diversidad del microbioma
intestinal y es fundamental para mantener la homeostasis inmunitaria
intestinal secretoria innata, en el caso de los ratones BALB/c esta
elevada en las muestras de heces y suero frente a las de los ratones
C57BL6/J %8 Esta discrepancia de respuesta inmunitaria puede
explicar en cierta medida las diferencias de niveles de las citoquinas

que actuan sobre el hueso (TNF-a o la IL-6) y por tanto de la DMO.

Se ha observado en ratones axénicos CB6F1 (cruce entre hembras
BALB/c y machos C57BL/6) que en la fase aguda tras la colonizacion
con Ml convencional libre de patdgenos especificos se reduce la masa
Osea pero que a largo plazo se compensa con un proceso de

formacion dsea '%°. Este efecto anabdlico coincide con un aumento de
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la produccion IGF-1. EI IGF-1 es una hormona con acciones conocidas
sobre el crecimiento esquelético que presenta unos niveles bajos en
ratones axénicos o tratados con antibiéticos. De esta manera, parece
que el MI proporciona un estimulo anabdlico 6seo neto, que este
estimulo puede estar mediado por el IGF-1 y que la produccion de
acidos grasos de cadena corta (AGCC), entre ellos, el butirato por
parte de determinadas especies de Ml puede explicar el aumento de
IGF-1 169,

7.1.2. Estudios con animales con MI modificada por
antibidticos

Los estudios con ratones a los que se les administro antibidticos a
bajas dosis han permitido respaldar la hipétesis de la influencia de la
microbiota intestinal en el crecimiento 6seo.
Se ha demostrado que suministrar antibidticos a dosis
infraterapéuticas desde el nacimiento o durante el destete del ratén
produce un aumento de la DMO como consecuencia de la variaciéon
del MI 22170 Se ha postulado que esta alteracion de la composicion
del microbioma que afecta al crecimiento dseo puede estar mediados
por cambios en las hormonas metabdlicas o la regulacion de la
expresion genética hepatica 70171,
Por otro lado, se ha sefalado que en con ratones ovariectomizados, la
administracion de tetraciclinas previene de la perdida 6sea en gran

parte debido a la inhibicién de la resorcion 6sea 172,
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7.1.3. Relaciéon inmunoldgica

Un Sl que funciona correctamente es aquel que es capaz de reconocer
las moléculas que suelen estar en contacto con el huésped. El Mi
puede sufrir ligeras modificaciones que desencadenen diferentes
reacciones inmunologicas locales o sistémicas. Determinadas
especies bacterianas puede favorecer la expresion de citocinas

osteoclastogénicas como el TNF-a o IL-6 '¢7.

Se ha demostrado en ratones axénicos que el numero de neutrofilos y
monocitos en medula ésea es menor que el que presentan los ratones
de la misma linea portadores de una MI convencional. Este efecto se
debe a la disminucion de progenitores granulocitico-mieloides (GMP)
a partir de las células pluripotenciales (HSC). No obstante, la
colonizacién de los ratones axénicos con MI convencional o la
administracion de PAMP de bacterias muertas incrementa el numero
de células mieloides. Estos datos sugieren que los PAMP pueden
influir en la diferenciacion de los progenitores de los osteoclastos
173,174.

La activacion sistémica y local de los LT activados productores de
RANKL puede provocar una perdida 6sea en determinados estados
inflamatorios sistémicos %176, Dentro de las distintas subpoblaciones
de LT, los Th17 son los que mas RANKL expresany, por tanto, parecen
tener un papel importante en la osteoclastogénesis ®'. Los Treg, en
cambio, inhiben la osteoclastogénesis a través de la via CTLA-4 177,
Ademas, los LT producen citocinas que tienen diferentes efectos sobre
las células 6seas. El INF-y y la IL-4, secretadas por Th1 y Th2
respectivamente, inhiben la osteoclastogénesis '3'7°. Por su parte, la

IL-17, producida por el Th17, estimula directamente la formacion de
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osteoclastos y promueve la expresion de RANKL en las células

estromales 66:180,

Determinados grupos bacterianos intestinales pueden influir en la
estimulacion de las subpoblaciones Th17 8. Por su parte, se ha
demostrado que la especie Bacteroides fragilis influyen sobre las
células Th1 y la diferenciacion de los Treg . Se ha objetivado en
ratones axenicos que la colonizacion con determinadas especies de
clostridios o la administracion de probiéticos (Bifidobacterium breve
AH1205, Bifidobacterium longum AH1206 y Lactobacillus salivarius

AH102) normaliza el nimero de linfocitos Treg 83184,

Los osteoclastos se desarrollan a partir de las células precursoras
mieloides influenciadas por el RANKL. Los cambios en el Ml pueden
alterar el numero de precursores de osteoclastos o la capacidad de
diferenciacion (llustracion 7) 1. De tal manera que la activacion de los
osteoclastos de ratones normales es inducida por los Treg mientras
que los osteoclastos generados durante estados inflamatorios, como

la disbiosis, son activados por las LT que producen TNF-a '8
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llustracion 7. Reabsorcion 6sea y mircrobioma intestinal (llustracion
original de “The intestinal microbiome and skeletal fitness:
Connecting bugs and bones “Charles JF 164),
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En estados de disbiosis intestinal, se altera la migracién de los
monocitos y linfocitos a los diferentes tejidos. En los ratones axénicos,
el numero de monocitos y precursores osteoclasticos estan
disminuidos en la medula ésea, pero estos niveles se normalizan al
colonizar el tracto digestivo con MI de ratones convencionales 167174,
La Enfermedad de Crohn se asocia a una grave pérdida 6sea y
disbiosis. En este estado, se produce una desregulacion de la
respuesta inmunitaria en el intestino de las células Th17 activadas que
migran a la médula 6sea e inducen el reclutamiento de precursores
osteoclasticos, provocando asi un aumento masivo de la

osteoclastogénesis '8,

7.1.4. Relacion con estrégenos

El MI proporciona los antigenos necesarios para la activacién de los
LT en la médula 6sea y el aumento de la produccion de TNF-a.
Ademas, el MI presenta interacciones reciprocas con las hormonas
sexuales *3. Por ello, se han disefiado estudios en ratones para evaluar
el impacto del Ml sobre la disminucion de la DMO como consecuencia
del déficit de estrégenos.

Li et al demostraron que los ratones axénicos con deficiencia de
estrégenos estaban totalmente protegidos contra la perdida de hueso
trabecular 5. Se administré un agonista de la GnRH, la leuprolida, en
ratones axénicos y en ratones portadores de MI convencional. Se
observd que se producia un aumento de la perdida 6sea cortical y
trabecular y de los marcadores de resorcion 0sea séricos en el grupo
control. Ademas, en este grupo se incremento la poblacion de LT
productores de TNF-a e IL-17 en médula 6sea e intestino delgado, asi

como también lo hizo la produccion de TNF-a y RANKL. En cambio,
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en los ratones axénicos, no se produjo ningun aumento del TNF-q,
RANKL e IL-17 en la médula 6sea ni en los tejidos del intestino
delgado. Una vez se colonizo el intestino de los ratones axénicos con
MI convencional, se produjo la perdida ésea inducida por la privacion
de estrogenos.

Este estudio no solo sefala el papel del Ml en la pérdida 6ésea inducida
por la deficiencia de esteroides sexuales, sino que también indica su
necesidad para que el Sl responda a la deficiencia de esteroides
sexuales. De la misma manera, se puede sospechar que el estado
inflamatorio de las mujeres menopausicas, que han perdido el efecto
inmunosupresor estrogénico, puede verse agravado por una
composicién del Ml desfavorable y aumentar ain mas la pérdida de

masa osea.

7.2. Estudios con Prebidticos.

Los prebidticos son alimentos no digeribles que benefician la salud del
huésped al modificar la composicion y las actividades del Ml 16187 Son
resistentes a la accién del &cido gastrico y a la hidrolisis de los encimas
de los mamiferos, no se absorben y estimulan el crecimiento y la
actividad de determinados grupos de bacterias intestinales '8,
Engloba a un determinado tipo de fibra vegetal que se encuentra en el
tracto gastrointestinal y proporcionan alimento a las bacterias sanas
del intestino.

No solo ejercen un importante papel en la digestidn, sino que también
tiene una accién antiinflamatoria y promueven la absorcion de
minerales (calcio, magnesio y zinc) 819 Asi, los prebioticos pueden

repercutir en la regulacion de la DMO y la prevencién de la pérdida
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osea ', Se ha demostrado que poseen tales efectos la inulina, los

FOS, los GOS y el almiddn resistente 189190,

La inulina es un polisacarido de la familia de los fructanos que
favorece la absorcion intestinal de calcio en animales y humanos. Se
ha demostrado que la suplementacion durante un afio en adolescentes
aumenta en un 47% la DMO respecto al grupo control 7.
Paralelamente, se ha observado que la suplementacion de inulina en
modelos experimentales murinos modifica el M| hacia grupos

bacteriano que promueven la formacion 6sea 19219,

Los GOS, son oligosacaridos prebioticos no digeribles que se derivan
de la lactosa y tienen potencial para mejorar el equilibrio mineral y las
propiedades 6seas. Se postula que uno de los mecanismos por el cual
facilita la absorcion del calcio se debe a su resistencia a la absorcion
intestinal y a la produccion de AGCC que se producen tras su
fermentacion en el intestino '®. Se ha estudiado el efecto del GOS
sobre la composicion del Ml y la masa 6sea tanto en ratas como en
humanos, demostrandose un aumento relativo de la poblacion de

bifidobacterias y de la masa 6sea 18194,

Los efectos hallados en estos estudios son significativos y podrian
reducir potencialmente el riesgo de pérdida de masa 6sea asociado a
la osteoporosis. Se cree que la capacidad de los prebidticos en
modificar el Ml y asi mejorar la absorcién de calcio y la produccion de
AGCC puede ser la clave. No obstante, es necesaria una mayor

validaciéon mediante mas estudios.
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7.3. Estudios con Probidticos

Los probidticos son microorganismos comensales vivos (bacterias y
hongos) que, consumidos en cantidades adecuadas, tienen
importantes efectos positivos en la salud del huésped y especialmente
ejercen su accion sobre el sistema digestivo '%. Pueden alterar la
composicion y la actividad metabdlica de la microbiota intestinal ',
regular la respuesta inmunitarias del huésped '°"'% y mejorar la
funcion de la barrera epitelial 1929,

Las cepas mas comunes que actualmente utilizan como probidticos y
poseen efectos beneficiosos para la salud son: Enterococcus faecium,
cepas de Bifidobacterium, Bacillus, Saccharomyces boulardii (S.

boulardii), Lactobacillus y Pediococcus 2°".

Se han realizado varios estudios para evaluar los efectos de los
probidticos en animales con el fin de tratar diferentes patologias como
la enfermedad inflamatoria intestinal '®”. También se ha investigado en
modelos experimentales animales con el fin de esclarecer la relacién

de los probidticos con el metabolismo 6seo.

Se ha demostrado en pollos de crianza que tras una dieta
suplementaria de 6 semanas con Bacillus licheniformis y Bacillus
subtilis, la masa Osea de la tibia se incrementaba en los pollos tratados
respecto al grupo control 2°2,

Se ha postulado que la modificacion del Ml murino administrando
Lactobacillus spp, entre ellos el Lactobacillus rhamnosus vy
Lactobacillus paracasei, puede repercutir de manera directa sobre la
modulacion inmunolégica de la masa 6sea y en su resorcion 0sea
144203 Se ha documentado que la administracion de leche fermentada
con Lactobacillus helveticus en ratas macho produce una DMO mayor

respecto al grupo control 2%4, La leche contiene nutrientes beneficiosos
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para el metabolismo 6seo, ademas algunos tipos de bacterias
intestinales pueden ayudar a descomponer las proteinas contenidas
en la leche en péptidos biologicamente activos 2%,

La administracién oral con Lactobacillus reuteri 6475 (L. reuteri 6475)
en ratones machos sin alteraciones en las hormonas sexuales
disminuye la inflamacion intestinal y aumenta la masa ésea trabecular
205 Este aumento de la masa 6sea es debido a la disminucion de la
resorcion 6sea y los niveles de TNF-a. Se ha de puntualizar que, en
condiciones basales, estos efectos beneficiosos se han encontrado
solo en ratones machos. Posteriormente, se ha revelado que el L.
reuteri 6475 solo aumenta la densidad 6sea en ratones hembra en
condiciones inflamatorias inducidas por el estrés quirtrgico 2°. Aunque
no se conoce el mecanismo exacto para que se produzca este
fendmeno, parece que dicho estado inflamatorio es necesario para

que L. reuteri 6475 aumente la masa dsea.

El Ml modula la perdida 6sea en ratones hembras con déficit de
estrégenos, por este motivo, se ha planteado la posibilidad que los

probidticos pueda proteger a los ratones tras una ovariectomia 5187

Se ha demostrado que la administracién a ratones ovariectomizados
de leche de soja fermentada con Lactobacillus (L. paracasei y L.
plantarum) previene de la pérdida de hueso trabecular con la misma

eficacia que el Alendronato 2%,

De la misma manera, la administracién durante 6 semanas a ratones
ovariectomizados de una sola cepa de Lactobacillus (L. paracasei
DSM13434) o una mezcla de tres lactobacilos (L. paracasei
DSM13434, L. plantarum DSM 15312 y DSM 15313) previene de la
pérdida de hueso cortical y del aumento de la resorcion 6sea inducido

por la ovariectomia 6. El tratamiento con estos probidticos tiene un
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efecto protector 6seo relacionado con la reduccion de la produccién de
TNF-a e IL-1 y el aumento de la expresion OPG en el hueso cortical
146 Por todo lo anterior, se puede indicar que el tratamiento probidtico
atenua la resorcion 6sea en ratones ovariectomizados mediante la
modificacion del estado inmunolégico 6seo.

Por otro lado, la suplementacion en ratones ovariectomizados con una
microbiota convencional que la administracién de los probiéticos LGG
y la mezcla VSL#3 (Bifidobacterium breve, Bifidobacterium longum,
Bifidobacterium infantis, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus
plantarum, Lactobacillus paracasei, Lactobacillus bulgaricus,
Streptococcus thermophilus) previene la pérdida 6sea inducida por la
ovariectomia y disminuye la permeabilidad intestinal y la inflamacion
sistémica *°. Ademas, el LGG aumenta la masa 6sea en estados de
deficiencia de estrogenos al estimular la formacion dsea. Todo esto
indica que tanto el LGG como el VSL#3 interaccionan dinamicamente
con epitelio intestinal e inducen activamente la expresiéon de proteinas
implicadas en el mantenimiento de la integridad de la barrera epitelial
intestinal.

En resumen, los estudios con probidticos y prebidticos muestran como
la administracién de estos suplementos pueden modificar el Ml y
también regular el metabolismo 6seo. Uno de los mecanismos de
accion por los que se sospecha que podrian actuar es la modulacién

del S| a través de la modificacion del MI.

7.4. Interaccion con la mucosa intestinal

Existe una relacion reciproca entre la microbiota intestinal y el epitelio
digestivo. Por un lado, las bacterias intestinales influyen en el

mantenimiento de la homeostasis intestinal ya que aumenta la
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proliferacion y la supervivencia de las células epiteliales y refuerzan la
funcion de la barrera intestinal 3. Por otro lado, la densa capa de
moco que recubre el epitelio intestinal sirve como fuente de carbono
para las bacterias y proporciona puntos de fijacién que permitan la
adhesion bacteriana 2.

La pared intestinal esta en intimo contacto con la microbiota luminal
del intestino y es decisiva en las interacciones entre el huésped y el
MI. Esta estrecha interrelacion posibilita la toma de muestras
antigénicas por parte del huésped y facilita la respuesta inmunitaria
frente la carga antigénica dentro del lumen intestinal 2%, Las células
inmunitarias que se encuentran en los compartimentos subepiteliales
de la mucosa intestinal y que son estimuladas por el MI, pueden
generar citoquinas osteoclastégenas en el intestino que afecten a la
formacion 6sea. Por tanto, se puede suponer cualquier cambio en la
permeabilidad intestinal puede elevar los niveles de citoquinas
osteoclastogenas e influir en la DMO 43,

La proteccién contra la perdida dsea es especifica para cada tipo de
cepa bacteriana y puede estar relacionada con la afinidad de las
bacterias hacia las diferentes proteinas de la mucosa intestinal que
permiten su fijacion. Por ejemplo, se ha establecido en ratones
ovariectomizados una asociacion entre la modelacion ésea y el LLG,
sin embargo, no se ha detectado ninguna accion moduladora en la
perdida 6sea tras la administracion de E. coli DH5alpha '*°. La proteina
SpaC es necesaria para que el LGG se una a la mucosa del intestino
y pueda ejercer su influencia positiva en la salud intestinal 2°°. EI LLGM
es una variante mutante del LLG con una adhesion epitelial defectuosa
que genera una proteccion parcial frente a la perdida 6sea en los

ratones ovariectomizados. El hecho de que el LLGM tenga este efecto
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parcial sugiere que el contacto directo con la mucosa no es la Unica
forma por la cual el LGG tiene efectos probidticos 5. Una posible
explicacién puede ser la produccion de AGCC por parte de dichas

bacterias con el fin de modular los niveles de citoquinas en el intestino
210

7.4.1. Permeabilidad

El intestino controla el trafico molecular entre la luz y la submucosa
epitelial a través del espacio paracelular, de manera que en
condiciones fisiolégicas no permite el paso de moléculas con un
tamafio mayor de 15 A (~3,5 kDa para los oligopéptidos) 2'". La
permeabilidad de los espacios paracelulares esta controlada por las
proteinas intercelulares de unién 22 y se regula, al menos en parte,

por las vias de sefializacion MAPK y PI3 Kinase 2'3.

Los estrogenos activan la via de sefializacion MAPK 2'* a través de los
receptores de estrogenos que expresan las células epiteliales
intestinales 2'°2'¢, Asi, una deficiencia de esteroides sexuales podria
debilitar la expresion de la via MAPK y, en consecuencia, la integridad
de la barrera intestinal.

Ademas, la falta de esteroides sexuales debilita la integridad del
epitelio debido a la disminucion de la trascripcion de las proteinas
Claudin 2,3 y 15 y JAM3 2'728_ En este estado de insuficiencia
hormonal, se aumenta la permeabilidad de la barrera intestinal y
facilita la translocacion bacteriana. Este incremento de carga
antigénica que entra en la submucosa epitelial estimula la produccion
de marcadores inflamatorios y de citoquinas osteoclastégenas. Por

tanto, se puede establecer una relacién lo suficientemente sélida entre
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una barrera intestinal debilitada y el desarrollo de la osteoporosis como

consecuencia del aumento de las citocinas osteoclasteogénicas '43.

La relacion entre el Ml y la barrera de la mucosa intestinal es compleja
y aunque ambas se complementan para defender el organismo de las
bacterias patdgenas, se ha demostrado que una modificacion en la
composicion del Ml puede alterar la permeabilidad intestinal 2'°. Uno
de los metabolitos que se incrementa en sangre cuando aumenta la
permeabilidad es el LPS ?2°. EI LPS se ha asociado con la prolongacion
de la supervivencia de los osteoclastos in vitro 22!, Para finalizar, cabe
sefalar que determinados probidticos tienen un efecto beneficioso en
la integridad del epitelio intestinal. Asimismo, el LGG y el VSL#3
pueden compensar la pérdida de actividad de la MAKP en estados de

déficit de esteroides sexuales 24,

7.5 Mecanismos de accion del Ml sobre el metabolismo
0seo

Aunque existe suficiente evidencia que detalla la relacién entre el Ml y
el metabolismo 06seo, sigue sin conocerse con exactitud los
mecanismos especificos por los que el microbioma puede modular la
fisiologia 6sea. De las distintas hipétesis que intentan explicar dicho
funcionamiento se encuentran entre otras: la regulacion de la
absorcion de nutrientes, la funcion de barrera intestinal y la
translocacion de particulas bacterianas a través de la pared intestinal,
y la activacién de la respuesta inmunitaria en el intestino y a nivel
sistémico 2%2.

Tal como se ha comentado previamente, el Ml influye sobre el sistema

inmunitario modulando la produccion de citocinas, tiene la capacidad
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de promover la formacion ésea por un mecanismo mediado por el IGF-
1 y también, influye sobre los niveles de hormonas esteroides, PTH o

metabolitos de la vitamina D.

La vitamina D es esencial en la absorcion del calcio y su deficiencia
puede acarrear trastornos en el metabolismo del calcio. Se ha
demostrado que el MI puede regular el metabolismo de la vitamina D
a través del FGF23 223, La vitamina D regula la composicién y la
actividad metabdlica de la microbiota intestinal y modula las funciones
de la barrera fisioldgica intestinal y el sistema inmunitario 22*. Ademas,
se ha documentado que el déficit de vitamina D puede inducir disbiosis
intestinal y predisponer a la inflamacion intestinal 2?°. Aunque se
necesitan mas estudios para dilucidar por completo el mecanismo de
accion, diversas publicaciones apuntan que la vitamina D puede

generar efectos antiinflamatorios y promueve la funcién de los Treg

12,226

La fermentacion de los prebidticos por parte del Ml produce AGCC.
Estos productos junto la acidificacién de la luz intestinal puede
aumentar la solubilidad del calcio favoreciendo su absorcién %4, Los
AGCC modulan al huésped inhibiendo la HDAC, activando los GPR o
induciendo la autofagia ?%’. Algunos juegan un papel importante en la
formacion y mineralizacion Osea al actuar sobre las vias de
sefalizacion RUNX y de la osteoprotegerina 228229,

El Butirato es un AGCC que es capaz de favorecer la formacion 6sea
e inhibir la osteoclastogénesis al suprimir la via de senalizacion del
RANKL 230231 Se ha demostrado en ratones que el LGG pueden
afectar a la formacion ésea a través del butirato. De esta manera el

butirato induce la expansion de poblaciones Treg que, a su vez,
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estimulan a los LT CD8+ a secretar WNT10b, un ligando WNT

anabolico 6seo 232,

También se ha visto que los AGCC pueden actuar sobre el tejido
indirectamente por medio de factores endocrinos del huésped (péptido
YY y el péptido 1 glucagon-like) que tienen relacion con el metabolismo
0seo. El péptido YY es una hormona gastrointestinal que se ha
asociado negativamente con la DMO en mujeres menopausicas 2.
Por su parte, el péptido 1 glucagoén-like es una hormona que regula el
metabolismo 6seo actuando sobre la diferenciacion de células

mesenquimales hacia osteoblastos y adipocitos 234,

7.6. Estudios en humanos

Uno de los primeros trabajos que estudio las diferencias poblacionales
de la microbiota en personas, comparé la estructura de las
poblaciones bacterianas y los cambios en la diversidad de la
microbiota intestinal en pacientes con osteoporosis primaria y
osteopenia primaria 2%°. Para ello, se analizaron las muestras de 18
pacientes, distribuidos en tres grupos iguales (pacientes sanos,
pacientes osteopénicos y pacientes osteoporéticos), mediante la
secuenciacién del gen 16S rRNA. Los hallazgos mostraban que la
estructura y la diversidad de los componentes bacterianos estaban
alterados en los pacientes con osteoporosis y osteopenia respecto a
los controles. Aunque el tamafo muestral fue pequeno, estos
hallazgos son muy sugestivos de que la disbiosis intestinal puede tiene

un papel importante en el desarrollo de |la osteoporosis humana.

En los diferentes estudios que hay publicados al respecto, se han

identificado mas de 30 taxones con una abundancia diferencial entre
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pacientes sanos y osteoporéticos 23524 No obstante, se han
observado resultados contradictorios para determinados taxones
respecto a su asociacion con la osteoporosis. Es por ello que todavia
no existe un consenso sobre que taxones son claves para el desarrollo
de este trastorno.

Recientemente, se ha publicado un metaanalisis que recoge cinco
estudios en los que se caracteriza el Ml de las personas utilizando la
secuenciacion del gen 16S rRNA 24!, Tras agrupar todos los taxones
hasta el nivel de género, se analizé 328 muestras, siendo 155 de
pacientes sanos y 173 de osteopordticos. En el grupo de osteoporosis,
se identificé un incremento del género de bacterias proinflamatorias
como Bacteroides o Clostridium sensu stricto. Ademas, se detectd una
reduccion significativa de los géneros Agathobaculum, Dorea,
Clostridium group X1V, Collinsella, Mediterraneibacter que incluyen
especies generadoras de AGCC. Esta alteraciéon de composicion
microbiana que se ha asociado a la osteoporosis proporciona una
sélida perspectiva de la patogénesis de esta patologia en humanos.
Con todo, en la actualidad hay suficientes datos que apoyan la teoria
de la modulacién de la masa dsea por el MI (osteomicrobiologia) 3.
Sin embargo, faltan estudios clinicos en humanos que relacionen
directamente la microbiota con el riesgo de fractura de cadera. Nuestra
hipotesis es que los pacientes con fractura de cadera por fragilidad
tienen una microbiota intestinal especifica que favorece la perdida
0sea y la aparicion de la fractura. El presente estudio tiene como
objetivo identificar la M|l predominante en ancianos con fractura de
cadera por fragilidad en comparacion con la microbiota presente en

individuos sanos mediante la secuenciacion del gen 16S ARNTr.
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Hipotesis y objetivos

Los pacientes con fractura de cadera presentan una complejidad
clinica, funcional y cognitiva relacionada con alteraciones metabdlicas,
nutricionales e inmunolégicas. La fractura de cadera por fragilidad se
asocia a la osteoporosis que produce una alteracion en la
microarquitectura ésea. La microbiota intestinal puede influir sobre el
hueso alterando la absorcién de nutrientes, estimulando el sistema
inmune o por la traslocacion de productos microbianos a través del
endotelio intestinal, afectando la densidad 6sea y la remodelacion
6sea. Las alteraciones 6seas en los pacientes con fractura de cadera
pueden estar relacionadas con cambios en la microbiota como factor
de riesgo predisponente.

Nuestra hipotesis es que los pacientes con fractura de cadera por
fragilidad tienen una microbiota intestinal especifica que favorece la
perdida 6sea y la aparicién de la fractura. El presente estudio tiene
como objetivo identificar la Ml predominante en ancianos con fractura
de cadera por fragilidad en comparacién con la microbiota presente en

individuos sanos mediante la secuenciacion del gen 16S rRNA.

Objetivo general:

Identificar la microbiota intestinal predominante en ancianos
con fractura de cadera por fragilidad en comparaciéon con la

microbiota presente en individuos sanos de la misma edad.
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Objetivos especificos:
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- Evaluar la relacion entre la microbiota (determinacién de los
grupos bacterianos mas abundantes y aquellos que
disminuyan) en enfermos con fractura de cadera con respecto
a los controles sanos.

- Evaluar la relacion entre la microbiota con las variables
clinicas y los parametros inflamatorios en pacientes con

fractura de cadera.
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Material y métodos

1. Tipo de estudio

De acuerdo con las directrices de la declaracion STROBE 2*?, se ha
realizado un estudio observacional, analitico de casos-control para
identificar eventuales diferencias en la composicion de la microbiota
intestinal en pacientes ancianos con fractura de cadera por fragilidad

en comparacion con ancianos sin fractura de cadera.

Este estudio ha sido aprobado por el Comité ético de del Hospital
Arnau de Vilanova de Valencia (CEim 07/19). Antes de incluir a los
pacientes en el estudio, se ha solicitado el consentimiento informado

firmado.

2. Seleccion muestra del estudio

Se han incluido 50 individuos del departamento de salud Arnau de
Vilanova-Lliria de Valencia. El grupo patologico estaba compuesto por
25 pacientes diagnosticados de fractura de cadera aguda como
consecuencia de un traumatismo de bajo impacto o caida desde altura
igual o menor a su estatura, que fueron ingresados para someterse a
tratamiento quirdrgico. Por otra parte, se han reclutado de la
comunidad 25 controles que no presentaban antecedentes de fractura

de cadera.

2.1. Criterios de inclusion

Los siguientes criterios de inclusién que se ha aplicado para ambos

grupos son:

— Edad mayor de 70 afios.
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— Puntuacion escala de Barthel = 30 puntos.

— Ausencia de fractura de cadera previa.

2.2. Criterios de exclusion

— Tratamiento antibiotico durante las 2 semanas previas a
la inclusién del estudio.

— Tratamiento activo (quimioterapia o radioterapia) para
cualquier neoplasia.

— Deterioro cognitivo moderado-severo considerado como
una puntuacion = 5 en el GDS.

— Haber requerido cirugia u hospitalizados por cualquier
motivo en los ultimos 3 meses antes de la inclusién en el
estudio.

— Vacunacion en las ultimas 6 semanas.

— Inmunodeficiencia.

— Enfermedad autoinmune.

— Infeccién aguda.

3. Tamano muestral

Para el calculo del tamafo muestral se ha asumido arbitrariamente la
capacidad de deteccion del estudio de una odds ratio mayor de 3, por
ser esta cifra la comunicada como capacidad predictiva de fractura de
cadera que actualmente tiene la DXA. Con la intencién de ser
conservadores, se ha asumido que la proporcion hipotética de casos

con exposicion es de un 50% y que hasta un 10% de los controles
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podrian tener la misma exposicion que los casos. Se empled un nivel
de significacion alfa de dos colas de 0,05 y un poder beta de 0,8 en
una relacion casos y controles de 1:1. La determinacion empleada ha
sido el método de Kelsey usando el software Open Epi version
3.03.1723 2% que arroja un resultado de 42 sujetos (21 casos y 21
controles). Asumiendo unas posibles pérdidas del 20% la muestra final

se establece en 50 sujetos de estudio.

4. Descripcion de variables

Todas las variables fueron registradas en el cuaderno de recogida de
datos (ver Anexo cuaderno de recogida). En él se ha incluido las
variables demograficas, clinicas y analiticas y el cuestionario de

adherencia a la dieta mediterranea.

4.1. Variables demograficas
Se han recogido las variables demograficas de edad, sexo, peso,
indice de peso corporal y altura en todos los casos. Ademas, se ha
registrado la procedencia del paciente antes del ingreso, para ello se
han contemplado las siguientes situaciones:

— Vive en su domicilio solo.

— Convivencia en su domicilio con pareja/familia.

— Convivencia en residencia.

— Convive en casa de otros familiares.

83



Material y métodos

4.2. Variables clinicas

Respecto a las variables clinicas, se han registrado las fechas de

ingreso hospitalario, de intervencién y de alta hospitalaria. De la misma

forma, se han anotado la presencia de los siguientes antecedentes

patolégicos de interés:

Diabetes Mellitus.

Dislipemia.

Hipertension.

Insuficiencia cardiaca congestiva.
Enfermedad de Parkinson.

Hiperplasia benigna de préstata.

Arritmia cardiaca por fibrilacién auricular.
Enfermedad pulmonar obstructiva crénica.

Obesidad.

Habito tabaquico.

En el grupo de pacientes con fractura se ha identificado la lateralidad

y el tipo de fractura conforme la siguiente clasificacion:

1.

Fracturas subcapitales cuando se producen en la zona del
cuello femoral, entre cabeza y macizo trocantérico.

Fracturas pertrocantéreas cuando el trazo de fractura entre
trocanter mayor y menor

Persubtrocantereas, aquellas producidas entre el trocanter

menor y los 5 cm distales a este.

4.3. Variables analiticas

Tanto en el grupo fractura de cadera como en el grupo control se

obtuvieron las muestras sanguineas necesarias para la determinacion
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de las variables analiticas (mediante el procedimiento de analitica
ordinaria convencional) y para la determinacién del perfil inmunitario

linfocitario (muestra de sangre en fresco).

Todas las muestras sanguineas en el grupo de casos se han obtenido
antes de la cirugia de reparacion de la fractura de cadera. El tiempo
maximo para realizar la toma de muestras fue de 24 horas desde que

se produjo la fractura.

Respecto los controles, se han obtenido de individuos sanos sin
fractura de cadera o de pacientes que ingresaron para someterse a un
tratamiento quirtrgico ortopédico por un motivo distinto a fractura de
cadera. Todas las muestras sanguineas han sido remitidas al
laboratorio de Analisis Clinicos del Hospital Arnau de Vilanova de

Valencia.
Las variables analiticas escogidas son:
e Perfil Bioguimico

- Glucosa: unidades dadas en mg/dL.

Urea: unidades dadas en mg/dL.

- Creatinina: unidades dadas en mg/dL.

- Filtrado Glomerular: unidades dadas en mL/min/1.73m?.
- Colesterol total: unidades dadas en mg/dL.

- Proteinas Totales: unidades dadas en g/dL.

- Albumina: unidades dadas en g/dL.

- Fosfatasas alcalinas: unidades dadas en muU/mL.
- Sodio: unidades dadas en mEq/L.

- Potasio: unidades dadas en mEq/L.

- Calcio total: unidades dadas en mg/dL.

- Fésforo inorganico: unidades dadas en mg/dL.

- Proteina C reactiva: unidades dadas en mg/L.
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e Perfil Hormonal

TSH: unidades dadas en pUl/mL.
25 OH Vitamina: unidades dadas en ng/mL.
PTH - Parathormona: unidades dadas en pg/mL.

IGF-1 : unidades dadas en ng/mL.

e Hematologia General y Recuento Celular

4.4.

Se ha evaluado el tipo de dieta mediante la realizacion del cuestionario

de adherencia a la dieta mediterranea MEDAS (Mediterranean Diet

Hemoglobina: unidades dadas en g/dL.

VSG: unidades dadas en mm/h.

Hematies: Recuento porcentual y absoluto (10*2/L).
Leucocitos: Recuento porcentual y absoluto (10%L).
Neutrdéfilos: Recuento porcentual y absoluto (10%/L).
Linfocitos: Recuento porcentual y absoluto (10%/L).
Monocitos: Recuento porcentual y absoluto (10%/L).
Eosindfilos: Recuento porcentual y absoluto (10%/L).
Basofilos: Recuento porcentual y absoluto (10%/L).

Plaguetas: Recuento porcentual y absoluto (10%L).

Encuesta dietética

Adherence Screener) 244,

El cuestionario MEDAS es un instrumento breve que es capaz de
estimar correctamente la adherencia a la dieta mediterranea. De esta
manera el investigador puede evaluar de una manera rapida el patron
dietético de un paciente. La encuesta consta de 14 preguntas de

opcion cerrada con la cual se puede comprobar el grado de adherencia
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a la dieta mediterranea (Ver items en Anexo cuaderno de recogida de

datos). Se establecen tres categorias distintas: adherencia alta, para

una puntuacion igual o superior a 8; adherencia media, para una

puntuacion de entre 4 y 7; y adherencia baja, para una puntuacién

igual o inferior a 3 245,

4.5. Escalas de valoracion clinica

Se ha valorado la situacién funcional de los pacientes mediante la

entrevista directa. Se ha registrado el estado de comorbilidad, el grado

de dependencia, la capacidad funcional y el nivel de demencia

mediante la aplicacién de los siguientes cuestionarios:

indice de comorbilidad de Charlson. Permite predecir la
mortalidad al afio para un paciente con distintas
comorbilidades asociadas. Se asigna una puntuacion de 1, 2,
3 0 6 en funcion del riesgo de fallecer por cada patologia. Se
suman las distintas puntuaciones y el resultado predice la
mortalidad. En general, se considera ausencia de
comorbilidad: 0-1 puntos, comorbilidad baja: 2 puntos y alta >
3 puntos %,

indice de Barthel. Es una escala de valoracion funcional del
paciente y su rehabilitacion. Mide la capacidad de una persona
para realizar diez actividades basicas de la vida diaria: comer,
aseo personal, banarse/ducharse, trasladarse “sillon-cama”,
uso del retrete, deambulacién, subir y bajar escaleras, vestirse,
defecaciobn y control miccional. Los valores asignados
dependen del tiempo y la ayuda fisica que se necesita para
completar dichas tareas. No se asignara el maximo valor si

necesita ayuda o supervision para completarla. De esta
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manera tenemos: Dependencia total (0-20), dependencia
severa (21-60), dependencia moderada (61-90), dependencia
escasa (91-99) e independencia (100). Mediante esta escala
se excluyeron los participantes con una puntuacién menor a 30
247.

— GDS. Es util para seguir de una forma global la evolucion de la
Demencia de anciano y para definir sus etapas (leve,
moderada y severa) incluyendo los limites entre el deterioro
fisiolégico leve y la demencia propiamente dicha. Se aplica
mediante entrevista, a partir de datos observacionales, de
cuestiones planteadas al propio enfermo, a sus cuidadores o0 a
las personas que estén en contacto con él 248,

— Indice de Lawton: Valora las actividades instrumentales
propias del medio extrahospitalario necesarias para vivir de
manera independiente. Su normalidad indica integridad de las
actividades basicas para el autocuidado y del estado mental.
Estas actividades son: utilizar el teléfono, comprar, usar de
trasporte, responsabilidad respecto a la medicacion, capacidad
de manejo de dinero, hacer comida, tareas domésticas y lavar
la ropa. Se considera anormal una puntuacion <5 en hombres
y <8 en mujeres. El deterioro de las actividades instrumentales
es predictivo de deterioro de las actividades basicas y puede

ser considerado como un indicador de fragilidad 24°.

4.6. Andlisis subpoblaciones linfocitarias

Se han analizado los valores totales y los porcentajes de las distintas

subpoblaciones respecto a la poblacién linfoide total. Todas las
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muestras se han distribuido en 4 tubos diferentes para realizar el

estudio linfocitario segun el estado funcional, TCR, el fenotipo de los

Treg y la expresion en superficie de las citocinas (IL-2, TNF-a e IFN-

y). En la Tabla 2 se muestran los marcadores utilizados para la

identificacion de cada subpoblacion.

Tubo Funcidn

Subpoblacion linfocitaria

Inmunofenotipo

LT CD3+

CD3+

LT CD3+ NAIVE

CD3+CD45RA+CD62L+

LT CD3+ MEMCN

CD3+CD45RA-CD62L+

LT CD3+ EFECTOR

CD3+CD45RA-CD62L-

LT CD3+ TEMRA CD3+CD45RA+CD62L-
LT CD4+ CD3+CD4+
LT CD4+ NAIVE CD3+CD4+CDA5RA+CD62L+

LT CD4+ MEMCN

CD3+CD4+CD45RA-CD62L+

LT CD4+ MEMEF

CD3+CD4+CD45RA-CD62L-

LT CD4+ TEMRA CD3+CD4+CDA5RA+CD62L-
LT CD8+ CD3+CD8+
LT CD8+ NAIVE CD3+CD8+CD45RA+CD62L+

LT CD8+ MEMCN

CD3+CD8+CDA45RA-CD62L+

LT CD8+ MEMEF

CD3+CD8+CD45RA-CD62L-

LT CD8+ TEMRA

CD3+CD8+CD45RA+CD62L-

LT CD4+ CD8+

CD3+CD4+CD8+

LT CD4+ CD8+ NAIVE

CD3+CD4+CD8+CD45RA+CD62L+

LT CD4+ CD8+ MEMCN

CD3+CD4+CD8+CD45RA-CD62L+

LT CD4+ CD8+ MEMEF

CD3+CD4+CD8+CD45RA-CD62L-

LT CD4+ CD8+ TEMRA CD3+CD4+CD8+CD45RA+CD62L-
LT aff CD3+TCRaf+

LT aff NAIVE CD3+TCRafB+CD45RA+CD62L+
LT af MEMCN CD3+TCRaB+CD45RA-CD62L+
LT af MEMEF CD3+TCRaB+CD45RA-CD62L-

LT aff TEMRA CD3+TCRaB+CD45RA+CD62L-
LT ap CD4 CD3+TCRaB+CD4+

LT aff CD4+ NAIVE

CD3+TCRaB+CD4+CD45RA+CD62L+
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LT apf CD4+ MEMCN

CD3+TCRaB+CD4+CD45RA-CD62L+

LT apf CD4+ MEMEF

CD3+TCRaB+CD4+CD45RA-CD62L-

LT apf CD4+ TEMRA

CD3+TCRaB+CD4+CD45RA+CD62L-

LT ap CD8

CD3+TCRaB+CD4+

LT af CD8+ NAIVE

CD3+TCRaB+CD8+CD45RA+CD62L+

LT apf CD8+ MEMCN

CD3+TCRafB+CD8+CD45RA-CD62L+

LT apf CD8+ MEMEF

CD3+TCRaB+CD8+CD45RA-CD62L-

LT ap CD8+ TEMRA CD3+TCRaB+CD8+CD45RA+CD62L-
LT y6 CD3+TCRy6+

LT yé NAIVE CD3+TCRy&6+CD45RA+CD62L+

LT y6 MEMCN CD3+TCRy6+CD4A5RA-CD62L+

LT y6 MEMEF CD3+TCRy6+CD45RA-CD62L-

LT y6 TEMRA CD3+TCRy6+CD45RA+CD62L-

LT y6 CD4+ CD3+TCRy6+CD4+

LT y6 CD4+ NAIVE

CD3+TCRy5+CD4+CD45RA+CD62L+

LT y6 CD4+ MEMCN

CD3+TCRyb+CD4+CD45RA-CD62L+

LT y6 CD4+ MEMEF

CD3+TCRy6+CD4+CD45RA-CD62L-

LT y6 CD4+ TEMRA

CD3+TCRy6+CD4+CD45RA+CD62L-

LT y6 CD8+

CD3+TCRy6+CD8+

LT y6 CD8+ NAIVE

CD3+TCRy6+CD8+CD45RA+CD62L+

LT yé6 CD8+ MEMCN

CD3+TCRy6+CD8+CD45RA-CD62L+

LT yé6 CD8+ MEMEF

CD3+TCRy6+CD8+CD45RA-CD62L-

LT y5 CD8+ TEMRA CD3+TCRy&+CD8+CDA5RA+CD62L-

LT y5 DN CD3+TCRy&+CD4-CD8-

LT y5 DNNAIVE CD3+TCRy&+CD4-CD8-CDA5RA+CD62L+
LT y6 DNMEMCN CD3+TCRy&+CD4-CD8-CDA5RA-CD62L+
LT y5 DNEF CD3+TCRy&+CD4-CD8-CD45RA-CD62L-

LT y6 DNTEMRA CD3+TCRy&+CD4-CD8-CDA5RA+CD62L-
LT NKTS CD3+CD56+

LT NKTSNAIVE CD3+CD56+CDA45RA+CD62L+

LT NKTSMEMCN CD3+CD56+CD45RA-CD62L+

LT NKTSMEMEF CD3+CD56+CD45RA-CD62L-

LT NKTSTEMRA CD3+CD56+CD45RA+CD62L-

LT NKTyS CD3+TCRy&+CD56+

LT NKTyS NAIVE

CD3+TCRy6+CD56+CD45RA+CD62L+

LT NKTy6 MEMCN

CD3+TCRy6+CD56+CD45RA-CD62L+
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LT NKTyd MEMEF CD3+TCRyb+CD56+CD45RA-CD62L-
LT NKTyd TEMRA CD3+TCRy6+CD56+CD45RA+CD62L-
LT NKT a3 CD3+TCRaB+CD56+
LT NKT a8 NAIVE CD3+TCRaB+CD56+CD45RA+CD62L+
LT NKT o MEMCN CD3+TCRaB+CD56+CD45RA-CD62L+
LT NKT af MEMEF CD3+TCRaB+CD56+CD45RA-CD62L-
LT NKT a8 TEMRA CD3+TCRaB+CD56+CD45RA+CD62L-
Linfocitos Natural Killer CD3-CD56+
Linfocitos Natural Killer NAIVE CD3-CD56+CD45RA+CD62L+
Linfocitos Natural Killer MEMCN | CD3-CD56+CD45RA-CD62L+
Linfocitos Natural Killer MEMEF | CD3-CD56+CD45RA-CD62L-
Linfocitos Natural Killer TEMRA | CD3-CD56+CD45RA+CD62L-
Tubo TCR
LT HLADR+ CD3+HLADR+
LT CD4+ HLADR+ CD3+CD4+
LT CD8+ HLADR+ CD3+CD8+
LT yé CD8+ VD1 CD3+TCRy6+CD8+v61
LT yé CD8+ VD2 CD3+TCRy&+CD8+v62
LT yé DNVD1 CD3+TCRy6+CD4-CD8-v61
LT y6 DNVD2 CD3+TCRy6+CD4-CD8-v62
LT Reg

LT Reg CD4+ CD25+ CD3+CD4+CD25+
LT Reg CD4+ CD39+ CD3+CD4+CD39+
LT Reg CD4+ CD127+ CD3+CD4+CD127+
LT Reg CD4+ CD45RA CD3+CD4+CD45RA+

Tubo Activacion Linfocitos T
LT CD4+ IL2+ IFNg- CD3+CD4+IL-2 +INF-y -
LT CD4+ IL2+ IFNg+ CD3+CD4+IL-2 +INF-y +
LT CD4+ IL2-IFNg- CD3+CD4+IL-2 -INF-y -
LT CD4+ IL2-IFNg+ CD3+CDA4+IL-2 -INF-y +
LT CD4+ TNFa+ IFNg- CD3+CD4+TNF-a +INF-y -
LT CD4+ TNFa+ IFNg+ CD3+CDA4+TNF-a +INF-y +
LT CD4+ TNFa-IFNg- CD3+CD4+TNF-a -INF-y -
LT CD4+ TNFa-IFNg+ CD3+CD4+TNF-a -INF-y +
LT CD8+ IL2+ IFNg- CD3+CD8+IL-2 +INF-y -
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LT CD8+ IL2+ IFNg+ CD3+CD8+IL-2 +INF-y +
LT CD8+ IL2-IFNg- CD3+CD8+IL-2 -INF-y -

LT CD8+ IL2-IFNg+ CD3+CD8+IL-2 -INF-y +
LT CD8+ TNFa+ IFNg- CD3+CD8+TNF-a +INF-y -
LT CD8+ TNFa+ IFNg+ CD3+CD8+TNF-a +INF-y +
LT CD8+ TNFa-IFNg- CD3+CD8+TNF-a -INF-y -
LT CD8+ TNFa-IFNg+ CD3+CD8+TNF-a -INF-y +

Tabla 2. Marcadores de las subpoblaciones linfocitarias.
4.6.1.Método de procesamiento de las muestras de
sangre periférica

4.6.1.a. Contador celular
Una vez obtenida la muestra, se realizdé una hematimetria basica en
un contador celular (LH750 Beckman Coulter, Inc, Fullerton, CA) para
obtener los valores de hemoglobina, leucocitos y diferencial
leucocitario y plaquetas. El autoanalizador LH750 se basa en el
principio de impedancia: El principio de impedancia en el contaje de
células sanguineas, que debido a su baja conductividad provocan que
con el paso de cada célula disminuya la corriente eléctrica, al haber un
aumento de la resistencia por un breve periodo de tiempo. Al llevar un
registro de pulsos que ocurren en la corriente eléctrica se puede contar
el numero de células sanguineas. El numero de intermitencias indica
la cifra de células sanguineas. La amplitud de cada intermitencia es

proporcional al volumen de la célula.

4.6.1.b. Citdmetro de flujo
Para el desarrollo del presente trabajo se utilizé un citometro de flujo
Navios (Beckman Coulter, Inc) con el que se puede medir
simultaneamente 10 emisiones fluorescencias distintas usando tres

laseres: azul de 488nm, rojo de 647nm vy violeta a 405 nm.
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4.6.1.c. Analisis funcional de los Linfocitos T
Anticuerpos monoclonales empleados en el analisis de las
subpoblaciones linfocitarias

Para el analisis de las distintas subpoblaciones linfocitarias se

utilizaron los siguientes anticuerpos monoclonales, conjugados con

fluorocromos (Beckman Coulter, Inc, Miami, USA):
- CD45RA- Fluorescein isothiocyanate (FITC)

- CD25- R Phycoerythrin (PE)

- CD39- R PhycoerythrinCyanine 5.5 (PC5.5)

- CD4- R PhycoerythrinCyanine 7 (PC7)

- CD127- APC700

- CD3- Allophycocyanin Alexa Fluor 750 (APC-A750)
- CD45- Krome Orange (KrO)

- IFNy- Fluorescein isothiocyanate (FITC)

- TNFa- R Phycoerythrin (PE)

- IL2- R Phycoerythrin-Cyanine 7 (PC7)

- CD8- Alexa Fluor 700 (AF700)

- CD4- Pacific Blue (PB)

- TCRy®- Fluorescein isothiocyanate (FITC)

- TCRaB- R Phycoerythrin (PE)

- HLA-DR- R PhycoerythrinTexas Red-X (ECD)

- TCR V&1- R PhycoerythrinCyanine 7 (PC7)
-TCR Vd2- Pacific Blue (PB)
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4.6.1.d. Protocolo de marcaje

El marcaje llevado a cabo esta basado en la capacidad de los
anticuerpos monoclonales especificos de unirse a células leucocitarias
mediante los determinantes antigénicos que éstas expresan en la
membrana celular (o incluso intracitoplasmaticamente).

Se utilizaron anticuerpos monoclonales especificos contra antigenos
concretos que vienen ya marcados con el fluorocromo.

Se incubd la muestra con el anticuerpo monoclonal. Los leucocitos
fueron analizados por citometria de flujo. Dentro de una ventana
electronica se selecciond la poblacion de interés, definida en un
histograma que relaciona los parametros que deseamos estudiar.
Para la determinacion de las distintas subpoblaciones linfocitarias se
siguieron los protocolos de marcaje de los distintos Kits comerciales

(Beckman Coulter, Inc), que se utilizaron.

4.6.2.Analisis funcional de las distintas

subpoblaciones

La adquisicion y el andlisis se realizaron en un citometro de flujo
Navios (Beckman Coulter, Inc) y luego se analizaran con Kaluza
Software.

Se adquirié un total de 100.000 eventos. Los recuentos absolutos de
subconjuntos de células circulantes son calculados utilizando los
porcentajes obtenidos por citometria de flujo y el recuento de
leucocitos se obtiene del analizador hematoldgico, utilizando un

conteo de doble plataforma tecnologia.
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4.7. Analisis Microbiota

4.7.1.Recolecciéon de las muestras microbiota

La toma de muestras fecales en el grupo casos se obtuvo antes de la
cirugia de reparacion de la fractura de cadera. El tiempo maximo para
realizar la toma de muestras fue de 24 horas desde que se produjo la
fractura. De esta manera, se minimizaban los cambios en la microbiota
intestinal como consecuencia de la fractura y el encamamiento.
Respecto los controles, se obtuvo de individuos sanos sin fractura de
cadera o de pacientes que ingresaron para someterse a un tratamiento
quirurgico ortopédico.

Todas las muestras fecales se adquirieron siguiendo las
Recomendaciones de la Sociedad Espafola de Enfermedades
Infecciosas y Microbiologia Clinica de 2016 2*°. Las muestras fueron
obtenidas mediante frotis rectal antes de administrar dosis de
antibidtico profilactico (en el caso de pertenecer al grupo con fractura
de cadera) y cada una fueron guardadas en un bote de 2 mL e

inmediatamente se congelaron a -80°.

4.7.2.Procesamiento muestras
El primer paso necesario para caracterizar el metagenoma por
secuenciacibn masiva es realizar la extraccion del ADN de las
muestras fecales de cada uno de los individuos segun los
procedimientos ya descritos y publicados por el grupo de Bauerl et al
251,252_

4.7.2.a. Extraccién con Robot MagNA Pre LC Roche
Se cort6 la punta de las dos torundas de cada muestra en un entorno

estéril y se introdujeron en un tubo de 2 mL. Se anadié 1 mL de suero
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fisioldgico en cada tubo y se agité en vortex a velocidad suave durante
dos minutos con el fin de desprender el material adherido en las
torundas. Finalizado este tiempo se retiraron con cuidado las torundas
del tubo intentando recoger el exceso de liquido que habia quedado
en las torundas. Tras centrifugar durante 15 minutos a 13.000 rpm a
4°C (Centrifuga Eppendorf 5415R), se descarto el sobrenadante y se
obtuvo el pellet bacteriano para su procesamiento.

A continuacién, se afiadieron 207uL de Bacteria Lysis Buffer (Lisis
Buffer kit MagNA Pure LC DNA Isolation Kit Ill -bacterias, hongos-
3264785001) al pellet bacteriano. Una vez se ha mezclado bien se
incorporé 23uL de Lisozima y se agitdé de nuevo en el vortex para
homogenizar el producto.

Tras la incubacion en termobloque a 37°C durante 30 minutos, se
afiadié 20uL de proteinasa K (Proteinasa K, kit MagNA Pure LC DNA
Isolation Kit Il -bacterias, hongos- 3264785001) y se agité en el vortex
para homogenizar la mezcla. Se realiz6 una nueva incubacion en
termobloque durante 10 minutas a 65°C y posteriormente durante 10
minutos a 95°C.

Tras centrifugar la muestra durante 1 minuto a maxima rpm, se recogi6
el sobrenadante, 250uL, y se llevé al robot MagNaPure LCA (Roche).
Posteriormente se cuantifico el ADN eludido con Qubit 1X dsDNA HS
ASSAY KIT (Thermo Fisher Q33231).

4.7.2.b. Preparacion de la biblioteca y secuenciacion
Los amplicones del gen del ADNr 16S se amplificaron siguiendo el
protocolo de lllumina de preparacion de bibliotecas de secuenciacion
metagenomica del gen del ADNr 16S (Cod. 15044223 Rev. A). Las

secuencias especificas del gen utilizadas en este protocolo se dirigen
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alasregiones V3y V4 del gen del ADNr 16S. Se afiadieron secuencias
de nucleétidos de adaptador de Illlumina a las secuencias especificas
de genes.

Los cebadores se seleccionaron de Klindworth et al 2%. Segun
nomenclatura estandar de nucleotidos de la IUPAC, las secuencias de
cebadores de longitud completa que se han utilizado en este protocolo

y que se dirigen a esta regién son:

e 16S rDNA gene Amplicon PCR Forward Primer = 5'

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTACGGGNG
GCWGCAG

e 16S rDNA gene Amplicon PCR Reverse Primer = 5'

GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGACTACHVG
GGTATCTAATCC

Se utilizé el ADN gendmico microbiano (5 ng/ul en 10 mM Tris pH 8,5)
para iniciar el protocolo. Tras la amplificacion del gen 16S rDNA, se
realiz6 el paso de mutiplexado utilizando el Nextera XT Index Kit (FC-
131-2001).

Se analizé 1l del producto PCR en un chip Bioanalyzer DNA 1000
para verificar el tamano, el tamafo esperado en un trazado
Bioanalyzer es de ~550 pb.

Tras la verificacion del tamano, las bibliotecas se secuenciaron
utilizando una serie por pares finales 2x300pb (MiSeq Reagent kit v3
(MS-102-3003) en un MiSeq Sequencer segun las instrucciones del

fabricante (lllumina).
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4.7.2.c. Comprobacion de la calidad
La evaluacion de la calidad se realizé6 mediante el uso del programa
fastp (min_length: 50 pb, trim_qual_right: 30, trim_qual_type: mean,
trim_qual_window: 10) 254,

4.7.3.Analisis metataxondmico

4.7.3.a. Desnaturalizacion y eliminacion de quimeras
La eliminacion de las distorsiones, la union de extremos emparejados
y la eliminacion de quimeras se realizaron a partir de datos de

extremos emparejados utilizando el proceso DADA2 2%°,

4.7.3.b. Asignacion taxonomica
La asignacion taxonomica y las estadisticas basicas se obtuvieron
utilizando el flujo de trabajo QIIMEZ2 2% y se clasifico en funcion de filo,
clase, orden, familia, género y especie (llustracion 8). Las secuencias
no fueron agrupadas en OTU, por lo que el analisis se basara en ASV.

La base de datos utilizada para esta asignaciéon taxonémica fue SILVA
257

Cordata Filo Proteobacteria
Mammalia Clase Gammaproteobacteria
Primates Orden  Enterobacterales

Hominidae  Familia  Enterobacteriaceae
Homo . Genero Eecherichia
H. sapiens ‘ES.F"e,'fi/el E. Coli

llustracion 8. Clasificacion taxondmica
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4.7.4.Analisis bioinformatico de la microbiota

Los datos se han obtenido utilizando un pipeline ad-hoc escrito en el
entorno RStatistics 2°8, haciendo uso de varias librerias Open Source
como gdata, vegan, etc. Los datos se han agrupado y estratificado
segun el archivo de metadatos proporcionado por el usuario.

Los datos de secuencia se han analizado utilizando Qiime2 pipeline
Bolyen et al %°.

Se ha realizado un analisis de rarefaccién con el fin de estimar la
diversidad global cubierta por las secuencias obtenidas. En el proceso
de normalizacién de datos se evalua la rarefaccion de las muestras.
La rarefacciéon tiene en cuenta los tamafios desiguales de las
bibliotecas y realiza un submuestreo aleatorio sin sustitucion hasta el
tamafo de la biblioteca mas pequefia que no se ha considerado
defectuosa 2%, El andlisis de la curva de rarefaccion permite evaluar
visiblemente la profundidad de secuenciacion con respecto el numero
de taxones detectados '. En el grafico general de rarefaccion
(llustracion 10), las cifras del eje X representan el numero de
secuencias y las del eje Y al numero de taxones. Cuando una muestra
presenta una rarefaccion muy baja, el nUmero de taxones se considera
insuficiente y no puede incluirse en el analisis de datos. Aunque este
procedimiento de normalizacion de los datos puede suponer una
pérdida de informaciéon importante 2%2, se ha contrastado su utilidad
cuando los tamafos de las bibliotecas son muy pequefios (<1.000
lecturas/muestra) o muy desiguales entre grupos (cuando difieren mas
de 10 veces) ?%3. También se ha demostrado su utilidad para comparar

comunidades ecoldgicas (B-diversidad) 264,
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Se ha estimado la a-diversidad para medir la diversidad dentro de
una muestra. Las dos medidas de a-diversidad mas utilizadas son la
riqueza (recuento del numero de especies) y la uniformidad
(distribuciéon de cada especie). Se han empleado los estimadores de
a-diversidad Chao 1, ACE, Shannon y Simpson. Los indices de ACE y
de Chao 1 evaliuan los ASV observados y tienen en cuenta las
especies no observadas en funcion de los ASV de baja abundancia,
de esta manera analizan la riqueza. Los indicadores de Shannon y de
Simpson valoran tanto la rigueza como la uniformidad de la muestra
260.

Se ha medido la B-diversidad con el fin de evaluar la diferencia de
composicion de la microbiota entre muestras. La (3-diversidad
compara la estructura de las comunidades microbianas y viene
determinada por el grado de similitud/disimilitud entre las comunidades
de diferentes habitats microbianos. Las estimaciones de 3-diversidad
pueden combinarse en una matriz de distancias y utilizarse para la
visualizacién patrones. Las muestras cercanas entre si son mas
similares en sus perfiles de comunidad microbiana. Las cinco medidas
de beta diversidad mas comunmente utilizadas son: la distancia de
Jaccard, la disimilitud de Bray-Curtis, la divergencia de Jensen-
Shannon, UniFrac ponderado y UniFrac no ponderado 2.

Se ha realizado un analisis de abundancia diferencial de los taxones
microbianos por pruebas estadisticas no paramétricas y la elaboracién
de un arbol de calor. El objetivo es ilustrar que microorganismos se
presentan en mayor cantidad en cada grupo de estudio y conocer las

diferencias de la microbiota entre casos y controles

Para establecer las diferencias cuantitativas como estadisticas de la

estructura taxonédmica entre grupos se ha representado la mediana de
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la abundancia para cada grupo bacteriano y la prueba estadistica no
paramétrica de suma de rangos de Wilcoxon, respectivamente. El
Procesado multivariante se realizd mediante diferentes programas

disefiados en R.

Para poder explicar las diferencias biolégicas observadas se ha
aplicado un analisis lineal discriminativo del efecto del tamafio (Linear
discriminant analysis Effect Size -LEfSe-). El LEfSe es un algoritmo
disefiado para el descubrimiento de biomarcadores metagendmicos
mediante comparacion de clases, pruebas de consistencia bioldgica y
estimacion del tamano del efecto. De esta manera, se extrae una
amplia gama de datos genéticos de alto rendimiento con el fin de
encontrar rasgos biolégicamente relevantes que caractericen una o
mas condiciones experimentales y asi poder determinar
biomarcadores microbiolégicos. Asi, el LEfSe proporciona una lista de
microorganismos diferenciales entre los grupos estudiados con
significacion estadistica y biolégica y los clasifica segun el tamano de

efecto.

5. Analisis estadistico multivariante

El andlisis de los resultados y la generacion de figuras basadas en la
informacién clinico-patolégica, los estimadores alfa y la abundancia
bacteriana relativa se ha llevado a cabo mediante el software libre R.

Para comprobar la normalidad de la distribuciéon de los datos, se ha
utilizado el test de Saphiro-Wilk y la prueba de Bartlett. Se han aplicado
los test estadisticos oportunos en funcién del tipo de distribucion para
comprobar las diferencias estadisticas de las variables clinicas,
analiticas e inmunofenotipicas. Se fijé una p<0:05 como el limite para

establecer diferencias significativas entre los grupos. Posteriormente,
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se ha realizado una matriz de correlaciones utilizando el test de
Spearman de las variables significativas utilizando los paquetes de las
librerias de Rstudio “Hmisc” y “corrplot”.

En todas las muestras fecales, se han aplicado test no paramétricos
para determinar los distintos indicadores de diversidad, abundancia y

biomarcadores de la microbiota.

Por ultimo, se han analizado los principales biomarcadores de
microbiota con las variables clinicas mas representativas mediante el
paquete estadistico MetadeconfoundR de Rstudio. Este paquete
estadistico realiza una busqueda de biomarcadores en conjuntos de
datos multidmicos transversales. En primer lugar, detecta
asociaciones significativas entre los taxones suministrados y los
metadatos disponibles mediante pruebas no paramétricas. Los valores
P resultantes se ajustaron utilizando la false discovery rate (FDR) de
Benjamini-Hochberg. En un segundo paso, se detectan posibles
efectos de confusién entre diferentes variables de metadatos,
utilizando pruebas post-hoc de comparacion de modelos lineales

anidados 2%
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1. Datos demograficos

Los datos demograficos se recogen en la Tabla 3. La muestra esta
compuesta por 32 mujeres (64%) y 18 hombres (36%), con una edad
media de 80,9 afios (DE+7,7). El 82% de los pacientes no presentan
deterioro cognitivo (GDS1) mientras que el resto muestran un leve
deterioro cognitivo (GDS2). Segun el indice de comorbilidad de
Charlson, el grado de afectacién patolégico es bajo con una
puntuacién de 0-1 y 2-3 en 45 y 5 pacientes, respectivamente.

Tras aplicar la prueba de Shapiro-Wilk, se aprecia que la mayoria de
las variables no muestran una distribucion normal. Es por ello que se
emplean test paramétricos para realizar el analisis estadistico de las

diferentes variables.

Controles Fractura
Edad (afios) 75,8 (3,9)* 84,3 (8,3)*
Mujer 15 (60%) 17 (68%)
Peso (kg) 73,8 (13,2) 71,6 (12,6)
Talla (m) 1,64 (0,09) 1,63 (0,08)
IMC (Kg/m?) 27,4 (4) 26,9 (4,4)

Lateralidad

9,511 11,14,0
D, 1,
(36%0,20%,44%)* (44%,56%,0%)*
Bilateral)
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Coxartrosis 4 (16%) Fr. Subcapital 8 (32%)
Gonartrosis 7 (28%) Fr. Pertrocantérea 15
Diagnéstico
Sin patologia (60%)
14(56%) Fr. Subcapital 2 (8%)
GDS
GDS 1 20 (80%) 21 (84%)
GDS 2 5 (20%) 4 (16%)
I.C.Charlson
0 21 (84%) 16 (64%)
1 2 (8%) 6 (24%)
2 1 (4%) 1 (4%)
3 1 (4%) 2 (8%)
indice de
98,4 (2,8)* 86,2 (18,3)*
Barthel
indice de
6,64 (1,7)* 4,72 (2,4)*
Lawton

Tabla 3. Datos demograficos. Las variables cuantitativas se expresan con su media y
su desviacion estandar entre paréntesis y las cualitativas con sus frecuencias
absolutas y entre paréntesis las relativas. Se marcan con * las variables que muestran
diferencias estadisticamente significativas.

No se han encontrado diferencias significativas respecto a la

modalidad de convivencia de los pacientes antes de ser incluidos en
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el trabajo. La mayoria convivian con su pareja o familia en su domicilio,
correspondiendo un total de 17 (68%) en el grupo control y 18 (72%)
en el patolégico. 7 controles (28%) vivian solos en su domicilio frente
a 4 casos (14%). Solo un control (4%) estaba ingresado en residencia
mientras que, en los casos, se dio esta circunstancia en dos pacientes
(8%). Por ultimo, solo un caso de los registrados (4%) convivia en su

domicilio con personas diferentes a su familia.

La HTA esta presente como antecedentes médicos en 26 (52%)
pacientes de la muestra, la DL en 20 (40%), la DM en 18 (36%), la
obesidad en 9 (18%), la ACFA en 4 (8%) y el habito tabaquico, la ICC,
la enfermedad de Parkinson, la HBP y la EPOC en 1 (2%). No se
encontraron diferencias significativas al comparar ambos grupos de

estudio, la distribucion de las variables se indica en la Tabla 4.

Controles Casos sig
HTA 11 (44%) 15 (60%) n.s.
DL 11 (44%) 9 (36%) n.s.
DM 7 (28%) 11 (44%) n.s.
Obesidad 5 (2%) 4 (16%) n.s.
ACFA 2 (08%) 2 (08%) n.s.
Fumador 1 (04%) 0(0%) n.s.
ICC 1 (04%) 0(0%) n.s.
Parkinson 0(0%) 1 (04%) n.s.
HBP 1 (04%) 0(0%) n.s.
EPOC 1 (04%) 0(0%) n.s.

Tabla 4. Antecedentes médicos.

No se han encontrado diferencias significativas al evaluar la

puntuacién total del cuestionario de adherencia a la dieta mediterranea
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MEDAS entre ambos grupos, con una mediana de 9 (IQR 2) en el

grupo control y 10 (IQR 3) en el patolégico.

2. Variables Analiticas

2.1. Perfil Bioquimico y hormonal

Tras aplicar la prueba de Shapiro-Wilk, se aprecia que la mayoria de
las variables no muestran una distribucion normal. Las variables
proteinas totales, albuminas, sodio, potasio, calcio y fosforo inorganico
presentan una distribucion normal. Tras hacer la prueba de Bartlett
para analizar la igualdad de varianzas solo presenta varianzas
distintas (heterocedasticidad) la variable fosforo inorganico. Por lo
tanto, solo se aplican pruebas paramétricas a las variables proteinas
totales, albuminas, sodio, potasio, calcio mientras que al resto se
aplica pruebas no paramétricas. En la Tabla 5 se recogen las

diferencias entre las variables.

Controles Fractura Sig
Glucosa (mg/dL) 104 (35) 126 (48) n.s.
Urea (mg/dL) 38(12) 50 (22) 0,005
Creatinina (mg/dL) 0,8 (0,3) 1,1(0,7) 0,023
Filtrado Glomerular (mL/min/1,73m?) | 81,5(19,3) 57,2 (35,3) 0,002
Colesterol total (mg/dL) 176 (60) 136 (22) <0,001
Proteinas Totales (mg/dL)* 6,7 (0,5) 6 (0,5) <0,001
Albumina (g/dL)* 4,2 (0,3) 3,7(0,3) <0,001
Fosfatasas alcalinas (mU/mL) 73 (23) 75(25) n.s.
Sodio (mEq/L)* 141,3(2,5) 139,6(2,7) 0,026
Potasio (mEq/L)* 4,3 (0,4) 4,3 (0,4) n.s.
Calcio total (mg/dL)* 9,4 (0,5) 8,6 (0,4) <0,001
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Fosforo inorganico (mg/dL) 3,3(0,5) 3,3(0,9) n.s.
Proteina C reactiva (mg/L) 1,7(3,5) 44,4(41,5) <0,001
TSH (uUl/mL) 1,9 (1,3) 1,8 (1,4) n.s.
250H Vitamina D (ng/mL) 21 (9) 15(15) 0,016
PTH (pg/mL) 47 (21) 60(28) 0,005
Somatomedina C (IGF1) (ng/mL) 113 (80) 100(45) n.s.

Tabla 5. Variables analiticas. Las variables estan expresadas en mediana con su
rango intercuartil (IRQ) entre paréntesis. Las variables marcadas con * presentan una
distribucién normal y por tanto estdn representadas con la media y su desviacion
estandar entre paréntesis. Se sefiala las diferencias significativas <0,05 tras realizar
el t-test para distribuciones normales y el test Wilcoxon para las no normales.

2.2. Hematologia General y Recuento Celular

Segun la prueba de Shapiro-Wilk, la mayoria de las variables
presentan una distribucion no normal. Las variables hematies,
linfocitos y linfocitos T presentan una distribuciéon normal con varianzas
iguales (homocedasticidad). En la Tabla 6 se recogen las diferencias

entre las variables.

Controles Casos Sig
VSG (mm/h) 18 (15) 26 (26) n.s.
Hemoglobina (g/dL) 13,7 (1,6) 12,6 (2,9) 0,027
Hematies (10%2/L)* 4,4 (0,4) 3,8(0,6) <0,001
Leucocitos (10%/L) 6,1(1,8) 10,4 (4,5) <0,001
Neutrdfilos (10%/L) 3,9(1,8) 7,9 (5) <0,001
Linfocitos (10°%/L)* 1,3 (0,4) 1,3 (0,6) n.s.
Monocitos (10%/L) 0,5(0,2) 0,7 (0,4) 0,001
Eosindfilos (10%/L) 0,1(0,1) 0,1(0,1) n.s.
Basofilos (10°/L) 0 0 n.s.
Plaquetas (10°/L) 201 (63) 192 (82) n.s.

Tabla 6. Hematologia y recuento celular sanguineo. Las variables estan expresadas
en mediana con su rango intercuartil (IRQ) entre paréntesis. Las variables marcadas
con * presentan una distribucion normal y por tanto estan representadas con la media
y su desviacion estandar entre paréntesis. Se sefiala las diferencias significativas
<0,05 tras realizar el t-test para distribuciones normales y el test Wilcoxon para las no
normales
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2.3.

Tras realizar el test Shapiro-Wilk y de las diferencias de varianza en

Inmunofenotipo

las variables de las distintas subpoblaciones linfocitarias, se aprecia
un comportamiento no normal de estas. Es por ello que se emplea el
test no paramétrico de Wilcoxon con el fin de apreciar diferencias entre
las variables (se establece nivel de significacion estadistica <0,05). No
se han encontrado diferencias significativas en los tubos de funcion,
TCR ni LT, sin embargo, en el tubo de activacion de linfocitos T se

aprecian diferencias significativas en dos variables (Tabla 7).

Controles Fractura sig
LT CD4+ IL2+ IFNg- (10%/L) 0,106 (0,174) 0,116 (0,165) n.s.
LT CD4+ IL2+ IFNg+ (10°%/L) 0,157 (0,206) 0,136 (0,193) n.s.
LT CD4+ IL2-IFNg- (10%/L) 0,031 (0,039) 0,01 (0,02) n.s.
LT CD4+ IL2-IFNg+ (10°/L) 0,262 (0,23) 0,331 (0,265) n.s.
LT CD4+ TNFa+ IFNg- (10%/L) 0,068 (0,058) 0,039 (0,087) n.s.
LT CD4+ TNFa+ IFNg+ (10%/L) 0,241 (0,193) 0,085 (0,194) n.s.
LT CD4+ TNFa-IFNg- (10°/L) 0,074 (0,06) 0,029 (0,061) <0,05
LT CD4+ TNFa-IFNg+ (10%/L) 0,1(0,213) 0,218 (0,217) n.s.
LT CD8+ IL2+ IFNg- (10°/L) 0,007 (0,013) 0,012 (0,025) n.s.
LT CD8+ IL2+ IFNg+ (10°%/L) 0,012 (0,026) 0,007 (0,012) n.s.
LT CD8+ IL2-IFNg- (10%/L) 0,013 (0,022) 0,007 (0,018) n.s.
LT CD8+ IL2-IFNg+ (10°/L) 0,051 (0,065) 0,073 (0,084) n.s.
LT CD8+ TNFa+ IFNg- (10%/L) 0,164 (0,159) 0,101 (0,233) n.s.
LT CD8+ TNFa+ IFNg+ (10%/L) 0,018 (0,035) 0,012 (0,026) n.s.
LT CD8+ TNFa-IFNg- (10%/L) 0,073 (0,187) 0,033 (0,095) n.s.
LT CD8+ TNFa-IFNg+ (10%/L) 0,044 (0,063) 0,062 (0,075) <0,05

Tabla 7 Tabla inmunofenotipo tubo activacion LT. Las variables estan expresadas en
mediana con su rango intercuartil (IRQ) entre paréntesis. Se sefala las diferencias
significativas <0,05 tras realizar el test Wilcoxon para las no normales.
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3. Matriz de correlaciones

Con la intencién de evaluar la interrelacion de las variables
demograficas y analiticas que han presentado significacion
estadistica, se ha realizado una matriz de correlacion. En dicho
analisis se incluyen, ademas, las variables de inmunofenotipo
linfocitario del tubo de activacion LT. En Tabla 18 del Anexo se
presentan los indices de correlacion de las variables y en la Tabla 19
del Anexo se recogen las correlaciones que han presentado
significacion estadistica. En la llustracion 9 se aprecia la relacion de
las variables en funcion de las diferentes correlaciones y su
significacion estadistica (p<0,05, p<0,01 y p<0,001).

Se aprecia una alta correlacién estadistica entre varios grupos de
variables destacados en triangulos negros. Hay cinco grupos muy
destacados que incluyen :

1. Marcadores tipicos de osteoporosis: Vitamina D, Colesterol
total, Albumina y Calcio total.

2. Marcadores linfocitarios CD4 y CD8 con los mismos receptores
TNFay IFNy y IL2-IFNy-, asi como LT CD8+ IL2+IFNy+, lo que
coinciden con alto recuento de Linfocitos.

3. Por otro lado, la Urea, PTH, Edad, Proteina C Reactiva,
leucocitos y neutréfilos, también muestran una fuerte
correlacion positiva. Al tiempo que la Proteina C Reactiva,
Leucocitos y Linfocitos manifiestan correlacion negativa con los
marcadores de osteoporosis del grupo 1 (Vitamina D,

Colesterol total, Albumina y Calcio total).
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4. Analisis de la microbiota intestinal

Tras realizar el filtrado y normalizacion de datos, el niumero total de
taxones obtenidos es de 2.112.538, 1.081.646 corresponden al grupo
control y 1.030.892 al grupo patolégico. De acuerdo con los datos de
secuenciaciéon de todas las muestras, la microbiota intestinal se
clasificé en 11 filos, 16 clases, 33 ordenes, 52 familias, 113 géneros y
78 especies. En la llustracidon 10 se detallan las curvas de rarefaccion
de la riqueza de especies de cada una de las muestras distribuidas
segun los grupos de estudio. Asi, puede observarse que la relacion
entre la riqueza de taxones respecto el numero de secuenciaciones es
mas uniforme en el grupo control que en el grupo patoldégico. Ademas,
se debe puntualizar que la muestra del grupo patolégico FRC024
presenta una rarefaccion baja respecto a todas las muestras del
estudio. No obstante, esta se ha incluido en el analisis de datos debido
a que alcanza un numero de lecturas lo suficientemente alto para que
no sea descartada. Por tanto, se ha decidido analizar todas las
muestras en su totalidad con el fin de evitar que las poblaciones sean
artificialmente similares y se distorsione la comparativa dentro de la

comunidad bacteriana.
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llustracion 10. Grafico general de rarefaccion, las cifras del eje X representan el nimero de secuencias y las del eje Y al nimero de

taxones
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4.1. DIVERSIDAD
Se ha calculado la a-diversidad para ambos grupos de estudio. La a-
diversidad resume tanto la riqueza de especies (numero total de
especies) como la uniformidad (distribucién de la abundancia entre
especies) dentro de una muestra ?°, Existen diferencias significativas
entre los grupos de muestras del Control y Fractura en los estimadores
de a-diversidad en el nivel de filo (indice de Simpson 207,0) y clase
(indice de Shannon 205,0 e indice de Simpson 210,0). Ademas, se
han encontrado diferencias estadisticas para los indices de Chaof1,
ACE y Shannon en los niveles de género y especie (llustracién 11).
Esto indica que el grupo de fractura posee menor a-diversidad que el
grupo control. La informaciéon pormenorizada en la que se aprecia que
la riqueza y diversidad fue significativamente menor en el grupo

patoldgico se recogen en las Tablas 8 y 9.
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llustracion 11. Estimadores de a-diversidad Chaol, ACE y Shannon para género y
especie.
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FILO CLASE ORDEN
sig sig sig
Chao1 285,5 0,591 | 279,0 0,515 | 380,5 0,188
ACE 44,0 0,664 | 99,0 0,282 | 242,5 0,401

Shannon 217,0 0,065 | 205,0 0,037 | 375,0 0,231

Simpson 207,0 0,041 210,0 0,047 406,0 0,071

Tabla 8. indices de diversidad alfa distribuidos segun filo, clase y orden. Se marca en
negrita los resultados que muestran una diferencia significativa menor de 0,05. Método
estadistico Mann-Whitney/Kruskal-Wallis.

FAMILIA GENERO ESPECIE

sig sig sig
Chaol 392,0 0,124 | 448,5 0,008 | 438,5 0,015
ACE 342,0 0,263 | 423,5 0,014  413,5 0,024

Shannon 309,0 0,954 | 451,0 0,007  418,0 0,041

Simpson 283,0 0,577 | 413,0 0,052 | 394,0 0,117

Tabla 9. indices de diversidad alfa distribuidos segtn familia, género y especie. Se
marca en negrita los resultados que muestran una diferencia significativa menor de
0,05. Método estadistico Mann-Whitney/Kruskal-Wallis.

Respecto a la B-diversidad, se han analizado los PCoA mediante la
medicion de la distancia de Bray-Curtis con el fin de evaluar las
diferencias en la estructura de las comunidades de bacterias entre
ambos grupos. En ellos, se aprecia en todos los niveles taxonémicos
del grupo de fractura una mayor heterogeneidad de sus comunidades
bacterianas respecto a los controles (llustracion 12). Ademas, la
microbiota intestinal de los pacientes con fractura de cadera es
significativamente diferente de la del grupo sano, como se recoge en
la Tabla 10 utilizando diferentes indices para analisis de la B-

diversidad.
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llustracion 12. Analisis de coordenadas principales (PCoA) basado en la distancia Bray-Curtis de controles y pacientes con fractura
de cadera segun filo (a), orden (b), familia (c), género (d) y especie (e).
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Bray-Curtis Jensen-Shannon Jaccard
Index Divergence Index
F 4,461 12,694 41,058
FILO R? 0,08504 0,02576 0,07880
sig 0,009 0,321 0,006
F 48,448 26,255 41,382
CLASE R? 0,09168 0,05186 0,07937
sig 0,002 0,084 0,004
F 67,113 97,827 50,158
ORDEN | R’ 0,12267 0,16930 0,09461
sig 0,001 0,001 0,001
F 65,364 11,029 43,338
FAMILIA | R? 0,11985 0,18683 0,08281
sig 0,001 0,001 0,001
F 4,929 75,178 33,363
GENERO | R? 0,09313 0,13541 0,06499
sig 0,001 0,001 0,001
F 44,455 49,883 34,712
ESPECIE | R? 0,08477 0,09414 0,06744
sig 0,001 0,001 0,001
Tabla 10. indices de diversidad beta distribuidos taxonémicamente. Analisis

estadistico realizado mediante PERMANOVA/adonis (F) donde R indica la disimilitud
entre los grupos. Se ha resaltado en negrita los resultados que muestran una
diferencia significativa menor de 0,05 Se marca en negrita los resultados que

muestran una diferencia significativa menor de 0,05.

En conjunto, estos hallazgos implican que la estructura de la
microbiota intestinal es significativamente diferente entre el grupo sano
y el grupo patologico, tanto en riqueza y abundancia como en

heterogeneidad.
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4.2. ANALISIS DE ABUNDANCIAS

4.2.1.Perfiles de abundancia

4.2.1.a. Filo
Tras realizar el analisis de abundancia de la comunidad bacteriana
intestinal, se objetiva en el nivel de filo (llustracién 13) que los grupos
de  bacterias Firmicutes, Bacteroidota, Proteobacteria vy
Campilobacterota constituyen los cuatro filos dominantes en todas las
muestras. Firmicutes y Bacteroidetes son los filos mayoritarios en
ambos grupos de estudio y suponen el 87,5% de las bacterias
analizadas en todos los participantes del estudio. Las proporciones
medias de Firmicutes/Bacteroidetes son de 1,824 y 1,184 en los
grupos de controles y de fractura, respectivamente. El resto de filos
que constituyen la abundancia total de la comunidad microbiana de

ambos grupos se recoge en la Tabla 11.

Fractura=

Control=

0 250000 500000 750000 1000000
Actual Abundance
p__Firmicutes p__Verrucomicrobiota p__Synergistota
llustracion 13. Barras apiladas en la que se muestra la abundancia total de la
comunidad bacteriana intestinal en el nivel de filo para los grupos de comparacion
control y casos.
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CONTROLES FRACTURA

Taxdén Abund. % Taxdn Abund. %
1 Firmicutes 618538 57,2 1 Firmicutes 482901 46,8
2 Bacteroidota 339131 31,3 2 Bacteroidota 407825 39,6
3 Proteobacteria 66242 6,1 3 Proteobacteria 63531 6,2
4 Campilobacterota 22805 2,1 4 Campilobacterota 27794 2,7
5 Verrucomicrobiota 19548 1,8 5 Verrucomicrobiota 17968 1,7
6 Actinobacteriota 6813 0,6 6 Fusobacteriota 16649 1,6
7 Fusobacteriota 4749 0,4 7 Actinobacteriota 7293 0,7
8 Desulfobacterota 3089 0,3 8 Desulfobacterota 4503 0,4
9 Synergistota 311 0,03 9 Synergistota 1318 0,1
10 Euryarchaeota 292 0,03 10 Euryarchaeota 966 0,1
11 Cyanobacteria 128 0,01 11 Cyanobacteria 144 0,01

Tabla 11. Distribucién de la abundancia total (Abund.) y relativa (%) de los taxones en
el nivel de Filo entre ambos grupos de comparacion.

Arbol de calor (filo)
El arbol de calor permite representar cuantitativamente (utilizando la
mediana de abundancia) y estadisticamente (utilizando la prueba no
paramétrica de suma de rangos de Wilcoxon) las diferencias
taxondmicas entre las comunidades microbianas. Se presentan los

resultados segun los diferentes niveles taxonémicos 2.

Se han encontrado diferencias significativas entre los filos Firmicutes
(log 2 median ratio 0,3374 y diferencia de medianas 0,1187; p<0,02) y
Bacteroidetes (log 2 median ratio -0,3370 y diferencia de medianas -
0,0855; p<0,01) entre el grupo control y el patologico (llustracion 14).
De esta manera, en el grupo con fractura de cadera, se aprecia una
disminucion estadisticamente significativa en la proporcién de

Firmicutes y un aumento de Bacteroidetes respecto el grupo control.

120



Resultados

Control_vs_Fractura
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llustracion 14 Arbol de calor. El tamafio y color de los nodos y las aristas se
relacionan con la abundancia de los organismos segun el filo. El color de cada taxén
representa la relacion log-2 de las proporciones medianas de lecturas observadas
en cada grupo de estudio. Sélo se indican los filos bacterianos que muestran
diferencias significativas determinadas mediante una prueba de suma de rangos de
Wilcox seguida de una correccion Benjamini-Hochberg (FDR) para comparaciones
multiples.

4.2.1.b. Orden
Respecto al nivel de orden, se han detectado un total de 33 6rdenes
de bacterias diferentes (llustracion 15). La abundancia de todos los
microorganismos y su porcentaje se recogen en la Tabla 12. Las
Bacteroidales constituyen la mayor proporcion en todas las muestras
y cinco ordenes representan los grupos bacterianos mas prevalentes.
De ellos, en el grupo control, solo tres ordenes (Bacteroidales,
Oscillospirales y Lachnospirales) contribuyen a mas de dos tercios de
la comunidad bacteriana. Por su parte, en el grupo patolégico, los tres
ordenes  Bacteroidales, Peptostreptococcales-Tissierellales vy

Oscillospirales configuran mas del 60% de la muestra.
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L L] L] L
0 250000 500000 750000 1000000
Actual Abundance

. 0__Bacteroidales

o__Fusobacteriales o__Monoglobales

o__Osclillospirales 0__Acidaminococcales o__Coriobacteriales

o__Lachnospirales o__Clostridia 0__ Synergistales

o__Enterobacterales o__Erysipelotrichales o__Methanobacteriales

Order o__Lactobacillales o__Bifidobacteriales o__ Staphylococcales

0__Peptostreptococcales_Tissierellales . o__Desulfovibrionales . o__ Pasteurellales

o__Veillonellales_Selenomonadales o__Burkholderiales Not_Assigned

o__Campylobacterales o__Actinomycetales o__Peptococcales
o__Verrucomicrobiales 0__Rhodospirillales o__ Gastranaerophilales
0__Clostridia_UCG_014 o__Clostridiales o_ DTUO014
o__Christensenellales o__Corynehacteriales

llustracion 15. Barras apiladas en la que se muestra la abundancia total de la comunidad bacteriana intestinal en el nivel
de orden para los grupos de comparacion control y casos
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31 Gastranaerophilales 128 0,0 31 Pasteurellales 122 0,0
32 Flavobacteriales 69 0,0 32 DTU014 118 0,0
33 DTUO014 44 0,0 33 Not_Assigned 63 0,0

Tabla 12. Distribucién de la abundancia total (Abund.) y relativa (%) de los taxones en
el nivel de Orden entre ambos grupos de comparacion.

Arbol de calor (orden)
Se han encontrado diferencias significativas para los 6érdenes
Oscillospirales (log 2 median ratio 1,3704 y diferencia de medianas
0,1567; p<0,001), Lachnospirales (log 2 median ratio 0,8936 vy
diferencia de medianas 0,0640; p=0,002), Bacteroidales (log 2 median
ratio -0,3370 y diferencia de medianas -0,0855; p<0,01) vy
Peptostreptococcales-Tissierellales (log 2 median ratio -1,0153 vy
diferencia de medianas -0,0640; p<0,001) entre el grupo control y el

patolégico (llustracion 16).
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llustracion 16. Arbol de calor. El tamafio y color de los nodos y las aristas se
relacionan con la abundancia de los organismos segun el orden. El color de cada
taxon representa la relacion log-2 de las proporciones medianas de lecturas
observadas en cada grupo de estudio. Sélo se indican los érdenes bacterianos
que muestran diferencias significativas determinadas mediante una prueba de
suma de rangos de Wilcox seguida de una correccion Benjamini-Hochberg (FDR)
para comparaciones multiples.

4.2.1.c. Familia
Se han identificado 52 familias bacterianas entre ambos grupos de
estudio y la familia Bacteroidaceae es la poblacion de bacterias mas
numerosa de las 52 identificadas en toda la muestra estudiada
(llustracion 17). La abundancia de todos los microorganismos y su
porcentaje se recogen en la Tabla 13. Cuando se comparan los casos
y los controles, es especialmente relevante el cambio de la jerarquia

gue se produce en los grupos bacterianos mas abundantes. Las
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familias Bacteroidaceae, Ruminococcaceae y Lachnospiraceae
constituyen los grupos bacterianos mas abundante en los controles y
practicamente suponen el 50% de la muestra. Por otro lado, las
familias Peptostreptococcales-Tissierellales, Prevotellaceae,
Bacteroidaceae y Porphyromonadaceae representan casi la mitad de

los taxones identificados en el grupo patolégico.

CONTROLES FRACTURA

Taxdn Abund. % Taxdén Abund. %
1 Bacteroidaceae 182571 169 1 izzit;’rs;r;p::’cc’cca'es' 138179 13,4
2 Ruminococcaceae 172104 15,9| 2 Prevotellaceae 131605 12,8
3 Lachnospiraceae 164630 15,2| 3 Bacteroidaceae 121403 11,8
4 iizit;’rsgﬁ;p;:coccales' 68753 6,4 | 4 Porphyromonadaceae 115435 11,2
5 Prevotellaceae 68737 6,4 | 5 Lachnospiraceae 86535 8,4
6 Oscillospiraceae 66812 6,2 | 6 Enterobacteriaceae 61085 5,9
7 Enterobacteriaceae 57329 5,3 7 Ruminococcaceae 60218 5,8
8 Porphyromonadaceae 41992 3,9 | 8 Oscillospiraceae 50450 4,9
9 Streptococcaceae 32440 3,0 | 9 Veillonellaceae 36901 3,6
10 Campylobacteraceae 22805 2,1 |10 Streptococcaceae 29143 2,8
11 Essfg:far:]uo'ﬂgenes 21179 2,0 |11 campylobacteraceae 27794 2,7
12 Clostridia_UCG_014 20800 1,9 |12 Rikenellaceae 18217 1,8
13 Akkermansiaceae 19548 1,8 |13 Akkermansiaceae 17968 1,7
14 Rikenellaceae 18441 1,7 |14 Christensenellaceae 17291 1,7
15 Tannerellaceae 18123 1,7 |15 Fusobacteriaceae 16649 1,6
16 Christensenellaceae 15066 1,4 |16 Clostridia_UCG_014 15292 1,5
17 Veillonellaceae 14939 1,4 |17 Egsfg:g:gﬂgenes 13443 13
18 Acidaminococcaceae 12717 1,2 |18 Tannerellaceae 13366 1,3
19 Anaerovoracaceae 7472 0,7 | 19 Anaerovoracaceae 13245 1,3
20 Lactobacillaceae 6654 0,6 |20 Hungateiclostridiaceae 7284 0,7
21 Fusobacteriaceae 4749 0,4 |21 Acidaminococcaceae 7216 0,7
22 Barnesiellaceae 4346 0,4 | 22 Desulfovibrionaceae 4503 0,4
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23 uncultured 3929 0,4 |23 Marinifilaceae 3921 0,4
24 Sutterellaceae 3925 0,4 | 24 Bifidobacteriaceae 2753 0,3
25 Marinifilaceae 3342 0,3 |25 Barnesiellaceae 2221 0,2
26 Bifidobacteriaceae 3147 0,3 | 26 Erysipelatoclostridiaceae 2097 0,2
27 Desulfovibrionaceae 3089 0,3 |27 Actinomycetaceae 1778 0,2
28 Clostridiaceae 2774 0,3 | 28 Sutterellaceae 1682 0,2
29 Erysipelatoclostridiaceae 2409 0,2 |29 Muribaculaceae 1484 0,1
30 Hungateiclostridiaceae 2362 0,2 |30 Atopobiaceae 1393 0,1
31 Monoglobaceae 1768 0,2 |31 Synergistaceae 1318 0,1
32 Corynebacteriaceae 1653 0,2 |32 Corynebacteriaceae 1063 0,1
33 Actinomycetaceae 1599 0,2 |33 UCG_010 1054 0,1
34 Butyricicoccaceae 1516 0,1 | 34 Lactobacillaceae 1031 0,1
35 Muribaculaceae 1510 0,1 |35 Methanobacteriaceae 966 0,1
36 UCG_010 1265 0,1 |36 uncultured 764 0,1
37 Pasteurellaceae 1150 0,1 |37 Erysipelotrichaceae 730 0,1
38 Peptostreptococcaceae 1009 0,1 |38 Monoglobaceae 628 0,1
39 Erysipelotrichaceae 500 0,1 |39 Clostridiaceae 460 0,0
40 Coriobacteriaceae 328 0,0 |40 Butyricicoccaceae 452 0,0
41 Synergistaceae 311 0,0 |41 Coriobacteriaceae 306 0,0
42 Aerococcaceae 307 0,0 | 42 Aerococcaceae 272 0,0
43 Peptococcaceae 301 0,0 | 43 RF39 214 0,0
44 Methanobacteriaceae 292 0,0 |44 Peptococcaceae 212 0,0
45 Not_Assigned 213 0,0 |45 Flavobacteriaceae 173 0,0
46 RF39 148 0,0 |46 Peptostreptococcaceae 159 0,0
47 Oscillospirales 135 0,0 |47 Gastranaerophilales 144 0,0
48 Defluviitaleaceae 130 0,0 |48 Pasteurellaceae 122 0,0
49 Gastranaerophilales 128 0,0 |49 DTUO14 118 0,0
50 Atopobiaceae 86 0,0 |50 Not_Assigned 63 0,0
51 Flavobacteriaceae 69 0,0 |51 Oscillospirales 49 0,0
52 DTU014 44 0,0 | 52 Defluviitaleaceae 43 0,0

Tabla 13. Distribucién de la abundancia total (Abund.) y relativa (%) de los taxones en
el nivel de familia entre ambos grupos de comparacion
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llustracion 17. Barras apiladas en la que se muestra la abundancia total de la comunidad bacteriana intestinal en

el nivel de familia para los grupos de comparacion control y casos
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Arbol de calor (familia)

Al comparar los grupos control y patologicos, se destacan las
siguientes familias de bacterias que presentan diferencias
significativas: Ruminococcaceae (log 2 median ratio 2,2692 vy
diferencia de medianas 0,1077; p<0,001), Lachnospiraceae (log 2
median ratio 0,8936 y diferencia de medianas 0,064; p=0,002),
Veillonellaceae (log 2 median ratio -2,1596 y diferencia de medianas -
0,0185; p<0,05), Peptostreptococcales_Tissierellales (log 2 median
ratio -1,3708 y diferencia de medianas -0,0761; p=0,001) vy
Porphyromonadaceae (log 2 median ratio -2,2167 y diferencia de

medianas -0,0925; p=0,001) (llustracion 18).
Control_vs_Fractura

Veillonellales, Selenomonadales
Veillo ceae
MorodBhcene - ITMICULES
Clostl ceae
Mon hals
o iales

Clostridia Bacteroidota
Nodes
cales_Tissierellales & 8000 100
[
Badterdidia Pasteurellales g’ 73,560E 6.89 5
Pasteurell = ol
asteurellaceae = -0.889 24.60 8
: T 0.000 — 54.00 &
Bacteroidales S 0889 — 9520 2
£ S
Dorphy&adaCEBE % 3.560 - 148.00 _2

8.000 213.00
llustracion 18. Arbol de calor. El tamafio y color de los nodos y las aristas se
relacionan con la abundancia de los organismos segun la familia. El color de cada
taxén representa la relacién log-2 de las proporciones medianas de lecturas
observadas en cada grupo de estudio. Sélo se indican las familias bacterianas
que muestran diferencias significativas determinadas mediante una prueba de
suma de rangos de Wilcox seguida de una correccion Benjamini-Hochberg (FDR)
para comparaciones multiples.
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4.2.1.d. Genero
Se han registrado 113 géneros bacterianos en total, de los que
Prevotella y Bacteroides constituyen dos de los géneros mas
abundantes. La abundancia de todos los microorganismos y su
porcentaje se recogen en la Tabla 14. Los cinco géneros bacterianos
mas prevalentes de toda la muestra son Bacteroides, Prevotella,
Porphyromonas, Escherichia-Shigella y Faecalibacterium con un
distribucion del 14,4%, 9%, 7,5%, 5% y 4,4% respectivamente. Se
aprecia una importante variacion de la microbiota intestinal de los
pacientes con fractura de cadera respecto los individuos sanos. En el
grupo control, los Bacteroides son el género mas frecuente (16%)
seguido del Faecalibacterium (6,4%)y Prevotella (5,6%). Por su parte,
en el grupo de fractura de cadera, Prevotella(12,6%), Bacteroides
(11,8%) y Porphyromonas (11,2%) constituyen los tres géneros mas
frecuentes. Ademas de los importantes cambios del grupo patologico
que suponen un aumento del porcentaje de Prevotella y descenso de
Bacteroides, se debe resaltar por su relevancia la disminucion de

Faecalibacterium y el inceremento de Porphyromonas.

CONTROLES FRACTURA
Taxdn Abund. % Taxén Abund. %
1 Bacteroides 182571 16,9 1 Prevotella 129963 12,6
2 Faecalibacterium 69531 6,4 2 Bacteroides 121403 11,8
3 Prevotella 60629 5,6 3 Porphyromonas 115435 11,2
4 E;f;;:hia' 52454 4,9 4 :I‘:?;:I:;Chia' 54743 5,3
5 Porphyromonas 41992 3,9 5 Peptoniphilus 39764 3,9
6 Not_Assigned 36883 3,4 6 UCG_002 33109 3,2
7 UCG_002 35036 3,2 7 Fenollaria 29645 2,9
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69 Mobiluncus 1599 0,2 69 UCG_010 1054 0,1
Lachnospiraceae .
70 UCG_ 010 1582 0,2 70 Lactobacillus 1031 0,1

Eubacterium

71 Colidextribacter 1562 0,1 71 ) ) 987 0,1
ruminantium_group

72 Butyricicoccus 1516 0,1 72 Methanobrevibacter 966 0,1

Tabla 14. Distribucién de la abundancia total (Abund.) y relativa (%) de los taxones en
el nivel de género entre ambos grupos de comparacion. Se muestran los primeros 72
taxones de 113 ( se establece como punto de corte porcentajes de abundancia
menores de 0,1%).

Arbol de calor (género)
Debido al numero de géneros implicados y la diversa distribucién de
estos entre los grupos de estudio, ha sido necesario realizar un analisis
estadistico de abundancia diferencial con el fin de profundizar en las
modificaciones poblacionales. Las principales géneros bacterianos
que muestran diferencias significativas al analizar los grupos control y
patolégicos son: Faecalibacterium (log 2 median ratio 3,4867 y
diferencia de medianas 0,0587; p<0,001), Bacteroides (log 2 median
ratio 0,5708 vy diferencia de medianas 0,0525; p=0,054),
Subdoligranulum (log 2 median ratio 3,3536 y diferencia de medianas
0,0143; p=0,001), Ruminococcus (log 2 median ratio 5,0718 y
diferencia de medianas 0,0103; p=0,001), Roseburia (log 2 median
ratio 4,1679 vy diferencia de medianas 0,0072; p=0,001),
Porphyromonas (log 2 median ratio -2,2167 y diferencia de medianas
-0,0925; p=0,001), Peptoniphilus (log 2 median ratio -1,7483 y
diferencia de medianas -0,0254; p=0,01), Anaerococcus (log 2 median
ratio -2,1608 y diferencia de medianas -0,015; p<0,05) y Dialister (log
2 median ratio -1,931 y diferencia de medianas -0,0132; p=0,05)

(llustracion 19).
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En la Tabla 15 se detallan todos las géneros de bacterias que muestran

diferencias significativos al analizar ambos grupos de estudio.
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Control_vs_Fractura

Erysipelotriche&e_UCG_Om

llustracion 19. Arbol de calor. El tamafio y
color de los nodos y las aristas se relacionan
con la abundancia de los organismos segun
el género. El color de cada taxdn representa
la relacibn log-2 de las proporciones
medianas de lecturas observadas en cada
grupo de estudio. Sélo se indican los
géneros  bacterianos que  muestran
diferencias  significativas  determinadas
mediante una prueba de suma de rangos de
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log 2 . .
GENERO me<g:lian D|ferer.IC|a de sig
ratio mediana
Faecalibacterium 3,4867 0,0587 0,000
Bacteroides 0,5708 0,0525 0,054
Subdoligranulum 3,3536 0,0143 0,001
Ruminococcus 5,0718 0,0103 0,001
Roseburia 4,1679 0,0072 0,001
Blautia 2,0896 0,0050 0,000
NK4A214 group 2,3661 0,0049 0,024
Eubacterium_eligens_group  4,6585 0,0046 0,006
Agathobacter Inf 0,0044 0,000
Dorea 2,3460 0,0040 0,000
Coprococcus 2,3959 0,0035 0,007
Fusicatenibacter Inf 0,0021 0,001
Lachnospira Inf 0,0021 0,003
Oscillibacter 2,6366 0,0014 0,032
Monoglobus Inf 0,0013 0,001
Ezakiella -1,8147 -0,0053 0,016
Dialister -1,9310 -0,0132 0,050
Anaerococcus -2,1608 -0,0150 0,048
Peptoniphilus -1,7483 -0,0254 0,010
Porphyromonas -2,2167 -0,0925 0,001

Tabla 15. Abundancia diferencial de géneros bacterianos

4.2.1.e. Especie
Respecto al nivel de especie, se han detectado un total de 78 especies
de bacterias diferentes. La abundancia de todos los microorganismos
y su porcentaje se recogen en la Tabla 16. Las especies, con nombre

asignado, mas prevalentes de toda la muestra son: Bacteroides dorei,
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Bacteroides vulgatus, Prevotella timonensis, Prevotella corporis,
Porphyromonas  asaccharolytica, = Campylobacter  hominis vy
Porphyromonas somerae. Tanto en la microbiota intestinal de
individuos sanos como en la de pacientes con fractura de cadera, se
ha observado un predominio de especies que pertenecen al orden
Bacteroidales. Sin embargo, es conveniente apuntar que en ambos

grupos la composicion de especies varia de manera sustancial.

En el grupo control destacan Bacteroides dorei, Bacteroides vulgatus,
Campylobacter hominis y Ruminococcus bicirculans. Por su parte, en
el grupo patolégico Prevotella timonensis, Prevotella corporis,
Porphyromonas asaccharolytica, Bacteroides dorei y Porphyromonas

somerae son las especies mas relevantes.

CONTROLES FRACTURA
Taxén Abund. % Taxén Abund. %
1 Not Assigned 629837 58,2 | 1 Not Assigned 501516 48,7
2 uncultured bacterium 99245 9,2 2 uncultured bacterium 83856 8,1
3 Bacteroides dorei 37810 3,5 3 Prevotellatimonensis 40740 4,0
4 Bacteroides vulgatus 32202 3,0 4 Prevotella corporis 37678 3,7
5 uncultured organism 30567 2,8 | 5 ForPhyromonas 27414 2,7
asaccharolytica
6 Campylobacter hominis 18191 1,7 6 Bacteroides dorei 24787 2,4
7  gut metagenome 17662 1,6 | 7 Forphyromonas 22020 21
somerae
g huminococcus 16466 15 | 8 Prevotella buccalis 19938 1,9
bicirculans
Diali
9 Bacteroides plebeius 12663 1,2 9 |a||s_ter_ e 19012 1,8
propionicifaciens
10 human gut 12357 1,1 | 10 uncultured organism 18979 1,8
11 Porphyromo.nas 11888 1,1 | 11 Bacteroides vulgatus 16114 1,6
asaccharolytica
12 Bacteroides stercoris 10545 1,0 | 12 Campylobacter hominis 14948 1,5
13 Streptococcus salivarius 8103 0,8 |13 uncultut.’ed 13742 1,3
Bacteroidetes
14 Bacteroides coprocola 7758 0,7 | 14 Prevotella disiens 13728 1,3
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2 Ana_ero.coccus 1827 02 |42 un_cultured. 1397 01
vaginalis microorganism
43 Murdochlella. 1796 02 |43 Rarlr'.m.croblum 1318 01
asaccharolytica hominis
44 Mobiluncus curtisii 1599 0 |44 Parabacteroides 1300 0,1
goldsteinii
Peptoniphilus Ruminococcus
45 . . 1441 0,1 |45 .. 1193 0,1
lacrimalis bicirculans
6 Peptonlp_hllus 1322 01 |46 .Parabactc.ermdes 1130 01
duerdenii johnsonii
47 Bifidobacterium 1223 01 |47 Odorlbac.ter 1126 01
longum splanchnicus
48 uncultured spirochete 1192 0,1 |ag Didobacterium 1035 0,1
longum
. . Peptoniphilus
49 Alistipes inops 1159 0,1 |49 . 1034 0,1
koenoeneniae
Parabacteroides
50 . . 1087 0,1 | 50 uncultured prokaryote 907 0,1
johnsonii
5p Odoribacter 1063 0,1 |51 Alistipes shahii 896 0,1
splanchnicus
5y Negativicoccus 920 041 |52 Dorea 849 0,1
succinicivorans formicigenerans
53 Porphyromonas 875 01 |53 Dlallster' 834 01
uenonis pneumosintes
54 Alistipes obesi 864 0,1 | 54 Prevotella bergensis 795 0,1
55 Bacteroides salyersiae 780 0,1 | 55 Peptoniphilus coxii 741 0,1
56 Alistipes finegoldii 748 0,1 | 56 Bacteroides coprocola 716 0,1
57 Sutterella . 745 01 |57 Neg«’:'ltI'VI.COCCUS 638 01
wadsworthensis succinicivorans
58 Streptocogcgs 692 01 |58 Sutterella ‘ 633 01
parasanguinis wadsworthensis
g Dialister 634 0,1 |59 Eubacteriumsiraeum 481 0,1
pneumosintes
60 bacterium 570 041 | "eptoniphilus 473 01
urinimassiliensis
61 Eubacterium ramulus 555 0,1 | 61 Alistipes obesi 467 0,1

Tabla 16.. Distribucion de la abundancia total (Abund.) y relativa (%) de los taxones
en el nivel de especie entre ambos grupos de comparacion. Se muestran los primeros
61 taxones de 78 ( se establece como punto de corte porcentajes de abundancia
menores de 0,05%).

Arbol de calor (especie)

Se han encontrado diferencias significativas para las especies

Ruminococcus bicirculans (log 2 median ratio Inf y diferencia de
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medianas 0,0036; p<0,001), Dialister propionicifaciens (log 2 median
ratio -2,7153 y diferencia de medianas -0,0094; p=0,013), Prevotella
buccalis (log 2 median ratio -2,4668 y diferencia de medianas -0,008;
p=0,024), Porphyromonas bennonis (log 2 median ratio -3,421 y
diferencia de medianas -0,004; p=0,039) y Anaerococcus vaginalis
(log 2 median ratio -2,6211 y diferencia de medianas -0,0031; p=0,01)

entre el grupo control y el patolégico (llustracion 20)
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llustracion 20. Arbol de calor. El tamafio y
color de los nodos y las aristas se
relacionan con la abundancia de los
organismos segun la especie. El color de
cada taxén representa la relacién log-2 de
las proporciones medianas de lecturas
observadas en cada grupo de estudio. Sélo
se indican las especies bacterianas que
muestran diferencias significativas
determinadas mediante una prueba de
suma de rangos de Wilcox seguida de una
correccion Benjamini-Hochberg (FDR) para
comparaciones multiples.
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4.2.2.Core

El microbioma central se refiere al conjunto de taxones que es
detectado en una elevada proporcién por encima de un umbral de
abundancia determinado. Los datos del recuento se transforman en

abundancias composicionales (relativas) para realizar dicho analisis.

Los géneros mayoritarios que conforman el nucleo del microbioma del
grupo control son los Bacteroides y Faecalibacterium mientras que en
el grupo de fracturas son Porphyromonas, Bacteroides y Prevotella
(Nlustracion 21). La distribucion completa de los géneros en ambos

grupos se recoge en la Tabla 17.

81 0426

Detection Threshold (Relative Abundance (96)) Detection Threshold (Relative Abundance (%))

Grupo Control Grupo Fracturas

llustracion 21. Comparativa del nacleo del microbioma entre los grupos de estudio.

142



Resultados

CONTROLES FRACTURAS
Taxén Prevalenci Taxén Prevalenci
a a

Bacteroides 1 Porphyromonas 0,88
Not_Assigned 0,96 Bacteroides 0,84
Faecalibacterium 0,96 Prevotella 0,8
UCG_002 0,72 Streptococcus 0,68
Escherichia_Shigella 0,68 Peptoniphilus 0,68
Parabacteroides 0,64 Dialister 0,68
Streptococcus 0,6 Escherichia_Shigella 0,64
Prevotella 0,6 Not_Assigned 0,6
Porphyromonas 0,6 UCG_002 0,6
Subdoligranulum 0,56 Anaerococcus 0,56
Eubacterium
Coprostanoligenes 0,56 Parabacteroides 0,52
group
Alistipes 0,56 Campylobacter 0,52
Ruminococcus 0,52 Faecalibacterium 0,48
Peptoniphilus 0,52 Alistipes 0,48
Christensenellaceae Ruminococcus
R_7_group 0,52 torques_group 0,44
Roseburia 0,44 Finegoldia 0,44
Fenollaria 0,44 Fenollaria 0,44
Clostridia_UCG_014 0,44 Ezakiella 0,44
Anaerococcus 0,44 Akkermansia 0,4
Akkermansia 0,44 Fusobacterium 0,36
Lachnospiraceae
Ncan 132_group 0,4 S5_Alda 0,32
Eubacterium Eubacterium

. 0,4 Coprostanoligenes 0,32
eligens_group

group

Phascolarctobacteriu Christensenellaceae
m 0,36 R_7 group 0,32
Finegoldia 0,36 Fastidiosipila 0,28
Dialister 0,36 Phascolarctobacteriu 0,24

m
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Campylobacter 0,36 ha;;:fggfga::js 0,24
Agathobacter 0,36 Hungatella 0,24
Ruminococcus 0,32 Clostridia_UCG_014 0,24
torques_group
Blautia 0,32 CAG_352 0,24
UCG_005 0,28 UCG_005 0,2
Dorea 0,28 Subdoligranulum 0,2
CAG_352 0,28 Lachnoclostridium 0,16
Lachnoclostridium 0,24 Coprococcus 0,16
Coprococcus 0,24 W5053 0,12
NK4A214_group 0,2 Ruminococcus 0,12
gnavus_group
Fusobacterium 0,2 Et{bacterlum 0,12
eligens_group
Eubacterium .
ruminantium_group 0,2 Veillonella 0,08
uncultured 0,16 Solobacterium 0,08
S5 _Al4a 0,16 Ruminococcus 0,08
Zf;;;ﬂagcrzii 0,16 Roseburia 0,08
Lactobacillus 0,16 NK4A214 _group 0,08
Lachnospira 0,16 Negativicoccus 0,08
Ei‘:::litr:i';r”;up 0,16 Murdochiella 0,08
Parasutterella 0,12 Incertae_Sedis 0,08
Ezakiella 0,12 Enterococcus 0,08
UCG_003 0,08 Bilophila 0,08
Sutterella 0,08 Bifidobacterium 0,08
Fastidiosipila 0,08 Barnesiella 0,08
Clostridium 0,08 Atopobium 0,08
sensu_stricto_1
Bifidobacterium 0,08 UBA1819 0,04
. Prevotellaceae
Veillonella 0,04 NK3B31_group 0,04
UBA1819 0,04 Parasutterella 0,04
:;‘:/':So;gcu”: 0,04 Odoribacter 0,04
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Romboutsia
Paraprevotella
Negativibacillus
Muribaculaceae

Murdochiella
Lawsonella
Incertae_Sedis

Hungatella

Fusicatenibacter
Flavonifractor
Family_XIlI
AD3011_group
Erysipelotrichaceae
Enterococcus
Corynebacterium
Barnesiella

0,04
0,04
0,04
0,04

0,04

0,04

0,04

0,04

0,04
0,04

0,04

0,04
0,04
0,04
0,04

Muribaculaceae
Methanobrevibacter
Lawsonella
Lachnospiraceae
Lachnospiraceae
ND3007_group
Eubacterium
siraeum_group
Eubacterium
ruminantium_group
Erysipelatoclostridiu
m

Eisenbergiella
Blautia

Agathobacter

uncultured
UCG_010
UCG_003
Sutterella

0,04
0,04
0,04
0,04

0,04
0,04
0,04

0,04

0,04
0,04

0,04
0

0
0
0

Tabla 17. Distribucion del nucleo del microbioma entre los grupos de estudio

4.3. Busqueda de Biomarcadores mediante LEfSe

Se ha utilizado el algoritmo LEfSe para identificar potenciales

biomarcadores de la microbiota intestinal en pacientes con fractura de

cadera. Esta herramienta identifica primero las caracteristicas que son

estadisticamente diferentes entre las variables bioldgicas y después

realiza pruebas adicionales para determinar si estas diferencias son

consistentes con respecto al comportamiento biolégico esperado 7.
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4.3.1.0rden

En el grupo control los érdenes Oscillospirales y Lachnospirales
presentaron una puntuacién de 5,79 y 553 en el LDA,
respectivamente. Por parte del grupo patolégico, Bacteroidales vy
Peptostreptococcales-Tissierellales alcanzaron unos valores en el

LDA de 5,61 y 5,59, respectivamente (llustracién 22).

o__Oscillospirales

O—LaChnOSpira‘es- _
O—MDHOQIOba‘ES' -
o__Peptostreptococcales_Tissierellales

-3 0

-6

LDA score

llustracion 22. Cladograma taxondmico del andlisis LEfSe de orden. Todos los
microorganismos presentes en la figura tienen el p valor < 0,05 mediante la prueba
de Kruskal-Wallis y una puntuacién de LDA > 3. Grupo control en color rojo y grupo
de fractura de cadera en color verde). LDA:analisis discriminante lineal.

4.3.2.Familia

A continuacién, se representan en el siguiente cladograma (llustracion
23) las familias de microrganismos con LDA mayor de 3 y que son
significativamente estadisticas. Tanto Ruminococcaceae como
Lachnospiraceae presentan valores de LDA cercanos a 6 en el grupo
control, 5,71 y 5,53 respectivamente. Sin embargo, en el grupo de
fractura de cadera, Peptostreptococcales_Tissierellales vy

Porphyromonadaceae muestran valores 5,57 y 5,55, respectivamente.
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f__Ruminococcaceae

f__Lachnospiraceae

f__Monoglobaceae -
-3 0 3

f__Porphyromonadaceae 1

f__Peptostreptococcales_Tissierellales ]

-6 6

LDA score

llustracion 23. Cladograma taxonémico del analisis LEfSe de familia. Todos los
microorganismos presentes en la figura tienen el p valor < 0,05 mediante la prueba
de Kruskal-Wallis y una puntuacién de LDA > 3. Grupo control en color rojo y grupo
de fractura de cadera en color verde). LDA:analisis discriminante lineal.

4.3.3.Género

En el siguiente cladograma (llustraciéon 24) se representa los géneros
con una puntuacién del LDA superior a 3 y significacion estadistica.
Los géneros Faecalibacterium, Subdoligranulum, Ruminococcus y
Roseburia presentan puntuaciones en el LDA cercanos al 5 (5,3, 5,3,
4,9y 4,8, respectivamente) en el grupo control. En el grupo patoldgico,
los géneros Porphyromonas y Prevotella muestran unos valores en el
LDAde 5,5.
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g__Faecalibacterium+
0__Subdoligranulum+
g__Ruminococcus-
g__ Roseburia
g__Agathobacter
g__Eubacterium_eligens_group
g__Blautia
g__Coprococcus

g__ Dorea-y
g__uncultured
g__Llachnospira

g_ UCG_0034

g__Fusicatenibacter

g__Paraprevotella
g__Erysipelotrichaceae_UCG_003 -
g__Anaerostipes-

g__Monoglobus

g__Haemophilus
g__Eubacterium_xylanophilum_group-
g__Coprobacter-

g__ Eubacterium_hallii_group
g__Oscillospira

g__Prevotellaq

g__Porphyromonas 4

llustracion 24. Cladograma taxonomico del andlisis LEfSe de género. Todos
los microorganismos presentes en la figura tienen el p valor < 0,05 mediante
la prueba de Kruskal-Wallis y una puntuacién de LDA > 3. Grupo control en
color rojo y grupo de fractura de cadera en color verde). LDA:analisis

discriminante lineal
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4.3.4.Especie

La unica especie identificada con una significacion estadistica menor

de 0,05 mediante la prueba de Kruskal-Wallis y una puntuacion de LDA

> 3 es el Ruminococcus bicirculans. Tal como se aprecia en la

llustracion 25 dicha especie bacteriana se encuentra aumentada en el

grupo control.

Ruminococcus_bicirculans

Filtered Count

Log-transformed Count

8e+05 &

Ge+05

Ae+05

Abundance

2e+05

.
LA
.
0e+00 —wedn—seoe

20

15

10

Control Fractura
Tipo_de_Muestra

llustracion 25. Diagrama de cajas LEfSe Especie

Control Fractura
Tipo_de_Muestra

5. Evaluacion de las correlaciones entre

componentes de la microbiota intestinal y

las variables sistémicas

Se ha aplicado la funcién del paquete MetadeconfoundR con el fin de

determinar las distintas correlaciones de la microbiota intestinal con
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las variables sistémicas (recogidas como metadatos) en las fracturas
de cadera por fragilidad 6sea y detectar los posibles efectos de
confusién. Las correlaciones de taxones y especies con variables
sefaladas como “Confounded” significan que la variable analizada
estd muy vinculada a otra que actua en determinados casos como
factor de confusion. Por ejemplo, la CRP esta muy vinculada con la
fractura de cadera (tienen una fuerte correlacién) y se podria decir que
la fractura de cadera es dominante, pues actua como factor de
confusion en algunas correlaciones entre la CRP y las especies de la
parte baja del grafico. No obstante, las correlaciones entre las
especies y la CRP son significativas y reales. Las correlaciones
marcadas como “Deconfounded” también son significativas y, en este
caso, independientes de cualquier otra variable. Para confirmar esta
asociacion, se han analizado las variables que previamente
presentaban diferencias estadisticas entre los grupos de estudio
(edad, Urea, Filtrado Glomerular, Colesterol total, Albumina, Calcio
total, CRP, Vitamina D, PTH, Hemoglobina, Leucocitos, Neutrofilos,
Linfocitos, Monocitos y las variables del tubo de activacién de linfocitos
T) y los diferentes taxones de microbiota. En la llustracion 26 figura se
muestran las variables de metadatos que han presentado
correlaciones significativas con determinados grupos bacterianos. Los
valores de CRP presentan el mismo patron que la fractura de cadera
y a su vez, ambas son las variables que mas influencia tienen sobre la
abundancia de determinadas comunidades bacterianas.
Ruminococcus bicirculans, Eubacterium hallii (Anaerobutyricum
halliily las especies de los géneros Agathobacter, Dorea,
Faecalibacterium, , Anaerostipes y Blautia muestran una correlacion

negativa con la CRP y la presencia de fractura de cadera. Por su parte,
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las Porphyromonas presentan una correlacion positiva con la CRP y
negativa para LT CD4+ TNFa+ IFNy+ y LT CD8+ TNFa-IFNy-.
Adicionalmente, se ha realizado un nuevo analisis de correlaciones
ajustando por la edad, tal como se aprecia en la llustracion 27 no se
aprecian cambios relevantes en los resultados La taxonomia completa
de los taxones que han mostrado correlacion significativa se expone
en Tabla 20 del Anexo.

Por ultimo, se analizado estadisticamente la a-diversidad y la B-
diversidad segun el sexo para confirmar que los cambios de microbiota
observados no dependian de esta variable. No se han encontrado
diferencias significativas entre los distintos indicadores de a-
diversidad ni al realizar el PERMANOVA de la B-diversidad (llustracion

28 e llustracion 29 del Anexo).
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Summarizing heatmap

FDR-values: <0.001 =™, <0.01="",<0.1="

$p395 g uncultured

$p20 uncultured rumen (g UCG-002)
sp119 Holdemanella

sp341 RF39

5p120 uncultered bacterium (g UCG-002)
'5p359 metagenoma (g UCG-010)
$p264 g (uncultured organism) Family Xill AD3011 group
p89 Porphyromonas uenonis

5p23 Porphyromonas

$p73 Fusobacterium

5pA11 unidentified (5 UCG-010)

$p96 uncultured bacterium (g Lachnospira)
Sp311 human gut (g uncultured)

5p128 Erysipelotrichaceae UCG-003

sp34 Roseburia

5p122 Monoglobus

pBO Fusicatenibacter

sp24 Subdoligranulum

5p142 uncultured prokaryote g Christensenellaceae R-7 group
5p118 NK4A214 group

spBl UCG-003

Omics features

$p202 Lachnospiraceae UCG-004
sp51

sp521 Lachnospiraceae UCG-010 {uncultured bacterlum)
p252 Lachnospiraceae UCG-001
5p36 Ruminococcus bicirculans
sp26 Agathobacter

spS2 Dorea

spla Faecalibacterium

5p309 [Eubacterium] hallii group
$p205 Clodtridium sp (g uncultured)
spl87 Anaerostipes

sp78 Blautia
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llustracion 26. Mapa de calor
s metadeconfound. Asociaciéon entre
.w los taxones bacterianos (eje y) y las

000 variables estudiadas (eje x). El color
Ijz indica el tamafio del efecto (Delta de
Cliff o Rho de Spearman para
Confounding staus MEtavariables binarias o continuas,
respectivamente). La significacion de
las asociaciones mostradas se indica
con asteriscos negros segun los p-
valores ajustados al false discovery
rate (FDR). Las asociaciones
significativas pero confusas se
indican con circulos grises. El gréafico
se agrupa en ambos ejes y se
eliminan las caracteristicas, asi como
las metavariables, sin ninguna
asociaciéon que supere los limites de
tamafio del efecto y significacion (por
defecto: g_cutoff = 0,1, d_cutoff =
0,01).
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Summarizing heatmap

FDR-values: <0.001 =™, <001 =",<0.1="
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llustracion 27. Mapa de calor
metadeconfound ajustado por edad.
Asociacion entre los taxones bacterianos
(eje y) y las variables estudiadas (eje x).
El color indica el tamafio del efecto (Delta
de CIliff o Rho de Spearman para
metavariables binarias o continuas,
respectivamente). La significacion de las
asociaciones mostradas se indica con
asteriscos negros segun los p-valores
ajustados al false discovery rate (FDR).
Las asociaciones significativas pero
confusas se indican con circulos grises.
El grafico se agrupa en ambos ejes y se
eliminan las caracteristicas, asi como las
metavariables, sin ninguna asociacion
que supere los limites de tamafio del
efecto y significacion (por defecto:
g_cutoff = 0,1, d_cutoff = 0,01).
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Discusion

La osteoporosis es la enfermedad metabdlica 6sea mas frecuente
asociada al envejecimiento 28, Se caracteriza por la pérdida de la
rigidez y resistencia 0sea, la disminucién de la masa Osea y la
alteracion de su microarquitectura 2. Como consecuencia, el hueso
resultante es mas fragil y, por tanto, el riesgo de fracturas se
incrementa. Entre todas las fracturas asociadas a la osteoporosis, la
fractura de cadera es la que mayor morbi-mortalidad produce en el
paciente y supone un importante gasto econdémico, tanto directo como
indirecto, para el sistema de salud "°.

Se ha demostrado que la edad, el sexo femenino y la historia previa
de fractura son los principales factores de riesgo clinico asociados a la
fractura de cadera, sin embargo, tienen un valor predictivo escaso .
La medicion de la DMO mediante DXA es el método de eleccion en la
evaluacion del riesgo de fractura en el entorno clinico. Sin embargo,
en mas de la mitad de los casos, esta técnica presenta resultados
dentro de los parametros de la normalidad ®'. Ademas, el riesgo de
fractura por fragilidad excede al esperado en la DMO, cuando se
asocia a otras circunstancias clinicas como la edad avanzada, la
diabetes, la obesidad y la enfermedad inflamatoria intestinal 82-84. Por
ello, la DMO no puede ser la Unica herramienta de medicién del riesgo
de fractura de cadera, ya que existen multiples factores de riesgo
afiadidos que hay tener en cuenta a la hora de estimar la prediccién
de la misma. De hecho, las guias nacionales britanicas (NICE National
Institute for Health and Care Excellence) cuando evaluan el riesgo de
fractura de cadera no incluyen la DMO como técnica obligatoria de
medicion de este riesgo, por a la falta de evidencia y la limitacion que

los estudios actuales presentan con respecto a la fiabilidad de dicha
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prueba % .Debido a las limitaciones de las herramientas de las que
disponemos, es de gran interés identificar factores de riesgo
adicionales que nos ayuden a comprender mejor la fisiopatologia de

estas fracturas y mejorar nuestra capacidad preventiva.

El microbioma humano constituye el segundo genoma de nuestro
organismo y puede actuar sobre el sistema inmunitario
(osteoinmunologia) *°, las vias hormonales y la producciéon de
metabolitos bacterianos que actian como sefiales para las células
6seas %4, Los avances en secuenciacion genética han permitido
analizar muestras bacterianas que antes no se podian cultivar por
métodos convencionales en laboratorio. Existen diversos estudios
experimentales realizados en ratones, que evallan el impacto del
microbioma en la estructura y densidad 6sea %517, Aunque todavia
no se ha descubierto el mecanismo exacto por el cual la disbiosis
intestinal afecta a la calidad 6sea, existen indicios de que el aumento
de la permeabilidad intestinal, el deterioro del transporte del calcio, la
inflamacion sistémica secundaria a la activacion de citocinas
intestinales o el aumento de la respuesta de los LT pueden estar

implicados en la relacion de la microbiota intestinal y osteoporosis
235,270-273

La identificacion de las alteraciones de los principales los taxones
bacterianos implicados en la osteoporosis pueden ofrecer una
informacion util y facilitar el desarrollo de estrategias adecuadas para
control la enfermedad. Hasta la fecha, se han realizado diversos
estudios que han relacionado los cambios en el MI con un riesgo de
generar osteoporosis 235-237.239.274-278 Este estudio es el primero que

evalla la composicion y la diversidad de la microbiota intestinal en
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pacientes que han sufrido una fractura de cadera por fragilidad 6sea
frente a controles sanos. Cabe recordar que la mitad de los pacientes
con fractura de cadera tienen valores dentro de la normalidad de la
DMO & por lo que la determinaciéon de la microbiota intestinal
solamente en pacientes diagnosticados de osteoporosis mediante la
DMO puede dar una vision incompleta o sesgada de los cambios
reales que ocurren en este tipo de pacientes. Por este motivo, este
estudio utiliza la presencia de fractura de cadera como criterio para
diferenciar los dos grupos de estudio. Asi, se consigue medir el
verdadero impacto de la enfermedad y, ademas, los resultados
obtenidos pueden dar una aproximacion mas precisa de los cambios
gue se producen en la microbiota intestinal de pacientes con riesgo de

fractura de cadera.

Tal como se ha sefalado, el sexo femenino es un factor de riesgo para
el desarrollo de la osteoporosis y fractura de cadera por fragilidad
Osea. Gran parte de los estudios que comparan la microbiota intestinal
de pacientes osteoporoticos segregan por sexos o bien, presentan una
frecuencia del sexo femenino no representativa de la poblacion que
padece una fractura de cadera por fragilidad 236:237:239.274276-278 g |g
presente investigacion, la distribucion del sexo se ajusta al porcentaje
real de pacientes que tienen riesgo de sufrir fractura de cadera®vy la
proporcion del sexo femenino se dispone homogéneamente entre los
dos grupos de estudio. Ademas, se ha comprobado que no existen
diferencias estadisticas significativas tras realizar el analisis de a-
diversidad y p-diversidad de los cambios de microbiota intestinal entre

ambos sexos.
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Otro factor de riesgo que se ha tenido en cuenta es la edad. En los
diferentes estudios que hay publicados hasta la fecha, se ha
constatado que la edad media de los pacientes osteoporoticos en los
que se analizan los cambios de microbiota intestinal es inferior a 70
afios 235-237.239.2714-218 En este estudio, con el fin de que la muestra
estudiada sea mas representativa de la poblacion real afectada ° y
que los resultados obtenidos sean mas consistentes, se ha fijado la

edad de inclusion por encima de los 70 afios.

La naturaleza inflamatoria de la osteoporosis se ve reforzada en esta
investigacion por los hallazgos que muestran un descenso de
parametros tipicos de osteoporosis y el incremento de los marcadores
de inflamacién. Ademas, se existe una importante correlacion negativa
entre las variables vitamina D y proteina C reactiva, vitamina D vy
leucocitos, vitamina D y neutréfilos, calcio y proteina C reactiva, calcio
y leucocitos, calcio y neutréfilos, albumina y proteina C reactiva,

albumina y leucocitos y albumina y neutréfilos.

Los hallazgos de esta tesis indican que tanto la estructura como la
diversidad bacteriana intestinal se encuentran alteradas en los
pacientes con fractura de cadera por fragilidad. Estos resultados
aportan mas evidencia a la relacion entre la salud ésea y la microbiota
intestinal, y dan apoyo a la existencia de una poblacion microbiana que
puede predisponer a la osteoporosis y la aparicion de fracturas de

cadera por fragilidad 6sea.

1. Analisis microbiota intestinal

Tras analizar los perfiles comunitarios, se ha confirmado mediante
diferentes métodos estadisticos que la estructura de la microbiota

intestinal es significativamente diferente entre el grupo sano y el grupo
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patoldgico. Asi, se observa que los estimadores de a-diversidad se
encuentran elevados significativamente en el grupo control en los
niveles de género y especie. De entre ellos, es particularmente
interesante el indice de Shannon, pues valora el nimero de especies
(riqueza) y la uniformidad. Ademas, es un buen indicador de la
diversidad porque considera igual de importante a las especies raras
y abundantes respecto al resto de la muestra ?’°. La presencia de un
valor alto del indice de Shannon indica que una comunidad es diversa
y esté distribuida por igual, mientras que un valor bajo sefiala que una

comunidad es menos diversa y puede predominar un Ginico taxon 24!,

El analisis de la a-diversidad de la microbiota es una herramienta
importante para cuantificar la riqueza relativa y el componente
bacteriano de una comunidad determinada. Una pérdida de la
diversidad puede originar una dishiosis que repercuta sobre el sistema
inmunitario y facilite la proliferacion de patégenos 28282 Se ha
asociado niveles bajos de a-diversidad del microbioma humano con
patologias agudas graves (enteritis necrotizante por C. perfringens) y
crénicas (DM, HTA, Ell o cancer colorrectal) 223, La osteoporosis como
consecuencia del déficit de estrégenos es un proceso crénico en el
gue se produce un desequilibrio entre citocinas proinflamatorias frente
a antinflamatorias ® y la microbiota intestinal puede ser un factor
importante en su génesis *. La disminucién de la a-diversidad
observada en el grupo de fractura de cadera por fragilidad 6sea
coincide con trabajos recientes que analizan la microbiota intestinal
entre pacientes sanos y osteoporéticos 24®?’” y apoya la idea de que
una baja diversidad de la microbiota intestinal estd asociada con

estados de inflamacion y en consecuencia con la osteoporosis.
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La B-diversidad compara la cantidad de grupos bacterianos diferentes
entre las muestras. En esta investigacion, el grafico PCoA de B-
diversidad para cada nivel taxondmico muestra una poblacién mas
heterogénea en el grupo de fracturas de caderas. Tras realizar el
analisis estadistico, se aprecian diferencias significativas en todos los
indicadores de B-diversidad para cada nivel taxondmico. En estados
de ausencia de enfermedad, la microbiota intestinal presenta una alta
diversidad y uniformidad mientras que, en determinados procesos
patologicos del huésped, la diversidad de esta se caracteriza por ser
variable y poco abundante 3. Ademas, también se ha descrito que,
respecto a individuos sanos, la composicion de la comunidad
bacteriana y las respuestas inmunitarias estan significativamente
alteradas en individuos con Enfermedad inflamatoria intestinal,
Enfermedad de Alzheimer, Higado graso no alcohdlico y enfermedad
metabdlica 28428 Por tanto, resulta interesante que la heterogeneidad
de este estudio sea tan marcada ya que sugiere que esta alteracion
puede asociarse con un estado inmunitario proinflamatorio que facilite

la perdida 6sea y aumente el riesgo de fractura de cadera.

En este estudio, y al igual que otras patologias con una base
etiopatogénica inflamatoria, los cambios observados en la microbiota
de pacientes con fractura de cadera muestran una pérdida de la
diversidad y una mayor heterogeneidad respecto sujetos sanos. Estos
hallazgos contrastan con los resultados de 4 estudios publicados con
anterioridad. En ellos, no se encontraron diferencias significativas en
la a-diversidad ni en la B-diversidad tras comparar la microbiota
intestinal de individuos sanos y pacientes osteoporoéticos 236:275:276.278
Esta discrepancia puede deberse al criterio establecido para

diferenciar los grupos de estudio. Mientras que todos los estudios se
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basaron en la medicion de la densidad dsea para constituir los grupos
de comparacion, el presente estudio diferencia los grupos en funcion
de la presencia de fractura de cadera. De este modo, los hallazgos de
esta investigacion dan una vision mas precisa de la diversidad de la
microbiota intestinal pues permite comparar dos grupos de forma clara
y con relevancia clinica. No obstante, y aunque la determinacion de la
diversidad puede considerarse un biomarcador de enfermedad, debe

realizarse un analisis pormenorizado de la abundancia de los taxones.

Los hallazgos en el nivel del filo indican una disminucion significativa
de la relaciéon Firmicutes/Bacteoridetes en la microbiota intestinal de
pacientes con fractura de cadera. El filo Bacteroidetes esta constituido
por unas 7.000 especies de bacterias Gram-negativas diferentes y los
principales géneros son Bacteroides, Alistipes, Parabacteroides,
Porphyromonas'y Prevotella ?®”. Por su parte, el filo Firmicutes engloba
bacterias Gram-positivas que pertenecen principalmente a los géneros
Clostridium, Lactobacillus, Ruminococcus, Bacillus, y Enterococcus
288,289 Se considera que aproximadamente el 60% de las bacterias
intestinales pertenecen a los filos Bacteroidetes y Firmicutes 2*° y que
el mantenimiento de una proporcién equilibrada entre ambos filos se
ha asociado con la conservacion de la homeostasis intestinal. En la
Ell, la proporcion Firmicutes/Bacteroides se encuentra disminuida 2°7.
Ciertas bacterias que pertenecen al filo Firmicutes juegan un papel
clave en la nutricion y el metabolismo del huésped a través de la
sintesis de los AGCC, que entre otras propiedades actuan como
factores antiinflamatorios. En cambio, los componentes de
determinadas bacterias del filo Bacteroidetes, como los
lipopolisacaridos y la flagelina, potencian las reacciones inmunitarias

a través de la sintesis de citocinas 2%, La osteoporosis
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posmenopausica presenta numerosos fenémenos que la relacionan
con una enfermedad inflamatoria (aumento de citocinas IL-1, IL-6, IL-
17 y TNF-o- y del RANKL) 77, de manera que el déficit de estrogenos
establece un estado inflamatorio crénico que conduce a la pérdida
osea %°. Ademas, el envejecimiento se acompana de un aumento de la
respuesta inflamatoria que provoca una mayor sensibilidad del sistema
inmunitario intestinal del huésped hacia patrones moleculares
asociados a patogenos (PAMP) 23, De esta manera, se establece una
retroalimentacion inflamatoria intestinal que puede explicar por qué
cambios en la composicién de la microbiota intestinal, como los que
se presentan en este estudio, pueden estar relacionados en la génesis

y/o progresion de enfermedades como la osteoporosis.

De igual manera, los estudios que analizan los cambios de la
microbiota intestinal entre individuos sanos y pacientes con
osteoporosis describen un aumento del filo Bacteroidetes y una
disminucién de Firmicutes en los pacientes con osteoporosis 236:237:278,
Aunque los cambios en el nivel de filo de este estudio son interesantes
y sugieren que existe un tipo especifico de microbiota relacionado con
la enfermedad (asociacién de fractura de cadera), no pueden ser
utilizados como biomarcadores de esta. Se ha de recordar que dentro
de ambos filos se engloban géneros de bacterias que ejercen como
organismos patoégenos, comensales y no patégenos con diferentes
funciones. Asimismo, es necesario investigar los cambios de
composicién en los niveles de orden, familia, género y especie para

adquirir informacién mas precisa de los posibles biomarcadores.

En este estudio, las bacterias Bacteroidales suponen el orden mas
abundante y junto Oscillospirales y Lachnospirales representan mas

del 60% de todos los grupos bacterianos en total. Las Oscillospirales
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y Lachnospirales son ordenes que pertenecen a la clase Clostridia (filo
Firmicutes), suelen tener una importante presencia en la microbiota

intestinal humana 2** y se han asociado con el desarrollo éseo 2°°.

Al comparar las variaciones de abundancia bacteriana entre grupos,
puede observarse como los Bacteroidales y los Peptostreptococcales-
Tissierellales presentan un aumento porcentual significativo en los
pacientes con fractura. De igual manera, hay que destacar también,
que existe una disminucién considerable de los Oscillospirales y
Lachnospirales en el grupo patolégico. Estos resultados tienen
especial relevancia pues determinadas bacterias pertenecientes a
Oscillospirales y Lachnospirales estan asociadas con el aumento de la
produccion de butirato (AGCC) 2%, Los AGCC son producidos por la
microbiota intestinal a partir de la fermentacion de polisacaridos
complejos, como la fibra soluble usada como prebidticos, o fibra la
vegetal formada por almidén, celulosa, hemicelulosa y lignina que no
son digeribles por nuestro sistema digestivo, y entre otras
caracteristicas pueden aumentar la solubilidad y absorcién del calcio
a través de la acidificacion de la luz intestinal %*. Ademas, se ha
demostrado que el butirato es capaz de favorecer la formacion 6sea y
de inhibir la osteoclastogénesis al suprimir la via de sefalizacion
RANKL que como se sabe, induce la sintesis de citoquinas pro-
inflamatorias 230231297 |gualmente, los AGCC pueden afectar
indirectamente a la osteoclastogénesis regulando el nimero y la
funcion de los linfocitos Treg que estan asociados a la mucosa del

colon 2%,

Los cambios descritos en el nivel de orden de este estudio, son

similares a los observados en otros estudios que comparan poblacion
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sanas con pacientes con osteoporosis 23723928 De tal manera, se ha
observado un incremento de las Bacteroidales en los pacientes
osteoporéticos 2*” mientras que en los individuos sanos existe un
aumento de las bacterias englobadas en el orden Clostridiales 23278,
Cuando se analiza la abundancia relativa de las Clostridiales de este
estudio, llama la atencion el elevado porcentaje que muestran otros
trabajos 2328, Estas diferencias, independientemente de las
diferencias intrinsecas de las muestras poblacionales (region
geografica, dieta o estilo de vida), parecen estar condicionadas por el
tipo de clasificacion taxonémica filogenética realizada en el
procesamiento y andlisis de los datos moleculares. El primer paso en
la identificacion de una muestra desconocida, consiste en encontrar la
secuencia del gen 16S rRNA mas similar en las bases de datos de
secuencias internacionales con el fin de generar un arbol filogenético
que de una idea de la posicién filogenética de la secuencia ?*°. Las
principales bases de datos son: EMBL (http://www.ebi.ac.uk/),
EzTaxonm (http://www.ezbiocloud.net/), NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) y SILVA (https://www.arb-silva.de/).
Algunas de estas no estan filtradas y pueden originar clasificaciones
erréneas al agrupar microorganismos que comparten similitudes
morfoldgicas, pero no tienen en cuenta sus relaciones evolutivas 3%,
La base de datos utilizada en este trabajo ha sido SILVA 257, SILVA
utiliza secuencias de alta calidad y los resultados son mas fiables y
faciles de interpretar. Ademas, en los ultimos afios ha integrado los
avances de clasificacion y nomenclatura de la base de datos GTBD.
De esta manera, SILVA incluye dentro de la Clase Clostridia a los
6rdenes Lachnospirales, Oscillospirales, Peptostreptococcales-

Tissierellales o Christensenellales, mientras que otras bases de datos
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no hacen tal distincién y clasifican esos taxones en un Unico orden de
Clostridiales. A pesar de esto, los hallazgos en este nivel taxonémico,
en especial el aumento de Bacteroidales y descenso de Oscillospirales
y Lachnospirales, sugieren que puede existir un fenotipo de microbiota
asociado a la fractura de cadera con reduccion de la masa 0sea.

La microbiota intestinal esta influenciada por factores ambientales y
puede fluctuar con relativa facilidad. En el presente estudio se ha
determinado el nucleo del microbioma entre casos y controles para
definir la comunidad bacteriana que esta asociada constantemente a
los pacientes con fractura de cadera. Los géneros mayoritarios que
constituyen el nucleo del microbioma de los individuos sanos son
Bacteroides y Faecalibacterium y en los pacientes con fractura de

cadera son Porphyromonas, Bacteroides y Prevotella.

Bacteroides es un género de la familia Bacteroidaceae y son bacilos
anaerobios Gram-negativos. Principalmente se encuentran en el colon
y actian como comensales. Aunque tienen efecto beneficioso en el
huésped, cuando se altera la barrera intestinal algunas especies de
este género pueden desencadenar infecciones en forma de abscesos
o bacteriemia *'. Como consecuencia del proyecto del microbioma
humano y otros estudios metagendémicos, su taxonomia se ha
modificado drasticamente en las ultimas décadas y se han anadido
nuevas especies a su género 02303, En estados de disbiosis intestinal,
se ha asociado el aumento de determinados taxones de Bacteroides
a la DM, obesidad o enfermedad cardiovascular 3*4. Sin embargo,
existe controversia respecto a su relaciéon con la osteoporosis. Se ha
sugerido que el género Bacteroides puede tener un efecto positivo
sobre el metabolismo éseo y la disminucion de la incidencia de

fracturas por fragilidad 23°3%°, En contraste, se ha asociado el
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incremento de Bacteroides con el aumento de la respuesta
inflamatoria que desencadena la perdida de la masa 6sea y el
desarrollo de osteoporosis ?2%6238241.276278 | o5 hallazgos de este
estudio y la evidencia actual obligan a ser prudentes a la hora de
sefalar a este género bacteriano como biomarcador de fractura de
cadera en situaciones de fragilidad dsea y es necesario analizar las
especies que lo constituyen con el fin de alcanzar un resultado

relevante.

Prevotella (Orden Bacteroidales; Familia Prevotellaceae) es un género
diverso de bacilos cortos anaerobios Gram-negativos. Las especies de
Prevotella son unos comensales abundantes de la microbiota intestinal
humana que también estan presentes en la piel, cavidad oral y vagina.
Aungue no se ha descrito ninguna especie patégena, algunos de sus
miembros se han relacionado con enfermedades oportunistas,
vaginosis bacteriana o enfermedades inflamatorias autoinmunes. De
todas formas, todavia no esta claro el papel que desempefa dentro
del microbioma humano *%. El aumento de la abundancia de
determinadas especies de Prevotella se asocia a un incremento de la
inflamacién de la mucosa mediada por Th17. Esta inflamacion de la
mucosa favorece la diseminacion sistémica de mediadores
inflamatorios, bacterias y productos bacterianos y contribuye a
promover la inflamacién crénica en determinadas patologias 3. P,
timonensis, P. buccalis, y P. corporis pertenecen a grupos filogenéticos
distintos y aunque son muy prevalentes en el microbioma vaginal,
también estan presenten en el microbioma oral e intestinal %, Existen
resultados contradictorios respecto a la participacién de Prevotella en
el metabolismo 6seo. En estudios con animales se ha descrito que

facilita el desarrollo de la osteoporosis mediante la produccién de
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mediadores inflamatorios y la disminucion de AGCC 308309
Contrariamente, algunos estudios han demostrado que determinadas
cepas de Prevotella son mas abundantes en individuos sanos que en
pacientes osteoporoticos 235277, Es posible que Prevotella no sea el
unico género que participe en la inflamacion crénica ni en el desarrollo
de la osteoporosis y puede que especies especificas de Prevotella
presenten propiedades diferentes. De esta manera, los hallazgos del
presente trabajo respecto P. timonensis, P. buccalis, y P. corporis son
relevantes porque pueden aportar evidencia a la hora de encontrar

indicadores de patologia dentro de este género tan heterogéneo.

Tal como se ha detallado, las bacterias de las familias
Ruminococcaceae y Lachnospiraceae predominan en los pacientes
sanos de este estudio. Se ha descrito que los porcentajes de
Ruminococcaceae y Lachnospiraceae oscilan entre el 10 y el 45% de
la microbiota intestinal sana *'°. Diferentes estudios que comparan la
microbiota intestinal de pacientes osteoporéticos con la de individuos
sanos han demostrado que el descenso de la abundancia de
Ruminococcaceae aumenta el riesgo de desarrollar
osteoporosis?3*275311 E| acetato, el propionato y el butirato son AGCC
sintetizados por diferentes grupos bacterianos de la microbiota
intestinal a partir de la fibra vegetal no digerible. El acetato puede ser
producido por un amplio nimero de especies bacterianas mientras que
el butirato y propionato son generados por cepas mas especificas 312,
Algunas especies de la familia Ruminococcaceae se han relacionado
con la sintesis de propionato '3, mientras que el butirato es producido
por bacterias que pertenecen a las familias Eubacteriaceae,
Clostridiaceae, Ruminococcaceae y Lachnospiraceae 3'. Asimismo,

se ha documentado que en pacientes osteoporoticos se produce un
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descenso en la microbiota intestinal de las bacterias la familia
Lachnospiraceae y, en consecuencia, una pérdida de los beneficios
derivados de la produccion de butirato 236:240.273.275.305  Este descenso
en las bacterias Lachnospiraceae se ha constatado también en
pacientes con historial de fractura osteoporética o pacientes de edad
avanzada 3%. Por tanto, los hallazgos presentados en este estudio,
sugieren que tanto las familias Ruminococcaceae como
Lachnospiraceae ejercen un papel beneficioso en el metabolismo 6seo

y en la prevencion de la fractura de cadera.

Faecalibacterium es un género de bacterias que pertenece a la familia
Ruminococcaceae y son bacilos estrictamente anaerobios Gram-
positivos 3'°. Este género es comensal del tubo digestivo y supone uno
de los géneros mas abundantes de la microbiota intestinal,
constituyendo un 5%, de la poblacion total. Ademas, se considera que
es bastante prevalente en las poblaciones humanas de todo el mundo
ya que se ha detectado en el 85% de las muestras intestinales %'¢. Se
encuentra extendido por todo el tracto digestivo y su prevalencia esta
disminuida en recién nacidos y ancianos *'". Se considera que puede
desempenar el papel de taxéon clave en el mantenimiento de la
homeostasis intestinal mediante la estabilizacién de la microbiota
intestinal 3'8. Se ha demostrado que su concentracion varia entre
individuos sanos y pacientes con enfermedad inflamatoria intestinal y
su papel beneficioso parece estar asociado a las propiedades
antiinflamatorias de los AGCC que producen 3'°. Ademas, se ha
observado que la abundancia de algunas especies de
Faecalibacterium esta alterada en trastornos como sindrome del
intestino irritable, cancer colorrectal, obesidad, alteraciones

metabdlicas o desordenes hepaticos 3%°. Las bacterias del género
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Faecalibacterium pueden regular el metabolismo 6seo mediante la
produccion de acido butirico, de manera que pueden promover la
formacion de hueso e inhibir la resorcién osea ??°. El descenso de la
abundancia de Faecalibacterium observado en este estudio en
pacientes con fractura de cadera, coincide con la disminucion descrita
en otros trabajos que analizan la microbiota intestinal entre pacientes
sanos y osteoporoticos. En ellos, se ha descrito una correlacién

positiva entre masa 6sea y la abundancia de Faecalibacterium 2353,

Ruminococcus bicirculans pertenece al género Ruminococcus y son
cocos anaerobios Gram-positivos. Ruminococcus spp muestran una
abundancia constante en el intestino humano sano y se les atribuye
funciones de mantenimiento del entorno intestinal. En los ultimos afios
se han producido modificaciones en la taxonomia que han supuesto,
entre otros, la reasignacion taxonémica de un nuevo género Blautia 3
o el descubrimiento de R. bicirculans °*?. Esta especie de
Ruminococcus puede producir etanol, formiato y acetato fermentando
glucosa, celobiosa y almidon soluble 32, R. albus es la especie de
Ruminococcus mas cercana filogenéticamente a R. bicirculans y se ha
asociado su baja abundancia con la enfermedad inflamatoria intestinal
323 Se ha observado que, tras una intervencion nutricional mediante
suplementos dietéticos basados en taninos, se produjo un incremento
de la abundancia de R. bicirculans, Faecalibacterium prausnitzii,
Lachnospiraceae UCG 010, Lachnospiraceae NK4A136, Bacteroides
thetaiotaomicron y Bacteroides uniformis. Ademas, el incremento de
R. bicirculans y B. thetaiotaomicron se correlacioné positivamente con
el aumento de acetato y butirato 324, Asimismo, en otro estudio se ha
descrito el incremento de las bacterias Acidaminococcaceae,

Butyricicoccus, R. bicirculans, Ruminococcus bromii, Bifdobacterium
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dentium, Eubacterium hallii (Anaerobutyricum hallii) en la microbiota
intestinal de pacientes con insuficiencia renal crénica que fueron
tratados con Roxadustat, para tratar su anemia crénica. Junto estos
cambios en la abundancia de la microbiota intestinal, se observd un
incremento significativo de los AGCC en sangre, asi como un
descenso de factores inflamatorios como el TNF-a, IL-1 e IL-6 3%,
Hasta la fecha, no hay ningun estudio que haya descrito la asociacion
de R. bicirculans con trastornos del metabolismo 6seo. Sin embargo,
un estudio en ratas ha comprobado que Roxadustat promueve la
diferenciacién de osteoblastos y previene la pérdida de masa 6sea®%.
De esta manera, dada la considerable y significativa disminucion de la
abundancia R. bicirculans en la microbiota intestinal de pacientes con
fractura de cadera y la evidencia descrita previamente como
microorganismo productor de metabolitos antiinflamatorios, deberia
considerase la alteracion de R. bicirculans en pacientes con fractura

de cadera como indicador de patologia.

El incremento de Porphyromonadaceae (Orden Bacteroidales) en el
grupo de pacientes con fractura es un hallazgo interesante porque
hasta la fecha no se han descrito cambios de esta familia en la
microbiota intestinal de pacientes osteoporéticos. Muchas de las
especies de esta familia forman parte de la microbiota gastrointestinal
humana, aunque algunas especies se asocian habitualmente a
diversas infecciones humanas, especialmente las gingivales 3%,
Parece que diferentes procesos que cursan con una inflamacién
cronica sistémica puedan tener relacién con el incremento de dicha
familia. En pacientes cirréticos por esteatosis hepatica no alcohdlica,
la microbiota intestinal es significativamente diferente a la de sujetos

normales. En estos casos, se ha observado un incremento de la
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abundancia de las Porphyromonadaceae que se ha asociado a una
mayor respuesta de la inmunidad innata y de los LT Th17 3%,
Igualmente, hay evidencia de que la disbiosis intestinal puede estar
asociada a la carcinogénesis colorrectal, de manera que aumentan
algunas familias bacterianas, entre ellas Porphyromonadaceae.
Ademas, se ha demostrado que estos cambios van acompafados del
descenso de determinadas especies bacterianas que estan

englobadas en Ruminococcaceae y son productoras de butirato 32°.

Porphyromonas es un género de coco-bacilos estrictamente
anaerobios Gram-negativos 3°, Ademas de la asociacion en la génesis
del carcinoma colorrectal mencionada previamente, la presencia de
grandes cantidades de Porphyromonas en la cavidad oral y de
elevadas citocinas proinflamatorias se ha asociado con el desarrollo
de hipertension en pacientes con apnea obstructiva del suefio .
Algunos miembros de este género son bacterias autdctonas de la
cavidad oral de humanos y animales y otros se consideran verdaderos
patdgenos asociados a infecciones en humanas. Porphyromonas
gingivalis es un agente importante causal de la enfermedad
periodontal y posee multitud de mecanismos asociados a su superficie
celular que contribuye a su agresividad. Presenta el LPS,
hemaglutininas, fimbrias (importantes en la induccion de respuestas
inflamatorias inmunitarias y la resorcion 6sea alveolar), enzimas como
la gingipainas, toxinas y hemolisinas que desempefan un papel
importante en la destruccioén tisular, en la propagacién del organismo
a través de los tejidos y en la evasion de las defensas del huésped
301,332 Es mas, se ha sugerido que la inflamacion cronica que produce
dicha bacteria influye en otras enfermedades de tipo sistémico como

DM, trastornos cardiovasculares, Alzheimer, respiratorios o bajo peso
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al nacer 3%3% Es por ello que los hallazgos referentes a
Porphyromonadaceae del presente estudio son relevantes y sugieren
la oportunidad de indagar en los niveles inferiores con el fin de
fundamentar una asociacion con la fractura de cadera por fragilidad

Osea.

Aunque en menor proporcion, se ha encontrado un aumento
significativo de la familia Veillonellaceae en la microbiota intestinal de
pacientes con fractura de cadera. El incremento de este grupo
bacteriano se ha asociado con un mayor riesgo de osteoporosis 2%,
Ademas, se ha observado que en la microbiota intestinal de mujeres
con deficiencia de vitamina D, la proporcién de Veillonellaceae es

significativamente mas elevada que en pacientes sanos 3%.

Dialister es un género que pertenece a la familia Veillonellaceae y son
coco-bacilos anaerobios Gram-negativos. Se ha relacionado con
enfermedades infecciosas orales y podria estar involucrado en la
disminucion de la masa 6sea alveolar 3%, Ademas, el aumento de la
abundancia de este género se ha relacionado con el aumento de LPS
e IL-6 37338 En este estudio, se ha observado un incremento de
Dialister en los pacientes con fractura de cadera. Este hallazgo
concuerda con otro trabajo en el que se asocia el incremento de esta
poblacion con la disminucion de la masa 6sea y el aumento de riesgo

de osteoporosis 2%,

Peptoniphilus 'y Anaerococcus son generos de bacterias que
pertenecen a la familia XI de Peptostreptococcales-Tissierellales y son
cocos anaerobios Gram-positivos productores de butirato. Son
comensales de la microbiota intestinal y vaginal y se han asociado a

infecciones de piel y partes blandas en diabéticos y a infecciones
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osteoarticulares 3. El presente estudio ha mostrado un incremento
significativo de ambas abundancias en los pacientes con fractura de
cadera. Hasta la fecha no hay estudios que asocien el incremento de
ambas poblaciones con el metabolismo 6seo. El hecho de que ambos
sean productores de butirato (ACCG beneficioso para el metabolismo
6seo por sus caracteristicas antiinflamatorias) obliga a ser prudente
cuando se interpretan estos resultados. Por esta razén seria necesario
realizar un analisis mas discriminativo para poder establecer cierta
asociacion con el metabolismo 6seo e investigar su implicacién en la

génesis de la osteoporosis.

El importante incremento de Prevotella timonensis y Prevotella
corporis, Porphyromonas assacahralitica y Porphyromonas somerae
en la microbiota intestinal de pacientes con fractura de cadera junto el
incremento de la abundancia de otras especies como Dialister
propionicifaciens y el considerable descenso de R. bicirculans, sugiere
que existe un perfil de microbiota intestinal proinflamatoria que facilita

la activacion inmunitaria que participa en la osteoporosis.

2. Biomarcadores

“Los biomarcadores se definen como las variables de un proceso
biologico, ya sea fisiolégico o patologico, que se pueden medir
objetivamente y que proporcionan una informacion fiable sobre el
estado de ese proceso especifico en un momento concreto” 34°. Los
biomarcadores pueden ser variables moleculares, histologicas,
radiograficas o fisioldgicas. Al igual que ha sucedido en diversos

trastornos del organismo, se ha sugerido que el microbioma intestinal
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puede facilitar nuevos biomarcadores para el diagndstico y prondstico

de las alteraciones 6seas *'.

En el presente estudio, una vez se han identificado los cambios
taxondmicos significativos que se asocian a los pacientes con fractura
de cadera, se ha realizado un analisis LEfSe con el fin de determinar
los posibles biomarcadores de patologia. EI método del tamario del
efecto (LEfSe) del analisis discriminante lineal (LDA) se utiliza para
apoyar las comparaciones de clases de alta dimension en los analisis
metagendmicos. LEfSe determina las caracteristicas (organismos,
clados, unidades taxonémicas operativas, variantes de secuencias de
amplicones, genes o funciones) con mayor probabilidad de explicar las
diferencias entre clases mediante el acoplamiento de pruebas
estandar de significacion estadistica con pruebas adicionales que
codifican la coherencia biolégica y la relevancia del efecto. De esta
manera, se han identificado 4 6rdenes, 4 familias, 6 géneros y una
especie con significacion estadistica (p<0,05) y un alto tamafno del
efecto (LDA=5). Es especialmente relevante que los taxones que
presentan mayor puntuacion de LDA y actuan como indicadores de
ausencia de patologia (6rdenes: Oscillospirales y Lachnospirales,
familias Ruminococcaceae y Lachnospiraceae, géneros
Faecalibacterium, Subdoligranulum, Ruminococcus y Roseburia y
especie Ruminococcus bicirculans) son productores de AGCC.
También se debe destacar que los taxones incluidos como marcadores
de fractura de cadera (orden Bacteroidales, familia
Porphyromonadaceae, géneros Porphyromonas y Prevotella)

muestran un claro perfil proinflamatorio.
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Parte de los biomarcadores derivados de este estudio presentan
similitudes con otros publicados recientemente. Se ha asociado el
aumento del orden Bacteoroidales con la osteopenia y la osteoporosis
231216 De igual manera, se ha considerado como marcador de
osteoporosis al incremento de la familia de Prevotellaceae 2%, sin
embargo, se han sefialado a determinadas especies de Prevotella por
ejercer una labor favorable sobre el metabolismo odseo 277,
Paralelamente, un estudio que comparé la microbiota intestinal entre
pacientes sanos y osteopordéticos, sefiald a Lachnospiraceae vy
Ruminococcus sp. 5 1 _39BFAA por presentar una papel beneficioso
sobre la salud 6sea. No obstante, también se debe afiadir que en dicho
trabajo se describi6 como posible indicador de osteoporosis al

incremento de Ruminococcaceae 2.

Las variables clinicas y analiticas que han mostrado diferencias
significativas entre individuos sanos y pacientes con fractura de cadera
se les ha denominado metadatos. La realizacion de la matriz de
correlaciones entre los metadatos ha mostrado una correlacion inversa
muy significativa entre las variables que definen la Osteoporosis (Vit.
D, calcio total) con indicadores objetivos de perfiles de infeccion-
inflamacién-lesiones-estrés fisico (CPR, Leucocitos y Neutrdéfilos). De
acuerdo con la bibliografia actual 2%2**? se ha establecido una
correlacion positiva entre la CRP con la edad y los niveles plasmaticos
de PTH.

Los trastornos con base inflamatoria crénica como la enfermedad del
higado graso no alcohdlico, Alzheimer u obesidad se han asociado a
cambios en la microbiota intestinal que muestran un perfil

proinflamatorio 343347, Ademas, se ha demostrado que en este tipo de
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pacientes se produce una pérdida de masa 6sea %35!, Los cambios
de los indicadores de inflamacion y la microbiota intestinal en
pacientes con fractura de cadera observados en este estudio
concuerda con los hallazgos observados en estos trastornos
inflamatorios crénicos y refuerzan la idea de que la fractura de cadera
y la osteoporosis tienen una base inflamatoria crénica que puede estar

influenciada por un cambios en la microbiota intestinal.

En el presente estudio se han obtenido una serie de biomarcadores de
microbiota intestinal que podrian ser utiles para establecer las bases
de nuevos factores de riesgo del desarrollo de la fractura de cadera.
Es cierto que la microbiota intestinal esta sujeta a continuos cambios
que pueden alterar la composicidn de la misma. Frente a ello, se ha
evaluado con pruebas de abundancia diferencial la microbiota
intestinal, se ha identificado el nucleo del microbioma y se ha realizado
un analisis de LefSe entre ambos grupos de estudio. Ademas, y para
dar mayor consistencia a estos resultados, se han analizado las
variables clinicas y analiticas que pueden influir en el proceso
patoldégico con dichos cambios bacterianos. Para ello, se ha realizado
un analisis de correlaciones de los metadatos con los diferentes

taxones microbianos.

La realizacion de estudios multiomicos entrafia cierta complejidad y la
utilizacion de test estadisticos convencionales puede arrojar
resultados espurios. Las correlaciones de los cambios de microbiota
intestinal con las variables sistémicas pueden estar sujetos a factores
de confusién como la edad, la medicacion o el indice de masa corporal
%2 La funciobn MetadeconfoundR se ha empleado en esta

investigacion con el fin de encontrar las distintas correlaciones entre la
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microbiota intestinal y los metadatos y, ademas, detectar los posibles
efectos de confusién. Los resultados obtenidos confirman la
correlacion negativa de un grupo de bacterias bien definido que
pertenecen mayoritariamente a las familias Ruminococcaceae y
Lachnospiraceae con la fractura de cadera. Aparte de la clara relacién
de Ruminococcus bicirculans y Faecalibacterium ya mencionada
previamente, destacan la presencia de Blautia, Anaerostipes,
Agathobacter, Dorea, Subdoligranulum, Roseburia y Eubacterium
halli. Se ha descrito previamente la disminucién de Blautia,
Anaerostipes,  Agathobacter, = Roseburia  (pertenecientes a
Lachnospiraceae) y Subdoligranulum (Ruminococcaceae) en la
microbiota intestinal de pacientes con osteoporosis 23%237:240.276.353 E|
género Dorea (Lachnospiraceae) esta considerado beneficioso para la
salud ésea **y se ha demostrado la disminucion de su poblaciéon en
pacientes con osteoporosis ?4'. Se ha comprobado que bacterias del
género Blautia pueden generar AGCC a partir de fibra vegetal y son

capaces de modular la respuesta inmunitaria de los Treg 3%.

Paralelamente, existe una correlacion positiva de Porphyromonas spp
con los pacientes que presenta fractura de cadera y con el incremento
de la CRP. Hay que recordar que, aunque la CRP puede ser un factor
de confusidn, sus correlaciones con los grupos bacterianos son reales
y deben considerarse. De hecho, esta vinculacién tan intensa entre
presencia de la enfermedad e incremento de la CRP subraya ain mas
el estado inflamatorio sistémico que presentan los pacientes con
fractura de cadera. Por tanto, estos resultados confirman la relacién

entre Porphyromonas y el estado proinflamatorio de estos pacientes.
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Aunque existen estudios que relacionan determinados cambios en el
microbioma intestinal con la osteoporosis, todavia no existe un
consenso que establezca un patobioma caracteristico. Los resultados
de este estudio deberian tenerse en cuenta a la hora de buscar los
biomarcadores de microbiota en la patologia ésea por representar una
poblacion definida con un trastorno clinico relevante (fractura de
cadera), coincidir en gran parte con los cambios de microbiota
publicados y haber realizado un analisis exhaustivo de la microbiota

que incluye la correlacion con variables clinicas y analiticas.

3. Limitaciones

A pesar de extraer conclusiones relevantes, asumimos que este
estudio cuenta con varias limitaciones. Puede parecer que el tamafio
de la muestra sea pequefio, pero hay que remarcar que es el Unico
trabajo que establece una asociacion entre microbiota intestinal y

pacientes que han sufrido una fractura de cadera.

El disefio del presente estudio es de casos-control, de modo que los
resultados del estudio pueden demostrar asociacién, pero no
causalidad. Sin embargo, el enfoque de un estudio casos-control es el
mas apropiado en el abordaje inicial de la investigacibn de una
asociacion y puede abrir la puerta a estudios de cohortes que
confirmen la hipotesis planteada por nuestro estudio. Adicionalmente,
es posible que por la naturaleza del disefio del estudio (casos-control)
los efectos de asociacion estén magnificados en los pacientes que
ingresan en el hospital (sesgo de Berkson). Sin embargo, creemos que
el impacto de este sesgo en la fractura de cadera sera minimo ya que

en estos pacientes no hay gradacion en la intensidad de la enfermedad
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(fractura de cadera) y es poco probable que una fractura de cadera

tenga la levedad sintomatica para evitar su ingreso.

Por ultimo, independientemente de haber realizado un disefio con
criterios de inclusion y exclusion restrictivos, hemos encontrado que la
discrepancia de edad puede suponer una limitacion a la hora de
interpretar nuestros resultados. No obstante, se ha confirmado que los
resultados de las correlaciones realizadas con MetadeconfoundR
cuando se ajusta por edad apenas varia respecto a los obtenidos sin
dicho ajuste. Ademés, y dadas las grandes diferencias
interindividuales en la microbiota intestinal de las personas mayores,
es dificil definir cual es la microbiota intestinal tipica de las personas
mayores o0 establecer en que intervalos de edad se producen los

cambios sustanciales en la abundancia bacteriana3°6-3%8,

4. Relevancia y aplicabilidad de los resultados

La eventual relacion de la microbiota intestinal humana en la patogenia
de la osteoporosis y la incidencia de fractura de cadera por fragilidad
no habia sido explorada previamente. En este estudio se ha observado
una marcada diferencia en la composicién de la microbiota intestinal
entre los pacientes ancianos con fractura de cadera en comparacion

con ancianos sin fractura por fragilidad.

En la actualidad existe incertidumbre sobre los factores de riesgo
predictores de fractura de cadera en el anciano. Por otra parte, el
tratamiento actual de la osteoporosis tiene un impacto pequefio en la
prevencion de fracturas de cadera. Asi, por ejemplo, el NNT de la toma
de bifosfonatos durante un afo para evitar una fractura de cadera es

de 175. Por este motivo es imperativo buscar tratamientos con
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enfoque innovadores que mejoren los resultados de los tratamientos

convencionales en la prevencion de fracturas por fragilidad.

Los resultados de este estudio permiten plantear nuevas estrategias
preventivas y terapéuticas de la osteoporosis. De acuerdo a los
resultados de esta investigacion, puede considerarse la realizaciéon de
PCR cuantitativa de las muestras para confirmar los biomarcadores
mas caracteristicos de este estudio. Con los estudios vy
comprobaciones pertinentes, la PCR cuantitativa a tiempo real (RT-
gPCR) podria confirmar los ASV asociados a riesgo de fractura en
muestras fecales de ancianos osteoporoticos con el fin de implementar

las medidas preventivas de fractura de cadera por fragilidad 6sea.

Por su parte, la asociacién demostrada entre una microbiota alterada
y la presencia de fractura de cadera justifica la realizacién de un
estudio de cohortes prospectivo (mas caro y costoso que el presente

disefio de casos-control) que confirme la causalidad.

En este estudio se ha demostrado una clara asociacion entre la
ocurrencia de fractura osteoporética de cadera con cambios en la
diversidad de la microbiota intestinal. Un estado de inflamacion cronica
sistémica puede producir una alteracién en la microbiota intestinal y
esta a su vez puede perpetuar dicho estado inflamatorio. En estos
casos, puede plantearse actuaciones que favorezcan la competencia
de determinados grupos bacterianos con accion antiinflamatoria.
Evidencias recientes provenientes de investigacion basica
demuestran el papel modulador de la microbiota intestinal en la
homeostasis 6sea y en la aparicion de osteoporosis. Es posible que la

aplicacion de tratamientos moduladores de la microbiota intestinal
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como el uso de probidticos disminuya el riesgo de fracturas

osteopor6tica en poblacién anciana.

Igualmente, los estudios en los que se modifica la dieta pueden aportar
evidencia al evaluar los cambios que se producen a largo plazo en la
microbiota intestinal de pacientes susceptibles de sufrir una fractura
de cadera por fragilidad y permiten analizar la reduccién del riesgo de
fractura. En este estudio no se han encontrado diferencias
significativas entre grupos respecto a la adhesion a la dieta
mediterrdnea. No obstante, existen determinadas variables como la
exposicion a fibra soluble no digerible o la administracion de dietas
vegetarianas (o con alto contenido en vegetales) que influyen sobre la
microbiota intestinal y pueden modificarse en los grupos de estudios
con el fin de establecer diferencias entre los grupos que modulen la

microbiota intestinal.

De manera mas interesante, este estudio da justificacion a un ensayo
clinico que evalle la modificacion dietética o mediante probidticos de

la microbiota intestinal en la reduccion del riesgo de fractura de cadera.

Los resultados de este estudio pueden contribuir al cambio del
paradigma de tratamiento de la osteoporosis y de los factores de

riesgo de fractura por fragilidad.
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Conclusiones finales

Los pacientes con fractura de cadera en comparacion con
sujetos sin fractura muestran cambios significativos en la
microbiota intestinal, tanto en la diversidad como en la

abundancia bacteriana.

La diversidad de la microbiota intestinal de pacientes con fractura
de cadera presenta una menor rigueza de taxones y es mas

heterogénea que los sujetos sanos.

Se han identificado dos grandes cambios en los pacientes con
fractura de cadera. Por un lado, ha disminuido un grupo
numeroso de bacterias productoras de &cidos grasos de cadena
corta (AGCC) mientras que, por otro, se han incrementado otras

bacterias que presentan un claro perfil inflamatorio

Las familias Ruminococcaceae y Lachnospiraceae son las que
mas han disminuido su abundancia en los pacientes con fractura
de cadera. Los géneros mas afectados han sido
Faecalibacterium, Subdoligranulum, Ruminococcus, Roseburia,

Agathobacter, Eubacterium, Blautia y Dorea.

Los géneros Prevotella y Porphyromonas han experimentado un
incremento en los pacientes con fractura de cadera, siendo estos
tltimos los que mayor correlacion han presentado con la
enfermedad y con el incremento del marcador de inflamacién
CRP.
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6. Estos cambios en la microbiota intestinal pueden sentar las
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bases de la busqueda de nuevos biomarcadores microbianos
que en un futuro sirvan para establecer prondstico y evolucién
de una fractura de cadera, asi como para investigar el efecto
de la modificacién de la microbiota intestinal en la prevencién

de fracturas por fragilidad.
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Cuaderno de recogida de muestras

CUADERNO DE RECOGIDA DE DATOS MICROBIOTA INTESTINAL ASOCIADOS A FRACTURA DE
CADERA

CODIGO IDENTIFICACION PACIENTE

FRC

ESTUDIO DE CASOS CONTROL

r*Criterios Inclusion:
- Mayor de 70 afies
—  Escala de Barthel = 30 puntos
— Ausencia de fractura de

=*Criterios Exclusidn:
—  Vacunacion dlimes 6 meses
- Inmunodeficiencia
—  Enfermedad autoinmune
—  Infeccion aguda
—  Tratamiento ATE en las 2 semanas previas

cadera previa —  Tratamiento activo (guimicterapia o radioterapia) para cualguier neoplasia
- Deterioro cognitive moderado-seven iderado (GDS = 5)
—  Cirugia u hospitalizacion por cualguier mofivo en los ditimos 3 meses

DATOS PACIENTE

Sexo: M (D) F(1)
Fecha nacimiento:
Peso(kg): Talla(m): IMC(Kg/m®):
Fecha Ingreso: Fecha Intervencion: Fecha Alfa:
Crigen del paciente
—  Vive en su domicilic solo (0)
— Vive en su domicilic con parejafamilia (1)
— Residencia (2)
— Vive en caza de ofros familiares (3)
DIAGNOSTICO
Lateralidad: D{0) (1)
Fraciura cadera Artrogis (Arroplastia)
—m Fractura subcapital m Caoxartrosis
1] Fractura perirocantérea I-T] Gonartrosis
Fractura persubtrocantérea

ANTECEDENTES
Problema metabdlico/médico subyacente:
DM (0) DL (1) HTA (2) Otros (especificar)
Obesidad No (0} Si (1)
Fumador Mo (0) Si (1)
Consumo farmacos dltime afio
Antibicticos Mo (0) Si (1)
Tipo:
Fecha inicio administracion:
Fecha fin administracion:
Oiros:
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VARIABLES ANALITICAS (ingreso)

BIOQUIMICA HORMONAS
Glucosa TSH
Urea 25 OH Vitamina D
Creatinina PTH - Parathormona
Filtrado Glomerular e. (CKD-EPI) Somatomedina C (IGF-1)
Colesterol total HEMATOLOGIA GENERAL
Proteinas Totales Hemoglobina
Albimina VSG
Fosfatasas alcalinas Leucocitos
Sodio Neutrofilos
Potasio Linfocitos
Calcio total Monocitos
Fésforo inorganico Eosinofilos
Proteina C reactiva Basofilos
Plaquetas
PROCEDIMIENTO ANESTESICO
General (0) Raquidea (1) ALR (2) Otro (3) No precisa (4)
PROCEDIMIENTO QUIRURGICO
Osteosintesis:
Enclavado:  Modelo Longitud [ Diametro | ACD* | Tornillo/lamina_ | Tornillo distal | cerclaje
PENA
Gamma
Otros
RAFI *ACD: angulo cervicodiafisario
Protesis
Rodilla: Modelo
Femur CR(0)  PS(1)
Tamafio
Tibia  Tamafio
Polietileno Tamafio
Rotula No(0)  Si(1)
Cadera
Parcial/Bipolar
Total: Modelo
Cotilo  Tamafio Fijacion
Press fit (0) Tornillo(1) Cemento(2)
Inserto Polietileno (0)  Ceramica (1)
Vastago: Cementado: No(0) Si(1)
Cabeza: Tamaiio/cuello
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CUESTIONARIO DE ADHERENCIA A LA DIETA MEDITERRANEA

1 ¢Usa usted el aceite de oliva como principal grasa para cocinar?
Si(1)
No (0)

2 ¢ Cuénto aceite de oliva consume en total al dia (incluyendo el usado para freir, el de las comidas fuera de casa, las
ensaladas, etc.)?

Dos o més cucharadas (1)

Menos de dos cucharadas (0)

3 ¢ Cuéntas raciones de verdura u hortalizas consume al dia? (las guarniciones o acompafiamientos contabilizan como media
racion)

Dos o més al dia (al menos una de ellas en ensaladas o crudas) (1)

Menos de dos raciones al dia (0)

4 ¢ Cuéntas piezas de fruta (incluyendo zumo natural) consume al dia?
Tres o mas al dia (1)
Menos de tres al dia (0)

5 ¢ Cuéntas raciones de carnes rojas, hamburguesas, salchichas o embutidos consume al dia (una racion equivale a 100-150 gr)?
Menos de una al dia (1)
Mas de 1 raci6n al dia (0)

6 ¢ Cuantas raciones de mantequilla, margarina o nata consume al dia (una porcién individual equivale a 12 gr)?
Menos de una al dia (1)
Mas de 1 racién al dia (0)

7 ¢Cuéntas bebidas carbonatadas y/o azucaradas (refrescos,colas, tonicas, bitter) consume al dia?
Menos de una al dia (1)
Mas de 1 al dia (0)

8 ¢Bebe vino? ¢ Cuanto consume a la semana?
Tres 0 mas vasos por semana (1)
Menos de tres a la semana (0)

9 ¢ Cuéntas raciones de legumbres consume a la semana (una racion o plato equivale a 150 gr)?
Tres 0 mas por semana (1)
Menos de tres a la semana (0)

10¢ Cuéntas raciones de pescado o mariscos consume a la semana (un plato, pieza o racién equivale a 100-150 gr de pescado
6 4-5 piezas de marisco)?

Tres 0 mas por semana (1)

Menos de tres a la semana (0)

11 ¢ Cuéntas veces consume reposteria comercial (no casera) como galletas, flanes, dulces o pasteles a la semana?
Menos de tres por semana (1)
Mas de tres a la semana (0)

12 ¢ Cuéntas veces consume frutos secos a la semana (una racién equivale a 30 gr)?
Una o mas por semana (1)
Menos de una a la semana (0)

13 ¢ Consume preferentemente carne de pollo, pavo o conejo en vez de ternera, cerdo, hamburguesas o salchichas (carne de
pollo: una pieza o racién equivale a 100-150 gr)? (0)

Si (1)

No (0)

14 ¢ Cuéntas veces a la semana consume los vegetales cocinados, la pasta, el arroz u otros platos aderezados con una salsa
de tomate, ajo, cebolla o puerro elaborada a fuego lento con aceite de oliva (sofrito)?

Dos o més por semana (1)

Menos de dos a la semana (0)
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INDICE COMORBILIDAD CHARLSON. Total:

Infarto de miocardio: debe existir evidencia en la historia clinica de que el paciente fue por ello, o bien evidencias de que existieron cambios en enzimas y/o en ECG

Insuficiencia cardiaca: debe existir historia de disnea de esfuerzos y/o signos de cardiaca en la 6n fisica que al con
digital, diuréticos o vasodilatadores.Los pacientes que estén tomando estos tratamientos, pero no podamos constatar que hubo mejoria clinica de los sintomas y/o signos, no se incluiran como
tales

Enfermedad arterial periférica: incluye claudicacion intermitente, intervenidos de by-pass arterial periférico,isquemia arterial aguda y aquellos con aneurisma de la aorta
(toracica o de > 6 cm de didmetro

Enfermedad cerebrovascular: pacientes con AVC con minimas secuelas o AVC transitorio

Demencia: pacientes con evidencia en la historia clinica de deterioro cognitivo crénico

Enfermedad respiratoria crénica: debe existir evidencia en la historia clinica, en la i6n fisicay en 6 de cualquier
crénica, EPOC y asma

Enfermedad del tejido conectivo: incluye lupus, itis, enf. mixta, polimialgia reumatica, arteritis cel. gigantes y artritis

Ulcera gastroduodenal: incluye a aquelios que han recibido por un ulcus y aquellos que tuvieron sangrado por Glceras

Hepatopatia crénica leve: sin evidencia de hipertension portal, incluye pacientes con hepatitis cronica

Diabetes: incluye los tratados con insulina o pero sin tardias, no se incluiran los tratados (i con dieta
Hemiplejia: evidencia de hemiplejia o paraplejia como de un AVC u otra condicién

Insuficiencia renal crénica incluye pacientes en didlisis, o bien con > 3 mgldl obj de forma repetida y mantenida
Diabetes con lesion en 6rganos diana: evidencia de retinopatia, neuropatia o nefropatia, se incluyen también de i 0

Tumor o neoplasia sélida: incluye pacientes con cancer, pero sin

Leucemia: incluye leucemia mieloide crénica, leucemia linfatica crénica, policitemia vera, otras leucemias cronicas y todas las leucemias agudas

Linfoma: incluye todos los linfomas, y mieloma

Hepatopatia crénica moderada/severa: con evidencia de nsion portal (ascits, varices o

Tumor o neoplasia sélida con metéstasis

Sida definido: no incluye

GLOBAL DETERIORATION SCALE (GDS)

(0) Ausencia de quejas subjetivas y de trastornos evidentes de memoria.

(1) Olvidos subjetivos, pero con exploracién normal (Olvido donde ha colocado objetos
familiares, o nombres bien conocidos por todos)

3. (2) Dificultad en el trabajo, en la comunicacién verbal o al recorrer lugares poco familiares;
detectable por la familia; déficit sutil de memoria en la exploracion

1.
2.

10s

recientes.

5. (4) Necesita ayuda para elegir la ropa; desorientacion en tiempo o espacio; recuerda peor el
nombre de sus nietos

6. (5) Necesita supervision para comer y asearse, posible incontinencia; desorientacién en tiempo,
espacio y posiblemente en identidad

7. (6) Pérdida importante de la capacidad verbal, incontinencia y rigidez motora.
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INDICE DE BARTHEL (actividades basicas de la vida diaria)

Alimentacion
10 Independiente

5 Necesita ayuda: por ejemplo, para cortar, extender la
mantequilla, etc.

0 Dependiente: necesita ser alimentado.

Miccién
10 Continente, ningun accidente: seco dia y noche. Capaz

de usar cualquier dispositivo (catéter). Si es necesario, es
capaz de cambiar la bolsa.

5 Accidente ocasional: menos de una vez por semana.
Necesita ayuda con los instrumentos.
0 Incontinente

Lavado (bafio)

5 Independiente: capaz de lavarse entero; puede ser
usando la ducha, la bafiera o permaneciendo de pie y
aplicando la esponja por todo el cuerpo.Incluye entrar y salir
de la bafiera sin estar una persona presente.

0 Dependiente: necesita alguna ayuda

Retrete

10 Independiente: entra y sale solo. Es capaz de quitarse y
ponerse la ropa, limpiarse, prevenir el manchado de la ropa,
vaciar y limpiar la cufia. Capaz de sentarse y levantarse sin
ayuda. Puede utilizar barras de soporte.

5 Necesita ayuda: necesita ayuda para mantener el
equilibrio, quitarse o ponerse la ropa o limpiarse.
0 Dependiente: incapaz de manejarse sin asistencia mayor

Vestido

10 Independiente: capaz de ponerse, quitarse Y fijar la
ropa. Se ata los zapatos, abrocha los botones, etc. Se coloca
el braguero o el corsé si lo precisa.

5 Necesita ayuda: pero hace al menos la mitad de las
tareas en un tiempo razonable.
0 Dependiente: incapaz de manejarse sin asistencia mayor

Traslado sillén-cama

15 Independiente: no necesita ayuda. Si utiliza silla
deruedas, lo hace independientemente.

10 Minima ayuda: incluye supervision verbal o pequefia
ayuda fisica (p. ej., la ofrecida por el cényuge).

5 Gran ayuda: capaz de estar sentado sin ayuda, pero
necesita mucha asistencia para entrar o salir de la cama.

0 Dependiente: necesita gria o alzamiento completo por
dos personas. Incapaz de permanecer sentado

Aseo

5 Independiente: realiza todas las tareas personales
(lavarse las manos, la cara, peinarse, etc.). Incluye afeitarse y
lavarse los dientes. No necesita ninguna ayuda. Incluye
manejar el enchufe si la maquinilla es eléctrica.

0 Dependiente: necesita alguna ayuda

Deambulacion

15 Independiente: puede usar cualquier ayuda (prétesis,
bastones, muletas, etc.), excepto andador. La velocidad no es
importante. Puede caminar al menos 50 m o equivalente sin
ayuda o supervision.

10 Necesita ayuda: supervision fisica o verbal, incluyendo
instrumentos u otras ayudas para permanecer de pie.
Deambula 50 m.

5 Independiente en silla de ruedas: propulsa su silla de
ruedas al menos 50 m. Gira esquinas solo.

0 Dependiente: requiere ayuda mayor.

Deposicién
10 Continente, ningln accidente: si necesita enema o
supositorios se arregla por si solo.

5 Accidente ocasional: raro (menos de una vez por semana),
0 necesita ayuda para el enema o los supositorios.
0 Incontinente

Escalones

10 Independiente: capaz de subir y bajar un piso de
escaleras sin ayuda o supervision, aunque utilice barandilla o
instrumentos de apoyo.

5 Necesita ayuda: supervision fisica o verbal.
0 Dependiente: necesita alzamiento (ascensor) o no puede
salvar escalones.
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INDICE DE LAWTON (actividades instrumentales de la vida diaria)

CAPACIDAD PARA USAR EL TELEFONO:

LAVADO DE LA ROPA(SOLO MUJERES):

Prepara, calienta y sirve las comidas, pero no sigue una dieta
adecuada 0

Necesita que le preparen y sirvan las comidas 0

Utiliza el teléfono por iniciativa propia 1 | Lava por si solo toda su ropa 1
Es capaz de marcar bien algunos nimeros familiares 1 | Lava por si solo pequefias prendas 1
Es capaz de contestar al teléfono, pero no de marcar 1 | Todo el lavado de ropa debe ser realizado por otro 0
No es capaz de usar el teléfono 0
HACER COMPRAS: USO DE MEDIOS DE TRANSPORTE:
Realiza todas las compras necesarias independientemente 1 | Viaja solo en transporte publico o conduce su propio coche 1
Realiza independientemente pequefias compras 0 | Es capaz de coger un taxi, pero no usa otro medio de
L . ; transporte 1
Necesita ir acompafiado para hacer cualquier compra 0
. Viaja en transporte publico cuando va acompafado por otra

Totalmente incapaz de comprar 0

persona

Sélo utiliza el taxi o el automévil con ayuda de otros 0

No viaja ¢
PREPARACION DE LA COMIDA (SOLO MUJERES): RESPONSABILIDAD RESPECTO A SU MEDICACION:
Organiza, prepara y sirve las comidas por si solo Es capaz de tomar su medicacién a la hora y con la dosis
adecuadamente 1 | correcta 1
Prepara adecuadamente las comidas si se le proporcionan Toma medicacion si la dosis le es preparada previamente 0
los ingredientes 0

No es capaz de administrarse su medicacion 0

CUIDADO DE LA CASA (SOLO MUJERES):

Mantiene la casa solo o con ayuda ocasional (para trabajos
pesados)

Realiza tareas ligeras, como lavar los platos o hacer las

camas 1
Realiza tareas ligeras, pero no puede mantener un adecuado
nivel de limpieza 1
Necesita ayuda en todas las labores de la casa 1
No participa en ninguna labor de la casa 0

MANEJO DE SUS ASUNTOS ECONOMICOS:

Se encarga de sus asuntos econémicos por si solo 1
- Realiza las compras de cada dia, pero necesita ayuda en

las grandes compras, bancos... 1
- Incapaz de manejar dinero 0
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Matrices de correlaciones
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Tabla 18. Matriz de correlacion de las variables aplicando el test de Spearman
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Edad

Urea

Filtrado Glomerular

Colesterol total

Albamina

caldo

Per

vit.o

PTH

Hemoglobina

Leucocitos

Neutrofilos

Lnfacitos

Monocitos

DA+ 12+ FNg-

D+ IL2+IFNEs

D2 IL21FNg:

DA 12PN+

D2+ TNFas IFNg-

DA+ TNFas IFNg+

CDAs TNFa-IFNg-

DA TNFa-IFNgs.

OB IL2+ PN

CoBHIL2+ FNg+

OB 121FNg-

OB+ 12PN+

OB+ TNFas IFNg-

OB TNFas IFNgH

DB TNFa-IFNg-

OB+ TNFa-IFNgs

Edad

00353

0509

o038

00161

07067

00s51

00163

03007

00152

00023

00109

023

Urea

00022

00237

00155

o168

00096

0,009

05631

04086

01561

03173

05202

08378

o

0505

05665

05826

0366

0209

05068

Filtrado
Glomerular

o

00209

01001

01950

o018

01326

o077

0003

o037

02398

oa7s

0084

08614

05698

o072

00343

03019

06065

0235

02747

o1

00545

02226

Colesterol
total
00976
00237

00209

00002
0,0003

o001

0,006

09295

06053
03646

06146

04695
05768
03953
o7
os178

05069

o862
08208
07611

o417

Albimina

0,003

00155

01001

00002

00041

00205

03338

0609

01376

02096

o7ms.

01427

03937

03952

05329

01665

02047

02676

Calcio

00157

o164

01954

00003

04572

02174

01028

09391

02733

00895

02723

0599

0773

0246

0269

o571

01316

02029

00012

00096

00182

o001

0,0099

00084

02025

00332

o023

00048,

00326

00007

01733

0,001

o007

o874

07023

09231

07925

08087

06047

0432

08345

05865

08182

0977

07638

07671

05328

01226

0215

04252

029

o011

09156

01572

0752

05095

00609

02514

0556

Hemoglobina Leucocitos

0157

00559

0173

01858

02852

05573

0104

03802

02431

01827

01453

00a13

02235

00038

00045

00007

00004

00002

00001

03053

025711

08097

00723

03495

09269

03161

00402

Neutrofilos

00009

00167

00025

00006,

00001

o007

o007

04313

05673

03958

01624

06997

03326

00614

00u19

0418

03329

oeam

0338

o1

02551

01105

o147

Unfocitos

04628

08318

04077

09295

08562

0909

02856

08714

09107

05525

06011

04313

02697

00004

00083

00002

00004

00004

00051

00071

Monocitos

00353

00092

0003

01521

08654

05261

04193

05225

onn

01665

0375

01393

ou1

coariL2e
1FNg-

05099

05631

03774

03338

06023

07023

07671

02052

00148

02002

00559

01267

0035

09785

00083

0,008

00001

00064

00005

00016

coariLze
IPNge

03284

0,408

0609

04572

02697

09231

05328

05573

03058

00003

05261

00031

007

0008

01724

0495

00141

03562
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Tabla 19. Significacion estadistica de la matriz de correlacion de las variables
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Tabla Taxones tras analisis con MetadeconfoundR

Filo Clase Orden Familia Género Especie
spl4 Firmicutes Clostridia Oscillospirales Ruminococcaceae Faecalibacterium Faecalibacterium
sp20 Firmicutes Clostridia Oscillospirales Oscillospiraceae UCG-002 uncultured rumen
sp23 Bacteroidota Bacteroidia Bacteroidales Porphyromonadaceae Porphyromonas Porphyromonas
sp24 Firmicutes Clostridia Oscillospirales Ruminococcaceae Subdoligranulum Subdoligranulum
sp26 Firmicutes Clostridia Lachnospirales Lachnospiraceae Agathobacter Agathobacter
sp34 Firmicutes Clostridia Lachnospirales Lachnospiraceae Roseburia Roseburia
sp36 Firmicutes Clostridia Oscillospirales Ruminococcaceae Ruminococcus Ruminococcus bicirculans
sp51 Firmicutes Clostridia Lachnospirales Lachnospiraceae
sp52 Firmicutes Clostridia Lachnospirales Lachnospiraceae Dorea Dorea
sp73 | Fusobacteriota Fusobacteriia Fusobacteriales Fusobacteriaceae Fusobacterium Fusobacterium
sp78 Firmicutes Clostridia Lachnospirales Lachnospiraceae Blautia Blautia
sp80 Firmicutes Clostridia Lachnospirales Lachnospiraceae Fusicatenibacter Fusicatenibacter
sp8l Firmicutes Clostridia Oscillospirales Oscillospiraceae UCG-003 UCG-003
sp89 Bacteroidota Bacteroidia Bacteroidales Porphyromonadaceae Porphyromonas Porphyromonas uenonis
sp96 Firmicutes Clostridia Lachnospirales Lachnospiraceae Lachnospira uncultured bacterium
spl18 Firmicutes Clostridia Oscillospirales Oscillospiraceae NK4A214 NK4A214 group
spl19 Firmicutes Bacilli Erysipelotrichales Erysipelotrichaceae Holdemanella Holdemanella
spl120 Firmicutes Clostridia Oscillospirales Oscillospiraceae UCG-002 uncultured bacterium
spl22 Firmicutes Clostridia Monoglobales Monoglobaceae Monoglobus Monoglobus
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Erysipelotrichaceae UCG-

spl28 Firmicutes Bacilli Erysipelotrichales Erysipelatoclostridiaceae Erysipelotrichaceae 003
spl42 Firmicutes Clostridia Christensenellales Christensenellaceae Christensenellaceae uncultured prokaryote
spl87 Firmicutes Clostridia Lachnospirales Lachnospiraceae Anaerostipes Anaerostipes
sp202 Firmicutes Clostridia Lachnospirales Lachnospiraceae Lachnospiraceae Lachnospiraceae UCG-004
sp205 Firmicutes Clostridia Oscillospirales Oscillospiraceae uncultured Clostridium sp.
sp252 Firmicutes Clostridia Lachnospirales Lachnospiraceae Lachnospiraceae Lachnospiraceae UCG-001

Peptostreptococcales-
sp264 Firmicutes Clostridia Tissierellales Anaerovoracaceae Family uncultured organism
sp309 Firmicutes Clostridia Lachnospirales Lachnospiraceae [Eubacterium] [Eubacterium] hallii group
sp311 Firmicutes Clostridia Oscillospirales Ruminococcaceae uncultured human gut
sp341 Firmicutes Bacilli RF39 RF39 RF39 RF39
sp359 Firmicutes Clostridia Oscillospirales UCG-010 UCG-010 metagenome
sp395 | Desulfobacterota Desulfovibrionia  Desulfovibrionales Desulfovibrionaceae uncultured uncultured
sp4ll Firmicutes Clostridia Oscillospirales UCG-010 UCG-010 unidentified
sp521 Firmicutes Clostridia Lachnospirales Lachnospiraceae Lachnospiraceae uncultured bacterium

Tabla 20. Tabla taxones metadeconfoundR. Se expone la taxonomia de los grupos bacterianos que han mostrado correlaciones
significativas al realizar el andlisis mediante metadeconfoundR
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Analisis diversidad segun sexo
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llustracion 28. Estimadores de a-diversidad Shannon, Fisher y Chaol segun la

distribucién por sexo
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llustracion 29. Analisis de coordenadas principales (PCoA) basado en la distancia

Bray-Curtis entre mujeres y varones.
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