
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FACULTAD DE MEDICINA Y ODONTOLOGÍA 

Departamento de Fisiología. 

Programa de Doctorado en Fisiología 3127 

 

TESIS DOCTORAL 

 

Cambios de la microbiota intestinal asociados a la 

osteoporosis en pacientes con fractura de cadera 

 

Autor:   Alejandro Roselló Añón 

Directores:  Dr. Julio Doménech Fernández 

Dr. Gaspar Pérez Martínez 

   Dra. Mari Carmen Gómez Cabrera 

 

 

Valencia, enero 2024  



 

 

 

 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FACULTAD DE MEDICINA Y ODONTOLOGÍA 

Departamento de Fisiología. 

Programa de Doctorado en Fisiología 3127 

 

TESIS DOCTORAL 

 

Cambios de la microbiota intestinal asociados a la 

osteoporosis en pacientes con fractura de cadera 

 

Autor:   Alejandro Roselló Añón 

Directores:  Dr. Julio Doménech Fernández 

Dr. Gaspar Pérez Martínez 

   Dra. Mari Carmen Gómez Cabrera 

 

 

Valencia, enero 2024





i 

 

 

 



ii 

 

  



iii 

  



iv 

  



v 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A mis padres 

A mis hijos y Ana 

  



vi 

  



vii 

AGRADECIMIENTOS 

 

En primer lugar, quiero mostrar mi agradecimiento a mis directores de 

tesis. Al Dr. Julio Doménech, por brindarme la oportunidad de realizar 

este proyecto, por transmitirme su interés en la investigación y poner 

a mi disposición toda su experiencia docente. Al Dr. Gaspar Pérez, por 

guiarme en un campo que era totalmente novedoso para mí, por su 

accesibilidad para comentar nuestros resultados y plantear nuevos 

puntos de vista. A la Dra. Mari Carmen Gómez, por su labor y 

aportaciones realizadas en este proyecto. Estoy muy agradecido por 

haber estado a mi lado en todo momento. 

 

A María José Sangüesa, por apoyarme durante este largo viaje, ser un 

gran impulso en el progreso de esta tesis y estar siempre disponible 

para consultarle cualquier cuestión. Sin ti esta tesis no habría salido a 

la luz. A mi compañero Vicente, estoy muy agradecido por todas tus 

enseñanzas, así como por tu ayuda y ánimos en esta recta final. 

 

A Caterina y Rocío, por facilitar las cosas con vuestro entusiasmo y 

predisposición. Sois una parte muy importante de este proyecto. 

 

A Carlos, por abrirme las puertas del laboratorio de biología molecular. 

A Lorena, por ayudarme con el procesamiento de las muestras 

sanguíneas y ser una gran compañera de fatigas en nuestros procesos 

de doctorado. A Lola por resolverme las dudas con el análisis 

bioinformático. Y a todos los que han aportado su pequeño grano de 

arena. 

 

A mis hermanas, sois muy importantes para mí. A mi hermana Clara, 

por enseñarme a ser positivo en las más duras adversidades.  

 



viii 

A mi padres, por todo lo que me habéis dado y enseñado, si he llegado 

hasta aquí es gracias a vosotros. A mi madre por su dedicación y 

resiliencia. A mi padre, poder escribirte estas líneas, aunque nunca las 

puedas leer, ha sido una de las grandes motivaciones que me han 

alentado a acabar esta tesis. Estoy muy agradecido por la huella que 

dejaste en mí y me reconforta pensar que en cierta medida estés 

presente en mis decisiones y actos. Wish you were here. 

 

A mis hijos. Antonio y Elena, que a pesar de tener una edad en la que 

requieren una atención especial, han permitido que durante estos 

últimos meses les robe un poco de su tiempo para finalizar este 

proyecto. A mi pequeña niña mayor Olivia, con la que hablo de esos 

"bichitos" que tenemos en la barriga y no deja de sorprenderme con 

las inquietudes y preguntas de una mente tan despierta como la suya. 

 

A Ana, gracias por ser comprensiva y apoyarme, especialmente, estos 

últimos meses. Me has dado la confianza y la autoexigencia que 

necesitaba para escribir una tesis. Gracias también por ser mi 

compañera todos estos años (y los que vendrán) en el aprendizaje 

continuo que es la vida. Gracias por ser partícipe de los buenos 

momentos y estar ahí en los malos. Gracias por dejarme estar a tu 

lado. 

 

 

 

 

 

  



ix 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La presente Tesis Doctoral ha sido realizada gracias a la concesión de 

la Beca: “Ayuda a Proyectos de Investigación en Cirugía Ortopédica y 

Traumatología, 2019”. 

 

 

 

  



x 

  



xi 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

“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] 



xii 

  



xiii 

 

INDICE 

LISTA DE ABREVIATURAS .................................................... xxi 

LISTADO DE TABLAS Y FIGURAS ....................................... xxix 

INTRODUCCIÓN ....................................................................... 1 

1. Fracturas de cadera ........................................................... 3 

1.1. Epidemiologia .............................................................. 3 

1.2. Clasificación ................................................................ 4 

2. Tejido óseo ......................................................................... 5 

2.1. Componentes del tejido óseo ...................................... 6 

2.1.1. Componente orgánico ....................................................................... 6 

2.1.2. Componente inorgánico .................................................................... 8 

2.1.3. Componente celular .......................................................................... 8 

2.1.3.a. Células osteoformadoras ........................................................... 8 

2.1.3.b. Células osteoresortivas .............................................................. 9 

2.2 Fisiopatología ósea .................................................... 11 

2.2.1. Remodelado ..................................................................................... 12 

2.2.1.a. Paratohormona (PTH) .............................................................. 13 

2.2.1.b. Vitamina D................................................................................ 14 

2.2.2.c. Calcitonina ................................................................................ 15 

2.2.2.d. Citocinas y Factores de crecimiento ........................................ 15 

3. Relación inmunología con metabolismo óseo .................. 19 

3.1. Conceptos básicos inmunidad ................................... 19 

3.2. Generalidades ........................................................... 19 



xiv 

3.3. Células implicadas ..................................................... 22 

3.3.1. Células presentadoras de antígeno ................................................. 22 

3.3.2. Linfocitos B ....................................................................................... 23 

3.3.3. Linfocitos T ....................................................................................... 23 

3.3.3.a. Sinapsis inmunológica .............................................................. 24 

3.3.3.b. Tipos de LT ............................................................................... 25 

3.3.3.c. LT efectores .............................................................................. 26 

3.4 Variaciones del estado inmunológico ......................... 28 

4. Osteoporosis .................................................................... 29 

4.1. Concepto ................................................................... 29 

4.2. Fisiopatología ............................................................ 31 

4.3. Tipos de osteoporosis ................................................ 36 

4.4. Factores de riesgo ..................................................... 37 

4.4.1. Edad, sexo y antecedentes de fractura previos ............................... 37 

4.4.2. Densidad Mineral Ósea (DMO) ........................................................ 38 

4.4.3. FRAX ................................................................................................. 38 

4.4.4. Necesidad de búsqueda de otros factores de riesgo: Microbiota ... 39 

5. Microbiota ........................................................................ 40 

5.1. ¿Qué es? ................................................................... 40 

5.2. Contexto histórico ...................................................... 40 

5.2.1. Problemas para analizarlo ............................................................... 42 

5.2.2. Auge en investigación ...................................................................... 43 

5.2.2.a. PCR RNA 16s ............................................................................. 43 

5.2.2.b. Procesamiento y análisis de datos: European MetHit y HMP .. 45 

5.3. Variabilidad de la microbiota. Concepción actual ...... 46 



xv 

5.3.1. Núcleo del microbioma .................................................................... 47 

5.3.2. Enfoque holístico ............................................................................. 48 

6. Microbiota intestinal ......................................................... 50 

6.1. Estructura y evolución del MI a lo largo de la vida del 

individuo ........................................................................... 50 

6.2. Funciones. Interacciones huésped-MI ....................... 51 

6.3. Homeostasis microbiana intestinal ............................ 53 

6.4. Base de distintas patologías ...................................... 54 

7. MI y metabolismo óseo .................................................... 56 

7.1. Estudios con modelos animales ................................ 57 

7.1.1. Estudios con animales libres de gérmenes ...................................... 57 

7.1.2. Estudios con animales con MI modificada por antibióticos ............ 59 

7.1.3. Relación inmunológica ..................................................................... 60 

7.1.4. Relación con estrógenos .................................................................. 62 

7.2. Estudios con Prebióticos. .......................................... 63 

7.3. Estudios con Probióticos ........................................... 65 

7.4. Interacción con la mucosa intestinal .......................... 67 

7.4.1. Permeabilidad .................................................................................. 69 

7.5 Mecanismos de acción del MI sobre el metabolismo 

óseo 70 

7.6. Estudios en humanos ................................................ 72 

HIPÓTESIS Y OBJETIVOS ..................................................... 75 

MATERIAL Y MÉTODOS ......................................................... 79 



xvi 

1. Tipo de estudio ............................................................. 81 

2. Selección muestra del estudio ...................................... 81 

2.1. Criterios de inclusión ................................................. 81 

2.2. Criterios de exclusión ............................................ 82 

3. Tamaño muestral .......................................................... 82 

4. Descripción de variables ............................................... 83 

4.1. Variables demográficas ............................................. 83 

4.2. Variables clínicas ................................................... 84 

4.3. Variables analíticas ................................................ 84 

4.4. Encuesta dietética ................................................. 86 

4.5. Escalas de valoración clínica ................................. 87 

4.6. Análisis subpoblaciones linfocitarias ...................... 88 

4.6.1. Método de procesamiento de las muestras de sangre periférica 92 

4.6.1.a. Contador celular ....................................................................... 92 

4.6.1.b. Citómetro de flujo .................................................................... 92 

4.6.1.c. Análisis funcional de los Linfocitos T ........................................ 93 

Anticuerpos monoclonales empleados en el análisis de las 

subpoblaciones linfocitarias ............................................................. 93 

4.6.1.d. Protocolo de marcaje ............................................................... 94 

4.6.2. Análisis funcional de las distintas subpoblaciones ...................... 94 

4.7. Análisis Microbiota ................................................. 95 

4.7.1. Recolección de las muestras microbiota ..................................... 95 

4.7.2. Procesamiento muestras ............................................................. 95 

4.7.2.a. Extracción con Robot MagNA Pre LC Roche ............................. 95 



xvii 

4.7.2.b. Preparación de la biblioteca y secuenciación .......................... 96 

4.7.2.c. Comprobación de la calidad ..................................................... 98 

4.7.3. Análisis metataxonómico ............................................................ 98 

4.7.3.a. Desnaturalización y eliminación de quimeras .......................... 98 

4.7.3.b. Asignación taxonómica ............................................................ 98 

4.7.4. Análisis bioinformático de la microbiota ..................................... 99 

5. Análisis estadístico multivariante ................................ 101 

RESULTADOS ....................................................................... 103 

1. Datos demográficos .................................................... 105 

2. Variables Analíticas ..................................................... 108 

2.1. Perfil Bioquímico y hormonal ............................... 108 

2.2. Hematología General y Recuento Celular ........... 109 

2.3. Inmunofenotipo .................................................... 110 

3. Matriz de correlaciones ............................................... 111 

4. Análisis de la microbiota intestinal .............................. 113 

4.1. DIVERSIDAD ....................................................... 115 

4.2. ANÁLISIS DE ABUNDANCIAS ............................ 119 

4.2.1. Perfiles de abundancia .............................................................. 119 

4.2.1.a. Filo .......................................................................................... 119 

Árbol de calor (filo) ......................................................................... 120 

4.2.1.b. Orden ..................................................................................... 121 

Árbol de calor (orden) .................................................................... 124 

4.2.1.c. Familia .................................................................................... 125 

Árbol de calor (familia) ................................................................... 129 

4.2.1.d. Genero ................................................................................... 130 



xviii 

Árbol de calor (género) .................................................................. 133 

4.2.1.e. Especie ................................................................................... 136 

Árbol de calor (especie).................................................................. 139 

4.2.2. Core ........................................................................................... 142 

4.3. Búsqueda de Biomarcadores mediante LEfSe .... 145 

4.3.1. Orden ......................................................................................... 146 

4.3.2. Familia ....................................................................................... 146 

4.3.3. Género ....................................................................................... 147 

4.3.4. Especie ....................................................................................... 149 

5. Evaluación de las correlaciones entre componentes de la 

microbiota intestinal y las variables sistémicas .................. 149 

DISCUSIÓN ........................................................................... 155 

1. Análisis microbiota intestinal ....................................... 160 

2. Biomarcadores ............................................................ 175 

3. Limitaciones ................................................................ 180 

4. Relevancia y aplicabilidad de los resultados ............... 181 

CONCLUSIONES FINALES .................................................. 185 

REFERENCIAS BIBLIOGRÁFICAS ...................................... 189 

ANEXOS................................................................................ 243 

Cuaderno de recogida de muestras ................................... 245 

Matrices de correlaciones .................................................. 251 

Tabla Taxones tras análisis con MetadeconfoundR ........... 253 

 

 



xix 



xx 

  



xxi 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

LISTA DE ABREVIATURAS 

  



xxii 

 

 



Lista de abreviaturas 

xxiii 

AGCC: Ácidos Grasos de Cadena Corta  

ASV: Variantes de Secuencias de Amplicones (Amplicon Sequence 

Variants) 

BMP: Proteínas morfogenéticas 

CCR: Cáncer Colorrectal  

CD: Clúster de Diferenciación  

CPA: Células Presentadoras de Antígeno  

CPH: Complejo Mayor de Histocompatibilidad  

CRP: Proteína C reactiva 

CU: Colitis Ulcerosa  

DAMP: Patrones moleculares asociados a daño(Damage-Associated 

Molecular Patterns) 

DMO: Densidad Mineral Ósea 

DXA: Absorciometría de rayos X de Doble energía 

EC: Enfermedad de Crohn  

EII: Enfermedad Inflamatoria Intestinal 

FGF23: Factor de crecimiento fibroblástico 23  

FGF-β: factor de crecimiento básico de fibroblastos 

FOS: Fructooligosacáridos  

FRAX®: Herramienta de evaluación de riesgo de fractura (Fracture 

Risk Assessment Tool) 

GDS: Escala de Deterioro Global (Global Deterioration Scale)  

GM-CSF: Factor Estimulante de Colonias de Granulocitos y 

Macrófagos  

GMP: Progenitores Granulocítico-Mieloides  

GnRH: Hormona Liberadora de Gonadotropina  



Lista de abreviaturas 

xxiv 

GOS: Galactooligosacáridos  

GPR : Receptores Específicos a Proteínas G  

GTBD: Base de datos de taxonomía del genoma (Genome Taxonomy 

Database) 

HDAC: Histona-Deacetilasa 

HG: Hormona de Crecimiento  

HLA: Antígeno Leucocitario Humano 

HMP : Proyecto del Microbioma Humano  

HSC: Células Pluripotenciales 

IFN-10: Interferon 10 

IFN-11: Interferon 11 

IFN-12: Interferon 12 

IFN-γ: Interferon γ 

Ig: Inmunoglobulinas  

IGF: Factores de Crecimiento Insulínicos  

IL: Interleucinas  

IL-1: Interleucina 1 

IL-10: Interleucina 10 

IL-12: Interleucina 12 

IL-16: Interleucina 16 

IL-4: Interleucina 4 

IL-6: Interleucina 6 

IL-8: Interleucina 8 

LB: Linfocitos B 

LDA: Análisis discriminante lineal  



Lista de abreviaturas 

xxv 

LEfSe : Análisis lineal discriminativo del efecto del tamaño  

LGG: Lactobacillus rhamnosus GG 

LLGM: LGG pili mutante  

LPS: Lipopolisacarido 

LT: Linfocitos T 

MALT: Tejido Linfoide Asociado a Mucosa  

M-CSF : Factor Estimulante de Colonias de Macrófagos 

MI: Microbioma intestinal  

NLR : Receptor Nod Like  

OPG: Osteoprotegerina  

OTU: Secuencias taxonómicas operativas (Operational Taxonomic 

Unit) 

PAMP: Patrones Moleculares asociados a Patógenos (Pathogen-

Associated Molecular Patterns) 

PcoA: Análisis de coordenadas principales 

PCR: Reacción en cadena de la polimerasa  

PDGF: Factor de Crecimiento derivado de Plaquetas 

PG-12: Prostaglandina 12  

PGE: Prostaglandina E 

PGE1: Prostaglandina E1  

PGG-2: Prostaglandina G2  

PGH-2: Prostaglandina H2  

PRR : Receptores de reconocimiento de patrones (Pattern 

Recognition Receptor) 

PTH: Parathormona 

RANKL: Receptor Activador del Factor Nuclear-kB 



Lista de abreviaturas 

xxvi 

RANK-L : RANK-ligando  

RCB: Receptor de Célula B  

TCR: Receptores de Células Linfocíticas T 

RI: respuesta inmunitaria  

SII: Síndrome del Intestino Irritable  

Tc: LT citotóxicos  

TGF-β: Factor de Crecimiento Transformante Beta  

Th: LT colaboradores  

TLR: Receptor Toll Like  

TNF-α : Factor de necrosis tumoral α 

TRAP: Proteína marcadora Fosfatasa Ácida Tartato-resistente 

Treg: LT reguladores  

TSH: Hormona Estimulante del Tiroides. 

VEGF: Factor de Crecimiento Endotelial Vascular. 

VSG: Velocidad de Sedimentación Globular. 

α-diversidad: Riqueza de especies que hay en una comunidad 

β-diversidad: Diversidad (comparación) de especies diferentes entre 

dos comunidades  

 

 



 

xxvii 



 

xxviii 

  



 

xxix 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

LISTADO DE FIGURAS Y TABLAS 

  



 

xxx 

 



Listado de figuras y tablas 

xxxi 

Ilustraciones 

Ilustración 1. Implicaciones en traumatología y cirugía ortopédica de la 

diferenciación de células madre hematopoyéticas. .......................... 10 

Ilustración 2.Diferenciación la función de los osteoclastos regulada por 

el RANKL y RANK ........................................................................... 13 

Ilustración 3. Representación esquemática del papel de los LT en el 

mecanismo por el que el ovariectomía promueve la 

osteoclastogénesis. ......................................................................... 34 

Ilustración 4. Osteoinmunología de las enfermedades óseas 

inflamatorias. ................................................................................... 35 

Ilustración 5. Dinámica del microbioma en el tiempo y a escala. ..... 48 

Ilustración 6. Estructura  de  la microbiota intestinal  a lo largo de la 

vida ................................................................................................. 51 

Ilustración 7. Reabsorción ósea y mircrobioma intestinal. ............... 61 

Ilustración 8. Clasificación taxonómica ............................................ 98 

Ilustración 9. Gráfico matriz de correlación de las variables aplicando 

la correlación de Spearman ............................................................112 

Ilustración 10.  Gráfico general de rarefacción ...............................114 

Ilustración 11. Estimadores de α-diversidad Chao1, ACE y Shannon 

para género y especie. ...................................................................115 

Ilustración 12.  Análisis de coordenadas principales (PCoA) basado en 

la distancia Bray-Curtis de controles y pacientes con fractura de 

cadera según filo, orden, familia, género y especie. .......................117 

Ilustración 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 comparación control y casos. ........................................119 

Ilustración 14 Árbol de calor según el filo. ..................................... 121 

file:///C:/Users/Alejandro/Documents/COT/Proyecto%20tesis%20microbiote/BORRADOR%20TESIS/Preparando%20maniscrito%20definitivo/BORRADOR%20TESIS%20v8.2%20AR.docx%23_Toc154035560
file:///C:/Users/Alejandro/Documents/COT/Proyecto%20tesis%20microbiote/BORRADOR%20TESIS/Preparando%20maniscrito%20definitivo/BORRADOR%20TESIS%20v8.2%20AR.docx%23_Toc154035560
file:///C:/Users/Alejandro/Documents/COT/Proyecto%20tesis%20microbiote/BORRADOR%20TESIS/Preparando%20maniscrito%20definitivo/BORRADOR%20TESIS%20v8.2%20AR.docx%23_Toc154035561
file:///C:/Users/Alejandro/Documents/COT/Proyecto%20tesis%20microbiote/BORRADOR%20TESIS/Preparando%20maniscrito%20definitivo/BORRADOR%20TESIS%20v8.2%20AR.docx%23_Toc154035561
file:///C:/Users/Alejandro/Documents/COT/Proyecto%20tesis%20microbiote/BORRADOR%20TESIS/Preparando%20maniscrito%20definitivo/BORRADOR%20TESIS%20v8.2%20AR.docx%23_Toc154035562
file:///C:/Users/Alejandro/Documents/COT/Proyecto%20tesis%20microbiote/BORRADOR%20TESIS/Preparando%20maniscrito%20definitivo/BORRADOR%20TESIS%20v8.2%20AR.docx%23_Toc154035562
file:///C:/Users/Alejandro/Documents/COT/Proyecto%20tesis%20microbiote/BORRADOR%20TESIS/Preparando%20maniscrito%20definitivo/BORRADOR%20TESIS%20v8.2%20AR.docx%23_Toc154035562
file:///C:/Users/Alejandro/Documents/COT/Proyecto%20tesis%20microbiote/BORRADOR%20TESIS/Preparando%20maniscrito%20definitivo/BORRADOR%20TESIS%20v8.2%20AR.docx%23_Toc154035563
file:///C:/Users/Alejandro/Documents/COT/Proyecto%20tesis%20microbiote/BORRADOR%20TESIS/Preparando%20maniscrito%20definitivo/BORRADOR%20TESIS%20v8.2%20AR.docx%23_Toc154035563
file:///C:/Users/Alejandro/Documents/COT/Proyecto%20tesis%20microbiote/BORRADOR%20TESIS/Preparando%20maniscrito%20definitivo/BORRADOR%20TESIS%20v8.2%20AR.docx%23_Toc154035564
file:///C:/Users/Alejandro/Documents/COT/Proyecto%20tesis%20microbiote/BORRADOR%20TESIS/Preparando%20maniscrito%20definitivo/BORRADOR%20TESIS%20v8.2%20AR.docx%23_Toc154035565
file:///C:/Users/Alejandro/Documents/COT/Proyecto%20tesis%20microbiote/BORRADOR%20TESIS/Preparando%20maniscrito%20definitivo/BORRADOR%20TESIS%20v8.2%20AR.docx%23_Toc154035565
file:///C:/Users/Alejandro/Documents/COT/Proyecto%20tesis%20microbiote/BORRADOR%20TESIS/Preparando%20maniscrito%20definitivo/BORRADOR%20TESIS%20v8.2%20AR.docx%23_Toc154035566
file:///C:/Users/Alejandro/Documents/COT/Proyecto%20tesis%20microbiote/BORRADOR%20TESIS/Preparando%20maniscrito%20definitivo/BORRADOR%20TESIS%20v8.2%20AR.docx%23_Toc154035567
file:///C:/Users/Alejandro/Documents/COT/Proyecto%20tesis%20microbiote/BORRADOR%20TESIS/Preparando%20maniscrito%20definitivo/BORRADOR%20TESIS%20v8.2%20AR.docx%23_Toc154035568
file:///C:/Users/Alejandro/Documents/COT/Proyecto%20tesis%20microbiote/BORRADOR%20TESIS/Preparando%20maniscrito%20definitivo/BORRADOR%20TESIS%20v8.2%20AR.docx%23_Toc154035568
file:///C:/Users/Alejandro/Documents/COT/Proyecto%20tesis%20microbiote/BORRADOR%20TESIS/Preparando%20maniscrito%20definitivo/BORRADOR%20TESIS%20v8.2%20AR.docx%23_Toc154035569
file:///C:/Users/Alejandro/Documents/COT/Proyecto%20tesis%20microbiote/BORRADOR%20TESIS/Preparando%20maniscrito%20definitivo/BORRADOR%20TESIS%20v8.2%20AR.docx%23_Toc154035570
file:///C:/Users/Alejandro/Documents/COT/Proyecto%20tesis%20microbiote/BORRADOR%20TESIS/Preparando%20maniscrito%20definitivo/BORRADOR%20TESIS%20v8.2%20AR.docx%23_Toc154035570
file:///C:/Users/Alejandro/Documents/COT/Proyecto%20tesis%20microbiote/BORRADOR%20TESIS/Preparando%20maniscrito%20definitivo/BORRADOR%20TESIS%20v8.2%20AR.docx%23_Toc154035571
file:///C:/Users/Alejandro/Documents/COT/Proyecto%20tesis%20microbiote/BORRADOR%20TESIS/Preparando%20maniscrito%20definitivo/BORRADOR%20TESIS%20v8.2%20AR.docx%23_Toc154035571
file:///C:/Users/Alejandro/Documents/COT/Proyecto%20tesis%20microbiote/BORRADOR%20TESIS/Preparando%20maniscrito%20definitivo/BORRADOR%20TESIS%20v8.2%20AR.docx%23_Toc154035571
file:///C:/Users/Alejandro/Documents/COT/Proyecto%20tesis%20microbiote/BORRADOR%20TESIS/Preparando%20maniscrito%20definitivo/BORRADOR%20TESIS%20v8.2%20AR.docx%23_Toc154035572
file:///C:/Users/Alejandro/Documents/COT/Proyecto%20tesis%20microbiote/BORRADOR%20TESIS/Preparando%20maniscrito%20definitivo/BORRADOR%20TESIS%20v8.2%20AR.docx%23_Toc154035572
file:///C:/Users/Alejandro/Documents/COT/Proyecto%20tesis%20microbiote/BORRADOR%20TESIS/Preparando%20maniscrito%20definitivo/BORRADOR%20TESIS%20v8.2%20AR.docx%23_Toc154035572
file:///C:/Users/Alejandro/Documents/COT/Proyecto%20tesis%20microbiote/BORRADOR%20TESIS/Preparando%20maniscrito%20definitivo/BORRADOR%20TESIS%20v8.2%20AR.docx%23_Toc154035573


Listado de figuras y tablas 

xxxii 

Ilustración 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 comparación control y casos ................................... 122 

Ilustración 16. Árbol de calor según el orden ................................. 125 

Ilustración 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 comparación control y casos ................................... 128 

Ilustración 18. Árbol de calor según la familia ................................ 129 

Ilustración 19. Árbol de calor según el género. .............................. 135 

Ilustración 20. Árbol de calor según la especie. ............................. 141 

Ilustración 21. Comparativa del núcleo del microbioma entre los grupos 

de estudio...................................................................................... 142 

Ilustración 22. Cladograma   taxonómico  del  análisis  LEfSe  de  

orden. ............................................................................................ 146 

Ilustración 23. Cladograma   taxonómico  del  análisis  LEfSe  de 

familia. ........................................................................................... 147 

Ilustración 24. Cladograma  taxonómico  del  análisis  LEfSe  de  

género ........................................................................................... 148 

Ilustración 25. Diagrama de cajas LEfSe Especie ......................... 149 

Ilustración 26. Mapa de calor metadeconfound. Asociación entre los 

taxones bacterianos (eje y) y las variables estudiadas(eje x).. ...... 152 

Ilustración 27. Mapa de calor metadeconfound ajustado por edad. 

Asociación entre los taxones bacterianos (eje y) y las variables 

estudiadas(eje x). .......................................................................... 153 

Ilustración 28. Estimadores de α-diversidad Shannon, Fisher y Chao1 

según la distribución por sexo ....................................................... 255 

Ilustración 29. Análisis de coordenadas principales (PCoA) basado en 

la distancia Bray-Curtis entre mujeres y varones. .......................... 255 

file:///C:/Users/Alejandro/Documents/COT/Proyecto%20tesis%20microbiote/BORRADOR%20TESIS/Preparando%20maniscrito%20definitivo/BORRADOR%20TESIS%20v8.2%20AR.docx%23_Toc154035574
file:///C:/Users/Alejandro/Documents/COT/Proyecto%20tesis%20microbiote/BORRADOR%20TESIS/Preparando%20maniscrito%20definitivo/BORRADOR%20TESIS%20v8.2%20AR.docx%23_Toc154035574
file:///C:/Users/Alejandro/Documents/COT/Proyecto%20tesis%20microbiote/BORRADOR%20TESIS/Preparando%20maniscrito%20definitivo/BORRADOR%20TESIS%20v8.2%20AR.docx%23_Toc154035574
file:///C:/Users/Alejandro/Documents/COT/Proyecto%20tesis%20microbiote/BORRADOR%20TESIS/Preparando%20maniscrito%20definitivo/BORRADOR%20TESIS%20v8.2%20AR.docx%23_Toc154035575
file:///C:/Users/Alejandro/Documents/COT/Proyecto%20tesis%20microbiote/BORRADOR%20TESIS/Preparando%20maniscrito%20definitivo/BORRADOR%20TESIS%20v8.2%20AR.docx%23_Toc154035576
file:///C:/Users/Alejandro/Documents/COT/Proyecto%20tesis%20microbiote/BORRADOR%20TESIS/Preparando%20maniscrito%20definitivo/BORRADOR%20TESIS%20v8.2%20AR.docx%23_Toc154035576
file:///C:/Users/Alejandro/Documents/COT/Proyecto%20tesis%20microbiote/BORRADOR%20TESIS/Preparando%20maniscrito%20definitivo/BORRADOR%20TESIS%20v8.2%20AR.docx%23_Toc154035576
file:///C:/Users/Alejandro/Documents/COT/Proyecto%20tesis%20microbiote/BORRADOR%20TESIS/Preparando%20maniscrito%20definitivo/BORRADOR%20TESIS%20v8.2%20AR.docx%23_Toc154035577
file:///C:/Users/Alejandro/Documents/COT/Proyecto%20tesis%20microbiote/BORRADOR%20TESIS/Preparando%20maniscrito%20definitivo/BORRADOR%20TESIS%20v8.2%20AR.docx%23_Toc154035578
file:///C:/Users/Alejandro/Documents/COT/Proyecto%20tesis%20microbiote/BORRADOR%20TESIS/Preparando%20maniscrito%20definitivo/BORRADOR%20TESIS%20v8.2%20AR.docx%23_Toc154035579
file:///C:/Users/Alejandro/Documents/COT/Proyecto%20tesis%20microbiote/BORRADOR%20TESIS/Preparando%20maniscrito%20definitivo/BORRADOR%20TESIS%20v8.2%20AR.docx%23_Toc154035580
file:///C:/Users/Alejandro/Documents/COT/Proyecto%20tesis%20microbiote/BORRADOR%20TESIS/Preparando%20maniscrito%20definitivo/BORRADOR%20TESIS%20v8.2%20AR.docx%23_Toc154035580
file:///C:/Users/Alejandro/Documents/COT/Proyecto%20tesis%20microbiote/BORRADOR%20TESIS/Preparando%20maniscrito%20definitivo/BORRADOR%20TESIS%20v8.2%20AR.docx%23_Toc154035581
file:///C:/Users/Alejandro/Documents/COT/Proyecto%20tesis%20microbiote/BORRADOR%20TESIS/Preparando%20maniscrito%20definitivo/BORRADOR%20TESIS%20v8.2%20AR.docx%23_Toc154035581
file:///C:/Users/Alejandro/Documents/COT/Proyecto%20tesis%20microbiote/BORRADOR%20TESIS/Preparando%20maniscrito%20definitivo/BORRADOR%20TESIS%20v8.2%20AR.docx%23_Toc154035582
file:///C:/Users/Alejandro/Documents/COT/Proyecto%20tesis%20microbiote/BORRADOR%20TESIS/Preparando%20maniscrito%20definitivo/BORRADOR%20TESIS%20v8.2%20AR.docx%23_Toc154035582
file:///C:/Users/Alejandro/Documents/COT/Proyecto%20tesis%20microbiote/BORRADOR%20TESIS/Preparando%20maniscrito%20definitivo/BORRADOR%20TESIS%20v8.2%20AR.docx%23_Toc154035583
file:///C:/Users/Alejandro/Documents/COT/Proyecto%20tesis%20microbiote/BORRADOR%20TESIS/Preparando%20maniscrito%20definitivo/BORRADOR%20TESIS%20v8.2%20AR.docx%23_Toc154035583
file:///C:/Users/Alejandro/Documents/COT/Proyecto%20tesis%20microbiote/BORRADOR%20TESIS/Preparando%20maniscrito%20definitivo/BORRADOR%20TESIS%20v8.2%20AR.docx%23_Toc154035584
file:///C:/Users/Alejandro/Documents/COT/Proyecto%20tesis%20microbiote/BORRADOR%20TESIS/Preparando%20maniscrito%20definitivo/BORRADOR%20TESIS%20v8.2%20AR.docx%23_Toc154035585
file:///C:/Users/Alejandro/Documents/COT/Proyecto%20tesis%20microbiote/BORRADOR%20TESIS/Preparando%20maniscrito%20definitivo/BORRADOR%20TESIS%20v8.2%20AR.docx%23_Toc154035585
file:///C:/Users/Alejandro/Documents/COT/Proyecto%20tesis%20microbiote/BORRADOR%20TESIS/Preparando%20maniscrito%20definitivo/BORRADOR%20TESIS%20v8.2%20AR.docx%23_Toc154035586
file:///C:/Users/Alejandro/Documents/COT/Proyecto%20tesis%20microbiote/BORRADOR%20TESIS/Preparando%20maniscrito%20definitivo/BORRADOR%20TESIS%20v8.2%20AR.docx%23_Toc154035586
file:///C:/Users/Alejandro/Documents/COT/Proyecto%20tesis%20microbiote/BORRADOR%20TESIS/Preparando%20maniscrito%20definitivo/BORRADOR%20TESIS%20v8.2%20AR.docx%23_Toc154035586


Listado de figuras y tablas 

xxxiii 

 

Tablas 

Tabla 1 Tabla factores de crecimientos y citocinas .......................... 17 

Tabla 2. Marcadores de las subpoblaciones linfocitarias. ................ 92 

Tabla 3. Tabla datos demográficos. ............................................... 106 

Tabla 4. Tabla de antecedentes médicos. ...................................... 107 

Tabla 5. Variables analíticas. ......................................................... 109 

Tabla 6. Hematología y recuento celular sanguíneo ...................... 109 

Tabla 7 Tabla inmunofenotipo tubo activación LT. ...........................110 

Tabla 8. Índices de diversidad alfa distribuidos según filo, clase y 

orden. .............................................................................................116 

Tabla 9. Índices de α-diversidad distribuidos según  familia, género y 

especie. ..........................................................................................116 

Tabla 10. Índices de β-diversidad distribuidos taxonómicamente. ...118 

Tabla 11. Distribución de la abundancia en el nivel de Filo. ........... 120 

Tabla 12. Distribución de la abundancia en el nivel de Orden. ....... 124 

Tabla 13. Distribución de la abundancia en el nivel de Familia ...... 127 

Tabla 14. Distribución de la abundancia en el nivel de género. ...... 133 

Tabla 15. Distribución de la abundancia en el nivel de especie. .... 139 

Tabla 16. Abundancia diferencial de géneros bacterianos ............. 136 

Tabla 17. Distribución del núcleo del microbioma  ......................... 145 

Tabla 18. Matriz de correlación de variables clínicas y analíticas .. 251 

Tabla 19. Significación estadística de la matriz de correlación de las 

variables clínicas y analíticas ........................................................ 252 

Tabla 20. Tabla taxones metadeconfoundR. .................................. 254 

file:///C:/Users/Usuario/Documents/COT/Proyecto%20tesis%20microbiote/BORRADOR%20TESIS/Preparando%20maniscrito%20definitivo/BORRADOR%20TESIS%20v1.5%20YA%20CASI%20ESTA%20JODER.docx%23_Toc148706593
file:///C:/Users/Usuario/Documents/COT/Proyecto%20tesis%20microbiote/BORRADOR%20TESIS/Preparando%20maniscrito%20definitivo/BORRADOR%20TESIS%20v1.5%20YA%20CASI%20ESTA%20JODER.docx%23_Toc148706594
file:///C:/Users/Usuario/Documents/COT/Proyecto%20tesis%20microbiote/BORRADOR%20TESIS/Preparando%20maniscrito%20definitivo/BORRADOR%20TESIS%20v1.5%20YA%20CASI%20ESTA%20JODER.docx%23_Toc148706594


 

xxxiv 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

INTRODUCCIÓN 

  



 

 

 



Introducción 

3 

 

1. Fracturas de cadera 

1.1. Epidemiologia 

Las fracturas de cadera son la causa de ingreso más frecuente en un 

Servicio de Cirugía Ortopédica y Traumatología en Europa. La mayoría 

se producen por fragilidad ósea y suelen afectar a mayores de 65 

años. En España, 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 año en 2025 1. 

Las fracturas por fragilidad ósea, y en especial, las secundarias a 

osteoporosis tienen consecuencias devastadoras, sobre todo en 

personas mayores 2. Por ejemplo, las fracturas vertebrales 

osteoporóticas, aunque generalmente cursan sin síntomas 

neurológicos, son una fuente de dolor importante y de invalidez. 

Además, 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 año)3, sino que también afectan al estado funcional previo, 

siendo el porcentaje de pacientes que lo recuperan menor al 40% 4. 

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 1,5. En España, 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 postquirúrgico como en los siguientes 12 

meses tras la intervención5. 

Por todo ello, la fractura de cadera por fragilidad es considerada un 

problema sanitario nacional de primer nivel que requiere de una mayor 

profundización en el conocimiento de su patogenia y de la aplicación 

de nuevas pautas de actuación que minimicen tanto el impacto social 

como económico. 

 

1.2. Clasificación 

La fractura de cadera es la fractura osteoporótica más grave. La 

mayoría son ocasionadas tras una caída desde la posición de pie, 

aunque a veces se producen de forma espontánea 6.  

Afecta el fémur proximal y tradicionalmente se clasifican según su 

localización en fracturas de la cabeza, cervicales o transcervicales, 

basicervicales, de la región trocantérea y subtrocantéreas.  

No obstante, desde el punto de vista diagnóstico y pronóstico tiene 

más valor hacer la clasificación en función de su inserción capsular. 

Por un lado, se definen como fracturas intracapsulares a las que 

afectan al cuello y su principal problema se debe a características 

biológicas pues se afecta la circulación 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 mecánico 6. 
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2. Tejido óseo 

El hueso como órgano, está compuesto por diferentes tejidos entre los 

que se encuentran nervios, vasos sanguíneos, vasos linfáticos, tejido 

conjuntivo, tejido adiposo y tejido óseo. Principalmente, actúa de 

soporte mecánico, contribuye al funcionamiento del aparato locomotor 

y protege los órganos internos. Además, se asientan en su interior las 

células de la médula ósea y contribuye en la actividad metabólica del 

calcio regulando su homeostasis. 

El tejido óseo está formado por células óseas, matriz ósea y el 

componente inorgánico cristalizado.  

Macroscópicamente el tejido óseo se clasifica en: 

- Hueso esponjoso o trabecular: Corresponde con el 20% de la 

masa ósea. Está formado por trabéculas óseas 

interconectadas que le confiere un aspecto poroso. En su 

interior esta alojada la médula ósea. En la osteoporosis, la 

porosidad macroscópica aumenta como consecuencia del 

adelgazamiento de las estructuras trabeculares. 

- Hueso cortical. También llamado hueso compacto. Representa 

el 80% de la masa ósea y adquiere una apariencia maciza. 

Esta organizado siguiendo una configuración característica 

que recibe el nombre de Sistema Haversiano, en el que la 

unidad básica es la osteona. 

Microscópicamente el tejido óseo se divide en dos tipos: 

- Hueso fibrilar: Corresponde al hueso inmaduro o primitivo 

(Woven bone) y está presente en el embrión, en el recién 

nacido, en la zona metafisaria de la fisis, en el callo de fractura 

y en algunos tipos de tumores óseos. Las fibras de colágeno 
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de su matriz no están orientadas uniformemente y tienen 

diámetros variables. Además, las células están organizadas de 

forma anárquica. Mecánicamente es isotrópico, es decir el 

hueso responde de la misma manera independientemente de 

la dirección la fuerza aplicada. 

- Hueso laminar: Corresponde al hueso maduro. Está presente 

en el esqueleto del adulto y es el que se produce durante la 

remodelación ósea. Las fibras de colágeno se organizan 

paralelamente y las células, que poseen un tamaño constante, 

están distribuidas de forma más ordenada. Tiene un 

comportamiento anisotrópico, de manera que ofrecen mayor 

resistencia cuando la dirección de la fuerza es paralela al eje 

longitudinal de sus fibras. 

 

2.1. Componentes del tejido óseo 

La matriz ósea está constituida por un componente orgánico, un 

componente inorgánico y agua 

 

2.1.1. Componente orgánico 

Supone el 25% de toda la matriz ósea y está formado por fibras de 

colágeno tipo I, proteínas no colágenas y lípidos. Este componente 

orgánico no mineralizado se conoce como osteoide. 

Las fibras de colágeno tipo I constituyen el 90% de osteoide. Se 

disponen en línea y ofrecen resistencia a las fuerzas de tensión. 

Aunque es el tipo de fibra predominante, también existe un porcentaje 

en menor cantidad de fibras de colágeno tipo III y IV. 
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Las proteínas no colágenas más importantes son: la osteocalcina, 

osteopontina, osteonectina, proteoglicanos y citocinas y factores de 

crecimiento.  

La osteocalcina es la proteína no colágena más abundante del tejido 

óseo y es importante en la regulación de la densidad ósea. Su síntesis 

es dependiente de la vitamina K, pues esta permite la carboxilación de 

la forma inactiva de la osteocalcina. Está producida por los 

osteoblastos y una de sus acciones es atraer a los osteoclastos. Su 

determinación en sangre permite monitorizar la actividad metabólica 

ósea del recambio óseo. 

La osteonectina es secretada por las plaquetas y los osteoblastos. Se 

encarga de unir el colágeno con la hidroxiapatita y participa en la 

regulación de la homeostasis mineral ósea.  

La osteopontina ejerce de sistema de andamiaje y junto los 

proteoglicanos confieren resistencia a las fuerzas de compresión. 

Los proteoglicanos son macromoléculas formadas por un núcleo 

proteico y cadenas laterales de glicosaminoglicanos que dan 

estabilidad estructural a los tejidos. Además, regulan la proliferación 

celular, actúan como receptores de superficie celular y sirven como 

nexo de unión con los factores tróficos 

Los factores de crecimientos y citocinas son proteínas biológicamente 

activas que regulan la diferenciación y la activación celular. En ellas se 

incluyen las diferentes BMPs, el TGF-β, el FGF-β los IGFs, VEGF y las 

ILs. 
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2.1.2. Componente inorgánico 

Constituye el 70% del tejido óseo. Está compuesto en principalmente 

por cristales de fosfato cálcico y en menor medida por fosfato sódico, 

fosfato magnésico, carbonato cálcico. Estas moléculas son las 

encargadas de aportar al hueso resistencia a las fuerzas de 

compresión. 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 

composición del tejido óseo. 

 

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 diferenciación, 

las células mesenquimales deben ser estimuladas por diferentes 

factores de transcripción, entre los que se encuentran RUNX2 y 

osterix. 

Los osteoblastos se encuentran en la superficie ósea. Producen 

colágeno I, osteocalcina y fosfatasa alcalina. Además, poseen 

receptores para la PTH, la 1,25 vitamina D, glucocorticoides, 

prostaglandinas y estrógenos. Se encargan de producir el osteoide, 

regulan la mineralización del tejido óseo e inician el proceso de 

reabsorción mediante la secreción de proteasas neutras. A medida que 

los osteoblastos maduran, quedan atrapados en la matriz ósea 

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

como la PTH, las BMP, el TGF-β y las proteínas de la vía Wnt. 

Los osteocitos representan el 90-95% de la población celular del 

tejido óseo y se encuentran inmersos en la matriz ósea. Se 

caracterizan por presentar unas prolongaciones radiales 

citoplasmáticas que permiten la comunicación con otros osteocitos y 

con los osteoblastos de la superficie ósea. 

Los osteocitos mantienen la homeostasis del Ca y el P extracelular por 

medio de una regulación sistémica de la mineralización. Además, 

inician el proceso reparativo de las fracturas actuando sobre la 

mineralización local. Asimismo, responden a estímulos mecánicos, 

segregan el RANKL (receptor activador del factor nuclear-kB) y 

regulan el remodelado óseo. También son capaces de regular la 

regeneración ósea mediante la producción de las proteínas 

esclerostina y Dkk1, que tiene una acción inhibitoria sobre la vía de 

señalización osteoformadora Wnt 8. 

2.1.3.b. Células osteoresortivas 

Los osteoclastos, al igual que las células inmunitarias, derivan de las 

células madres hematopoyéticas7,9 (¡Error! La autoreferencia al 

marcador no es válida.). Es crucial el microambiente en el que se 

encuentran estas células pluripotenciales para que se diferencien 

hacia macrófagos, células dendríticas u osteoclasto. 
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Los osteoclastos se caracterizan por ser células multinucleadas 

debido a la fusión 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 ósea trabecular, en las denominadas lagunas 

de Howship. Su función consiste en reabsorber hueso y para ello, 

requieren de proteínas del tipo integrinas para poder fijarse a la 

superficie ósea. En el proceso de resorción ósea disminuyen el pH 

local, disuelven el componente mineral y, mediante proteasas, 

degradan el colágeno del osteoide. 

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

osteoclasto. Mientras los dos primeros inhiben directamente la 

Ilustración 1. Implicaciones en traumatología y cirugía ortopédica de la 
diferenciación de células madre hematopoyéticas. Los osteoclastos derivan de la 
serie mieloide-monocito. (adaptación del capítulo “Molecular and cell biology in 
orthopaedics” de Lee F.9). 
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actividad resortiva, la IL-1 es un potente estimulador de esta acción. 

Dado que no presentan receptores para la PTH, 1,25(OH) 2 Vit. D ni 

prostaglandinas, es necesaria la activación de los osteoblastos 

mediante estas moléculas para que se desencadene el proceso 

resortivo. Este proceso está mediado por la proteína de membrana 

RANK-L que está 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 activación del osteoclasto, se 

sospecha que el mastocito puede desempeñar un papel en el 

recambio óseo 10. 

 

2.2 Fisiopatología ósea 

Tal como se ha comentado previamente, el tejido óseo además de su 

función de soporte mecánico y del aparato locomotor, regula la 

calcemia y fosfatemia y aloja los precursores mesenquimales y 

hematopoyéticos.  

El hueso está sometido a un remodelado óseo continuo en el que 

interactúan entre sí 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 ósea de acuerdo a los requerimientos mecánicos del 

entorno. También, se reparan las zonas débiles o de microfractura y 

ayuda a mejorar la distribución vascular ósea. 
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El ritmo de regeneración decrece a lo largo de la vida, se estima que 

el esqueleto completo se renueva al cabo de los 4 y 20 años. Se 

calcula que un área tarda unos 4-6 meses en completar este proceso 

y consta de una fase inicial resortiva de 2-4 semanas de duración 

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

 

2.2.1. Remodelado 

Las actividades de formación y reabsorción ósea del remodelado óseo 

suceden de forma coordinada y está mediado por la PTH, la vitamina 

D, las hormonas tiroideas, el cortisol, los retinoides, las citocinas 

inflamatorias y los esteroides sexuales 7. 

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

proosteoblastos e incrementa la expresión del RANK.  

EL RANKL es una proteína transmembrana de la familia del TNF-α 

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 

unión del RANKL con el receptor RANK activa la cascada de 

señalización que induce la formación del osteoclasto 7. Para que se 

produzca la diferenciación del osteoclasto, es necesario que los 

osteoblastos expresen en su membrana las moléculas de M-CSF y 

RANKL (Ilustración 2)11. 

La OPG es una glucoproteína 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 activación y formación. 

Así, cuando la OPG se une al RANK-L se inhiben los efectos resortivos 

óseos. 
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El remodelado óseo puede estar influido por la edad, enfermedades 

metabólicas como la diabetes, alteraciones nutricionales, variaciones 

circulatorias, fármacos, factores genéticos, físicos y bioquímicos. De 

estos últimos, se ha estudiado diferentes moléculas que guardan una 

relación directa con el metabolismo óseo. 

 

2.2.1.a. Paratohormona (PTH) 

 La PTH es una hormona cuya función principal es regular los niveles 

de calcio en sangre, de manera que la hipocalcemia incrementa su 

producción y la hipercalcemia, por el contrario, la disminuye. La 

concentración de Magnesio, las prostaglandinas, los agonistas 

adrenérgicos y la 1,25 vitamina D también modulan su secreción. 

Cuando se une al receptor específico del osteoblasto, se incrementa 

la expresión del RANK-L y se disminuye la producción de OPG. Los 

cambios que se generan en la configuración del osteoblasto 

Ilustración 2.Diferenciación la función 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 expresión de RANKL del osteoblasto (adaptación del capítulo 
“Osteoclast generation” de Takahashi N 11). 
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desencadenan una serie de interacciones celulares que tiene como 

resultado el aumento del reclutamiento de proosteoblastos y la 

estimulación de la resorción ósea realizada por los osteoclastos. 

En el riñón, la PTH disminuye la reabsorción de P en el túbulo 

contorneado proximal y aumenta la del Ca actuando sobre el túbulo 

contorneado distal. Además, facilita la conversión de la 25-

hidroxivitamina D -25(OH) Vit D- en 1,25(OH)2 Vit. D. 

Si bien es cierto que la PTH no tiene una acción directa sobre la 

absorción intestinal, hay que señalar que el aumento de la producción 

del 1,25(OH) 2 Vit. D renal como consecuencia de la acción de la PTH 

favorece la absorción 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 endógenamente en la piel a partir del 

dehidrocolesterol de la epidermis por acción de la radiación UVB solar 

o puede adquirirla de manera exógena a través de la dieta. Estas 

formas son biológicamente inactivas y necesitan de una serie de 

transformaciones en nuestro organismo para poder ejercer su 

función12. 

En el hígado se produce el primer metabolito activo, la 25(OH) Vit D o 

calcidiol. Sin embargo, es en el riñón donde se sintetiza el metabolito 

más importante, la 1,25(OH) 2 Vit. D o calcitriol. Sus niveles dependen 

del α1-hidrolasa renal, que se activa cuando aumenta la PTH o 

disminuye la calcemia o la fosforemia. 
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La 1,25(OH) 2 Vit. D favorece la absorción del Ca y P intestinal e 

incrementa la reabsorción de P renal. En el hueso, actúa sobre los 

receptores de los osteoblastos activando la formación ósea. Además, 

regula indirectamente la mineralización ósea incrementando la síntesis 

de colágeno, osteocalcina, osteopontina y FA. 

 

2.2.2.c. Calcitonina 

La calcitonina es una hormona producida en las células C del tiroides 

y su acción consiste en disminuir la calcemia. Su síntesis es 

estimulada por el aumento de la calcemia. 

En el riñón disminuye la reabsorción del Ca y P, mientras que en el 

hueso disminuye la resorción ósea actuando principalmente sobre los 

osteoclastos. 

 

2.2.2.d. Citocinas y Factores de crecimiento 

Las citocinas son moléculas solubles, principalmente proteínas de bajo 

peso molecular, que tras unirse a un receptor de membrana celular 

específico desempeñan una función concreta en las relaciones entre 

células. Esta interacción genera una cascada de señales intracelulares 

que modifica la expresión génica de la célula diana. Su producción se 

limita brevemente mientras dura el estímulo y actúan de manera 

paracrina o autocrina. 

Las citocinas reciben distintos nombres en función si actúan sobre 

linfocitos (linfocinas), monocitos (monocinas) o células 

hematopoyéticas (interleucinas). Son pleiotrópicas, es decir, ejercen 

múltiples efectos debido a que afectan a diferentes líneas celulares. 

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

antagónica. 

Una de las funciones más importantes es la regulación del sistema 

inmunitario y de la inflamación. Se consideran citocinas proinflamatoria 

a las IL-1, IL-6, IL8, IL-12, IL-16, el TNF-α y los IFN-10, IFN-11 e IFN-

12; mientras que la IL-4 y IL-10 tienen una función antiinflamatoria. Por 

otro lado, hay una serie de citocinas como la TGF-β y BMP que actúan 

como factores de crecimiento. 

Los factores de crecimiento son un grupo de sustancias que estimulan 

la mitosis o la diferenciación celular. Actúan de manera endocrina, 

paracrina o autocrina. El TGF-β, FGF, PDGF, IGF-1 e IGF-2 tiene 

acción sobre los osteoblastos mientras que la IL-1, IL-6, el TNF-α, el 

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

 

Estimulan la formación ósea 

Factores de crecimiento Citocinas 

IGF-1 IL-3 

IGF-2 IL-4  

BMP (2,4,6,7) IFN 

TGF-β OPG 

PDGF  

VEGF  

Estimulan la reabsorción ósea 

Factores de crecimiento Citocinas 

TNF-α 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 vía de señalización Wnt es un grupo de vías de transducción de 

señales formadas por proteínas que transmiten la información del 

exterior celular al interior de esta mediante diferentes receptores. En 

el hueso, estas proteínas se unen a los receptores de las células 

madres y progenitores, de manera que perpetúan su autorrenovación 

y proliferación e inducen la diferenciación de las células 

osteoprogenitoras. 

 

2.2.2.e. Otras 

La vitamina C o ácido ascórbico es una molécula esencial que es 

soluble en el agua, tiene una acción antioxidante y participa en 

diferentes procesos de síntesis proteica. En el hueso contribuye a la 

formación de la matriz ósea favoreciendo la síntesis de colágeno 

mediante la hidroxilación de la prolina. 

La vitamina A es un grupo de moléculas liposolubles que está 

involucrada en diferentes procesos del crecimiento y desarrollo. En el 

hueso se ha demostrado que aumenta la resorción por parte de los 

osteoclastos. 

La (GH) como la IGF-1, estimulan la proliferación osteoblástica y la 

producción de osteoide. 
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Los estrógenos tienen un papel importante en la disminución de la 

resorción ósea y tanto los osteoclastos como los osteoblastos 

expresan receptores para dicha hormona. Por su parte, los 

andrógenos tienen un efecto anabólico óseo y actúan 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 formación 

ósea. A su vez, los corticoides disminuyen la formación ósea, inhiben 

la absorción de Ca y Vit D en el intestino, incrementan la eliminación 

urinaria de Ca y aumenta el catabolismo proteico. Además, disminuyen 

la síntesis de colágeno y mucopolisacáridos. 

 

 

  



Introducción 

19 

3. Relación inmunología con metabolismo óseo 

3.1. Conceptos básicos inmunidad 

• Antígeno: cualquier molécula reconocida por las Ig o los TCR 

• Inmunógeno: antígeno que desencadena la RI. 

• Epítopo: región del antígeno que se une con el anticuerpo. Un 

antígeno puede tener diferentes epítopos para diferentes 

anticuerpos. 

• Idiotipo: zona del anticuerpo que se une al Epítopo 

• Hapteno: sustancia no proteica de bajo peso molecular que no 

son inmunógenos por sí mismos, pero que para desencadenar 

la RI necesitan de la unión a una molécula mayor denominada 

“Carrier” o portador. 

• Isotipo: es la clase de la Ig y son 5 (G, A M, E y D) 

• CD: son moléculas marcadoras de la superficie, reconocidas 

por determinados anticuerpos, que permiten identificar el tipo 

de célula, el estado de diferenciación y la activación de la 

misma14. Desempeñan diferentes funciones, entre ellas la de 

actuar de receptores importantes de la célula, también pueden 

iniciar la cascada de señalización que altera el comportamiento 

celular o incluso, participar en la adhesión celular 15. 

 

3.2. Generalidades 

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

de las distintas sustancias ajenas al mismo, así como de los patógenos 

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

patológicos. Las células y moléculas solubles del SI se encuentran 
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distribuidos por todo el organismo y es en el aparato digestivo donde 

se encuentra en mayor concentración. Se diferencian dos tipos de 

inmunidad: la inmunidad innata o inespecífica y la inmunidad 

adaptativa o específica. 

La inmunidad innata proporciona una defensa inicial contra 

sustancias extrañas y agentes patógenos. Está compuesta por 

diferentes tipos de barreras. Las barreras físicas la forman la 

epidermis, dermis y submucosa. Las barreras celulares son las células 

fagocíticas (polimorfonucleares -PMN- y el sistema monocito-

macrófago), células dendríticas y células agresoras naturales 

(linfocitos natural killer –NK-). Por último, la barrera humoral está 

constituida por el complemento, lisozima e interferón. Este tipo de 

inmunidad inespecífica, se caracteriza por estar siempre presente y 

ejercer una acción inmediata sin necesitar un tiempo de latencia para 

su activación. 

La inmunidad innata no desarrolla memoria inmunológica ni es capaz 

de generar una respuesta especifica contra un determinado antígeno. 

Sin embargo, puede reconocer determinados patrones de estructura 

que son compartidos por un amplio grupo de microorganismos PAMP 

(pathogen-associated molecular patterns) así como señales 

endógenas de daño 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 antígeno determinado y el resultado 

provoca la proliferación de las células inmunitarias que están 
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preparadas para responder a dicho antígeno. Esta respuesta se 

conoce como memoria inmunitaria y permite al organismo responder 

de una forma más rápida y precisa en exposiciones posteriores. 

Los linfocitos son las células principales de este tipo de inmunidad y 

se distribuyen en acumulaciones difusas o en órganos concretos. Se 

diferencian dos grandes grupos de órganos linfoides: órganos 

linfoides primarios o centrales y los órganos linfoides 

secundarios o periféricos. En los órganos linfoides primarios se 

originan y desarrollan las células inmunitarias mientras que en los 

órganos linfoides secundarios se produce el contacto de los linfocitos 

maduros con los antígenos. 

La medula ósea y el timo son órganos linfoides primarios. Los linfocitos 

B (LB) son responsables de la inmunidad humoral y se originan y 

maduran en la medula ósea. Por su parte, los linfocitos T (LT), aunque 

se originan también en la medula ósea, se diferencian, maduran y 

adquieren la inmunocompetencia en el timo durante los primeros años 

de la vida. Sin embargo, la producción y maduración de los LT en el 

adulto tiene lugar en la medula ósea. 

Los ganglios linfáticos, el bazo y el tejido linfoide asociado a mucosa 

(MALT) son órganos linfoides secundarios. Si bien es cierto que los 

procesos de estimulación antigénica y proliferación linfocitaria son 

similares en los tres órganos, se debe destacar que una de sus 

diferencias fundamentales es la forma en la que el antígeno entra en 

contacto con el SI. Así pues, en los ganglios linfáticos el antígeno 

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 concentración de tejido linfoide que está 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 población predominante son LT. 

La respuesta inmunitaria (RI) se denomina a la serie de procesos que 

suceden cuando penetra el antígeno en el organismo y entra en 

contacto con el SI, consta de una serie de fases. El primer paso es el 

reconocimiento del antígeno por las células inmunitarias. A 

continuación, se inicia la activación y proliferación de los linfocitos 

específicos a dicho antígeno durante un periodo de latencia en el que 

se forman clones. Finalmente se genera la respuesta efectora del 

sistema inmunitario sobre el antígeno. 

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 

están coordinados por los LT colaboradores Th2. La inmunidad celular 

está regulada por linfocitos T colaboradores Th1, y aunque la 

respuesta efectora puede ser muy heterogénea, generalmente 

destruyen directamente el patógeno por medio de los LT citotóxicos o 

activan a los macrófagos para que fagociten los patógenos. 

 

3.3. Células implicadas 

3.3.1. Células presentadoras de antígeno 

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

capaces de presentar antígenos exógenos por medio del complejo 
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mayor de histocompatibilidad HLA-II. Pueden ejercer como tal las 

células monocito-macrófagos, células dendríticas y los LB. 

 

3.3.2. Linfocitos B 

Los LB son células que sintetizan los anticuerpos que se unen a 

antígenos específicos. Tanto en reposo como activados presentan 

HLA-I y HLA-II 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 vírgenes) expresan 

en su superficie IgM e IgD y cuando interaccionan con el antígeno, 

iniciando un proceso de activación y proliferación que está mediado 

con los LT. Durante este proceso, la célula plasmática originada de la 

activación 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 segregarán IgG e IgA en vez de IgM. Este 

cambio de clase necesita de la sinapsis inmunológica con el LT a 

través del receptor de membrana CD40 presente en LB y el CD40L 

(CD154) del LT. 

Además 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 población 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 citotóxicos.  

El TCR está compuesto por 2 cadenas y se le denomina αβ o γδ en 

función del tipo de cadena que participe en su configuración. El 95% 

de LT de sangre periférica tienen el TCR compuesto con las cadenas 

αβ (TCR-2) mientras que un pequeño porcentaje está formado por las 

cadenas γδ (TCR-1). La población de LT γδ se encuentran en mayor 

proporción en los LT intraepiteliales de las mucosas, no suelen 

expresar el CD4 ni CD8 y, aunque se desconoce su función exacta, se 

sospecha que están implicados en procesos de tolerancia antigénica. 

Tal es el caso que en desordenes asociados a problemas de tolerancia 

como puede ser la celiaquía (intolerancia al gluten), se ha observado 

que existe un mayor porcentaje de LT γδ en la mucosa duodenal de 

pacientes afectos respecto a individuos no celiacos 16. 

 

3.3.3.a. Sinapsis inmunológica 

Para que se desencadene la RI es necesario que se cumplan una serie 

de fases de señalización durante la sinapsis inmunológica entre el LT 

y la CPA. 

En primer lugar, el TCR de los LT ha de reconocer al antígeno, 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 

I encargado de presentar antígenos endógenos y el HLA II destinado 

a péptidos de origen exógeno. Las células con capacidad fagocítica y 

los linfocitos B presentan HLA-II de manera constitutiva y solo los 

linfocitos T activados lo hacen transitoriamente. 

La unión entre el TCR del LT y el antígeno presentado por el HLA-II 

de la CPA origina la primera señal de activación de la sinapsis. Tras 
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producirse esta unión, la señal se trasmite al interior de la célula 

mediante el CD3. 

Se necesita de una segunda señal o coestimulación 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 unión 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 adquisición 

de tolerancia inmunológica en órganos periféricos. La tolerancia 

consiste en un estado de ausencia de reactividad específica para 

antígenos concretos que se adquiere activamente. 

La tercera señal es la modulación de la RI 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 expresión fenotípica que 

debe presentar en su superficie el TCR-CD3 y CD28. 

Aunque el TCR tiene una gran especificidad por el antígeno, 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-

I es la molécula CD8 y en el HLA-II el CD4. 

En fases iniciales de la activación del LT se produce una regulación 

por medio del CD152 (CTLA4 -antígeno 4 del linfocito T citotóxico-). 

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 unión del 

CD152 es la desactivación del LT. 

 

3.3.3.b. Tipos de LT 

Según su grado de activación los LT pueden ser LT quiescentes 

(vírgenes 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 activación) y el HLA-II (marcador tardío de 

activación). 

Fenotípicamente, el LT maduro periférico expresa en su superficie el 

TCR, CD2, CD3, receptor para las lecitinas, fitohemaglutinina, 

concanavalina A y, dependiendo del tipo de CPH que reconocen, CD4 

o CD8. 

Generalmente, los LT CD4 ejercen una función colaboradora con la 

inmunidad celular y la humoral, estos linfocitos son conocidos como 

LT CD4 helper 2. No obstante, hay que destacar un pequeño 

porcentaje de LT CD4 con actividad citotóxica. 

Por su parte, los LT CD8 presentan una actividad mayoritariamente 

citotóxica aunque existe una pequeña proporción de LT, los LT CD8 

helper 2, que desarrolla una función 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 antígeno desencadenan una 

respuesta rápida, selectiva e intensa. En su superficie presentan 

CD45-Ro y carecen de CD62L. 

 

3.3.3.c. LT efectores 

Los linfocitos T citotóxicos (Tc) reconocen el antígeno asociado al CPH 

de la membrana de otras células y lisan la célula diana. Precisan de la 

colaboración de los LT Th1 e intervienen la IL-2, IFN-γ y TNF-α. 
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Aunque suelen ser CD8, hay un pequeño porcentaje que reconocen el 

HLA-II y por lo tanto expresan el CD4 en su superficie. 

Los Th modulan la RI ayudando a otras células inmunitarias mediante 

la secreción de citocinas. Pueden ser CD4 o CD8.  

La conversión de un linfocito virgen Th en los distintos subtipos está 

influida por diversos factores, tanto adquiridos como genéticos. Uno 

de los más importantes es la citocina que coestimula al Th en el 

momento en que reconoce el antígeno. Así, el LT virgen se convertirá 

en Th1 cuando predomine la IL-2, si por el contrario es la IL-4 lo hará 

en Th2, si existiera un ambiente abundante en TGF-β, IL-10 e IL-2 la 

transformación se facilitaría hacia Treg y, por último, la presencia de 

TGF-β hace que la célula se diferencie a Th-1717,18. 

A su vez, los diferentes subtipos de Th desempeñaran distintas 

funciones 

- Th1: producen principalmente IL-2 e IFN-γ. Están 

involucradas en la RI celular de manera que potencian la 

acción de LT citotóxicos, NK y macrófagos. 

- Th2: producen IL-4, IL-5 e IL-6 e intervienen en la RI 

humoral 

- Th3: producen IL10 y TGF-β. 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 fúngicas y bacterianas. Su 

disregulación parece estar implicada en la fisiopatología 

de algunas enfermedades inmunológicas. 
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3.4 Variaciones del estado inmunológico  

El estado inmunitario del individuo fluctúa no solo en condiciones 

patológicas, sino que también lo hace en diferentes estados 

fisiológicos. Por ejemplo, en el paciente anciano se ha demostrado 

como se instaura gradualmente un estado proinflamatorio en el que se 

incrementa la proporción de linfocitos Tc (CD8) y las citocinas 

proinflamatorias IL-2, IFN-γ y TNF-α 19–22. 

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 característica inmunológica relacionada con 

el envejecimiento es la disminución de la coestimulación CD28 de los 

LT 21 que se traduce en la pérdida de la función citotóxica de los LT 

CD8. Se ha de puntualizar que la disminución de la expresión del 

CD28 se asocia con el aumento de la supervivencia de los LT 

autorreactivos, la supresión de la función de CPA de las células 

dendríticas y la producción de grandes cantidades de IFN-γ. En 

definitiva, hay indicios suficientes que en el paciente anciano se 

producen cambios que conllevan el establecimiento de una situación 

proinflamatoria 24,25. 
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4. Osteoporosis 

4.1. Concepto 

La patología ósea metabólica engloba numerosas enfermedades 

como el raquitismo, la osteomalacia, la osteodistrofia renal o las 

osteopatías endocrinas. De ellas, la osteoporosis es la más frecuente 

y produce una disminución de la masa ósea que supone una pérdida 

del mineral óseo y de la matriz colágena. 

La osteoporosis es un trastorno esquelético crónico de carácter 

sistémico en el que, además de disminuir la masa ósea, se altera su 

microestructura y se reduce su resistencia. Como resultado se 

produce un aumento de la fragilidad ósea y del riesgo de fractura 26. 

Tal como se indica, dicho riesgo de fractura no solo depende de la 

pérdida de masa ósea, sino también de otros elementos como la 

alteración de su microestructura. Es por ello que se deberían tener en 

cuenta todos estos factores de riesgos para realizar una valoración 

ósea idónea. Sin embargo, en la práctica habitual, generalmente, solo 

se tiene en cuenta la determinación de la masa ósea 27,28. 

Aunque no se puede calcular directamente la resistencia ósea in vivo, 

en la práctica clínica se utiliza la determinación de la DMO para 

predecir el riesgo de fractura pues se correlaciona altamente con la 

resistencia ósea 29. 

La DMO se mide mediante técnicas densitométricas y determina la 

cantidad de masa ósea por unidad de volumen (densidad volumétrica, 

g/cm3) o por unidad de superficie (densidad de área, g/cm2). Los 

diferentes métodos de densitometría se basan en el principio de la 

absorciometría de los rayos X por parte del hueso, de ellos el más 

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

osteoporosis es la DXA de cuello femoral 27,30. 

La DMO se expresa mediante el “Z score” o el “T score”. El “Z score” 

describe el número 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 

número de desviaciones estándar en el que la DMO de un individuo 

difiere del valor medio esperado en individuos jóvenes y sanos. 

La Organización Mundial de la Salud ha definido los criterios 

diagnósticos de osteoporosis basándose en los valores de la DMO. De 

esta manera, la define como un valor de DMO igual o superior a 2,5 

desviaciones estándar por debajo de la media de las mujeres jóvenes 

adultas (T score menor o igual a -2,5 desviaciones estándar)27. 

Atendiendo a los criterios de la OMS, se calculó en 2010 que 22 

millones de mujeres y 5,5 millones de hombres de la UE padecían 

osteoporosis. De igual manera, se estimó que 3,5 millones de nuevas 

fracturas podían ser secundarias a la osteoporosis, de las cuales 

610.000 correspondían a fracturas de cadera 6. 

La enfermedad cursa de manera asintomática hasta que se produce 

una fractura como consecuencia de un traumatismo de baja energía. 

Las fracturas son las únicas manifestaciones clínicas y en ellas es 

donde radica la importancia de este trastorno. Se entiende como "baja 

energía" a todo traumatismo o caída desde una altura de 

bipedestación o inferior a ella que en un individuo sano no daría lugar 

a una fractura 6. 

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 óseo y la tasa de perdida ósea 

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 31. 

 

4.2. Fisiopatología 

Una vez ha finalizado el crecimiento del esqueleto, el recambio del 

tejido óseo y el mantenimiento de su estructura es llevado a cabo por 

la remodelación ósea. Mediante este proceso, que requiere de un 

preciso ajuste entre formación y resorción ósea, se consigue reparar 

las microfracturas y se previene la aparición de fracturas en individuos 

sanos. 

La osteoporosis posmenopáusica es una enfermedad esquelética que 

se genera como consecuencia del cese de la función ovárica. Esta 

deficiencia estrogénica junto factores genéticos y no genéticos tienen 

un importante impacto en el esqueleto 32,33. 

La disminución de los niveles de estrógenos en la menopausia ejerce 

una potente estimulación de la reabsorción ósea y, en menor medida, 

de la formación ósea, lo que conduce a un periodo de rápida pérdida 

de hueso 34. A esta fase inicial le sucede otra más lenta y prolongada 

en la que la pérdida ósea afecta principalmente al hueso cortical.  

Aunque los andrógenos también contribuyen en el mantenimiento del 

hueso cortical y trabecular en hombres 35,36, se ha visto que la 

regulación ósea depende principalmente de la conversión periférica en 

estrógenos 37. Es por ello, que el déficit de estrógenos en hombres 

tiene un efecto dramático en la homeostasis ósea 38. 

La caída de estrógenos estimula la formación 39 y prolonga la 

supervivencia de los osteoclastos 40. Una posible explicación se debe 

a la pérdida de los efectos inmunosupresores de los estrógenos sobre 
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la producción de citocinas que promueven la osteoclastogénesis 40,41. 

En esta situación, el principal promotor de la estimulación de la 

osteoclastogénesis es el incremento de la producción del RANKL y 

TNF-α 42. 

Los estrógenos además de inhibir la respuesta de las células 

precursoras de osteoclastos frente al RANKL, regulan la producción 

de la IL-1, el receptor de IL-1, el TNF-α, el M-CSF, el IL-6 y el receptor 

IL-6 7. Dichas citocinas y receptores de citocinas tienen una acción 

resortiva sobre el hueso.  

El sistema inmunitario es fundamental para controlar la DMO. El 

RANKL es la principal citoquina implicada en la diferenciación de los 

osteoclastos 43 y es producida en la medula ósea por las células 

mesenquimales, los osteoblastos y los osteocitos 44–47. En estados 

inflamatorios, los linfocitos CD4 activados también son capaces de 

producir RANKL 44–46,48,49 además de otras citocinas 

osteoclastogénicas como la IL-17 y el TNF-α 7,50,51. Es por ello que 

cambios en la activación de los linfocitos T pueden afectar la 

diferenciación de los osteoclastos 49,52. 

Se ha demostrado que se produce un aumento en la secreción de 

RANKL y el TNF-α por parte de los LT CD4 en ratones con 

osteoporosis tras la ovariectomía 53. Sin embargo, esta pérdida ósea 

no se observa en ratones ovariectomizados con deficiencia de LT CD4 

54 ni en los que los LT que han sido bloqueados con anticuerpos anti-

CD4 y anti-CD8 55. Paralelamente, se ha demostrado en mujeres 

menopaúsicas que existe una mayor producción de RANKL y TNF-α 

procedente de los LT CD4 en sangre periférica con respecto a mujeres 

premenopáusicas 56. También se ha constatado que los monocitos, al 

igual que los LT, pueden secretar TNF-α en estas condiciones de déficit 
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de estrógenos 55. Por tanto, hay evidencia suficiente para afirmar que 

en la menopausia son necesarios los LT CD4 productores de TNF-α 

para se produzca la destrucción ósea debida al déficit de estrógenos 

(Ilustración 3) 44,45,56,57. 

Tal como se ha señalado previamente, los LT CD4 están formados por 

subconjuntos Th1, Th2, Th17 y Treg. Los Th1 y Th2 secretan IFN-γ e 

IL-4, respectivamente, y como resultado favorecen la inhibición de la 

osteoclastogénesis. Las células Treg secretan además IL-10, CTLA4 

(que puede unirse a CD80/CD86 en los precursores de osteoclastos) 

y promueven la apoptosis y la inhibición de la resorción ósea 42. Los 

Th17 inducen la osteoclastogénesis mediante la producción de niveles 

elevados de IL-17A, TNF-α, RANKL, IL-1 e IL-6 y de niveles bajos de 

IFN-γ 58–61. 

Una de las citocinas más relacionada con la osteoclastogénesis es la 

IL-17A, cuyos niveles están incrementados en mujeres 

posmenopáusicas que padecen osteoporosis 62–64. La IL-17A estimula 

la liberación de RANKL por parte de las células osteoblásticas 65 y 

también, intensifica la actividad osteoclastógena de RANKL 

aumentando la expresión de RANK en las células precursoras del 

osteoclasto 66. Otro hecho por el que cobra especial relevancia dicha 

citocina es la confirmación de que tras el bloqueo del receptor de IL-

17 67 o la administración de anticuerpos anti-IL-17 68 en ratones 

postovariectomizados se previene la perdida ósea. 

Asimismo, se ha observado como en ratones ovariectomizados se 

produce una estimulación de la diferenciación de los linfocitos CD4 

vírgenes hacia Th17 maduros 69. Este fenómeno está favorecido por 

citoquinas como el TGF-β, la IL-6 y la IL-1β y el TNF-α 70–73 cuya 
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producción se encuentran desregulada por la deficiencia de 

estrógenos 42. 

Ilustración 3. Representación esquemática del papel de los LT en el mecanismo 
por el que el ovariectomía promueve la osteoclastogénesis. 

La deficiencia de estrógenos promueve la activación de los LT al aumentar la 
interacción de las moléculas del MHC cargadas de  antígenos (Ag) de los 
macrófagos de la médula ósea (BMM) y las células dendríticas (DC) con el TCR 
de los LT. Puede que estos Ag sean péptidos exógenos procedentes de la 
microbiota intestinal 

La activación de los LT también requiere por lo menos de dos señales 
coestimuladoras proporcionadas por la unión de las moléculas de superficie CD40 
y CD80 (B7) de los BMM y las DC y las CD40L y CD28 de los LT, respectivamente. 
El incremento de la expresión de CD80 de las DC se produce como consecuencia 
del aumento de la producción de especies reactivas de oxígeno (ERO). 

La expansión clonal de los LT en la médula ósea se debe en parte a un aumento 
de la producción tímica de LT vírgenes inducido por la ovariectomía. Los LT 
activados secretan TNF-α, que estimula la formación de osteoclastos 
principalmente al potenciar la respuesta al RANKL. Además, el CD40L y el 
DLK1/FA-1 expresados por los LT aumentan la actividad osteoclástica de las 
células estromales (SC) al reducir su secreción de OPG y aumentar su producción 
de RANKL, M-CSF y otros factores proinflamatorios (Ilustración original de “Role 
of T cells in ovariectomy induced bone loss-revisited” Pacifici R. 42). 
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Los estrógenos inhiben la diferenciación de los linfocitos Th17 

mediante la acción de las citocinas IL-4, IL-10 y TGF-β1 secretadas 

por los Tregs 74. Los Tregs a su vez, también, pueden evitar de la 

pérdida ósea inhibiendo la diferenciación de los monocitos hacia 

osteoclastos 75.  

En definitiva, la osteoporosis por deficiencia de estrógenos es debida 

a la sobreexpresión de Th17 y el incremento de las diferentes 

citoquinas proinflamatorias (IL-1, IL-6, IL-17 y TNF-α) y el RANKL. En 

este estado de falta de estrógenos, la diferenciación y la expresión de 

Th1, Th2 y Tregs están suprimidas y por tanto hay una menor 

producción de citoquinas antiinflamatorias como el IFN-γ, la IL-4, la IL-

10 y el CTLA-4. También está disminuida la producción de células B 

que producen OPG. Todo esto confluye en un aumento de la 

osteoclastogénesis y de la pérdida ósea (Ilustración 4) 76. 

 

Ilustración 4. Osteoinmunología de 
las enfermedades óseas 
inflamatorias (Ilustración original 
de “Osteoimmunology: The Nexus 
between bone and immune 
system” “Dar et al 76). 
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Tal como se puede observar, la osteoporosis posmenopáusica 

presenta muchos fenómenos que la relacionan con una enfermedad 

inflamatoria 77, de manera que este déficit de estrógenos establece un 

estado inflamatorio crónico que conduce a la pérdida ósea. Por todo 

esto, se puede considerar que la pérdida ósea dependiente de los 

esteroides sexuales es una forma de pérdida ósea inflamatoria 39. 

4.3. Tipos de osteoporosis 

Según 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, farmacológica…) 

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

en osteoporosis idiopática o primaria juvenil y la osteoporosis 

involutiva del adulto. 

Hay dos tipos de osteoporosis involutiva del adulto, la 

postmenopáusica o tipo I y la senil o tipo II. La posmenopáusica se 

da principalmente en mujeres entre los 55 y 75 años. Afecta sobre todo 

al hueso trabecular y predomina la actividad osteoclástica (aumenta la 

resorción). Son más frecuentes las fracturas intracapsulares de 

cadera. 

La osteoporosis senil se da en mujeres mayores de 70 años y hombres 

mayores de 80 años. La proporción entre mujeres y hombres es 2:1. 

Se afecta el hueso trabecular y cortical y disminuye la función 

osteoblástica. En estos pacientes son más frecuentes las fracturas 

extracapsulares de cadera. 
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4.4. Factores de riesgo 

Aunque el diagnóstico de la osteoporosis se centra en la valoración 

cuantitativa de la DMO, ya que es uno de los principales determinantes 

de la resistencia ósea, la importancia clínica 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 

últimos, se encuentran entre otros la raza caucásica, la diabetes 

mellitus, la enfermedad inflamatoria intestinal, la celiaquía, la 

osteogénesis imperfecta, la menopausia precoz, la amenorrea, la 

constitución delgada y las enfermedades endocrinas (hipogonadismo, 

hiperparatiroidismo, hipercortisolismo, hipertiroidismo, etc) 79.  

Por otra parte, los factores de riesgo modificables son: ser fumador, el 

exceso de alcohol, la inactividad, la malnutrición y anorexia, la 

amenorrea inducida por el ejercicio y medicaciones (glucocorticoides, 

hormonas tiroideas, diuréticos, anticonvulsivantes como la fenitoína, 

benzodiacepinas, antidepresivos, heparina, metotrexato) 79. 

 

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 80 son los principales factores de riesgo clínico asociados 

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

La medición de la DMO mediante la DXA es el método de elección en 

la evaluación del riesgo de fractura en el entorno clínico. Sin embargo, 

en más de la mitad de los casos, esta técnica presenta resultados 

dentro de los parámetros de la normalidad” 81. Además, el riesgo de 

fractura por fragilidad excede al esperado en la DMO, cuando se 

asocia a otras circunstancias clínicas como la edad avanzada 82, la 

diabetes, la obesidad 83 y la enfermedad inflamatoria intestinal 84. Por 

ello, la DMO no puede ser la única herramienta de medición del riesgo 

de fractura, ya que existen múltiples factores de riesgo añadidos que 

hay tener en cuenta a la hora de estimar la predicción de la misma. De 

hecho, la guías nacional inglesa (NICE National Institute for Health and 

Care Excellence) cuando evalúa el riesgo de fractura no incluye la 

DMO como técnica obligatoria de medición de este riesgo, debido 

entre otras cosas, a la falta de evidencia y la limitación que los estudios 

actuales presentan con respecto a la fiabilidad de dicha prueba. 

 

4.4.3. FRAX 

El FRAX® es la herramienta de medición predictiva más 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 precisión en la predicción 

de fractura frente a un modelo simple en el que se use como factores 

de riesgo la edad y los antecedentes de fractura previa 85. 

 



Introducción 

39 

4.4.4. Necesidad de búsqueda de otros factores de 

riesgo: Microbiota 

Por todo lo anterior, se necesita desarrollar nuevas herramientas de 

valoración del riesgo que sean más sensibles y que utilicen otros 

predictores clínicos de fracturas diferentes a la DMO. De esta manera, 

se podrá identificar con mayor precisión a los pacientes con mayor 

susceptibilidad de presentar una fractura de cadera por fragilidad. Si, 

además, estas nuevas herramientas se basan en factores de riesgo 

modificables, podría conseguirse una mejora considerable en la 

prevención primaria de este tipo de fracturas. 
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5. Microbiota 

5.1. ¿Qué 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 86.  

Se denomina microbioma al conjunto de microorganismos, incluyendo 

sus genomas y los metabolitos que producen, que forman parte de un 

hábitat por ejemplo el intestinal humano 87,88. 

Cada región del cuerpo posee un hábitat característico que está 

condicionado por las especies que habitan en él y que evolucionan en 

función de la edad y estado fisiológico.  

El término microbioma puede confundirse con el metagenoma. Sin 

embargo, este último se define exclusivamente como una colección de 

genomas y genes de los miembros de una microbiota 89. 

 

5.2. Contexto histórico 

Como consecuencia de los continuos y recientes descubrimientos en 

el campo del microbioma humano, conviene plantearse cuándo la 

humanidad comenzó a ser consciente de su estrecha relación con las 

bacterias. 

A mediados del siglo XIV, en plena epidemia de la Peste Negra en 

Europa, ya se sospechaba de la asociación contagiosa entre 

“gérmenes” y el ser humano. No obstante, no fue hasta 1683 cuando 

Anton van Leeuwenhoek observó los primeros “animáculos” en su 

microscopio rudimentario 90. Tras comparar su microbiota oral y fecal, 

observó las sorprendentes diferencias de microorganismos entre estos 
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dos hábitats y también entre muestras de individuos con distintos 

estados de salud y enfermedad 91,92. 

En la segunda mitad del siglo XIX, Louis Pasteur y Robert Koch 

desarrollaron la Teoría Germinal de la Enfermedad con la que se 

establecía la causalidad entre una determinada bacteria y una 

enfermedad concreta. Pasteur, entre otras contribuciones científicas, 

descubrió los microrganismos que fermentaban el azúcar en alcohol y 

los de la acidificación de la leche. Por su parte, Koch desarrolló unos 

criterios lógicos y experimentales, que posteriormente fueron 

conocidos como los postulados de Koch, e identificó las bacterias 

causantes de la tuberculosis y el cólera. Gracias al avance de 

determinadas técnicas de visualización y cultivo, se entró en la 

llamada Edad de Oro de la Microbiología 90. 

Ilya Metchnikov, Premio Nobel en 1908 y profesor del Instituto Pasteur 

de París, sostuvo que las bacterias ácido-lácticas ofrecían beneficios 

para la salud y, de alguna forma, eran capaces de promover la 

longevidad de la vida. Tal es así, que en sus investigaciones planteaba 

la idea de que «la senilidad debe considerarse como consecuencia de 

una intoxicación crónica por la presencia de microorganismos en el 

intestino». Consideraba que la “flora intestinal” desempeñaba un doble 

papel, por un lado, defendía al organismo contra la infección y 

retrasaba el envejecimiento, pero por el otro lado podía convertirse en 

un elemento de autointoxicación. Propuso la posibilidad de modificar 

la “flora intestinal” potenciando sus componentes positivos y actuando 

contra los negativos. Además, tras observar la gran longevidad de los 

campesinos búlgaros que se alimentaban con grandes cantidades de 

yogur, intuyó que este producto era portador de bacterias positivas 93. 
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Con el descubrimiento de la penicilina por parte de Fleming en 1928 y 

el uso de los antibióticos para tratar las enfermedades infecciosas en 

los años 40, se produjo un descenso de la mortalidad de dichas 

enfermedades. Paralelamente, se observó que los antibióticos 

favorecían el crecimiento de los animales de granja, incluido el tamaño 

de los huesos, 94–96. Estos efectos se han atribuido principalmente a 

los cambios de la microbiota residente en el intestino 97. 

Posterior a estos avances, los científicos han sido cada vez más 

conscientes y han tenido evidencias sobre el impacto potencialmente 

negativo de la administración de antibióticos en seres humanos. Así, 

debido al surgimiento de cepas bacterianas resistentes a antibióticos 

o a la aparición de “superinfecciones” como consecuencia del 

sobrecrecimiento de bacterias tras la administración de antibióticos 

(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 probióticos, que consiste en la 

introducción de organismos que contribuyen beneficiosamente al 

equilibrio microbiano del huésped 98. 

El termino microbiota fue acuñado por Josua Lederberg en 2001 con 

el fin de designar a «la comunidad ecológica de microorganismos 

comensales, simbióticos y patógenos que literalmente comparten 

nuestro espacio corporal y que han sido prácticamente ignorados 

como determinantes de la salud y la enfermedad» 99.  

 

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 años no se ha podido corroborar la 
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implicación de determinadas especies bacterianas en procesos 

fisiológicos 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 100 y que, además, gran parte de las relaciones entre 

las funciones fisiológicas del huésped y la microbiota no estén 

demostradas 101.  

En el estudio de la microbiota se aplican técnicas moleculares basadas 

en la secuenciación masiva, especialmente las del gen que codifica la 

subunidad 16S del ARNr (gen ADNr 16S), así como herramientas de 

análisis masivo de datos (técnicas meta-ómicas) con el fin de analizar 

la estructura y función de un gran número de genes microbianos 

presentes en un ambiente determinado con el fin de establecer 

correlaciones con la expresión génica del huésped. 

 

5.2.2. Auge en investigación 

Dos circunstancias han supuesto un avance en el desarrollo de la 

investigación del microbioma: la evolución de nuevas técnicas de 

secuenciación genómica y el desarrollo de bases de datos que 

organizan toda la información generada. 

 

5.2.2.a. PCR RNA 16s 

La PCR es una técnica de laboratorio que permite producir 

rápidamente (amplificar) millones hasta miles de millones de copias a 

partir de un segmento específico de ADN para, posteriormente 

estudiarse con mayor detalle. La PCR requiere del uso de cebadores 
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y múltiples ciclos de síntesis de ADN para amplificar un segmento. Los 

cebadores son fragmentos de ADN sintético que seleccionan el 

segmento de ADN que se quiere amplificar 102. 

La aplicación de la tecnología 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 está presente en 

muchos microorganismos y está compuesto por regiones de expresión 

constantes que están flanqueadas por otras de expresión variables. 

Los cebadores de PCR que se acoplan a las regiones constantes son 

capaces de amplificar la región variable interna de un conjunto 

determinado de bacterias 103. Así, estas regiones variables son 

secuenciadas y comparadas con una base de datos con el fin de 

identificar los organismos presentes.  

Este tipo de secuenciación basada en el gen del ARNr 16S es un 

método rápido y barato 104. Además, 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 

secuenciación 105. Hasta hace unos años, la identificación de bacterias 

se realizaba mediante la alineación de la secuencia y, según la 

similitud genética, se agrupan en OTUs para después incorporarse al 

análisis de asociación estadística 106. Las secuencias taxonómicas 

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 tamaño del conjunto de datos brutos de 

secuencias de ARNr 16S y por supuesto, reduce también los requisitos 
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computacionales para el análisis. Esto también absorbe los posibles 

errores técnicos en de secuencias. Pero los recientes avances 

metodológicos (procesado informático de datos de secuencia) de 

eliminación 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 precisión que las OTU con un 97% de 

identidad. Por lo tanto, también hay que considerar que, dado su 

método de construcción, los ASV no son equivalentes a "OTU con un 

100% de identidad", por lo que los resultados de sus análisis no son 

comparables 107. 

 

5.2.2.b. Procesamiento y análisis de datos: European MetHit 

y HMP 

La creación del Consorcio europeo MetaHIT y del Proyecto del 

Microbioma Humano (HMP) han facilitado el desarrollo de 

herramientas bioinformáticas que permiten el procesamiento y el 

análisis de los datos.  

El consorcio europeo MetaHIT se ocupa de establecer correlaciones 

entre el microbioma intestinal y los fenómenos adversos para la salud 

del individuo, entre los que se encuentran la obesidad y la enfermedad 

inflamatoria intestinal 104. 

El HMP, originado en Estados Unidos, se centra en la caracterización 

del microbioma humano sano y en la creación de un conjunto de datos 

que sirvan como control de referencia y sea accesible al público 108. 

Se han caracterizado cinco comunidades principales del microbioma 

humano: el de las vías respiratorias, el de la piel, el oral, el intestinal y 

el vaginal 109. 
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5.3. Variabilidad de la microbiota. Concepción 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 uñas u ojos), en las internas (riñones, vejiga, vagina e intestino) y 

en los portales de entrada al organismo (boca y nariz -vías 

respiratorias-, cavidad oral -tracto gastrointestinal-, tracto urogenital y 

las grietas de la superficie cutánea). 

El microbioma humano ha conseguido implantarse en los distintos 

microambientes del huésped gracias a que se cumplen las 

condiciones óptimas 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 más diversas 110. 

Los factores ambientales como la temperatura, el pH, la concentración 

de oxígeno, la presión, la osmolaridad y la fuente de nutrientes afectan 

a la abundancia y diversidad de microorganismos en las distintas 

localizaciones del cuerpo. Por ejemplo, la variación 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 111. 

La abundancia y diversidad de la microbiota humana depende de 

factores intrínsecos y extrínsecos. La región corporal, la genética, la 

etnia, el sexo y la edad corresponden a los factores intrínsecos. Los 

factores extrínsecos pueden provocar cambios transitorios o 

permanentes en la comunidad microbiana, y corresponden a la dieta, 
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la medicación, el estilo de vida, la ubicación geográfica, el clima y la 

estacionalidad 112. 

 

5.3.1. Núcleo del microbioma 

La composición microbiana no solo varía entre las distintas regiones 

anatómicas, sino que también lo hace entre los individuos 104. Esto 

implica que todavía no se haya podido concretar con exactitud cuál es 

la microbiota saludable para cada ecosistema. 

Se puede entender el microbioma como una entidad dinámica, que 

crece y cambia junto con el hospedador, y que la irrupción de una 

enfermedad grave puede modificarlo por completo y para siempre, sin 

que esto conlleve a desenlaces fatales. 

La introducción del concepto de “núcleo del microbioma” puede 

facilitar la diferenciación entre los miembros permanentes y estables 

de un microbioma específico y las poblaciones que pueden ser 

intermitentes, estar asociadas únicamente a estados específicos del 

microbioma o estar restringidas a condiciones ambientales concretas 

113. 
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En términos de dinámica temporal y espacial, el núcleo del microbioma 

describe la comunidad microbiana que está constantemente asociada 

a un determinado genotipo de hospedador o a un entorno específico 

(Ilustración 5). 

 

5.3.2. Enfoque holístico 

La importancia del microbioma radica, más que la composición 

microbiana, en su funcionalidad ya que diferentes especies 

microbianas pueden realizar funciones metabólicas equivalentes y una 

misma especie, diferentes funciones dependiendo de la dotación 

génica que lleven cepas de la misma especie 114. 

Se considera al microbioma como un «órgano» imprescindible para la 

vida que influye en la salud y la enfermedad. Desde un enfoque 

Ilustración 5. Dinámica del microbioma en el tiempo y a escala. a) La 
dinámica 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 núcleo de 
microbiota más bien constante. b) La dinámica espacial del 
microbioma se caracteriza por variaciones en la composición 
microbiana entre hábitats similares separados en el espacio 
(Ilustración original de “Microbiome definition re-visited: old concepts 

and new challenges” Berg G.113). 
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holístico, se ha introducido el concepto de holobionte para referirse a 

la relación entre hospedador y su microbiota, de manera, que 

coevolucionan como una entidad. 

Según este enfoque, el estado de enfermedad del holobionte está 

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 acompaña de eubiosis, alta 

diversidad y uniformidad de la microbiota respectiva 113. 

Con todo ello, se puede definir al microbioma como una comunidad 

microbiana característica que ocupa un hábitat bastante bien definido 

y que posee propiedades fisicoquímicas distintas. El microbioma no 

sólo se refiere a los microorganismos implicados, sino que también 

abarca su ámbito de actividad, lo que da lugar a la formación de nichos 

ecológicos específicos. El microbioma, que forma un microecosistema 

dinámico e interactivo propenso a cambiar en el tiempo y la escala, 

está integrado en macroecosistemas que incluyen huéspedes 

eucariotas, y aquí es crucial para su funcionamiento y salud 113. 
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6. Microbiota intestinal 

La población de microbiota que reside en el tracto intestinal es la más 

abundante del organismo, se estima que está constituida por alrededor 

de 1014 microorganismos e interactúa con las células del huésped 

desde la luz intestinal mediante diferentes mecanismos 115. La 

microbiota intestinal colabora en la digestión transformando las fibras 

no absorbibles y los carbohidratos en AGCC. Además, ayuda a 

mantener la integridad de la barrera intestinal, contribuye al desarrollo 

y la regulación del sistema inmune y sirve de defensa contra 

microorganismos perjudiciales. 

El MI modula la respuesta inmune del huésped por medio de la 

regulación del desarrollo y la función de los LT y de la producción de 

citocinas. De esta manera es capaz de defenderse de los agentes 

patógenos o establecer fenómenos de tolerancia a determinados 

antígenos que puedan llegar con la ingesta de alimentos. 

 

6.1. Estructura y evolución del MI a lo largo de la vida 

del individuo 

El MI está formado por más de 1000 especies de microrganismos 116, 

de las cuales gran parte pertenecen a los filos Firmicutes y 

Bacteroidetes. La combinación del genoma de las distintas especies 

bacterianas constituye el metagenoma intestinal, que se estima que 

tiene 450 veces más genes que el genoma humano 117. 

La MI coloniza nuestro organismo de manera progresiva tras el 

nacimiento y alcanza la composición del adulto entre los dos y tres 

años de edad (Ilustración 6) 118. La composición cambia en tres etapas 
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de la vida: desde el nacimiento hasta el destete, desde el destete hasta 

la obtención de una dieta normal y, por último, durante la vejez 112,119. 

 

Aun así, la microbiota intestinal puede sufrir cambios a lo largo de la 

vida debido a factores genéticos del huésped 120, la dieta 121, la toma 

de medicamentos122, el estado inmunitario del huésped 123 y la edad124. 

Aunque la composición del MI individual suele permanecer 

relativamente estable en el adulto, es extremadamente variable en 

sujetos ancianos 125. A partir de los 70 años, la diminución de la 

actividad inmunitaria y la modificación en la digestión de alimentos y la 

absorción de nutrientes por parte del intestino contribuyen a los 

cambios en el MI, ya que son más susceptibles a los patógenos, 

influyendo finalmente en el microbioma central 112. 

 

6.2. Funciones. Interacciones huésped-MI 

Además de su consabido papel en la digestión, asimilación de 

nutrientes y síntesis de vitaminas (función trófica), el MI constituye un 

sistema biológico en equilibrio que controla la proliferación de 

patógenos. 

Ilustración 6. Estructura de la microbiota intestinal a lo largo de la vida 
(Ilustración original de “Exploring host-microbiota interactions in animal models 
and humans” Kostic AD 119) 



Introducción 

52 

La dieta del huésped puede afectar la composición del MI y en 

consecuencia modificar también la absorción. Un dieta alta en calorías 

se asocian con una reducción de la relación 

Bacteriodetes/Firmicutes126 y puede provocar alteraciones 

metabólicas en el huésped, mientras que una dieta baja en calorías 

puede aumentar la concentración de sustancias nocivas en el tracto 

intestinal 127. Lo mismo sucede en dietas con un alto contenido en 

proteínas ya que puede incrementar la producción de compuestos 

tóxicos como sulfuro de hidrogeno y el metano 128. Por ello es 

necesario llevar una dieta equilibrada para evitar trastornos en la 

composición del MI que influyen en la absorción intestinal y, 

posiblemente en el metabolismo óseo. 

Algunas especies de la microbiota intestinal pueden influir en la 

absorción de nutrientes de diferentes maneras. Grandes 

concentraciones de Limosilactobacillus reuteri (Lactobacillus reuteri) y 

Bifidobaccterium longum en el intestino pueden favorecer la absorción 

de minerales (calcio, fosfato y magnesio) y así incrementar la DMO 129. 

En otros casos, el MI puede influir en la absorción del calcio 

modificando el pH del intestino 130,131. También son capaces de 

descomponer las macromoléculas en componentes más pequeños 

que para facilitar la absorción 132 o desempeñar un papel esencial en 

la síntesis de la vitamina B y K que son fundamentales en la regulación 

ósea 133,134. 

Además, ciertas poblaciones bacterianas establecen una relación 

simbiótica con las mucosas facilitando una actividad endocrina que 

ayuda a la digestión y estimula la proliferación y supervivencia de las 

células del epitelio intestinal 135. Estas comunidades de 

microorganismos también participan en la modulación de su sistema 
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inmune local y sistémico 136; en la regulación de funciones metabólicas 

137, en el crecimiento del huésped 86, el equilibrio energético 138, o en 

los sistemas de comportamiento cerebral 139. 

 

6.3. Homeostasis microbiana intestinal 

En condiciones normales, el MI facilita un equilibrio con el epitelio y el 

sistema inmunitario y, a su vez, ocupa un nicho especifico que suprime 

la colonización y crecimiento de patógenos. Se puede alterar este 

equilibrio mediante la acción de patógenos, antibióticos o la dieta 140. 

Un cambio en la composición o, sobre todo, en la diversidad del MI 

puede provocar un desequilibrio drástico entre las bacterias 

beneficiosas y las potencialmente patógenas. Este desequilibrio 

microbiano se denomina "disbiosis", y se define como una alteración 

de la homeostasis del MI debida a un desequilibrio de los propios 

microorganismos, a cambios en su composición funcional y 

actividades metabólicas, o a cambios en su distribución local 141. 

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 composición de las especies, suelen 

desencadenar situaciones de disbiosis del MI 142. 

En esta situación, el MI pierde su capacidad protectora, se altera la 

permeabilidad intestinal y no se puede controlar la diseminación 

sistémica de las bacterias 143. 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 función normal del 

microbioma intestinal y contribuye a generar respuestas inmunitarias 
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e inflamatorias aberrantes, como la inflamación 112, la respuesta 

desregulada de los LT y la producción de las citocinas IL17, TNF-α, IL-

1β y RANKL 144–146. 

 

6.4. Base de distintas patologías 

La disbiosis del MI puede desencadenar el desarrollo de patologías en 

el tubo digestivo o en otros órganos distantes como SNC, pulmones y 

las articulaciones 43,137,143,147. 

Se ha demostrado una clara asociación entre el microbioma y distintas 

afecciones crónicas en humanos, entre ellas: EII 148, obesidad 138, 

enfermedades metabólicas 149, desnutrición 150, trastornos 

neurológicos 151, cáncer 152, y enfermedad cardiovascular 153. 

La EII consiste en una inflamación gastrointestinal idiopática, crónica 

y recurrente con dos formas comunes: la CU y la EC. Se ha 

demostrado en la EC que el aumento en la proporción de Escherichia 

coli invasiva respecto a la Faecalibacterium prausnitzii y especies 

Roseburia (estas dos últimas productoras de butirato) estaba 

involucrada en la patogénesis de la afección 154. La especie F. 

prausnitzii tiene funciones antiinflamatorias en el intestino y una 

modificación en su proporción puede hacer perder esta capacidad 

protectora 155. Además, 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 remisión, se 

recupera la abundancia de estos microorganismos 156. 

Por otro lado, se ha asociado a la disbiosis intestinal con otros 

trastornos como la enfermedad celiaca, el CCR y el SII. Se ha descrito 

en pacientes con SII, un descenso de los géneros del filo Firmicutes, 
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como Lactobacillus y Faecalibacterium, y del filo Actinobacteria, como 

Bifidobacterium y Collinsella. Además, 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 disfunción de la 

barrera epitelial en pacientes con SII 112,157,158. 

Aunque se ha documentado en numerosos estudios la relación del MI 

con las enfermedades inflamatorias sistémicas 43,106,143,159, no se ha 

esclarecido si las alteraciones de estas poblaciones bacterianas son 

la causa o la consecuencia de estas enfermedades. 

Se ha descrito la asociación entre diferentes trastornos inflamatorios y 

autoinmunes del intestino con una masa ósea baja, lo que sugiere una 

conexión entre el intestino y el hueso 160,161. Además, hay datos 

suficientes que corroboran la conexión entre el SI y el metabolismo 

óseo, así como la influencia reciproca entre MI y el SI del huésped. 

Por tanto, todo parece indicar que el MI podría influir sobre el 

metabolismo óseo a través de un SI alterado. 
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7. MI y metabolismo óseo 

Las primeras evidencias que relacionaron el MI con el metabolismo 

óseo fueron la asociación de la pérdida ósea en la columna lumbar y 

el cuello femoral con el crecimiento excesivo de bacterias intestinales 

162,163. De esta manera, se observó como los pacientes con 

sobrecrecimiento bacteriano intestinal presentaban osteomalacia, 

unos niveles elevados de citocinas inflamatorias (TNF-α e IL-1) y una 

mayor actividad de los osteoclastos. Además, se determinó un 

consumo aumentado de nutrientes por parte de las bacterias 

intestinales y por tanto una disminución de la absorción intestinal de 

calcio, fosfato y vitamina D 162.  

Aunque está aceptado que la malabsorción es un factor de riesgo 

importante para las enfermedades óseas, la pérdida ósea como 

consecuencia al sobrecrecimiento bacteriano no se debe únicamente 

a este déficit de absorción y probablemente está mediada por diversos 

mecanismos. 

Se dispone de datos suficientes que avalan la teoría de la modulación 

de la masa ósea por la microbiota intestinal 143, aunque este 

mecanismo es complejo y poco conocido. El microbioma puede actuar 

sobre el sistema inmunitario (osteoinmunología) 159, las vías 

hormonales y por la producción de metabolitos bacterianos que actúan 

como señales para las células óseas 164. 

Existen diversos estudios experimentales realizados en ratones, que 

evalúan el impacto del MI en la estructura y densidad ósea. Estos 

estudios se centran en ratones con el microbioma intestinal alterado. 

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

administración de antibióticos 165. 

Los estudios en ratones axénicos han demostrado que el sistema 

inmunitario del MALT intestinal está poco desarrollado y que el número 

de LT CD4 del bazo están disminuidos. Estos hallazgos apoyan la 

hipótesis de que el MI es capaz de moldear la inmunidad del huésped 

166. 

En los últimos años se ha estudiado el efecto del MI sobre el tejido 

óseo en animales. Aunque algunos resultados pueden resultar 

contradictorios, todo parece indicar, tal como se desarrolla a 

continuación, que el MI es un importante regulador de la DMO y actúa 

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 función osteoclástica puede 

alterarse en los ratones con un MI aberrante como consecuencia de la 

alteración del estado inmunológico del hueso de este tipo de animales. 

Sjogren et al 167 constataron que los ratones hembra C57B1/6J 

axénicos tenían desde el nacimiento una mayor DMO, tanto cortical 

como trabecular, frente a ratones convencionales. Además, 

presentaban una disminución de los osteoclastos, de sus precursores 

(CD11b+/Gr1-) y de los LT CD4+ con expresión de TNF-α y de IL-6 en 

medula ósea. La formación ósea, en cambio, no estaba alterada. La 

colonización del intestino de los ratones axénicos con MI procedente 

de ratones convencionales, normalizó la DMO y los parámetros 

inmunológicos de los LT CD4+ y las células precursoras de 
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osteoclastos en médula ósea. Tras estos hallazgos, se pudo concluir 

que el aumento de masa ósea era consecuencia principalmente de la 

reducción de la actividad resortiva ósea mediada por la disminución de 

la actividad osteoclástica. Además, se pudo demostrar que esta baja 

actividad resortiva ósea se debía a la falta de activación de las células 

inmunitarias. 

Contrariamente a estos hallazgos, en otro estudio experimental, se 

observó cómo los ratones juveniles machos axénicos BALB/c 

desarrollaban un patrón de crecimiento más retardado respecto los 

controles. Los fémures de estos animales presentaban un crecimiento 

óseo significativamente reducido, tanto en longitud, grosor cortical y 

en la fracción ósea cortical/trabecular del  165. Estos hallazgos pueden 

deberse a las diferencias entre las poblaciones de ratones de los 

distintos estudios ya que las características genéticas, el sexo, la 

edad, la diversidad de microbioma, los niveles de IgA, el perfil de LT y 

la duración del tratamiento puede influir en el patrón de crecimiento 

óseo 143. 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 está 

elevada en las muestras de heces y suero frente a las de los ratones 

C57BL6/J 168. Esta discrepancia de respuesta inmunitaria puede 

explicar en cierta medida las diferencias de niveles de las citoquinas 

que actúan sobre el hueso (TNF-α 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 colonización 

con MI convencional libre de patógenos específicos se reduce la masa 

ósea pero que a largo plazo se compensa con un proceso de 

formación ósea 169. Este efecto anabólico coincide con un aumento de 
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la producción IGF-1. El IGF-1 es una hormona con acciones conocidas 

sobre el crecimiento esquelético que presenta unos niveles bajos en 

ratones axénicos o tratados con antibióticos. De esta manera, parece 

que el MI proporciona un estímulo anabólico óseo neto, que este 

estimulo puede estar mediado por el IGF-1 y que la producción de 

ácidos grasos de cadena corta (AGCC), entre ellos, el butirato por 

parte de determinadas especies de MI puede explicar el aumento de 

IGF-1 169. 

 

7.1.2. Estudios con animales con MI modificada por 

antibióticos 

Los estudios con ratones a los que se les administro antibióticos a 

bajas dosis han permitido respaldar la hipótesis de la influencia de la 

microbiota intestinal en el crecimiento óseo. 

Se ha demostrado que suministrar antibióticos a dosis 

infraterapéuticas desde el nacimiento o durante el destete del ratón 

produce un aumento de la DMO como consecuencia de la variación 

del MI 122,170. Se ha postulado que esta alteración de la composición 

del microbioma que afecta al crecimiento óseo puede estar mediados 

por cambios en las hormonas metabólicas o la regulación de la 

expresión genética hepática 170,171. 

Por otro lado, se ha señalado que en con ratones ovariectomizados, la 

administración de tetraciclinas previene de la perdida ósea en gran 

parte debido a la inhibición de la resorción ósea 172.  
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7.1.3. Relación inmunológica  

Un SI 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 inmunológicas locales o sistémicas. Determinadas 

especies bacterianas puede favorecer la expresión de citocinas 

osteoclastogénicas como el TNF-α o IL-6 167. 

Se ha demostrado en ratones axénicos que el número de neutrófilos y 

monocitos en medula ósea es menor que el que presentan los ratones 

de la misma línea portadores de una MI convencional. Este efecto se 

debe a la disminución de progenitores granulocítico-mieloides (GMP) 

a partir de las células pluripotenciales (HSC). No obstante, la 

colonización de los ratones axénicos con MI convencional o la 

administración de PAMP de bacterias muertas incrementa el número 

de células mieloides. Estos datos sugieren que los PAMP pueden 

influir en la diferenciación de los progenitores de los osteoclastos 

173,174. 

La activación sistémica y local de los LT activados productores de 

RANKL puede provocar una perdida ósea en determinados estados 

inflamatorios sistémicos 175,176. Dentro de las distintas subpoblaciones 

de LT, los Th17 son los que más RANKL expresan y, por tanto, parecen 

tener un papel importante en la osteoclastogénesis 61. Los Treg, en 

cambio, inhiben la osteoclastogénesis a través de la vía CTLA-4 177. 

Además, los LT producen citocinas que tienen diferentes efectos sobre 

las células óseas. El INF-γ y la IL-4, secretadas por Th1 y Th2 

respectivamente, inhiben la osteoclastogénesis 178,179. Por su parte, la 

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

estromales 66,180. 

Determinados grupos bacterianos intestinales pueden influir en la 

estimulación de las subpoblaciones Th17 181. Por su parte, se ha 

demostrado que la especie Bacteroides fragilis influyen sobre las 

células Th1 y la diferenciación de los Treg 182. Se ha objetivado en 

ratones axénicos que la colonización con determinadas especies de 

clostridios o la administración de probióticos (Bifidobacterium breve 

AH1205, Bifidobacterium longum AH1206 y Lactobacillus salivarius 

AH102) normaliza el número de linfocitos Treg 183,184. 

Los osteoclastos se desarrollan a partir de las células precursoras 

mieloides influenciadas por el RANKL. Los cambios en el MI pueden 

alterar el número de precursores de osteoclastos o la capacidad de 

diferenciación (Ilustración 7) 164. De tal manera que la activación 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-α 185. 

 

Ilustración 7. Reabsorción ósea y mircrobioma intestinal (Ilustración 
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 migración de los 

monocitos y linfocitos a los diferentes tejidos. En los ratones axénicos, 

el número de monocitos y precursores osteoclásticos están 

disminuidos en la medula ósea, pero estos niveles se normalizan al 

colonizar el tracto digestivo con MI de ratones convencionales 167,174. 

La Enfermedad de Crohn se asocia a una grave pérdida ósea y 

disbiosis. En este estado, se produce una desregulación de la 

respuesta inmunitaria en el intestino de las células Th17 activadas que 

migran a la médula ósea e inducen el reclutamiento de precursores 

osteoclásticos, provocando así un aumento masivo de la 

osteoclastogénesis 186. 

 

7.1.4. Relación con estrógenos 

El MI proporciona los antígenos necesarios para la activación de los 

LT en la médula ósea y el aumento de la producción de TNF-α. 

Además, el MI presenta interacciones reciprocas con las hormonas 

sexuales 43. Por ello, se han diseñado estudios en ratones para evaluar 

el impacto del MI sobre la disminución de la DMO como consecuencia 

del déficit de estrógenos. 

Li et al demostraron que los ratones axénicos con deficiencia de 

estrógenos estaban totalmente protegidos contra la perdida de hueso 

trabecular 145. Se administró un agonista de la GnRH, la leuprolida, en 

ratones axénicos y en ratones portadores de MI convencional. Se 

observó que se producía un aumento de la perdida ósea cortical y 

trabecular y de los marcadores de resorción ósea séricos en el grupo 

control. Además, en este grupo se incrementó la población de LT 

productores de TNF-α e IL-17 en médula ósea e intestino delgado, así 

como también lo hizo la producción de TNF-α y RANKL. En cambio, 
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en los ratones axénicos, no se produjo ningún aumento del TNF-α, 

RANKL e IL-17 en la médula ósea ni en los tejidos del intestino 

delgado. Una vez se colonizo el intestino de los ratones axénicos con 

MI convencional, se produjo la perdida ósea inducida por la privación 

de estrógenos.  

Este estudio no solo señala el papel del MI en la pérdida ósea inducida 

por la deficiencia de esteroides sexuales, sino que también indica su 

necesidad para que el SI responda a la deficiencia de esteroides 

sexuales. De la misma manera, se puede sospechar que el estado 

inflamatorio de las mujeres menopaúsicas, que han perdido el efecto 

inmunosupresor estrogénico, puede verse agravado por una 

composición del MI desfavorable y aumentar aún más la pérdida de 

masa ósea. 

 

7.2. Estudios con Prebióticos. 

Los prebióticos son alimentos no digeribles que benefician la salud del 

huésped al modificar la composición y las actividades del MI 106,187. Son 

resistentes a la acción del ácido gástrico y a la hidrolisis de los encimas 

de los mamíferos, no se absorben y estimulan el crecimiento y la 

actividad de determinados grupos de bacterias intestinales 188. 

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 digestión, sino que también 

tiene una acción antiinflamatoria y promueven la absorción de 

minerales (calcio, magnesio y zinc) 189,190. Así, los prebióticos pueden 

repercutir en la regulación de la DMO y la prevención de la pérdida 



Introducción 

64 

ósea 106. Se ha demostrado que poseen tales efectos la inulina, los 

FOS, los GOS y el almidón resistente 189,190.  

La inulina es un polisacárido de la familia de los fructanos que 

favorece la absorción intestinal de calcio en animales y humanos. Se 

ha demostrado que la suplementación durante un año en adolescentes 

aumenta en un 47% la DMO respecto al grupo control 191. 

Paralelamente, se ha observado que la suplementación de inulina en 

modelos experimentales murinos modifica el MI hacía grupos 

bacteriano que promueven la formación ósea 192,193. 

Los GOS, son oligosacáridos prebióticos no digeribles que se derivan 

de la lactosa y tienen potencial para mejorar el equilibrio mineral y las 

propiedades óseas. Se postula que uno de los mecanismos por el cual 

facilita la absorción del calcio se debe a su resistencia a la absorción 

intestinal y a la producción de AGCC que se producen tras su 

fermentación en el intestino 188. Se ha estudiado el efecto del GOS 

sobre la composición del MI y la masa ósea tanto en ratas como en 

humanos, demostrándose un aumento relativo de la población de 

bifidobacterias y de la masa ósea 188,194. 

Los efectos hallados en estos estudios son significativos y podrían 

reducir potencialmente el riesgo de pérdida de masa ósea asociado a 

la osteoporosis. Se cree que la capacidad de los prebióticos en 

modificar el MI y así mejorar la absorción de calcio y la producción de 

AGCC puede ser la clave. No obstante, es necesaria una mayor 

validación mediante más estudios. 
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7.3. Estudios con Probióticos  

Los probióticos 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 acción sobre el sistema digestivo 195. Pueden alterar la 

composición y la actividad metabólica de la microbiota intestinal 196, 

regular la respuesta inmunitarias del huésped 197,198 y mejorar la 

función de la barrera epitelial 199,200. 

Las cepas más comunes que actualmente utilizan como probióticos y 

poseen efectos beneficiosos para la salud son: Enterococcus faecium, 

cepas de Bifidobacterium, Bacillus, Saccharomyces boulardii (S. 

boulardii), Lactobacillus y Pediococcus 201. 

Se han realizado varios estudios para evaluar los efectos de los 

probióticos en animales con el fin de tratar diferentes patologías como 

la enfermedad inflamatoria intestinal 187. También se ha investigado en 

modelos experimentales animales con el fin de esclarecer la relación 

de los probióticos con el metabolismo óseo. 

Se ha demostrado en pollos de crianza que tras una dieta 

suplementaria de 6 semanas con Bacillus licheniformis y Bacillus 

subtilis, la masa ósea de la tibia se incrementaba en los pollos tratados 

respecto al grupo control 202. 

Se ha postulado que la modificación del MI murino administrando 

Lactobacillus spp, entre ellos el Lactobacillus rhamnosus y 

Lactobacillus paracasei, puede repercutir de manera directa sobre la 

modulación inmunológica de la masa ósea y en su resorción ósea 

144,203. Se ha documentado que la administración de leche fermentada 

con Lactobacillus helveticus en ratas macho produce una DMO mayor 

respecto al grupo control 204. La leche contiene nutrientes beneficiosos 
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para el metabolismo óseo, además algunos tipos de bacterias 

intestinales pueden ayudar a descomponer las proteínas contenidas 

en la leche en péptidos biológicamente activos 203. 

La administración oral con Lactobacillus reuteri 6475 (L. reuteri 6475) 

en ratones machos sin alteraciones en las hormonas sexuales 

disminuye la inflamación intestinal y aumenta la masa ósea trabecular 

205. Este aumento de la masa ósea es debido a la disminución de la 

resorción ósea y los niveles de TNF-α. 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 ósea en ratones hembra en 

condiciones inflamatorias inducidas por el estrés quirúrgico 206. Aunque 

no se conoce el mecanismo exacto para que se produzca este 

fenómeno, parece que dicho estado inflamatorio es necesario para 

que L. reuteri 6475 aumente la masa ósea. 

El MI modula la perdida ósea en ratones hembras con déficit de 

estrógenos, por este motivo, se ha planteado la posibilidad que los 

probióticos pueda proteger a los ratones tras una ovariectomía 145,187. 

Se ha demostrado que la administración 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 207. 

De la misma manera, la administración 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 resorción ósea inducido 

por la ovariectomía 146. El tratamiento con estos probióticos tiene un 
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efecto protector óseo relacionado con la reducción de la producción de 

TNF-α e IL-1 y el aumento de la expresión OPG en el hueso cortical 

146. Por todo lo anterior, se puede indicar que el tratamiento probiótico 

atenúa la resorción ósea en ratones ovariectomizados mediante la 

modificación del estado inmunológico óseo. 

Por otro lado, la suplementación en ratones ovariectomizados con una 

microbiota convencional que la administración de los probióticos 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 ósea inducida por la 

ovariectomía y disminuye la permeabilidad intestinal y la inflamación 

sistémica 145. Además, el LGG aumenta la masa ósea en estados de 

deficiencia de estrógenos al estimular la formación ósea. Todo esto 

indica que tanto el LGG como el VSL#3 interaccionan dinámicamente 

con epitelio intestinal e inducen activamente la expresión de proteínas 

implicadas en el mantenimiento de la integridad de la barrera epitelial 

intestinal. 

En resumen, los estudios con probióticos y prebióticos muestran como 

la administración de estos suplementos pueden modificar el MI y 

también regular el metabolismo óseo. Uno de los mecanismos de 

acción por los que se sospecha que podrían actuar es la modulación 

del SI a través de la modificación del MI. 

 

7.4. Interacción con la mucosa intestinal 

Existe una relación 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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proliferación y la supervivencia de las células epiteliales y refuerzan la 

función de la barrera intestinal 143. 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 fijación que permitan la 

adhesión bacteriana 112. 

La pared intestinal está en íntimo contacto con la microbiota luminal 

del intestino y es decisiva en las interacciones entre el huésped y el 

MI. Esta estrecha interrelación posibilita la toma de muestras 

antigénicas por parte del huésped y facilita la respuesta inmunitaria 

frente la carga antigénica dentro del lumen intestinal 208. Las células 

inmunitarias que se encuentran en los compartimentos subepiteliales 

de la mucosa intestinal y que son estimuladas por el MI, pueden 

generar citoquinas osteoclastógenas en el intestino que afecten a la 

formación ósea. Por tanto, se puede suponer cualquier cambio en la 

permeabilidad intestinal puede elevar los niveles de citoquinas 

osteoclastógenas e influir en la DMO 143. 

La protección contra la perdida ósea es específica para cada tipo de 

cepa bacteriana y puede estar relacionada con la afinidad de las 

bacterias hacia las diferentes proteínas de la mucosa intestinal que 

permiten su fijación. Por ejemplo, se ha establecido en ratones 

ovariectomizados una asociación entre la modelación ósea y el LLG, 

sin embargo, no se ha detectado ninguna acción moduladora en la 

perdida ósea tras la administración de E. coli DH5alpha 145. La proteína 

SpaC es necesaria para que el LGG se una a la mucosa del intestino 

y pueda ejercer su influencia positiva en la salud intestinal 209. El LLGM 

es una variante mutante del LLG con una adhesión epitelial defectuosa 

que genera una protección parcial frente a la perdida ósea 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 única 

forma por la cual el LGG tiene efectos probióticos 145. Una posible 

explicación puede ser la producción 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 tráfico molecular entre la luz y la submucosa 

epitelial a través del espacio paracelular, de manera que en 

condiciones fisiológicas no permite el paso de moléculas con un 

tamaño mayor de 15 Å (~3,5 kDa para los oligopéptidos) 211. La 

permeabilidad de los espacios paracelulares está controlada por las 

proteínas intercelulares de unión 212 y se regula, al menos en parte, 

por las vías de señalización MAPK y PI3 Kinase 213. 

Los estrógenos activan la vía de señalización MAPK 214 a través de los 

receptores de estrógenos que expresan las células epiteliales 

intestinales 215,216. Así, una deficiencia de esteroides sexuales podría 

debilitar la expresión de la vía MAPK y, en consecuencia, la integridad 

de la barrera intestinal. 

Además, la falta de esteroides sexuales debilita la integridad del 

epitelio debido a la disminución de la trascripción de las proteínas 

Claudin 2,3 y 15 y JAM3 217,218. En este estado de insuficiencia 

hormonal, se aumenta la permeabilidad de la barrera intestinal y 

facilita la translocación bacteriana. Este incremento de carga 

antigénica que entra en la submucosa epitelial estimula la producción 

de marcadores inflamatorios y de citoquinas osteoclastógenas. Por 

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

consecuencia del aumento de las citocinas osteoclasteogénicas 143. 

La relación entre el MI y la barrera de la mucosa intestinal es compleja 

y aunque ambas se complementan para defender el organismo de las 

bacterias patógenas, se ha demostrado que una modificación en la 

composición del MI puede alterar la permeabilidad intestinal 219. Uno 

de los metabolitos que se incrementa en sangre cuando aumenta la 

permeabilidad es el LPS 220. El LPS se ha asociado con la prolongación 

de la supervivencia de los osteoclastos in vitro 221. Para finalizar, cabe 

señalar que determinados probióticos 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 214. 

 

7.5 Mecanismos de acción del MI sobre el metabolismo 

óseo 

Aunque existe suficiente evidencia que detalla la relación entre el MI y 

el metabolismo óseo, sigue sin conocerse con exactitud los 

mecanismos específicos por los que el microbioma puede modular la 

fisiología ósea. De las distintas hipótesis que intentan explicar dicho 

funcionamiento se encuentran entre otras: la regulación de la 

absorción de nutrientes, la función de barrera intestinal y la 

translocación de partículas bacterianas a través de la pared intestinal, 

y la activación de la respuesta inmunitaria en el intestino y a nivel 

sistémico 222. 

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

inmunitario modulando la producción de citocinas, tiene la capacidad 
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de promover la formación ósea 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 absorción 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 composición y la 

actividad metabólica de la microbiota intestinal y modula las funciones 

de la barrera fisiológica intestinal y el sistema inmunitario 224. Además, 

se ha documentado que el déficit de vitamina D puede inducir disbiosis 

intestinal y predisponer a la inflamación intestinal 225. Aunque se 

necesitan más estudios para dilucidar por completo el mecanismo de 

acción, diversas publicaciones apuntan que la vitamina D puede 

generar efectos antiinflamatorios y promueve la función de los Treg 

12,226. 

La fermentación de los prebióticos por parte del MI produce AGCC. 

Estos productos junto la acidificación de la luz intestinal puede 

aumentar la solubilidad del calcio favoreciendo su absorción 164. Los 

AGCC modulan al huésped inhibiendo la HDAC, activando los GPR o 

induciendo la autofagia 227. Algunos juegan un papel importante en la 

formación y mineralización ósea al actuar sobre las vías de 

señalización RUNX y de la osteoprotegerina 228,229. 

El Butirato es un AGCC que es capaz de favorecer la formación ósea 

e inhibir la osteoclastogénesis al suprimir la vía de señalización del 

RANKL 230,231. Se ha demostrado en ratones que el LGG pueden 

afectar a la formación ósea a través del butirato. De esta manera el 

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

anabólico óseo 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 glucagón-like) que tienen relación con el metabolismo 

óseo. El péptido YY es una hormona gastrointestinal que se ha 

asociado negativamente con la DMO en mujeres menopaúsicas 233. 

Por su parte, el péptido 1 glucagón-like es una hormona que regula el 

metabolismo óseo actuando sobre la diferenciación de células 

mesenquimales hacia osteoblastos y adipocitos 234. 

 

7.6. Estudios en humanos 

Uno de los primeros trabajos que estudió las diferencias poblacionales 

de la microbiota en personas, comparó la estructura de las 

poblaciones bacterianas y los cambios en la diversidad de la 

microbiota intestinal en pacientes con osteoporosis primaria y 

osteopenia primaria 235. Para ello, se analizaron las muestras de 18 

pacientes, distribuidos en tres grupos iguales (pacientes sanos, 

pacientes osteopénicos y pacientes osteoporóticos), mediante la 

secuenciación 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 tamaño muestral fue pequeño, 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 más de 30 taxones con una abundancia diferencial entre 
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pacientes sanos y osteoporóticos 235–240. No obstante, se han 

observado resultados contradictorios para determinados taxones 

respecto a su asociación con la osteoporosis. Es por ello que todavía 

no existe un consenso sobre que taxones son claves para el desarrollo 

de este trastorno. 

Recientemente, se ha publicado un metaanálisis que recoge cinco 

estudios en los que se caracteriza el MI de las personas utilizando la 

secuenciación del gen 16S rRNA 241. Tras agrupar todos los taxones 

hasta el nivel de género, se analizó 328 muestras, siendo 155 de 

pacientes sanos y 173 de osteoporóticos. En el grupo de osteoporosis, 

se identificó un incremento del género de bacterias proinflamatorias 

como Bacteroides o Clostridium sensu stricto. Además, se detectó una 

reducción significativa de los géneros Agathobaculum, Dorea, 

Clostridium group XIV, Collinsella, Mediterraneibacter que incluyen 

especies generadoras de AGCC. Esta alteración de composición 

microbiana que se ha asociado a la osteoporosis proporciona una 

sólida perspectiva de la patogénesis de esta patología en humanos. 

Con todo, en la actualidad hay suficientes datos que apoyan la teoría 

de la modulación de la masa ósea por el MI (osteomicrobiología) 143. 

Sin embargo, faltan estudios clínicos en humanos que relacionen 

directamente la microbiota con el riesgo de fractura de cadera. Nuestra 

hipótesis es que los pacientes con fractura de cadera por fragilidad 

tienen una microbiota intestinal específica que favorece la perdida 

ósea y la aparición de la fractura. El presente estudio tiene como 

objetivo identificar la MI predominante en ancianos con fractura de 

cadera por fragilidad en comparación con la microbiota presente en 

individuos sanos mediante la secuenciación del gen 16S ARNr. 
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Los pacientes con fractura de cadera presentan una complejidad 

clínica, funcional y cognitiva relacionada con alteraciones metabólicas, 

nutricionales e inmunológicas. La fractura de cadera por fragilidad se 

asocia a la osteoporosis que produce una alteración en la 

microarquitectura ósea. La microbiota intestinal puede influir sobre el 

hueso alterando la absorción de nutrientes, estimulando el sistema 

inmune o por la traslocación de productos microbianos a través del 

endotelio intestinal, afectando la densidad ósea y la remodelación 

ósea. Las alteraciones óseas en los pacientes con fractura de cadera 

pueden estar relacionadas con cambios en la microbiota como factor 

de riesgo predisponente. 

Nuestra hipótesis es que los pacientes con fractura de cadera por 

fragilidad tienen una microbiota intestinal específica que favorece la 

perdida ósea y la aparición de la fractura. El presente estudio tiene 

como objetivo identificar la MI predominante en ancianos con fractura 

de cadera por fragilidad en comparación con la microbiota presente en 

individuos sanos mediante la secuenciación del gen 16S rRNA. 

 

 

Objetivo general: 

Identificar la microbiota intestinal predominante en ancianos 

con fractura de cadera por fragilidad en comparación con la 

microbiota presente en individuos sanos de la misma edad. 
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Objetivos específicos: 

- Evaluar la relación entre la microbiota (determinación de los 

grupos bacterianos más abundantes y aquellos que 

disminuyan) en enfermos con fractura de cadera con respecto 

a los controles sanos. 

- Evaluar la relación entre la microbiota con las variables 

clínicas y los parámetros inflamatorios en pacientes con 

fractura de cadera. 
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1. Tipo de estudio 

De acuerdo con las directrices de la declaración STROBE 242, se ha 

realizado un estudio observacional, analítico de casos-control para 

identificar eventuales diferencias en la composición de la microbiota 

intestinal en pacientes ancianos con fractura de cadera por fragilidad 

en comparación 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. Selección muestra del estudio 

Se han incluido 50 individuos del departamento de salud Arnau de 

Vilanova-Llíria de Valencia. El grupo patológico estaba compuesto por 

25 pacientes diagnosticados de fractura de cadera aguda como 

consecuencia de un traumatismo de bajo impacto o caída desde altura 

igual o menor a su estatura, que fueron ingresados para someterse a 

tratamiento quirúrgico. Por otra parte, se han reclutado de la 

comunidad 25 controles que no presentaban antecedentes de fractura 

de cadera. 

 

2.1. Criterios de inclusión 

Los siguientes criterios de inclusión que se ha aplicado para ambos 

grupos son: 

− Edad mayor de 70 años. 
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− Puntuación escala de Barthel ≥ 30 puntos. 

− Ausencia de fractura de cadera previa. 

 

2.2. Criterios de exclusión 

− Tratamiento antibiótico durante las 2 semanas previas a 

la inclusión del estudio. 

− Tratamiento activo (quimioterapia o radioterapia) para 

cualquier neoplasia. 

− Deterioro cognitivo moderado-severo considerado como 

una puntuación ≥ 5 en el GDS. 

− Haber requerido cirugía u hospitalizados por cualquier 

motivo en los últimos 3 meses antes de la inclusión en el 

estudio. 

− Vacunación en las últimas 6 semanas. 

− Inmunodeficiencia. 

− Enfermedad autoinmune. 

− Infección aguda. 

 

3. Tamaño muestral 

Para el cálculo del tamaño muestral se ha asumido arbitrariamente la 

capacidad de detección 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 intención de ser 

conservadores, se ha asumido que la proporción hipotética de casos 

con exposición es de un 50% y que hasta un 10% de los controles 
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podrían tener la misma exposición que los casos. Se empleó un nivel 

de significación alfa de dos colas de 0,05 y un poder beta de 0,8 en 

una relación casos y controles de 1:1. La determinación empleada ha 

sido el método de Kelsey usando el software Open Epi versión 

3.03.1723 243 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. Descripción 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 demográficas, clínicas y analíticas y el cuestionario de 

adherencia a la dieta mediterránea. 

 

4.1. Variables demográficas 

Se han recogido las variables demográficas de edad, sexo, peso, 

índice de peso corporal y altura en todos los casos. Además, 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. 
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4.2. Variables clínicas 

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

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

forma, se han anotado la presencia de los siguientes antecedentes 

patológicos de interés: 

− Diabetes Mellitus. 

− Dislipemia. 

− Hipertensión. 

− Insuficiencia cardíaca congestiva. 

− Enfermedad de Parkinson. 

− Hiperplasia benigna de próstata. 

− Arritmia cardiaca por fibrilación auricular. 

− Enfermedad pulmonar obstructiva crónica. 

− Obesidad.  

− Hábito tabáquico. 

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

y el tipo de fractura conforme la siguiente clasificación: 

1. Fracturas subcapitales cuando se producen en la zona del 

cuello femoral, entre cabeza y macizo trocantérico. 

2. Fracturas pertrocantéreas cuando el trazo de fractura entre 

trocánter mayor y menor 

3. Persubtrocantereas, aquellas producidas entre el trocánter 

menor y los 5 cm distales a este. 

4.3. Variables analíticas 

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

obtuvieron las muestras sanguíneas necesarias para la determinación 
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de las variables analíticas (mediante el procedimiento de analítica 

ordinaria convencional) y para la determinación del perfil inmunitario 

linfocitario (muestra de sangre en fresco). 

Todas las muestras sanguíneas en el grupo de casos se han obtenido 

antes de la cirugía de reparación de la fractura de cadera. El tiempo 

máximo 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 quirúrgico ortopédico por un motivo distinto a fractura de 

cadera. Todas las muestras sanguíneas han sido remitidas al 

laboratorio de Análisis Clínicos del Hospital Arnau de Vilanova de 

Valencia. 

Las variables analíticas escogidas son: 

• Perfil Bioquímico 

- 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/1.73m2. 

- Colesterol total: unidades dadas en mg/dL. 

- Proteínas Totales: unidades dadas en g/dL. 

- Albúmina: unidades dadas en g/dL. 

- Fosfatasas alcalinas: unidades dadas en mU/mL. 

- Sodio: unidades dadas en mEq/L. 

- Potasio: unidades dadas en mEq/L. 

- Calcio total: unidades dadas en mg/dL. 

- Fósforo inorgánico: unidades dadas en mg/dL. 

- Proteína C reactiva: unidades dadas en mg/L. 
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• Perfil Hormonal 

- TSH: unidades dadas en µUI/mL. 

- 25 OH Vitamina: unidades dadas en ng/mL. 

- PTH - Parathormona: unidades dadas en pg/mL. 

- IGF-1 : unidades dadas en ng/mL. 

 

• Hematología General y Recuento Celular 

- Hemoglobina: unidades dadas en g/dL. 

- VSG: unidades dadas en mm/h. 

- Hematíes: Recuento porcentual y absoluto (1012/L). 

- Leucocitos: Recuento porcentual y absoluto (109/L). 

- Neutrófilos: Recuento porcentual y absoluto (109/L). 

- Linfocitos: Recuento porcentual y absoluto (109/L). 

- Monocitos: Recuento porcentual y absoluto (109/L). 

- Eosinófilos: Recuento porcentual y absoluto (109/L). 

- Basófilos: Recuento porcentual y absoluto (109/L). 

- Plaquetas: Recuento porcentual y absoluto (109/L). 

 

4.4. Encuesta dietética 

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

de adherencia a la dieta mediterránea MEDAS (Mediterranean Diet 

Adherence Screener) 244. 

El cuestionario MEDAS es un instrumento breve que es capaz de 

estimar correctamente la adherencia a la dieta mediterránea. De esta 

manera el investigador puede evaluar de una manera rápida el patrón 

dietético de un paciente. La encuesta consta de 14 preguntas de 

opción cerrada con la cual se puede comprobar el grado de adherencia 
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a la dieta mediterránea (Ver ítems en Anexo cuaderno de recogida de 

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

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

puntuación de entre 4 y 7; y adherencia baja, para una puntuación 

igual o inferior a 3 245. 

 

4.5. Escalas de valoración clínica 

Se ha valorado la situación 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 aplicación de los siguientes cuestionarios: 

− Índice de comorbilidad de Charlson. Permite predecir la 

mortalidad al año para un paciente con distintas 

comorbilidades asociadas. Se asigna una puntuación de 1, 2, 

3 o 6 en función del riesgo de fallecer por cada patología. 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 246. 

− Índice de Barthel. Es una escala de valoración funcional del 

paciente y su rehabilitación. Mide la capacidad de una persona 

para realizar diez actividades básicas de la vida diaria: comer, 

aseo personal, bañarse/ducharse, trasladarse “sillón-cama”, 

uso del retrete, deambulación, subir y bajar escaleras, vestirse, 

defecación y control miccional. Los valores asignados 

dependen del tiempo y la ayuda física que se necesita para 

completar dichas tareas. No se asignará el máximo valor si 

necesita ayuda o supervisión 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 puntuación menor a 30 

247. 

− GDS. Es útil para seguir de una forma global la evolución de la 

Demencia de anciano y para definir sus etapas (leve, 

moderada y severa) incluyendo los límites entre el deterioro 

fisiológico leve y la demencia propiamente dicha. Se aplica 

mediante entrevista, a partir de datos observacionales, de 

cuestiones planteadas al propio enfermo, a sus cuidadores o a 

las personas que estén en contacto con él 248. 

− Índice de Lawton: Valora las actividades instrumentales 

propias del medio extrahospitalario necesarias para vivir de 

manera independiente. Su normalidad indica integridad de las 

actividades básicas para el autocuidado y del estado mental. 

Estas actividades son: utilizar el teléfono, comprar, usar de 

trasporte, responsabilidad respecto a la medicación, capacidad 

de manejo de dinero, hacer comida, tareas domésticas y lavar 

la ropa. Se considera anormal una puntuación <5 en hombres 

y <8 en mujeres. El deterioro de las actividades instrumentales 

es predictivo de deterioro de las actividades básicas y puede 

ser considerado como un indicador de fragilidad 249. 

 

4.6. Análisis subpoblaciones linfocitarias 

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

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

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

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

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

identificación de cada subpoblación. 

Tubo Función 

Subpoblación 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+CD45RA+CD62L+ 

LT CD4+ MEMCN CD3+CD4+CD45RA-CD62L+ 

LT CD4+ MEMEF CD3+CD4+CD45RA-CD62L- 

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

LT CD8+  CD3+CD8+ 

LT CD8+ NAIVE CD3+CD8+CD45RA+CD62L+ 

LT CD8+ MEMCN CD3+CD8+CD45RA-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 αβ  CD3+TCRαβ+ 

LT αβ NAIVE CD3+TCRαβ+CD45RA+CD62L+ 

LT αβ MEMCN CD3+TCRαβ+CD45RA-CD62L+ 

LT αβ MEMEF CD3+TCRαβ+CD45RA-CD62L- 

LT αβ TEMRA CD3+TCRαβ+CD45RA+CD62L- 

LT αβ CD4 CD3+TCRαβ+CD4+ 

LT αβ CD4+ NAIVE CD3+TCRαβ+CD4+CD45RA+CD62L+ 
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LT αβ CD4+ MEMCN CD3+TCRαβ+CD4+CD45RA-CD62L+ 

LT αβ CD4+ MEMEF CD3+TCRαβ+CD4+CD45RA-CD62L- 

LT αβ CD4+ TEMRA CD3+TCRαβ+CD4+CD45RA+CD62L- 

LT αβ CD8 CD3+TCRαβ+CD4+ 

LT αβ CD8+ NAIVE CD3+TCRαβ+CD8+CD45RA+CD62L+ 

LT αβ CD8+ MEMCN CD3+TCRαβ+CD8+CD45RA-CD62L+ 

LT αβ CD8+ MEMEF CD3+TCRαβ+CD8+CD45RA-CD62L- 

LT αβ CD8+ TEMRA CD3+TCRαβ+CD8+CD45RA+CD62L- 

LT γδ  CD3+TCRγδ+ 

LT γδ NAIVE CD3+TCRγδ+CD45RA+CD62L+ 

LT γδ MEMCN CD3+TCRγδ+CD45RA-CD62L+ 

LT γδ MEMEF CD3+TCRγδ+CD45RA-CD62L- 

LT γδ TEMRA CD3+TCRγδ+CD45RA+CD62L- 

LT γδ CD4+  CD3+TCRγδ+CD4+ 

LT γδ CD4+ NAIVE CD3+TCRγδ+CD4+CD45RA+CD62L+ 

LT γδ CD4+ MEMCN CD3+TCRγδ+CD4+CD45RA-CD62L+ 

LT γδ CD4+ MEMEF CD3+TCRγδ+CD4+CD45RA-CD62L- 

LT γδ CD4+ TEMRA CD3+TCRγδ+CD4+CD45RA+CD62L- 

LT γδ CD8+  CD3+TCRγδ+CD8+ 

LT γδ CD8+ NAIVE CD3+TCRγδ+CD8+CD45RA+CD62L+ 

LT γδ CD8+ MEMCN CD3+TCRγδ+CD8+CD45RA-CD62L+ 

LT γδ CD8+ MEMEF CD3+TCRγδ+CD8+CD45RA-CD62L- 

LT γδ CD8+ TEMRA CD3+TCRγδ+CD8+CD45RA+CD62L- 

LT γδ DN CD3+TCRγδ+CD4-CD8- 

LT γδ DNNAIVE CD3+TCRγδ+CD4-CD8-CD45RA+CD62L+ 

LT γδ DNMEMCN CD3+TCRγδ+CD4-CD8-CD45RA-CD62L+ 

LT γδ DNEF CD3+TCRγδ+CD4-CD8-CD45RA-CD62L- 

LT γδ DNTEMRA CD3+TCRγδ+CD4-CD8-CD45RA+CD62L- 

LT NKTS CD3+CD56+ 

LT NKTSNAIVE CD3+CD56+CD45RA+CD62L+ 

LT NKTSMEMCN CD3+CD56+CD45RA-CD62L+ 

LT NKTSMEMEF CD3+CD56+CD45RA-CD62L- 

LT NKTSTEMRA CD3+CD56+CD45RA+CD62L- 

LT NKTγδ  CD3+TCRγδ+CD56+ 

LT NKTγδ NAIVE CD3+TCRγδ+CD56+CD45RA+CD62L+ 

LT NKTγδ MEMCN CD3+TCRγδ+CD56+CD45RA-CD62L+ 
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LT NKTγδ MEMEF CD3+TCRγδ+CD56+CD45RA-CD62L- 

LT NKTγδ TEMRA CD3+TCRγδ+CD56+CD45RA+CD62L- 

LT NKT αβ  CD3+TCRαβ+CD56+ 

LT NKT αβ NAIVE CD3+TCRαβ+CD56+CD45RA+CD62L+ 

LT NKT αβ MEMCN CD3+TCRαβ+CD56+CD45RA-CD62L+ 

LT NKT αβ MEMEF CD3+TCRαβ+CD56+CD45RA-CD62L- 

LT NKT αβ TEMRA CD3+TCRαβ+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 γδ CD8+ VD1 CD3+TCRγδ+CD8+vδ1 

LT γδ CD8+ VD2 CD3+TCRγδ+CD8+vδ2 

LT γδ DNVD1 CD3+TCRγδ+CD4-CD8-vδ1 

LT γδ DNVD2 CD3+TCRγδ+CD4-CD8-vδ2 

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 Activación Linfocitos T  

LT CD4+ IL2+ IFNg- CD3+CD4+IL-2 +INF-γ - 

LT CD4+ IL2+ IFNg+  CD3+CD4+IL-2 +INF-γ + 

LT CD4+ IL2-IFNg- CD3+CD4+IL-2 -INF-γ - 

LT CD4+ IL2-IFNg+  CD3+CD4+IL-2 -INF-γ + 

LT CD4+ TNFa+ IFNg- CD3+CD4+TNF-α +INF-γ - 

LT CD4+ TNFa+ IFNg+  CD3+CD4+TNF-α +INF-γ + 

LT CD4+ TNFa-IFNg- CD3+CD4+TNF-α -INF-γ - 

LT CD4+ TNFa-IFNg+  CD3+CD4+TNF-α -INF-γ + 

LT CD8+ IL2+ IFNg- CD3+CD8+IL-2 +INF-γ - 
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LT CD8+ IL2+ IFNg+  CD3+CD8+IL-2 +INF-γ + 

LT CD8+ IL2-IFNg- CD3+CD8+IL-2 -INF-γ - 

LT CD8+ IL2-IFNg+  CD3+CD8+IL-2 -INF-γ + 

LT CD8+ TNFa+ IFNg- CD3+CD8+TNF-α +INF-γ - 

LT CD8+ TNFa+ IFNg+  CD3+CD8+TNF-α +INF-γ + 

LT CD8+ TNFa-IFNg- CD3+CD8+TNF-α -INF-γ - 

LT CD8+ TNFa-IFNg+  CD3+CD8+TNF-α -INF-γ + 
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 realizó una hematimetría básica 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 sanguíneas, 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 número de células sanguíneas. El número de intermitencias indica 

la cifra de células sanguíneas. La amplitud de cada intermitencia es 

proporcional al volumen de la célula. 

4.6.1.b. Citómetro de flujo 

Para el desarrollo del presente trabajo se utilizó un citómetro de flujo 

Navios (Beckman Coulter, Inc) con el que se puede medir 

simultáneamente 10 emisiones fluorescencias distintas usando tres 

láseres: azul de 488nm, rojo de 647nm y violeta a 405 nm.  
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4.6.1.c. Análisis funcional de los Linfocitos T 

Anticuerpos monoclonales empleados en el análisis de las 

subpoblaciones linfocitarias  

Para el análisis 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) 

- IFNγ- Fluorescein isothiocyanate (FITC)  

- TNFα- R Phycoerythrin (PE) 

- IL2- R Phycoerythrin-Cyanine 7 (PC7)  

- CD8- Alexa Fluor 700 (AF700)  

- CD4- Pacific Blue (PB)  

- TCRγδ- Fluorescein isothiocyanate (FITC)  

- TCRαβ- R Phycoerythrin (PE)  

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

- TCR Vδ1- R PhycoerythrinCyanine 7 (PC7) 

-TCR Vδ2- Pacific Blue (PB) 
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4.6.1.d. Protocolo de marcaje 

El marcaje llevado a cabo está basado en la capacidad de los 

anticuerpos monoclonales específicos de unirse a células leucocitarias 

mediante los determinantes antigénicos que éstas expresan en la 

membrana celular (o incluso intracitoplasmáticamente).  

Se utilizaron anticuerpos monoclonales específicos contra antígenos 

concretos que vienen ya marcados con el fluorocromo. 

Se incubó la muestra con el anticuerpo monoclonal. Los leucocitos 

fueron analizados por citometría de flujo. Dentro de una ventana 

electrónica se seleccionó la población de interés, definida en un 

histograma que relaciona los parámetros que deseamos estudiar.  

Para la determinación 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. Análisis funcional de las distintas 

subpoblaciones 

La adquisición y el análisis se realizaron en un citómetro de flujo 

Navios (Beckman Coulter, Inc) y luego se analizarán con Kaluza 

Software.  

Se adquirió un total de 100.000 eventos. Los recuentos absolutos de 

subconjuntos de células circulantes son calculados utilizando los 

porcentajes obtenidos por citometría de flujo y el recuento de 

leucocitos se obtiene del analizador hematológico, utilizando un 

conteo de doble plataforma tecnología. 
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4.7. Análisis Microbiota 

4.7.1. Recolección de las muestras microbiota 

La toma de muestras fecales en el grupo casos se obtuvo antes de la 

cirugía de reparación de la fractura de cadera. El tiempo máximo 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 

quirúrgico ortopédico. 

Todas las muestras fecales se adquirieron siguiendo las 

Recomendaciones de la Sociedad Española de Enfermedades 

Infecciosas y Microbiología Clínica de 2016 250. Las muestras fueron 

obtenidas mediante frotis rectal antes de administrar dosis de 

antibiótico profiláctico (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 -80º. 

 

4.7.2. Procesamiento muestras 

El primer paso necesario para caracterizar el metagenoma por 

secuenciación masiva es realizar la extracción del ADN de las 

muestras fecales de cada uno de los individuos según los 

procedimientos ya descritos y publicados por el grupo de Bäuerl et al 

251,252.  

4.7.2.a. Extracción con Robot MagNA Pre LC Roche 

Se cortó la punta de las dos torundas de cada muestra en un entorno 

estéril y se introdujeron en un tubo de 2 mL. Se añadió 1 mL de suero 
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fisiológico en cada tubo y se agitó 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 líquido que había quedado 

en las torundas. Tras centrifugar durante 15 minutos a 13.000 rpm a 

4ºC (Centrífuga Eppendorf  5415R), se descartó el sobrenadante y se 

obtuvo el pellet bacteriano para su procesamiento. 

A continuación, se añadieron 207µL de Bacteria Lysis Buffer (Lisis 

Buffer kit MagNA Pure LC DNA Isolation Kit III -bacterias, hongos- 

3264785001) al pellet bacteriano. Una vez se ha mezclado bien se 

incorporó 23µL de Lisozima y se agitó de nuevo en el vortex para 

homogenizar el producto. 

Tras la incubación en termobloque a 37ºC durante 30 minutos, se 

añadió 20µL de proteinasa K (Proteinasa K, kit MagNA Pure LC DNA 

Isolation Kit III -bacterias, hongos- 3264785001) y se agitó en el vortex 

para homogenizar la mezcla. Se realizó una nueva incubación en 

termobloque durante 10 minutas a 65ºC y posteriormente durante 10 

minutos a 95ºC. 

Tras centrifugar la muestra durante 1 minuto a máxima rpm, se recogió 

el sobrenadante, 250µL, y se llevó 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. Preparación de la biblioteca y secuenciación 

Los amplicones del gen del ADNr 16S se amplificaron siguiendo el 

protocolo de Illumina de preparación de bibliotecas de secuenciación 

metagenómica del gen del ADNr 16S (Cod. 15044223 Rev. A). Las 

secuencias específicas del gen utilizadas en este protocolo se dirigen 
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a las regiones V3 y V4 del gen del ADNr 16S. Se añadieron secuencias 

de nucleótidos de adaptador de Illumina a las secuencias específicas 

de genes.  

Los cebadores se seleccionaron de Klindworth et al 253. Según 

nomenclatura estándar de nucleótidos de la IUPAC, las secuencias de 

cebadores de longitud completa que se han utilizado en este protocolo 

y que se dirigen a esta región son: 

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

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTACGGGNG

GCWGCAG 

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

GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGACTACHVG

GGTATCTAATCC 

Se utilizó el ADN genómico microbiano (5 ng/μl en 10 mM Tris pH 8,5) 

para iniciar el protocolo. Tras la amplificación del gen 16S rDNA, se 

realizó el paso de mutiplexado utilizando el Nextera XT Index Kit (FC-

131-2001).  

Se analizó 1μl del producto PCR en un chip Bioanalyzer DNA 1000 

para verificar el tamaño, el tamaño esperado en un trazado 

Bioanalyzer es de ~550 pb. 

Tras la verificación del tamaño, las bibliotecas se secuenciaron 

utilizando una serie por pares finales 2x300pb (MiSeq Reagent kit v3 

(MS-102-3003) en un MiSeq Sequencer según las instrucciones del 

fabricante (Illumina). 
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4.7.2.c. Comprobación de la calidad 

La evaluación de la calidad se realizó 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. Análisis metataxonómico 

4.7.3.a. Desnaturalización y eliminación de quimeras 

La eliminación de las distorsiones, la unión de extremos emparejados 

y la eliminación de quimeras se realizaron a partir de datos de 

extremos emparejados utilizando el proceso DADA2 255. 

 

4.7.3.b. Asignación taxonómica 

La asignación taxonómica y las estadísticas básicas se obtuvieron 

utilizando el flujo de trabajo QIIME2 256 y se clasificó en función de filo, 

clase, orden, familia, género y especie (Ilustración 8). Las secuencias 

no fueron agrupadas en OTU, por lo que el análisis se basará en ASV. 

La base de datos utilizada para esta asignación taxonómica fue SILVA 

257. 

Ilustración 8. Clasificación taxonómica 
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4.7.4. Análisis bioinformático de la microbiota 

Los datos se han obtenido utilizando un pipeline ad-hoc escrito en el 

entorno RStatistics 258, haciendo uso de varias librerías Open Source 

como gdata, vegan, etc. Los datos se han agrupado y estratificado 

según el archivo de metadatos proporcionado por el usuario. 

Los datos de secuencia se han analizado utilizando Qiime2 pipeline 

Bolyen et al 259. 

Se ha realizado un análisis de rarefacción con el fin de estimar la 

diversidad global cubierta por las secuencias obtenidas. En el proceso 

de normalización de datos se evalúa la rarefacción de las muestras. 

La rarefacción tiene en cuenta los tamaños desiguales de las 

bibliotecas y realiza un submuestreo aleatorio sin sustitución hasta el 

tamaño de la biblioteca más pequeña que no se ha considerado 

defectuosa 260. El análisis de la curva de rarefacción permite evaluar 

visiblemente la profundidad de secuenciación con respecto el número 

de taxones detectados 261. En el gráfico general de rarefacción 

(Ilustración 10), las cifras del eje X representan el número de 

secuencias y las del eje Y al número de taxones. Cuando una muestra 

presenta una rarefacción muy baja, el número de taxones se considera 

insuficiente y no puede incluirse en el análisis de datos. Aunque este 

procedimiento de normalización de los datos puede suponer una 

pérdida de información importante 262, se ha contrastado su utilidad 

cuando los tamaños de las bibliotecas son muy pequeños (<1.000 

lecturas/muestra) o muy desiguales entre grupos (cuando difieren más 

de 10 veces) 263. También se ha demostrado su utilidad para comparar 

comunidades ecológicas (β-diversidad) 264. 



Material y métodos 

100 

Se ha estimado la α-diversidad para medir la diversidad dentro de 

una muestra. Las dos medidas de α-diversidad más utilizadas son la 

riqueza (recuento del número de especies) y la uniformidad 

(distribución de cada especie). Se han empleado los estimadores de 

α-diversidad Chao 1, ACE, Shannon y Simpson. Los índices de ACE y 

de Chao 1 evalúan los ASV observados y tienen en cuenta las 

especies no observadas en función de los ASV de baja abundancia, 

de esta manera analizan la riqueza. Los indicadores de Shannon y de 

Simpson valoran tanto la riqueza como la uniformidad de la muestra 

260. 

Se ha medido la β-diversidad con el fin de evaluar la diferencia de 

composición de la microbiota entre muestras. La β-diversidad 

compara la estructura de las comunidades microbianas y viene 

determinada por el grado de similitud/disimilitud entre las comunidades 

de diferentes hábitats microbianos. Las estimaciones de β-diversidad 

pueden combinarse en una matriz de distancias y utilizarse para la 

visualización patrones. Las muestras cercanas entre sí son más 

similares en sus perfiles de comunidad microbiana. Las cinco medidas 

de beta diversidad más comúnmente utilizadas son: la distancia de 

Jaccard, la disimilitud de Bray-Curtis, la divergencia de Jensen-

Shannon, UniFrac ponderado y UniFrac no ponderado 260. 

Se ha realizado un análisis de abundancia diferencial de los taxones 

microbianos por pruebas estadísticas no paramétricas y la elaboración 

de un árbol 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 estadísticas de la 

estructura taxonómica entre grupos se ha representado la mediana de 
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la abundancia para cada grupo bacteriano y la prueba estadística no 

paramétrica de suma de rangos de Wilcoxon, respectivamente. El 

Procesado multivariante se realizó mediante diferentes programas 

diseñados en R. 

Para poder explicar las diferencias biológicas observadas se ha 

aplicado un análisis lineal discriminativo del efecto del tamaño (Linear 

discriminant analysis Effect Size -LEfSe-). El LEfSe es un algoritmo 

diseñado para el descubrimiento de biomarcadores metagenómicos 

mediante comparación de clases, pruebas de consistencia biológica y 

estimación del tamaño del efecto. De esta manera, se extrae una 

amplia gama de datos genéticos de alto rendimiento con el fin de 

encontrar rasgos biológicamente relevantes que caractericen una o 

más condiciones experimentales y así poder determinar 

biomarcadores microbiológicos. Así, el LEfSe proporciona una lista de 

microorganismos diferenciales entre los grupos estudiados con 

significación estadística y biológica y los clasifica según el tamaño de 

efecto. 

5. Análisis estadístico multivariante  

El análisis de los resultados y la generación de figuras basadas en la 

información clínico-patológica, los estimadores alfa y la abundancia 

bacteriana relativa se ha llevado a cabo mediante el software libre R. 

Para comprobar la normalidad de la distribución de los datos, se ha 

utilizado el test de Saphiro-Wilk y la prueba de Bartlett. Se han aplicado 

los test estadísticos oportunos en función del tipo de distribución para 

comprobar las diferencias estadísticas de las variables clínicas, 

analíticas e inmunofenotípicas. Se fijó una p<0:05 como el límite 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 

librerías 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 último, se han analizado los principales biomarcadores de 

microbiota con las variables clínicas más representativas mediante el 

paquete estadístico MetadeconfoundR de Rstudio. Este paquete 

estadístico realiza una búsqueda de biomarcadores en conjuntos de 

datos multiómicos 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 confusión entre diferentes variables de metadatos, 

utilizando pruebas post-hoc de comparación de modelos lineales 

anidados 265 
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1. Datos demográficos 

Los datos demográficos se recogen en la Tabla 3. La muestra está 

compuesta por 32 mujeres (64%) y 18 hombres (36%), con una edad 

media de 80,9 años (DE±7,7). El 82% de los pacientes no presentan 

deterioro cognitivo (GDS1) mientras que el resto muestran un leve 

deterioro cognitivo (GDS2). Según el índice de comorbilidad de 

Charlson, el grado de afectación patológico es bajo con una 

puntuación de 0-1 y 2-3 en 45 y 5 pacientes, respectivamente. 

Tras aplicar la prueba de Shapiro-Wilk, se aprecia que la mayoría de 

las variables no muestran una distribución normal. Es por ello que se 

emplean test paramétricos para realizar el análisis estadístico de las 

diferentes variables. 

 

 

 Controles Fractura 

Edad (años) 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/m2) 27,4 (4) 26,9 (4,4) 

Lateralidad 

(D, I, 

Bilateral) 

9,5,11 

(36%,20%,44%)* 

11,14,0 

(44%,56%,0%)* 
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Diagnóstico 

Coxartrosis 4 (16%) 

Gonartrosis 7 (28%) 

Sin patología 

14(56%) 

Fr. Subcapital 8 (32%) 

Fr. Pertrocantérea 15 

(60%) 

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%) 

Índice de 

Barthel 
98,4 (2,8)* 86,2 (18,3)* 

Índice de 

Lawton 
6,64 (1,7)* 4,72 (2,4)* 

Tabla 3. Datos demográficos. Las variables cuantitativas se expresan con su media y 
su desviación estándar entre paréntesis y las cualitativas con sus frecuencias 
absolutas y entre paréntesis las relativas. Se marcan con * las variables que muestran 
diferencias estadísticamente 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 mayoría convivían con su pareja o familia en su domicilio, 

correspondiendo un total de 17 (68%) en el grupo control y 18 (72%) 

en el patológico. 7 controles (28%) vivían 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 último, solo un caso de los registrados (4%) convivía en su 

domicilio con personas diferentes a su familia. 

La HTA está 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 hábito tabáquico, 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 distribución de las variables se indica en la Tabla 4. 

 

 

No se han encontrado diferencias significativas al evaluar la 

puntuación total del cuestionario de adherencia a la dieta mediterránea 

Tabla 4. Antecedentes médicos. 

  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. 
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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 patológico. 

 

2. Variables Analíticas 

2.1. Perfil Bioquímico y hormonal 

Tras aplicar la prueba de Shapiro-Wilk, se aprecia que la mayoría de 

las variables no muestran una distribución normal. Las variables 

proteínas totales, albuminas, sodio, potasio, calcio y fosforo inorgánico 

presentan una distribución normal. Tras hacer la prueba de Bartlett 

para analizar la igualdad de varianzas solo presenta varianzas 

distintas (heterocedasticidad) la variable fosforo inorgánico. Por lo 

tanto, solo se aplican pruebas paramétricas a las variables proteínas 

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/1,73m2) 81,5 (19,3) 57,2 (35,3) 0,002 

Colesterol total (mg/dL) 176 (60) 136 (22) <0,001 

Proteínas Totales (mg/dL)* 6,7 (0,5) 6 (0,5) <0,001 

Albúmina (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 



Resultados 

109 

 

2.2. Hematología General y Recuento Celular 

Según la prueba de Shapiro-Wilk, la mayoría de las variables 

presentan una distribución no normal. Las variables hematíes, 

linfocitos y linfocitos T presentan una distribución 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 

Hematíes (1012/L)* 4,4 (0,4) 3,8 (0,6) <0,001 

Leucocitos (109/L) 6,1 (1,8) 10,4 (4,5) <0,001 

Neutrófilos (109/L) 3,9 (1,8) 7,9 (5) <0,001 

Linfocitos (109/L)* 1,3 (0,4) 1,3 (0,6) n.s. 

Monocitos (109/L) 0,5 (0,2) 0,7 (0,4) 0,001 

Eosinófilos (109/L) 0,1 (0,1) 0,1 (0,1) n.s. 

Basófilos (109/L) 0 0 n.s. 

Plaquetas (109/L) 201 (63) 192 (82) n.s. 
Tabla 6. Hematología y recuento celular sanguíneo. Las variables están expresadas 
en mediana con su rango intercuartil (IRQ) entre paréntesis. Las variables marcadas 
con * presentan una distribución normal y por tanto están representadas con la media 
y su desviación estándar entre paréntesis. Se señala las diferencias significativas 
<0,05 tras realizar el t-test para distribuciones normales y el test Wilcoxon para las no 
normales 

Fósforo inorgánico (mg/dL) 3,3 (0,5) 3,3 (0,9) n.s. 

Proteína C reactiva (mg/L) 1,7 (3,5) 44,4 (41,5) <0,001 

TSH (µUI/mL) 1,9 (1,3) 1,8 (1,4) n.s. 

25OH 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 analíticas.  Las variables están expresadas en mediana con su 
rango intercuartil (IRQ) entre paréntesis. Las variables marcadas con * presentan una 
distribución normal y por tanto están representadas con la media y su desviación 
estándar entre paréntesis. Se señala 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. Inmunofenotipo 

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

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 significación estadística <0,05). No 

se han encontrado diferencias significativas en los tubos de función, 

TCR ni LT, sin embargo, en el tubo de activación de linfocitos T se 

aprecian diferencias significativas en dos variables (Tabla 7). 

 

 

 Controles Fractura sig 

LT CD4+ IL2+ IFNg- (109/L) 0,106 (0,174) 0,116 (0,165) n.s. 

LT CD4+ IL2+ IFNg+ (109/L) 0,157 (0,206) 0,136 (0,193) n.s. 

LT CD4+ IL2-IFNg- (109/L) 0,031 (0,039) 0,01 (0,02) n.s. 

LT CD4+ IL2-IFNg+ (109/L) 0,262 (0,23) 0,331 (0,265) n.s. 

LT CD4+ TNFa+ IFNg- (109/L) 0,068 (0,058) 0,039 (0,087) n.s. 

LT CD4+ TNFa+ IFNg+ (109/L) 0,241 (0,193) 0,085 (0,194) n.s. 

LT CD4+ TNFa-IFNg- (109/L) 0,074 (0,06) 0,029 (0,061) <0,05 

LT CD4+ TNFa-IFNg+ (109/L) 0,1 (0,213) 0,218 (0,217) n.s. 

LT CD8+ IL2+ IFNg- (109/L) 0,007 (0,013) 0,012 (0,025) n.s. 

LT CD8+ IL2+ IFNg+ (109/L) 0,012 (0,026) 0,007 (0,012) n.s. 

LT CD8+ IL2-IFNg- (109/L) 0,013 (0,022) 0,007 (0,018) n.s. 

LT CD8+ IL2-IFNg+ (109/L) 0,051 (0,065) 0,073 (0,084) n.s. 

LT CD8+ TNFa+ IFNg- (109/L) 0,164 (0,159) 0,101 (0,233) n.s. 

LT CD8+ TNFa+ IFNg+ (109/L) 0,018 (0,035) 0,012 (0,026) n.s. 

LT CD8+ TNFa-IFNg- (109/L) 0,073 (0,187) 0,033 (0,095) n.s. 

LT CD8+ TNFa-IFNg+ (109/L) 0,044 (0,063) 0,062 (0,075) <0,05 

Tabla 7 Tabla inmunofenotipo tubo activación LT. Las variables están expresadas en 
mediana con su rango intercuartil (IRQ) entre paréntesis. Se señala las diferencias 

significativas <0,05 tras realizar el test Wilcoxon para las no normales. 
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3. Matriz de correlaciones 

Con la intención de evaluar la interrelación de las variables 

demográficas y analíticas que han presentado significación 

estadística, se ha realizado una matriz de correlación. En dicho 

análisis se incluyen, además, las variables de inmunofenotipo 

linfocitario del tubo de activación LT. En Tabla 18 del Anexo se 

presentan los índices de correlación de las variables y en la Tabla 19 

del Anexo se recogen las correlaciones que han presentado 

significación estadística. En la Ilustración 9 se aprecia la relación de 

las variables en función de las diferentes correlaciones y su 

significación estadística (p<0,05, p<0,01 y p<0,001). 

Se aprecia una alta correlación estadística entre varios grupos de 

variables destacados en triángulos negros. Hay cinco grupos muy 

destacados que incluyen : 

1. Marcadores típicos de osteoporosis: Vitamina D, Colesterol 

total, Albúmina y Calcio total. 

2. Marcadores linfocitarios CD4 y CD8 con los mismos receptores 

TNFα y IFNγ y IL2-IFNγ-, así como LT CD8+ IL2+IFNγ+, lo que 

coinciden con alto recuento de Linfocitos. 

3. Por otro lado, la Urea, PTH, Edad, Proteína C Reactiva, 

leucocitos y neutrófilos, también muestran una fuerte 

correlación positiva. Al tiempo que la Proteína C Reactiva, 

Leucocitos y Linfocitos manifiestan correlación negativa con los 

marcadores de osteoporosis del grupo 1 (Vitamina D, 

Colesterol total, Albúmina y Calcio total). 
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Ilustración 9. Gráfico matriz de correlación 
de las variables aplicando la correlación 
de Spearman. Se marcan las 
correlaciones entre variables con 
significación estadística <0.05 (*), 
<0.01(**) y <0.001(***) 
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4. Análisis de la microbiota intestinal 

Tras realizar el filtrado y normalización de datos, el número total de 

taxones obtenidos es de 2.112.538, 1.081.646 corresponden al grupo 

control y 1.030.892 al grupo patológico. De acuerdo con los datos de 

secuenciación de todas las muestras, la microbiota intestinal se 

clasificó en 11 filos, 16 clases, 33 órdenes, 52 familias, 113 géneros y 

78 especies. En la Ilustración 10 se detallan las curvas de rarefacción 

de la riqueza de especies de cada una de las muestras distribuidas 

según los grupos de estudio. Así, puede observarse que la relación 

entre la riqueza de taxones respecto el número de secuenciaciones es 

más uniforme en el grupo control que en el grupo patológico. Además, 

se debe puntualizar que la muestra del grupo patológico FRC024 

presenta una rarefacción baja respecto a todas las muestras del 

estudio. No obstante, esta se ha incluido en el análisis de datos debido 

a que alcanza un número 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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Ilustración 10.  Gráfico general de rarefacción, las cifras del eje X representan el número de secuencias y las del eje Y al número de 

taxones 
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4.1. DIVERSIDAD 

Se ha calculado la α-diversidad para ambos grupos de estudio. La α-

diversidad resume tanto la riqueza de especies (número total de 

especies) como la uniformidad (distribución de la abundancia entre 

especies) dentro de una muestra 260. Existen diferencias significativas 

entre los grupos de muestras del Control y Fractura en los estimadores 

de α-diversidad en el nivel de filo (índice de Simpson 207,0) y clase 

(índice de Shannon 205,0 e índice de Simpson 210,0). Además, se 

han encontrado diferencias estadísticas para los índices de Chao1, 

ACE y Shannon en los niveles de género y especie (Ilustración 11). 

Esto indica que el grupo de fractura posee menor α-diversidad que el 

grupo control. La información pormenorizada en la que se aprecia que 

la riqueza y diversidad fue significativamente menor en el grupo 

patológico se recogen en las Tablas 8 y 9. 

 

 

 

 

Ilustración 11. Estimadores de α-diversidad Chao1, 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. Índices de diversidad alfa distribuidos según filo, clase y orden. Se marca en 
negrita los resultados que muestran una diferencia significativa menor de 0,05. Método 
estadístico Mann-Whitney/Kruskal-Wallis. 

 
FAMILIA GÉNERO ESPECIE 

  
sig 

 
sig 

 
sig 

Chao1 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. Índices de diversidad alfa distribuidos según  familia, género y especie. Se 
marca en negrita los resultados que muestran una diferencia significativa menor de 

0,05. Método estadístico Mann-Whitney/Kruskal-Wallis. 

Respecto a la β-diversidad, se han analizado los PCoA mediante la 

medición 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 taxonómicos 

del grupo de fractura una mayor heterogeneidad de sus comunidades 

bacterianas respecto a los controles (Ilustración 12). Además, 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 índices para análisis de la β-

diversidad. 
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Ilustración 12.  Análisis de coordenadas principales (PCoA) basado en la distancia Bray-Curtis de controles y pacientes con fractura 
de cadera según filo (a), orden (b), familia (c), género (d) y especie (e). 
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En conjunto, estos hallazgos implican que la estructura de la 

microbiota intestinal es significativamente diferente entre el grupo sano 

y el grupo patológico, tanto en riqueza y abundancia como en 

heterogeneidad. 

 

  
Bray-Curtis 

Index 
Jensen-Shannon 

Divergence 
Jaccard 
Index 

FILO 

F 4,461 12,694 41,058 

R2 0,08504 0,02576 0,07880 

sig 0,009 0,321 0,006 

CLASE 

F 48,448 26,255 41,382 

R2 0,09168 0,05186 0,07937 

sig 0,002 0,084 0,004 

ORDEN 

F 67,113 97,827 50,158 

R2 0,12267 0,16930 0,09461 

sig 0,001 0,001 0,001 

FAMILIA 

F 65,364 11,029 43,338 

R2 0,11985 0,18683 0,08281 

sig 0,001 0,001 0,001 

GÉNERO 

F 4,929 75,178 33,363 

R2 0,09313 0,13541 0,06499 

sig 0,001 0,001 0,001 

ESPECIE 

F 44,455 49,883 34,712 

R2 0,08477 0,09414 0,06744 

sig 0,001 0,001 0,001 

Tabla 10. Índices de diversidad beta distribuidos taxonómicamente. Análisis 
estadístico 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. 
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4.2. ANÁLISIS DE ABUNDANCIAS 

4.2.1. Perfiles de abundancia 

4.2.1.a. Filo 

Tras realizar el análisis de abundancia de la comunidad bacteriana 

intestinal, se objetiva en el nivel de filo (Ilustración 13) que los grupos 

de bacterias Firmicutes, Bacteroidota, Proteobacteria y 

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.  

 

 

Ilustración 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 comparación 
control y casos. 
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CONTROLES  FRACTURA 

  Taxón Abund. %    Taxón 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. Distribución de la abundancia total (Abund.) y relativa (%) de los taxones en 
el nivel de Filo entre ambos grupos de comparación. 

 

Árbol de calor (filo) 

El árbol de calor permite representar cuantitativamente (utilizando la 

mediana de abundancia) y estadísticamente (utilizando la prueba no 

paramétrica de suma de rangos de Wilcoxon) las diferencias 

taxonómicas entre las comunidades microbianas. Se presentan los 

resultados según los diferentes niveles taxonómicos 266. 

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 patológico (Ilustración 14). 

De esta manera, en el grupo con fractura de cadera, se aprecia una 

disminución estadísticamente significativa en la proporción de 

Firmicutes y un aumento de Bacteroidetes respecto el grupo control. 
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4.2.1.b. Orden 

Respecto al nivel de orden, se han detectado un total de 33 órdenes 

de bacterias diferentes (Ilustración 15). La abundancia de todos los 

microorganismos y su porcentaje se recogen en la Tabla 12. Las 

Bacteroidales constituyen la mayor proporción en todas las muestras 

y cinco órdenes representan los grupos bacterianos más prevalentes. 

De ellos, en el grupo control, solo tres órdenes (Bacteroidales, 

Oscillospirales y Lachnospirales) contribuyen a más de dos tercios de 

la comunidad bacteriana. Por su parte, en el grupo patológico, los tres 

órdenes Bacteroidales, Peptostreptococcales-Tissierellales y 

Oscillospirales configuran más del 60% de la muestra. 

Ilustración 14 Árbol de calor. El tamaño y color de los nodos y las aristas se 
relacionan con la abundancia de los organismos según el filo. El color de cada taxón 
representa la relación log-2 de las proporciones medianas de lecturas observadas 
en cada grupo de estudio. Sólo se indican los filos bacterianos que muestran 
diferencias significativas determinadas mediante una prueba de suma de rangos de 
Wilcox seguida de una corrección Benjamini-Hochberg (FDR) para comparaciones 
múltiples. 
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Ilustración 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 comparación control y casos 
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CONTROLES  FRACTURA 

  Taxón Abund. %    Taxón Abund. % 

1 Bacteroidales 339062 31,4  1 Bacteroidales 407652 39,5 

2 Oscillospirales 263102 24,3  2 
Peptostreptococcales- 
Tissierellales 

151583 14,7 

3 Lachnospirales 164760 15,2  3 Oscillospirales 125788 12,2 

4 
Peptostreptococcales-
Tissierellales 

77234 7,1  4 Lachnospirales 86578 8,4 

5 Enterobacterales 57329 5,3  5 Enterobacterales 61085 5,9 

6 Lactobacillales 39401 3,6  6 
Veillonellales- 
Selenomonadales 

36901 3,6 

7 Campylobacterales 22805 2,1  7 Lactobacillales 30446 3,0 

8 Clostridia_UCG_014 20800 1,9  8 Campylobacterales 27794 2,7 

9 Verrucomicrobiales 19548 1,8  9 Verrucomicrobiales 17968 1,7 

10 Christensenellales 15066 1,4  10 Christensenellales 17291 1,7 

11 
Veillonellales-
Selenomonadales 

14939 1,4  11 Fusobacteriales 16649 1,6 

12 Acidaminococcales 12717 1,2  12 Clostridia_UCG_014 15292 1,5 

13 Fusobacteriales 4749 0,4  13 Clostridia 7284 0,7 

14 Burkholderiales 3925 0,4  14 Acidaminococcales 7216 0,7 

15 Rhodospirillales 3838 0,4  15 Desulfovibrionales 4503 0,4 

16 Bifidobacteriales 3147 0,3  16 Erysipelotrichales 2827 0,3 

17 Desulfovibrionales 3089 0,3  17 Bifidobacteriales 2753 0,3 

18 Erysipelotrichales 2909 0,3  18 Actinomycetales 1778 0,2 

19 Clostridiales 2774 0,3  19 Coriobacteriales 1699 0,2 

20 Clostridia 2362 0,2  20 Burkholderiales 1682 0,2 

21 Monoglobales 1768 0,2  21 Synergistales 1318 0,1 

22 Corynebacteriales 1653 0,2  22 Corynebacteriales 1063 0,1 

23 Actinomycetales 1599 0,2  23 Methanobacteriales 966 0,1 

24 Pasteurellales 1150 0,1  24 Rhodospirillales 642 0,1 

25 Coriobacteriales 414 0,0  25 Monoglobales 628 0,1 

26 Synergistales 311 0,0  26 Clostridiales 460 0,0 

27 Peptococcales 301 0,0  27 RF39 214 0,0 

28 Methanobacteriales 292 0,0  28 Peptococcales 212 0,0 

29 Not_Assigned 213 0,0  29 Flavobacteriales 173 0,0 

30 RF39 148 0,0  30 Gastranaerophilales 144 0,0 
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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 DTU014 44 0,0  33 Not_Assigned 63 0,0 

Tabla 12. Distribución de la abundancia total (Abund.) y relativa (%) de los taxones en 

el nivel de Orden entre ambos grupos de comparación. 

 

Árbol de calor (orden) 

Se han encontrado diferencias significativas para los órdenes 

Oscillospirales (log 2 median ratio 1,3704 y diferencia de medianas 

0,1567; p<0,001), Lachnospirales (log 2 median ratio 0,8936 y 

diferencia de medianas 0,0640; p=0,002), Bacteroidales (log 2 median 

ratio -0,3370 y diferencia de medianas -0,0855; p<0,01) y 

Peptostreptococcales-Tissierellales (log 2 median ratio -1,0153 y 

diferencia de medianas -0,0640; p<0,001) entre el grupo control y el 

patológico (Ilustración 16). 
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4.2.1.c. Familia 

Se han identificado 52 familias bacterianas entre ambos grupos de 

estudio y la familia Bacteroidaceae es la población de bacterias más 

numerosa de las 52 identificadas en toda la muestra estudiada 

(Ilustración 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 jerarquía 

que se produce en los grupos bacterianos más abundantes. Las 

Ilustración 16. Árbol de calor. El tamaño y color de los nodos y las aristas se 
relacionan con la abundancia de los organismos según el orden. El color de cada 
taxón representa la relación log-2 de las proporciones medianas de lecturas 
observadas en cada grupo de estudio. Sólo se indican los órdenes bacterianos 
que muestran diferencias significativas determinadas mediante una prueba de 
suma de rangos de Wilcox seguida de una corrección Benjamini-Hochberg (FDR) 
para comparaciones múltiples. 
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familias Bacteroidaceae, Ruminococcaceae y Lachnospiraceae 

constituyen los grupos bacterianos más abundante en los controles y 

prácticamente 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 patológico. 

 

CONTROLES FRACTURA 

  Taxón Abund. %   Taxón Abund. % 

1 Bacteroidaceae 182571 16,9 1 
Peptostreptococcales- 
Tissierellales 

138179 13,4 

2 Ruminococcaceae 172104 15,9 2 Prevotellaceae 131605 12,8 

3 Lachnospiraceae 164630 15,2 3 Bacteroidaceae 121403 11,8 

4 
Peptostreptococcales- 
Tissierellales 

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 
Eubacterium 
coprostanoligenes 

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 
Eubacterium 
coprostanoligenes 

13443 1,3 

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 DTU014 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. Distribución de la abundancia total (Abund.) y relativa (%) de los taxones en 

el nivel de familia entre ambos grupos de comparación 
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Ilustración 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 comparación control y casos 
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Árbol de calor (familia) 

Al comparar los grupos control y patológicos, se destacan las 

siguientes familias de bacterias que presentan diferencias 

significativas: Ruminococcaceae (log 2 median ratio 2,2692 y 

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) y 

Porphyromonadaceae (log 2 median ratio -2,2167 y diferencia de 

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

Ilustración 18. Árbol de calor. El tamaño y color de los nodos y las aristas se 
relacionan con la abundancia de los organismos según la familia. El color de cada 
taxón representa la relación log-2 de las proporciones medianas de lecturas 
observadas en cada grupo de estudio. Sólo se indican las familias bacterianas 
que muestran diferencias significativas determinadas mediante una prueba de 
suma de rangos de Wilcox seguida de una corrección Benjamini-Hochberg (FDR) 
para comparaciones múltiples. 
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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 más 

abundantes. La abundancia de todos los microorganismos y su 

porcentaje se recogen en la Tabla 14. Los cinco géneros bacterianos 

más prevalentes de toda la muestra son Bacteroides, Prevotella, 

Porphyromonas, Escherichia-Shigella y Faecalibacterium con un 

distribución del 14,4%, 9%, 7,5%, 5% y 4,4% respectivamente. Se 

aprecia una importante variación de la microbiota intestinal de los 

pacientes con fractura de cadera respecto los individuos sanos. En el 

grupo control, los Bacteroides son el género más 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 más 

frecuentes. Además de los importantes cambios del grupo patológico 

que suponen un aumento del porcentaje de Prevotella y descenso de 

Bacteroides, se debe resaltar por su relevancia la disminución de 

Faecalibacterium y el inceremento de Porphyromonas. 

 

CONTROLES  FRACTURA 

  Taxón Abund. %    Taxón 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 
Escherichia- 
Shigella 

52454 4,9  4 
Escherichia- 
Shigella 

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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8 CAG_352 34809 3,2  8 Streptococcus 29143 2,8 

9 Streptococcus 32440 3,0  9 Campylobacter 27794 2,7 

10 Subdoligranulum 26108 2,4  10 Anaerococcus 24480 2,4 

11 Campylobacter 22805 2,1  11 Not_Assigned 22737 2,2 

12 Ruminococcus 21980 2,0  12 Faecalibacterium 22369 2,2 

13 
Eubacterium 
coprostanoligenes 

21179 2,0  13 Dialister 22096 2,1 

14 Clostridia_UCG_014 20800 1,9  14 Finegoldia 21829 2,1 

15 Akkermansia 19548 1,8  15 Alistipes 18217 1,8 

16 Alistipes 18441 1,7  16 Akkermansia 17968 1,7 

17 Parabacteroides 18123 1,7  17 CAG_352 17431 1,7 

18 Finegoldia 17085 1,6  18 
Christensenellaceae 
R_7_group 

17291 1,7 

19 
Ruminococcus 
torques_group 

16991 1,6  19 Fusobacterium 16649 1,6 

20 Fenollaria 16525 1,5  20 
Clostridia 
UCG_014 

15292 1,5 

21 Roseburia 16015 1,5  21 
Eubacterium 
coprostanoligenes 

13443 1,3 

22 
Christensenellaceae 
R_7_group 

15066 1,4  22 Parabacteroides 13366 1,3 

23 
Lachnospiraceae 
NK4A136_group 

14042 1,3  23 Ezakiella 13213 1,3 

24 
Eubacterium 
eligens_group 

13907 1,3  24 
Ruminococcus 
torques_group 

12230 1,2 

25 Peptoniphilus 13887 1,3  25 Hungatella 12078 1,2 

26 Agathobacter 13650 1,3  26 S5_A14a 11818 1,2 

27 Anaerococcus 13199 1,2  27 Veillonella 11676 1,1 

28 Phascolarctobacterium 12717 1,2  28 
Lachnospiraceae 
NK4A136_group 

8799 0,9 

29 Dialister 11934 1,1  29 UCG_005 8150 0,8 

30 UCG_005 11034 1,0  30 Subdoligranulum 7598 0,7 

31 Blautia 10583 1,0  31 Fastidiosipila 7284 0,7 

32 Coprococcus 9633 0,9  32 Phascolarctobacterium 7216 0,7 

33 Lachnoclostridium 8407 0,8  33 Lachnoclostridium 6084 0,6 

34 uncultured 8359 0,8  34 
Ruminococcus 
gnavus_group 

4714 0,5 

35 NK4A214_group 7974 0,7  35 W5053 4374 0,4 

36 Dorea 7849 0,7  36 Eisenbergiella 4100 0,4 

37 Lactobacillus 6654 0,6  37 
Eubacterium 
eligens_group 

3914 0,4 
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38 
Eubacterium 
ruminantium_group 

6224 0,6  38 Coprococcus 3852 0,4 

39 Ezakiella 5543 0,5  39 Murdochiella 3401 0,3 

40 
Prevotellaceae 
NK3B31_group 

5438 0,5  40 Roseburia 3240 0,3 

41 S5_A14a 5093 0,5  41 uncultured 3177 0,3 

42 Fusobacterium 4749 0,4  42 Negativicoccus 3129 0,3 

43 Lachnospira 4627 0,4  43 NK4A214_group 2928 0,3 

44 UCG_003 4091 0,4  44 Incertae_Sedis 2777 0,3 

45 Barnesiella 3836 0,4  45 Bifidobacterium 2753 0,3 

46 
Eubacterium 
siraeum_group 

3642 0,3  46 Bilophila 2702 0,3 

47 
Ruminococcus 
gnavus_group 

3550 0,3  47 Odoribacter 2587 0,3 

48 Fusicatenibacter 3312 0,3  48 Blautia 2385 0,2 

49 Bifidobacterium 3147 0,3  49 UBA1819 2296 0,2 

50 UBA1819 3029 0,3  50 Dorea 2284 0,2 

51 
Clostridium 
sensu_stricto_1 

2774 0,3  51 Agathobacter 2227 0,2 

52 Paraprevotella 2670 0,3  52 Barnesiella 2171 0,2 

53 Oscillibacter 2476 0,2  53 Ruminococcus 2159 0,2 

54 Parasutterella 2418 0,2  54 
Lachnospiraceae 
UCG_010 

1792 0,2 

55 Fastidiosipila 2362 0,2  55 Mobiluncus 1778 0,2 

56 Bilophila 2207 0,2  56 Oscillibacter 1622 0,2 

57 
Family_XIII 
AD3011_group 

1990 0,2  57 Desulfovibrio 1573 0,2 

58 Odoribacter 1981 0,2  58 Muribaculaceae 1484 0,1 

59 Negativibacillus 1900 0,2  59 Gallicola 1473 0,1 

60 Incertae_Sedis 1855 0,2  60 Atopobium 1393 0,1 

61 Veillonella 1847 0,2  61 UCG_003 1387 0,1 

62 Murdochiella 1796 0,2  62 Butyricimonas 1334 0,1 

63 Monoglobus 1768 0,2  63 Pyramidobacter 1318 0,1 

64 
Erysipelotrichaceae 
UCG_003 

1756 0,2  64 
Family_XIII 
AD3011_group 

1181 0,1 

65 Anaerostipes 1658 0,2  65 Flavonifractor 1137 0,1 

66 Lawsonella 1653 0,2  66 Erysipelatoclostridium 1113 0,1 

67 Hungatella 1641 0,2  67 
Prevotellaceae 
NK3B31_group 

1099 0,1 

68 Flavonifractor 1629 0,2  68 Lawsonella 1063 0,1 
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69 Mobiluncus 1599 0,2  69 UCG_010 1054 0,1 

70 
Lachnospiraceae 
UCG_010 

1582 0,2  70 Lactobacillus 1031 0,1 

71 Colidextribacter 1562 0,1  71 
Eubacterium 
ruminantium_group 

987 0,1 

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

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

 

 

Árbol de calor (género) 

Debido al número de géneros implicados y la diversa distribución de 

estos entre los grupos de estudio, ha sido necesario realizar un análisis 

estadístico 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 

patológicos son: Faecalibacterium (log 2 median ratio 3,4867 y 

diferencia de medianas 0,0587; p<0,001), Bacteroides (log 2 median 

ratio 0,5708 y 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 y 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) 

(Ilustración 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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Ilustración 19. Árbol de calor. El tamaño y 
color de los nodos y las aristas se relacionan 
con la abundancia de los organismos según 
el género. El color de cada taxón representa 
la relación log-2 de las proporciones 
medianas de lecturas observadas en cada 
grupo de estudio. Sólo se indican los 
géneros bacterianos que muestran 
diferencias significativas determinadas 
mediante una prueba de suma de rangos de 
Wilcox seguida de una corrección Benjamini-
Hochberg (FDR) para comparaciones 
múltiples. 
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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, más prevalentes de toda la muestra son: Bacteroides dorei, 

GÉNERO 
log 2 

median 
ratio  

Diferencia de 
mediana 

sig 

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 
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Bacteroides vulgatus, Prevotella timonensis, Prevotella corporis, 

Porphyromonas asaccharolytica, Campylobacter hominis y 

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 composición 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 patológico Prevotella timonensis, Prevotella corporis, 

Porphyromonas asaccharolytica, Bacteroides dorei y Porphyromonas 

somerae son las especies más relevantes. 

 

CONTROLES FRACTURA 
 Taxón Abund. %  Taxón 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 Prevotella timonensis 40740 4,0 

4 Bacteroides vulgatus 32202 3,0 4 Prevotella corporis 37678 3,7 

5 uncultured organism 30567 2,8 5 
Porphyromonas 
asaccharolytica 

27414 2,7 

6 Campylobacter hominis 18191 1,7 6 Bacteroides dorei 24787 2,4 

7 gut metagenome 17662 1,6 7 
Porphyromonas 
somerae 

22020 2,1 

8 
Ruminococcus 
bicirculans 

16466 1,5 8 Prevotella buccalis 19938 1,9 

9 Bacteroides plebeius 12663 1,2 9 
Dialister 
propionicifaciens 

19012 1,8 

10 human gut 12357 1,1 10 uncultured organism 18979 1,8 

11 
Porphyromonas 
asaccharolytica 

11888 1,1 11 Bacteroides vulgatus 16114 1,6 

12 Bacteroides stercoris 10545 1,0 12 Campylobacter hominis 14948 1,5 

13 Streptococcus salivarius 8103 0,8 13 
uncultured 
Bacteroidetes 

13742 1,3 

14 Bacteroides coprocola 7758 0,7 14 Prevotella disiens 13728 1,3 
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15 Prevotella corporis 7301 0,7 15 
Porphyromonas 
bennonis 

13204 1,3 

16 uncultured rumen 7193 0,7 16 
Campylobacter 
ureolyticus 

12846 1,3 

17 
Porphyromonas 
somerae 

7111 0,7 17 Streptococcus anginosus 12713 1,2 

18 Bacteroides massiliensis 6837 0,6 18 Bacteroides fragilis 11515 1,1 

19 Parabacteroides merdae 6435 0,6 19 uncultured rumen 10552 1,0 

20 Prevotella buccalis 5928 0,6 20 
Clostridiales 
bacterium 

8457 0,8 

21 Bacteroides fragilis 5312 0,5 21 gut metagenome 8267 0,8 

22 
Dialister 
propionicifaciens 

5183 0,5 22 human gut 7177 0,7 

23 
Porphyromonas 
bennonis 

4830 0,5 23 Porphyromonas uenonis 6637 0,6 

24 Prevotella timonensis 4656 0,4 24 uncultured Anaerovorax 6366 0,6 

25 
Campylobacter 
ureolyticus 

4614 0,4 25 Anaerococcus vaginalis 5560 0,5 

26 
Bacteroides 
cellulosilyticus 

4213 0,4 26 
Peptoniphilus 
duerdenii 

5142 0,5 

27 Prevotella colorans 3851 0,4 27 
Parabacteroides 
merdae 

5030 0,5 

28 Streptococcus anginosus 3788 0,4 28 unidentified marine 4374 0,4 

29 Bacteroides eggerthii 3746 0,4 29 
Peptoniphilus 
lacrimalis 

4349 0,4 

30 Eubacterium siraeum 3642 0,3 30 
Bacteroides 
massiliensis 

4052 0,4 

31 uncultured Anaerovorax 3197 0,3 31 Bacteroides eggerthii 3487 0,3 

32 
Parabacteroides 
goldsteinii 

3156 0,3 32 
Murdochiella 
asaccharolytica 

3401 0,3 

33 
Clostridiales 
bacterium 

2550 0,2 33 uncultured spirochete 3189 0,3 

34 Bacteroides caccae 2509 0,2 34 
Streptococcus 
salivarius 

2978 0,3 

35 Ruminococcus callidus 2479 0,2 35 Prevotella colorans 2869 0,3 

36 Alistipes shahii 2226 0,2 36 Bacteroides caccae 2703 0,3 

37 
Dorea 
formicigenerans 

2216 0,2 37 Bacteroides stercoris 2566 0,3 

38 
uncultured 
microorganism 

2215 0,2 38 
Bacteroides 
cellulosilyticus 

2432 0,2 

39 Prevotella disiens 2114 0,2 39 Mobiluncus curtisii 1778 0,2 

40 uncultured prokaryote 2109 0,2 40 bacterium 1573 0,2 

41 
uncultured 
Bacteroidetes 

2001 0,2 41 Alistipes finegoldii 1486 0,1 
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42 
Anaerococcus 
vaginalis 

1827 0,2 42 
uncultured 
microorganism 

1397 0,1 

43 
Murdochiella 
asaccharolytica 

1796 0,2 43 
Rarimicrobium 
hominis 

1318 0,1 

44 Mobiluncus curtisii 1599 0,2 44 
Parabacteroides 
goldsteinii 

1300 0,1 

45 
Peptoniphilus 
lacrimalis 

1441 0,1 45 
Ruminococcus 
bicirculans 

1193 0,1 

46 
Peptoniphilus 
duerdenii 

1322 0,1 46 
Parabacteroides 
johnsonii 

1130 0,1 

47 
Bifidobacterium 
longum 

1223 0,1 47 
Odoribacter 
splanchnicus 

1126 0,1 

48 uncultured spirochete 1192 0,1 48 
Bifidobacterium 
longum 

1035 0,1 

49 Alistipes inops 1159 0,1 49 
Peptoniphilus 
koenoeneniae 

1034 0,1 

50 
Parabacteroides 
johnsonii 

1087 0,1 50 uncultured prokaryote 907 0,1 

51 
Odoribacter 
splanchnicus 

1063 0,1 51 Alistipes shahii 896 0,1 

52 
Negativicoccus 
succinicivorans 

940 0,1 52 
Dorea 
formicigenerans 

849 0,1 

53 
Porphyromonas 
uenonis 

875 0,1 53 
Dialister 
pneumosintes 

834 0,1 

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 
wadsworthensis 

745 0,1 57 
Negativicoccus 
succinicivorans 

638 0,1 

58 
Streptococcus 
parasanguinis 

692 0,1 58 
Sutterella 
wadsworthensis 

633 0,1 

59 
Dialister 
pneumosintes 

634 0,1 59 Eubacterium siraeum 481 0,1 

60 bacterium 570 0,1 60 
Peptoniphilus 
urinimassiliensis 

473 0,1 

61 Eubacterium ramulus 555 0,1 61 Alistipes obesi 467 0,1 

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

 

Árbol 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 patológico (Ilustración 20) 
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Ilustración 20. Árbol de calor. El tamaño y 
color de los nodos y las aristas se 
relacionan con la abundancia de los 
organismos según la especie. El color de 
cada taxón representa la relación log-2 de 
las proporciones medianas de lecturas 
observadas en cada grupo de estudio. Sólo 
se indican las especies bacterianas que 
muestran diferencias significativas 
determinadas mediante una prueba de 
suma de rangos de Wilcox seguida de una 
corrección Benjamini-Hochberg (FDR) para 

comparaciones múltiples. 
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4.2.2. Core 

El microbioma central se refiere al conjunto de taxones que es 

detectado en una elevada proporción por encima de un umbral de 

abundancia determinado. Los datos del recuento se transforman en 

abundancias composicionales (relativas) para realizar dicho análisis. 

Los géneros mayoritarios que conforman el núcleo del microbioma del 

grupo control son los Bacteroides y Faecalibacterium mientras que en 

el grupo de fracturas son Porphyromonas, Bacteroides y Prevotella 

(Ilustración 21). La distribución completa de los géneros en ambos 

grupos se recoge en la Tabla 17. 

 

 

 

 

 

Ilustración 21. Comparativa del núcleo del microbioma entre los grupos de estudio. 
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CONTROLES  FRACTURAS 

Taxón 
Prevalenci

a  
Taxón 

Prevalenci
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 
group 

0,56 

 

Parabacteroides 0,52 

Alistipes 0,56  Campylobacter 0,52 

Ruminococcus 0,52  Faecalibacterium 0,48 

Peptoniphilus 0,52  Alistipes 0,48 

Christensenellaceae 
R_7_group 

0,52 
 

Ruminococcus 
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 
NK4A136_group 

0,4 
 

S5_A14a 0,32 

Eubacterium 
eligens_group 

0,4 

 

Eubacterium 
Coprostanoligenes 
group 

0,32 

Phascolarctobacteriu
m 

0,36 
 

Christensenellaceae 
R_7_group 

0,32 

Finegoldia 0,36  Fastidiosipila 0,28 

Dialister 0,36 
 

Phascolarctobacteriu
m 

0,24 
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Campylobacter 0,36 
 

Lachnospiraceae 
NK4A136_group 

0,24 

Agathobacter 0,36  Hungatella 0,24 

Ruminococcus 
torques_group 

0,32 
 

Clostridia_UCG_014 0,24 

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 
gnavus_group 

0,12 

Fusobacterium 0,2 
 

Eubacterium 
eligens_group 

0,12 

Eubacterium 
ruminantium_group 

0,2 
 

Veillonella 0,08 

uncultured 0,16  Solobacterium 0,08 

S5_A14a 0,16  Ruminococcus 0,08 

Prevotellaceae 
NK3B31_group 

0,16 
 

Roseburia 0,08 

Lactobacillus 0,16  NK4A214_group 0,08 

Lachnospira 0,16  Negativicoccus 0,08 

Eubacterium 
siraeum_group 

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 
sensu_stricto_1 

0,08 
 

Atopobium 0,08 

Bifidobacterium 0,08  UBA1819 0,04 

Veillonella 0,04 
 

Prevotellaceae 
NK3B31_group 

0,04 

UBA1819 0,04  Parasutterella 0,04 

Ruminococcus 
gnavus_group 

0,04 
 

Odoribacter 0,04 
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Romboutsia 0,04  Muribaculaceae 0,04 

Paraprevotella 0,04  Methanobrevibacter 0,04 

Negativibacillus 0,04  Lawsonella 0,04 

Muribaculaceae 0,04  Lachnospiraceae 0,04 

Murdochiella 0,04 
 

Lachnospiraceae 
ND3007_group 

0,04 

Lawsonella 0,04 
 

Eubacterium 
siraeum_group 

0,04 

Incertae_Sedis 0,04 
 

Eubacterium 
ruminantium_group 

0,04 

Hungatella 0,04 
 

Erysipelatoclostridiu
m 

0,04 

Fusicatenibacter 0,04  Eisenbergiella 0,04 

Flavonifractor 0,04  Blautia 0,04 

Family_XIII 
AD3011_group 

0,04 
 

Agathobacter 0,04 

Erysipelotrichaceae 0,04  uncultured 0 

Enterococcus 0,04  UCG_010 0 

Corynebacterium 0,04  UCG_003 0 

Barnesiella 0,04  Sutterella 0 
Tabla 17. Distribución del núcleo del microbioma entre los grupos de estudio 

 

4.3. Búsqueda 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 características que son 

estadísticamente diferentes entre las variables biológicas y después 

realiza pruebas adicionales para determinar si estas diferencias son 

consistentes con respecto al comportamiento biológico esperado 267. 
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4.3.1. Orden 

En el grupo control los órdenes Oscillospirales y Lachnospirales 

presentaron una puntuación de 5,79 y 5,53 en el LDA, 

respectivamente. Por parte del grupo patológico, Bacteroidales y 

Peptostreptococcales-Tissierellales alcanzaron unos valores en el 

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

 

 

4.3.2. Familia 

A continuación, se representan en el siguiente cladograma (Ilustración 

23) las familias de microrganismos con LDA mayor de 3 y que son 

significativamente estadísticas. 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 y 

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

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

En el siguiente cladograma (Ilustración 24) se representa los  géneros 

con una puntuación del LDA superior a 3 y significación estadística. 

Los géneros Faecalibacterium, Subdoligranulum, Ruminococcus y 

Roseburia presentan puntuaciones en el LDA cercanos al 5 (5,3, 5,3, 

4,9 y 4,8, respectivamente) en el grupo control. En el grupo patológico, 

los géneros Porphyromonas y Prevotella muestran unos valores en el 

LDA de 5,5. 

Ilustración 23. Cladograma taxonómico del análisis LEfSe de familia. Todos los 
microorganismos presentes en la figura tienen el p valor < 0,05 mediante la prueba 
de Kruskal-Wallis y una puntuación de LDA > 3. Grupo control en color rojo y grupo 
de fractura de cadera en color verde). LDA:análisis discriminante lineal. 
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Ilustración 24. Cladograma taxonómico del análisis LEfSe de género. Todos 
los microorganismos presentes en la figura tienen el p valor < 0,05 mediante 
la prueba de Kruskal-Wallis y una puntuación de LDA > 3. Grupo control en 
color rojo y grupo de fractura de cadera en color verde). LDA:análisis 
discriminante lineal 
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4.3.4. Especie 

La única especie identificada con una significación estadística menor 

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

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

Ilustración 25 dicha especie bacteriana se encuentra aumentada en el 

grupo control. 

 

 

5. Evaluación de las correlaciones entre 

componentes de la microbiota intestinal y 

las variables sistémicas 

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

determinar las distintas correlaciones de la microbiota intestinal con 

Ilustración 25. Diagrama de cajas LEfSe Especie 
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las variables sistémicas (recogidas como metadatos) en las fracturas 

de cadera por fragilidad ósea y detectar los posibles efectos de 

confusión. Las correlaciones de taxones y especies con variables 

señaladas como “Confounded” significan que la variable analizada 

está muy vinculada a otra que actúa en determinados casos como 

factor de confusión. Por ejemplo, la CRP está muy vinculada con la 

fractura de cadera (tienen una fuerte correlación) y se podría decir que 

la fractura de cadera es dominante, pues actúa como factor de 

confusión en algunas correlaciones entre la CRP y las especies de la 

parte baja del gráfico. 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 

asociación, se han analizado las variables que previamente 

presentaban diferencias estadísticas entre los grupos de estudio 

(edad, Urea, Filtrado Glomerular, Colesterol total, Albúmina, Calcio 

total, CRP, Vitamina D, PTH, Hemoglobina, Leucocitos, Neutrófilos, 

Linfocitos, Monocitos y las variables del tubo de activación de linfocitos 

T) y los diferentes taxones de microbiota. En la Ilustración 26 figura se 

muestran las variables de metadatos que han presentado 

correlaciones significativas con determinados grupos bacterianos. Los 

valores de CRP presentan el mismo patrón que la fractura de cadera 

y a su vez, ambas son las variables que más influencia tienen sobre la 

abundancia de determinadas comunidades bacterianas. 

Ruminococcus bicirculans, Eubacterium hallii (Anaerobutyricum 

hallii)y las especies de los géneros Agathobacter, Dorea, 

Faecalibacterium, , Anaerostipes y Blautia muestran una correlación 

negativa con la CRP y la presencia de fractura de cadera. Por su parte, 
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las Porphyromonas presentan una correlación positiva con la CRP y 

negativa para LT CD4+ TNFα+ IFNγ+ y LT CD8+ TNFα-IFNγ-. 

Adicionalmente, se ha realizado un nuevo análisis de correlaciones 

ajustando por la edad, tal como se aprecia en la Ilustración 27 no se 

aprecian cambios relevantes en los resultados La taxonomía completa 

de los taxones que han mostrado correlación significativa se expone 

en Tabla 20 del Anexo. 

Por último, se analizado estadísticamente la α-diversidad y la β-

diversidad según el sexo para confirmar que los cambios de microbiota 

observados no dependían de esta variable. No se han encontrado 

diferencias significativas entre los distintos indicadores de α- 

diversidad ni al realizar el PERMANOVA de la β-diversidad (Ilustración 

28 e Ilustración 29 del Anexo).  
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Ilustración 26. Mapa de calor 
metadeconfound. Asociación entre 
los taxones bacterianos (eje y) y las 
variables estudiadas (eje x). El color 
indica el tamaño del efecto (Delta de 
Cliff o Rho de Spearman para 
metavariables binarias o continuas, 
respectivamente). La significación de 
las asociaciones mostradas se indica 
con asteriscos negros según los p-
valores ajustados al false discovery 
rate (FDR). Las asociaciones 
significativas pero confusas se 
indican con círculos grises. El gráfico 
se agrupa en ambos ejes y se 
eliminan las características, así como 
las metavariables, sin ninguna 
asociación que supere los límites de 
tamaño del efecto y significación (por 
defecto: q_cutoff = 0,1, d_cutoff = 
0,01). 
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Ilustración 27. Mapa de calor 
metadeconfound ajustado por edad. 
Asociación entre los taxones bacterianos 
(eje y) y las variables estudiadas (eje x). 
El color indica el tamaño del efecto (Delta 
de Cliff o Rho de Spearman para 
metavariables binarias o continuas, 
respectivamente). La significación de las 
asociaciones mostradas se indica con 
asteriscos negros según los p-valores 
ajustados al false discovery rate (FDR). 
Las asociaciones significativas pero 
confusas se indican con círculos grises. 
El gráfico se agrupa en ambos ejes y se 
eliminan las características, así como las 
metavariables, sin ninguna asociación 
que supere los límites de tamaño del 
efecto y significación (por defecto: 

q_cutoff = 0,1, d_cutoff = 0,01). 
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La osteoporosis es la enfermedad metabólica ósea más frecuente 

asociada al envejecimiento 268. Se caracteriza por la pérdida de la 

rigidez y resistencia ósea, la disminución de la masa ósea y la 

alteración de su microarquitectura 269. Como consecuencia, el hueso 

resultante es más frágil 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 económico, tanto directo como 

indirecto, para el sistema de salud 1,5. 

Se ha demostrado que la edad, el sexo femenino y la historia previa 

de fractura son los principales factores de riesgo clínico asociados a la 

fractura de cadera, sin embargo, tienen un valor predictivo escaso 80. 

La medición de la DMO mediante DXA es el método de elección en la 

evaluación del riesgo de fractura en el entorno clínico. Sin embargo, 

en más de la mitad de los casos, esta técnica presenta resultados 

dentro de los parámetros de la normalidad 81. Además, el riesgo de 

fractura por fragilidad excede al esperado en la DMO, cuando se 

asocia a otras circunstancias clínicas como la edad avanzada, la 

diabetes, la obesidad y la enfermedad inflamatoria intestinal 82–84. Por 

ello, la DMO no puede ser la única herramienta de medición del riesgo 

de fractura de cadera, ya que existen múltiples factores de riesgo 

añadidos que hay tener en cuenta a la hora de estimar la predicción 

de la misma. De hecho, las guías nacionales británicas (NICE National 

Institute for Health and Care Excellence) cuando evalúan el riesgo de 

fractura de cadera no incluyen la DMO como técnica obligatoria de 

medición de este riesgo, por a la falta de evidencia y la limitación que 

los estudios actuales presentan con respecto a la fiabilidad de dicha 
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prueba 85.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 fisiopatología 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 

(osteoinmunología) 159, las vías hormonales y la producción de 

metabolitos bacterianos que actúan como señales para las células 

óseas 164. Los avances en secuenciación genética han permitido 

analizar muestras bacterianas que antes no se podían cultivar por 

métodos convencionales en laboratorio. Existen diversos estudios 

experimentales realizados en ratones, que evalúan el impacto del 

microbioma en la estructura y densidad ósea 165,167. Aunque todavía 

no se ha descubierto el mecanismo exacto por el cual la disbiosis 

intestinal afecta a la calidad ósea, existen indicios de que el aumento 

de la permeabilidad intestinal, el deterioro del transporte del calcio, la 

inflamación sistémica secundaria a la activación de citocinas 

intestinales o el aumento de la respuesta de los LT pueden estar 

implicados en la relación de la microbiota intestinal y osteoporosis 

235,270–273. 

La identificación de las alteraciones de los principales los taxones 

bacterianos implicados en la osteoporosis pueden ofrecer una 

información útil 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 

evalúa la composición y la diversidad de la microbiota intestinal en 
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pacientes que han sufrido una fractura de cadera por fragilidad ósea 

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 81,por lo que la determinación de la microbiota intestinal 

solamente en pacientes diagnosticados de osteoporosis mediante la 

DMO puede dar una visión 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. Así, se consigue medir el 

verdadero impacto de la enfermedad y, además, los resultados 

obtenidos pueden dar una aproximación más precisa de los cambios 

que se producen en la microbiota intestinal de pacientes con riesgo de 

fractura de cadera. 

Tal como se ha señalado, el sexo femenino es un factor de riesgo para 

el desarrollo de la osteoporosis y fractura de cadera por fragilidad 

ósea. Gran parte de los estudios que comparan la microbiota intestinal 

de pacientes osteoporóticos segregan por sexos o bien, presentan una 

frecuencia del sexo femenino no representativa de la población que 

padece una fractura de cadera por fragilidad 236,237,239,274,276–278. En la 

presente investigación, la distribución del sexo se ajusta al porcentaje 

real de pacientes que tienen riesgo de sufrir fractura de cadera 5 y la 

proporción del sexo femenino se dispone homogéneamente entre los 

dos grupos de estudio. Además, se ha comprobado que no existen 

diferencias estadísticas significativas tras realizar el análisis de α-

diversidad y β-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 osteoporóticos en los 

que se analizan los cambios de microbiota intestinal es inferior a 70 

años 235–237,239,274–278. En este estudio, con el fin de que la muestra 

estudiada sea más representativa de la población real afectada 1,5 y 

que los resultados obtenidos sean más consistentes, se ha fijado la 

edad de inclusión por encima de los 70 años. 

La naturaleza inflamatoria de la osteoporosis se ve reforzada en esta 

investigación por los hallazgos que muestran un descenso de 

parámetros típicos de osteoporosis y el incremento de los marcadores 

de inflamación. Además, se existe una importante correlación negativa 

entre las variables vitamina D y proteína C reactiva, vitamina D y 

leucocitos, vitamina D y neutrófilos, calcio y proteína C reactiva, calcio 

y leucocitos, calcio y neutrófilos, albumina y proteína C reactiva, 

albumina y leucocitos y albumina y neutrófilos. 

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 más evidencia a la relación entre la salud ósea y la microbiota 

intestinal, y dan apoyo a la existencia de una población microbiana que 

puede predisponer a la osteoporosis y la aparición de fracturas de 

cadera por fragilidad ósea. 

1. Análisis microbiota intestinal 

Tras analizar los perfiles comunitarios, se ha confirmado mediante 

diferentes métodos estadísticos que la estructura de la microbiota 

intestinal es significativamente diferente entre el grupo sano y el grupo 
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patológico. Así, se observa que los estimadores de α-diversidad se 

encuentran elevados significativamente en el grupo control en los 

niveles de género y especie. De entre ellos, es particularmente 

interesante el índice de Shannon, pues valora el número de especies 

(riqueza) y la uniformidad. Además, es un buen indicador de la 

diversidad porque considera igual de importante a las especies raras 

y abundantes respecto al resto de la muestra 279. La presencia de un 

valor alto del índice de Shannon indica que una comunidad es diversa 

y está distribuida por igual, mientras que un valor bajo señala que una 

comunidad es menos diversa y puede predominar un único taxón 241. 

El análisis de la α-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 disbiosis que repercuta sobre el sistema 

inmunitario y facilite la proliferación de patógenos 280–282. Se ha 

asociado niveles bajos de α-diversidad del microbioma humano con 

patologías agudas graves (enteritis necrotizante por C. perfringens) y 

crónicas (DM, HTA, EII o cáncer colorrectal) 283. La osteoporosis como 

consecuencia del déficit de estrógenos es un proceso crónico en el 

que se produce un desequilibrio entre citocinas proinflamatorias frente 

a antinflamatorias 76 y la microbiota intestinal puede ser un factor 

importante en su génesis 43. La disminución de la α-diversidad 

observada en el grupo de fractura de cadera por fragilidad ósea 

coincide con trabajos recientes que analizan la microbiota intestinal 

entre pacientes sanos y osteoporóticos 240,277 y apoya la idea de que 

una baja diversidad de la microbiota intestinal está asociada con 

estados de inflamación y en consecuencia con la osteoporosis. 
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La β-diversidad compara la cantidad de grupos bacterianos diferentes 

entre las muestras. En esta investigación, el gráfico PCoA de β-

diversidad para cada nivel taxonómico muestra una población más 

heterogénea en el grupo de fracturas de caderas. Tras realizar el 

análisis estadístico, se aprecian diferencias significativas en todos los 

indicadores de β-diversidad para cada nivel taxonómico. En estados 

de ausencia de enfermedad, la microbiota intestinal presenta una alta 

diversidad y uniformidad mientras que, en determinados procesos 

patológicos del huésped, la diversidad de esta se caracteriza por ser 

variable y poco abundante 113. Además, también se ha descrito que, 

respecto a individuos sanos, la composición de la comunidad 

bacteriana y las respuestas inmunitarias están significativamente 

alteradas en individuos con Enfermedad inflamatoria intestinal, 

Enfermedad de Alzheimer, Hígado graso no alcohólico y enfermedad 

metabólica 284–286. Por tanto, resulta interesante que la heterogeneidad 

de este estudio sea tan marcada ya que sugiere que esta alteración 

puede asociarse con un estado inmunitario proinflamatorio que facilite 

la perdida ósea y aumente el riesgo de fractura de cadera.  

En este estudio, y al igual que otras patologías 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 α-diversidad ni en la β-diversidad tras comparar la microbiota 

intestinal de individuos sanos y pacientes osteoporóticos 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 medición de la densidad ósea para constituir los grupos 

de comparación, el presente estudio diferencia los grupos en función 

de la presencia de fractura de cadera. De este modo, los hallazgos de 

esta investigación dan una visión más precisa de la diversidad de la 

microbiota intestinal pues permite comparar dos grupos de forma clara 

y con relevancia clínica. No obstante, y aunque la determinación de la 

diversidad puede considerarse un biomarcador de enfermedad, debe 

realizarse un análisis pormenorizado de la abundancia de los taxones. 

Los hallazgos en el nivel del filo indican una disminución significativa 

de la relación Firmicutes/Bacteoridetes en la microbiota intestinal de 

pacientes con fractura de cadera. El filo Bacteroidetes está constituido 

por unas 7.000 especies de bacterias Gram-negativas diferentes y los 

principales géneros son Bacteroides, Alistipes, Parabacteroides, 

Porphyromonas y Prevotella 287. 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 290 y que 

el mantenimiento de una proporción equilibrada entre ambos filos se 

ha asociado con la conservación de la homeostasis intestinal. En la 

EII, la proporción Firmicutes/Bacteroides se encuentra disminuida 291. 

Ciertas bacterias que pertenecen al filo Firmicutes juegan un papel 

clave en la nutrición y el metabolismo del huésped a través de la 

síntesis de los AGCC, que entre otras propiedades actúan como 

factores antiinflamatorios. En cambio, los componentes de 

determinadas bacterias del filo Bacteroidetes, como los 

lipopolisacáridos y la flagelina, potencian las reacciones inmunitarias 

a través de la síntesis de citocinas 292. La osteoporosis 
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posmenopáusica presenta numerosos fenómenos que la relacionan 

con una enfermedad inflamatoria (aumento de citocinas IL-1, IL-6, IL-

17 y TNF-α- y del RANKL) 77, de manera que el déficit de estrógenos 

establece un estado inflamatorio crónico que conduce a la pérdida 

ósea 39. Además, el envejecimiento se acompaña de un aumento de la 

respuesta inflamatoria que provoca una mayor sensibilidad del sistema 

inmunitario intestinal del huésped hacia patrones moleculares 

asociados a patógenos (PAMP) 293. De esta manera, se establece una 

retroalimentación inflamatoria intestinal que puede explicar por qué 

cambios en la composición de la microbiota intestinal, como los que 

se presentan en este estudio, pueden estár relacionados en la génesis 

y/o progresión 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 

disminución 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 (asociación 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 patógenos, comensales y no patógenos con diferentes 

funciones. Asimismo, es necesario investigar los cambios de 

composición en los niveles de orden, familia, género y especie para 

adquirir información más precisa de los posibles biomarcadores. 

En este estudio, las bacterias Bacteroidales suponen el orden más 

abundante y junto Oscillospirales y Lachnospirales representan más 

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 294 y se han asociado con el desarrollo óseo 295. 

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 disminución considerable de los Oscillospirales y 

Lachnospirales en el grupo patológico. Estos resultados tienen 

especial relevancia pues determinadas bacterias pertenecientes a 

Oscillospirales y Lachnospirales están asociadas con el aumento de la 

producción de butirato (AGCC) 296. Los AGCC son producidos por la 

microbiota intestinal a partir de la fermentación de polisacáridos 

complejos, como la fibra soluble usada como prebióticos, o fibra la 

vegetal formada por almidón, celulosa, hemicelulosa y lignina que no 

son digeribles por nuestro sistema digestivo, y entre otras 

características pueden aumentar la solubilidad y absorción del calcio 

a través de la acidificación de la luz intestinal 164. Además, se ha 

demostrado que el butirato es capaz de favorecer la formación ósea y 

de inhibir la osteoclastogénesis al suprimir la vía de señalización 

RANKL que como se sabe, induce la síntesis de citoquinas pro-

inflamatorias 230,231,297. Igualmente, los AGCC pueden afectar 

indirectamente a la osteoclastogénesis regulando el número y la 

función de los linfocitos Treg que están asociados a la mucosa del 

colon 298. 

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

similares a los observados en otros estudios que comparan población 
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sanas con pacientes con osteoporosis 237,239,278. De tal manera, se ha 

observado un incremento de las Bacteroidales en los pacientes 

osteoporóticos 237 mientras que en los individuos sanos existe un 

aumento de las bacterias englobadas en el orden Clostridiales 239,278. 

Cuando se analiza la abundancia relativa de las Clostridiales de este 

estudio, llama la atención el elevado porcentaje que muestran otros 

trabajos 239,278. Estas diferencias, independientemente de las 

diferencias intrínsecas de las muestras poblacionales (región 

geográfica, dieta o estilo de vida), parecen estar condicionadas por el 

tipo de clasificación taxonómica filogenética realizada en el 

procesamiento y análisis de los datos moleculares. El primer paso en 

la identificación de una muestra desconocida, consiste en encontrar la 

secuencia del gen 16S rRNA más similar en las bases de datos de 

secuencias internacionales con el fin de generar un árbol filogenético 

que de una idea de la posición filogenética de la secuencia 299. 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 están filtradas y pueden originar clasificaciones 

erróneas al agrupar microorganismos que comparten similitudes 

morfológicas, pero no tienen en cuenta sus relaciones evolutivas  300. 

La base de datos utilizada en este trabajo ha sido SILVA 257. SILVA 

utiliza secuencias de alta calidad y los resultados son más fiables y 

fáciles de interpretar. Además, en los últimos años ha integrado los 

avances de clasificación y nomenclatura de la base de datos GTBD. 

De esta manera, SILVA incluye dentro de la Clase Clostridia a los 

órdenes Lachnospirales, Oscillospirales, Peptostreptococcales-

Tissierellales o Christensenellales, mientras que otras bases de datos 
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no hacen tal distinción y clasifican esos taxones en un único orden de 

Clostridiales. A pesar de esto, los hallazgos en este nivel taxonómico, 

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 reducción de la masa ósea. 

La microbiota intestinal está influenciada por factores ambientales y 

puede fluctuar con relativa facilidad. En el presente estudio se ha 

determinado el núcleo del microbioma entre casos y controles para 

definir la comunidad bacteriana que está asociada constantemente a 

los pacientes con fractura de cadera. Los géneros mayoritarios que 

constituyen el núcleo 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 actúan 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 301. Como consecuencia del proyecto del microbioma 

humano y otros estudios metagenómicos, su taxonomía se ha 

modificado drásticamente en las últimas décadas y se han añadido 

nuevas especies a su género 302,303. En estados de disbiosis intestinal, 

se ha asociado el aumento de determinados taxones de Bacteroides 

a la DM, obesidad o enfermedad cardiovascular 304. Sin embargo, 

existe controversia respecto a su relación con la osteoporosis. Se ha 

sugerido que el género Bacteroides puede tener un efecto positivo 

sobre el metabolismo óseo y la disminución de la incidencia de 

fracturas por fragilidad 235,305. 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 ósea y el 

desarrollo de osteoporosis 236,238,241,276,278. Los hallazgos de este 

estudio y la evidencia actual obligan a ser prudentes a la hora de 

señalar a este género bacteriano como biomarcador de fractura de 

cadera en situaciones de fragilidad ósea 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 están presentes en la piel, cavidad oral y vagina. 

Aunque no se ha descrito ninguna especie patógena, algunos de sus 

miembros se han relacionado con enfermedades oportunistas, 

vaginosis bacteriana o enfermedades inflamatorias autoinmunes. De 

todas formas, todavía no está claro el papel que desempeña dentro 

del microbioma humano 306. El aumento de la abundancia de 

determinadas especies de Prevotella se asocia a un incremento de la 

inflamación de la mucosa mediada por Th17. Esta inflamación de la 

mucosa favorece la diseminación sistémica de mediadores 

inflamatorios, bacterias y productos bacterianos y contribuye a 

promover la inflamación crónica en determinadas patologías 307. P. 

timonensis, P. buccalis, y P. corporis pertenecen a grupos filogenéticos 

distintos y aunque son muy prevalentes en el microbioma vaginal, 

también están presenten en el microbioma oral e intestinal 306. Existen 

resultados contradictorios respecto a la participación de Prevotella en 

el metabolismo óseo. En estudios con animales se ha descrito que 

facilita el desarrollo de la osteoporosis mediante la producción de 
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mediadores inflamatorios y la disminución de AGCC 308,309. 

Contrariamente, algunos estudios han demostrado que determinadas 

cepas de Prevotella son más abundantes en individuos sanos que en 

pacientes osteoporóticos 235,277. Es posible que Prevotella no sea el 

único género que participe en la inflamación crónica ni en el desarrollo 

de la osteoporosis y puede que especies específicas 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 patología 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 310. Diferentes estudios que comparan la 

microbiota intestinal de pacientes osteoporóticos con la de individuos 

sanos han demostrado que el descenso de la abundancia de 

Ruminococcaceae aumenta el riesgo de desarrollar 

osteoporosis235,275,311. El 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 número de especies bacterianas mientras que 

el butirato y propionato son generados por cepas más específicas 312. 

Algunas especies de la familia Ruminococcaceae se han relacionado 

con la síntesis de propionato 313, mientras que el butirato es producido 

por bacterias que pertenecen a las familias Eubacteriaceae, 

Clostridiaceae, Ruminococcaceae y Lachnospiraceae 314. Asimismo, 

se ha documentado que en pacientes osteoporóticos 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 producción de butirato 236,240,273,275,305. Este descenso 

en las bacterias Lachnospiraceae se ha constatado también en 

pacientes con historial de fractura osteoporótica o pacientes de edad 

avanzada 305. Por tanto, los hallazgos presentados en este estudio, 

sugieren que tanto las familias Ruminococcaceae como 

Lachnospiraceae ejercen un papel beneficioso en el metabolismo óseo 

y en la prevención de la fractura de cadera. 

Faecalibacterium es un género de bacterias que pertenece a la familia 

Ruminococcaceae y son bacilos estrictamente anaerobios Gram-

positivos 315. Este género es comensal del tubo digestivo y supone uno 

de los géneros más abundantes de la microbiota intestinal, 

constituyendo un 5%, de la población total. Además, 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 316. Se 

encuentra extendido por todo el tracto digestivo y su prevalencia está 

disminuida en recién nacidos y ancianos 317. Se considera que puede 

desempeñar el papel de taxón clave en el mantenimiento de la 

homeostasis intestinal mediante la estabilización de la microbiota 

intestinal 318. Se ha demostrado que su concentración varía 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 319. Además, se ha 

observado que la abundancia de algunas especies de 

Faecalibacterium está alterada en trastornos como síndrome del 

intestino irritable, cáncer colorrectal, obesidad, alteraciones 

metabólicas o desordenes hepáticos 320. Las bacterias del género 
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Faecalibacterium pueden regular el metabolismo óseo mediante la 

producción de ácido butírico, de manera que pueden promover la 

formación de hueso e inhibir la resorción ósea 229. El descenso de la 

abundancia de Faecalibacterium observado en este estudio en 

pacientes con fractura de cadera, coincide con la disminución descrita 

en otros trabajos que analizan la microbiota intestinal entre pacientes 

sanos y osteoporóticos. En ellos, se ha descrito una correlación 

positiva entre masa ósea y la abundancia de Faecalibacterium 235,311. 

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 últimos años 

se han producido modificaciones en la taxonomía que han supuesto, 

entre otros, la reasignación taxonómica de un nuevo género Blautia 321 

o el descubrimiento de R. bicirculans 322. Esta especie de 

Ruminococcus puede producir etanol, formiato y acetato fermentando 

glucosa, celobiosa y almidón soluble 322. R. albus es la especie de 

Ruminococcus más cercana filogenéticamente a R. bicirculans y se ha 

asociado su baja abundancia con la enfermedad inflamatoria intestinal 

323. Se ha observado que, tras una intervención 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. Además, el incremento de 

R. bicirculans y B. thetaiotaomicron se correlacionó 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 crónica que fueron 

tratados con Roxadustat, para tratar su anemia crónica. Junto estos 

cambios en la abundancia de la microbiota intestinal, se observó un 

incremento significativo de los AGCC en sangre, así como un 

descenso de factores inflamatorios como el TNF-α, IL-1 e IL-6 325. 

Hasta la fecha, no hay ningún estudio que haya descrito la asociación 

de R. bicirculans con trastornos del metabolismo óseo. Sin embargo, 

un estudio en ratas ha comprobado que Roxadustat promueve la 

diferenciación de osteoblastos y previene la pérdida de masa ósea326. 

De esta manera, dada la considerable y significativa disminución 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, debería 

considerase la alteración de R. bicirculans en pacientes con fractura 

de cadera como indicador de patología. 

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 osteoporóticos. 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 327. 

Parece que diferentes procesos que cursan con una inflamación 

crónica sistémica puedan tener relación con el incremento de dicha 

familia. En pacientes cirróticos por esteatosis hepática no alcohólica, 

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 328. 

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. 

Además, se ha demostrado que estos cambios van acompañados del 

descenso de determinadas especies bacterianas que están 

englobadas en Ruminococcaceae y son productoras de butirato 329.  

Porphyromonas es un género de coco-bacilos estrictamente 

anaerobios Gram-negativos 330. Además de la asociación 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 hipertensión en pacientes con apnea obstructiva del sueño 331. 

Algunos miembros de este género son bacterias autóctonas de la 

cavidad oral de humanos y animales y otros se consideran verdaderos 

patógenos 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 inducción de respuestas 

inflamatorias inmunitarias y la resorción ósea alveolar), enzimas como 

la gingipaínas, toxinas y hemolisinas que desempeñan un papel 

importante en la destrucción tisular, en la propagación del organismo 

a través de los tejidos y en la evasión de las defensas del huésped 

301,332. Es más, se ha sugerido que la inflamación crónica 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 333,334. 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 asociación con la fractura de cadera por fragilidad 

ósea. 

Aunque en menor proporción, 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 238. 

Además, se ha observado que en la microbiota intestinal de mujeres 

con deficiencia de vitamina D, la proporción de Veillonellaceae es 

significativamente más elevada que en pacientes sanos 335.  

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 podría estar involucrado en la 

disminución de la masa ósea alveolar 336. Además, el aumento de la 

abundancia de este género se ha relacionado con el aumento de LPS 

e IL-6 337,338. 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 

población con la disminución de la masa ósea y el aumento de riesgo 

de osteoporosis 237. 

Peptoniphilus y Anaerococcus son géneros 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 339. 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 óseo. El hecho de que ambos 

sean productores de butirato (ACCG beneficioso para el metabolismo 

óseo por sus características antiinflamatorias) obliga a ser prudente 

cuando se interpretan estos resultados. Por esta razón sería necesario 

realizar un análisis más discriminativo para poder establecer cierta 

asociación con el metabolismo óseo e investigar su implicación 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 activación inmunitaria que participa en la osteoporosis.  

 

2. Biomarcadores 

“Los biomarcadores se definen como las variables de un proceso 

biológico, ya sea fisiológico o patológico, que se pueden medir 

objetivamente y que proporcionan una información fiable sobre el 

estado de ese proceso específico en un momento concreto” 340. Los 

biomarcadores pueden ser variables moleculares, histológicas, 

radiográficas o fisiológicas. 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 diagnóstico y pronóstico 

de las alteraciones óseas 341. 

En el presente estudio, una vez se han identificado los cambios 

taxonómicos significativos que se asocian a los pacientes con fractura 

de cadera, se ha realizado un análisis LEfSe con el fin de determinar 

los posibles biomarcadores de patología. El método del tamaño del 

efecto (LEfSe) del análisis discriminante lineal (LDA) se utiliza para 

apoyar las comparaciones de clases de alta dimensión en los análisis 

metagenómicos. LEfSe determina las características (organismos, 

clados, unidades taxonómicas operativas, variantes de secuencias de 

amplicones, genes o funciones) con mayor probabilidad de explicar las 

diferencias entre clases mediante el acoplamiento de pruebas 

estándar de significación estadística con pruebas adicionales que 

codifican la coherencia biológica y la relevancia del efecto. De esta 

manera, se han identificado 4 órdenes, 4 familias, 6 géneros y una 

especie con significación estadística (p<0,05) y un alto tamaño del 

efecto (LDA≥5). Es especialmente relevante que los taxones que 

presentan mayor puntuación de LDA y actúan como indicadores de 

ausencia de patología (órdenes: 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.  



Discusión 

177 

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 

237,276. De igual manera, se ha considerado como marcador de 

osteoporosis al incremento de la familia de Prevotellaceae 237, sin 

embargo, se han señalado a determinadas especies de Prevotella por 

ejercer una labor favorable sobre el metabolismo óseo 277. 

Paralelamente, un estudio que comparó la microbiota intestinal entre 

pacientes sanos y osteoporóticos, señaló a Lachnospiraceae y 

Ruminococcus sp. 5_1_39BFAA por presentar una papel beneficioso 

sobre la salud ósea. No obstante, también se debe añadir que en dicho 

trabajo se describió como posible indicador de osteoporosis al 

incremento de Ruminococcaceae 237. 

Las variables clínicas y analíticas que han mostrado diferencias 

significativas entre individuos sanos y pacientes con fractura de cadera 

se les ha denominado metadatos. La realización de la matriz de 

correlaciones entre los metadatos ha mostrado una correlación inversa 

muy significativa entre las variables que definen la Osteoporosis (Vit. 

D, calcio total) con indicadores objetivos de perfiles de infección-

inflamación-lesiones-estrés físico (CPR, Leucocitos y Neutrófilos). De 

acuerdo con la bibliografía actual 293,342, se ha establecido una 

correlación positiva entre la CRP con la edad y los niveles plasmáticos 

de PTH. 

Los trastornos con base inflamatoria crónica como la enfermedad del 

hígado graso no alcohólico, Alzheimer u obesidad se han asociado a 

cambios en la microbiota intestinal que muestran un perfil 

proinflamatorio 343–347. Además, se ha demostrado que en este tipo de 
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pacientes se produce una pérdida de masa ósea 348–351. Los cambios 

de los indicadores de inflamación y la microbiota intestinal en 

pacientes con fractura de cadera observados en este estudio 

concuerda con los hallazgos observados en estos trastornos 

inflamatorios crónicos y refuerzan la idea de que la fractura de cadera 

y la osteoporosis tienen una base inflamatoria crónica 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 podrían ser útiles para establecer las bases 

de nuevos factores de riesgo del desarrollo de la fractura de cadera. 

Es cierto que la microbiota intestinal está sujeta a continuos cambios 

que pueden alterar la composición de la misma. Frente a ello, se ha 

evaluado con pruebas de abundancia diferencial la microbiota 

intestinal, se ha identificado el núcleo del microbioma y se ha realizado 

un análisis de LefSe entre ambos grupos de estudio. Además, y para 

dar mayor consistencia a estos resultados, se han analizado las 

variables clínicas y analíticas que pueden influir en el proceso 

patológico con dichos cambios bacterianos. Para ello, se ha realizado 

un análisis de correlaciones de los metadatos con los diferentes 

taxones microbianos. 

La realización de estudios multiomicos entraña cierta complejidad y la 

utilización de test estadísticos convencionales puede arrojar 

resultados espurios. Las correlaciones de los cambios de microbiota 

intestinal con las variables sistémicas pueden estar sujetos a factores 

de confusión como la edad, la medicación o el índice de masa corporal 

352. La función MetadeconfoundR se ha empleado en esta 

investigación con el fin de encontrar las distintas correlaciones entre la 
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microbiota intestinal y los metadatos y, además, detectar los posibles 

efectos de confusión. Los resultados obtenidos confirman la 

correlación 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 relación 

de Ruminococcus bicirculans y Faecalibacterium ya mencionada 

previamente, destacan la presencia de Blautia, Anaerostipes, 

Agathobacter, Dorea, Subdoligranulum, Roseburia y Eubacterium 

hallii. Se ha descrito previamente la disminución de Blautia, 

Anaerostipes, Agathobacter, Roseburia (pertenecientes a 

Lachnospiraceae) y Subdoligranulum (Ruminococcaceae) en la 

microbiota intestinal de pacientes con osteoporosis 235,237,240,276,353. El 

género Dorea (Lachnospiraceae) está considerado beneficioso para la 

salud ósea 354 y se ha demostrado la disminución de su población en 

pacientes con osteoporosis 241. 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 355. 

Paralelamente, existe una correlación 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 confusión, sus correlaciones con los grupos bacterianos son reales 

y deben considerarse. De hecho, esta vinculación tan intensa entre 

presencia de la enfermedad e incremento de la CRP subraya aún más 

el estado inflamatorio sistémico que presentan los pacientes con 

fractura de cadera. Por tanto, estos resultados confirman la relación 

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, todavía no existe un 

consenso que establezca un patobioma característico. Los resultados 

de este estudio deberían tenerse en cuenta a la hora de buscar los 

biomarcadores de microbiota en la patología ósea por representar una 

población definida con un trastorno clínico relevante (fractura de 

cadera), coincidir en gran parte con los cambios de microbiota 

publicados y haber realizado un análisis exhaustivo de la microbiota 

que incluye la correlación con variables clínicas y analíticas. 

 

3. Limitaciones 

A pesar de extraer conclusiones relevantes, asumimos que este 

estudio cuenta con varias limitaciones. Puede parecer que el tamaño 

de la muestra sea pequeño, pero hay que remarcar que es el único 

trabajo que establece una asociación entre microbiota intestinal y 

pacientes que han sufrido una fractura de cadera. 

El diseño del presente estudio es de casos-control, de modo que los 

resultados del estudio pueden demostrar asociación, pero no 

causalidad. Sin embargo, el enfoque de un estudio casos-control es el 

más apropiado en el abordaje inicial de la investigación de una 

asociación y puede abrir la puerta a estudios de cohortes que 

confirmen la hipótesis planteada por nuestro estudio. Adicionalmente, 

es posible que por la naturaleza del diseño del estudio (casos-control) 

los efectos de asociación 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 será mínimo ya que 

en estos pacientes no hay gradación 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 sintomática para evitar su ingreso. 

Por último, independientemente de haber realizado un diseño con 

criterios de inclusión y exclusión restrictivos, hemos encontrado que la 

discrepancia de edad puede suponer una limitación 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. Además, y dadas las grandes diferencias 

interindividuales en la microbiota intestinal de las personas mayores, 

es difícil definir cuál es la microbiota intestinal típica de las personas 

mayores o establecer en que intervalos de edad se producen los 

cambios sustanciales en la abundancia bacteriana356–358. 

4. Relevancia y aplicabilidad de los resultados 

La eventual relación de la microbiota intestinal humana en la patogenia 

de la osteoporosis y la incidencia de fractura de cadera por fragilidad 

no había sido explorada previamente. En este estudio se ha observado 

una marcada diferencia en la composición de la microbiota intestinal 

entre los pacientes ancianos con fractura de cadera en comparación 

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 pequeño en la 

prevención de fracturas de cadera. Así, por ejemplo, el NNT de la toma 

de bifosfonatos durante un año 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 prevención 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 investigación, puede considerarse la realización de 

PCR cuantitativa de las muestras para confirmar los biomarcadores 

más característicos de este estudio. Con los estudios y 

comprobaciones pertinentes, la PCR cuantitativa a tiempo real (RT-

qPCR) podría confirmar los ASV asociados a riesgo de fractura en 

muestras fecales de ancianos osteoporóticos con el fin de implementar 

las medidas preventivas de fractura de cadera por fragilidad ósea. 

Por su parte, la asociación demostrada entre una microbiota alterada 

y la presencia de fractura de cadera justifica la realización de un 

estudio de cohortes prospectivo (más caro y costoso que el presente 

diseño de casos-control) que confirme la causalidad. 

En este estudio se ha demostrado una clara asociación entre la 

ocurrencia de fractura osteoporótica de cadera con cambios en la 

diversidad de la microbiota intestinal. Un estado de inflamación crónica 

sistémica puede producir una alteración 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 acción antiinflamatoria. 

Evidencias recientes provenientes de investigación básica 

demuestran el papel modulador de la microbiota intestinal en la 

homeostasis ósea y en la aparición de osteoporosis. Es posible que la 

aplicación de tratamientos moduladores de la microbiota intestinal 
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como el uso de probióticos disminuya el riesgo de fracturas 

osteoporótica en población 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 reducción del riesgo de 

fractura. En este estudio no se han encontrado diferencias 

significativas entre grupos respecto a la adhesión a la dieta 

mediterránea. No obstante, existen determinadas variables como la 

exposición a fibra soluble no digerible o la administración 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 más interesante, este estudio da justificación a un ensayo 

clínico que evalúe la modificación dietética o mediante probióticos de 

la microbiota intestinal en la reducción 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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1. Los pacientes con fractura de cadera en comparación con 

sujetos sin fractura muestran cambios significativos en la 

microbiota intestinal, tanto en la diversidad como en la 

abundancia bacteriana. 

 

2. La diversidad de la microbiota intestinal de pacientes con fractura 

de cadera presenta una menor riqueza de taxones y es más 

heterogénea que los sujetos sanos. 

 

3. 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 ácidos grasos de cadena 

corta (AGCC) mientras que, por otro, se han incrementado otras 

bacterias que presentan un claro perfil inflamatorio 

 

4. Las familias Ruminococcaceae y Lachnospiraceae son las que 

más han disminuido su abundancia en los pacientes con fractura 

de cadera. Los géneros más afectados han sido 

Faecalibacterium, Subdoligranulum, Ruminococcus, Roseburia, 

Agathobacter, Eubacterium, Blautia y Dorea. 

 

5. Los géneros Prevotella y Porphyromonas han experimentado un 

incremento en los pacientes con fractura de cadera, siendo estos 

últimos los que mayor correlación han presentado con la 

enfermedad y con el incremento del marcador de inflamación 

CRP. 
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6. Estos cambios en la microbiota intestinal pueden sentar las 

bases de la búsqueda de nuevos biomarcadores microbianos 

que en un futuro sirvan para establecer pronóstico y evolución 

de una fractura de cadera, así como para investigar el efecto 

de la modificación de la microbiota intestinal en la prevención 

de fracturas por fragilidad. 
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VARIABLES ANALÍTICAS (ingreso) 
 

BIOQUÍMICA   HORMONAS     

Glucosa   TSH     

Urea   25 OH Vitamina D     

Creatinina   PTH - Parathormona     

Filtrado Glomerular e. (CKD-EPI)   Somatomedina C (IGF-1)     

Colesterol total    HEMATOLOGÍA GENERAL 
 

  

Proteínas Totales   Hemoglobina     

Albúmina   VSG     

Fosfatasas alcalinas   Leucocitos     

Sodio   Neutrofilos     

Potasio   Linfocitos     

Calcio total   Monocitos     

Fósforo inorgánico   Eosinofilos     

Proteína C reactiva   Basofilos     

   Plaquetas     
 
 
 
 

 
PROCEDIMIENTO ANESTÉSICO 
 
 
General (0)  Raquidea (1)  ALR (2)  Otro (3)  No precisa (4) 
 
 
PROCEDIMIENTO QUIRÚRGICO 
 
Osteosintesis: 
 
 

- Enclavado:  Modelo 
    PFNA  
    Gamma 
    Otros 

- RAFI         *ACD: angulo cervicodiafisario 
 
 
 
Protesis 
 
 
 Rodilla: Modelo 
  Femur CR(0) PS(1) 
    Tamaño 
  Tibia Tamaño 
  Polietileno Tamaño 
  Rotula No(0) Si(1) 
 
 
 Cadera 
  Parcial/Bipolar 
  Total: Modelo 
   Cotilo Tamaño   Fijacion 

Press fit (0)  Tornillo(1) Cemento(2) 
 

Inserto  Polietileno (0) Cerámica (1) 
 
Vastago:  Cementado: No(0) Si(1) 
 
Cabeza:  Tamaño/cuello 
  Metal (0) Ceramica (1) 

Longitud Diametro ACD* Tornillo/lamina Tornillo distal cerclaje 
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CUESTIONARIO DE ADHERENCIA A LA DIETA MEDITERRÁNEA 

 
1 ¿Usa usted el aceite de oliva como principal grasa para cocinar? 

 Si (1) 

 No (0) 
 
2 ¿Cuánto aceite de oliva consume en total al día (incluyendo el usado para freír, el de las comidas fuera de casa, las 
ensaladas, etc.)? 

 Dos o más cucharadas (1) 

 Menos de dos cucharadas  (0) 
 
3 ¿Cuántas raciones de verdura u hortalizas consume al día? (las guarniciones o acompañamientos contabilizan como media 
ración) 

 Dos o más al día (al menos una de ellas en ensaladas o crudas) (1) 

 Menos de dos raciones al día (0) 
 
4 ¿Cuántas piezas de fruta (incluyendo zumo natural) consume al día? 

 Tres o más al día (1) 

 Menos de tres al día (0) 
 
5 ¿Cuántas raciones de carnes rojas, hamburguesas, salchichas o embutidos consume al día (una ración equivale a 100-150 gr)? 

 Menos de una al día (1) 

 Más de 1 ración al día (0) 
 
6 ¿Cuántas raciones de mantequilla, margarina o nata consume al día (una porción individual equivale a 12 gr)? 

 Menos de una al día (1) 

 Más de 1 ración al día (0) 
 
7 ¿Cuántas bebidas carbonatadas y/o azucaradas (refrescos,colas, tónicas, bitter) consume al día? 

 Menos de una al día (1) 

 Más de 1 al día (0) 
 
8 ¿Bebe vino? ¿Cuánto consume a la semana? 

 Tres o más vasos por semana (1) 

 Menos de tres a la semana (0) 
 
9 ¿Cuántas raciones de legumbres consume a la semana (una ración o plato equivale a 150 gr)? 

 Tres o más por semana (1) 

 Menos de tres a la semana (0) 
 
10¿Cuántas raciones de pescado o mariscos consume a la semana (un plato, pieza o ración equivale a 100-150 gr de pescado 
ó 4-5 piezas de marisco)? 

 Tres o más por semana (1) 

 Menos de tres a la semana (0) 
 
11 ¿Cuántas veces consume repostería comercial (no casera) como galletas, flanes, dulces o pasteles a la semana? 

 Menos de tres por semana (1) 

 Más de tres a la semana (0) 
 
12 ¿Cuántas veces consume frutos secos a la semana (una ración equivale a 30 gr)? 

 Una o más 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 ración equivale a 100-150 gr)? (0) 

 Si (1) 

 No  (0) 
 
14 ¿Cuántas 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 más 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 clínica de que el paciente fue hospitalizado por ello, o bien evidencias de que existieron cambios en enzimas y/o en ECG  1 

Insuficiencia cardiaca: debe existir historia de disnea de esfuerzos y/o signos de insuficiencia cardiaca en la exploración física que respondieron favorablemente al tratamiento con 

digital, diuréticos o vasodilatadores.Los pacientes que estén tomando estos tratamientos, pero no podamos constatar que hubo mejoría clínica de los síntomas y/o signos, no se incluirán como 
tales 

1 

Enfermedad arterial periférica: incluye claudicación intermitente, intervenidos de by-pass arterial periférico,isquemia arterial aguda y aquellos con aneurisma de la aorta 

(torácica o abdominal) de > 6 cm de diámetro  
1 

Enfermedad cerebrovascular: pacientes con AVC con mínimas secuelas o AVC transitorio  1 

Demencia: pacientes con evidencia en la historia clínica de deterioro cognitivo crónico  1 

Enfermedad respiratoria crónica: debe existir evidencia en la historia clínica, en la exploración física y en exploración complementaria de cualquier enfermedad respiratoria 

crónica, incluyendo EPOC y asma  
1 

Enfermedad del tejido conectivo: incluye lupus, polimiositis, enf. mixta, polimialgia reumática, arteritis cel. gigantes y artritis reumatoide 1 

Úlcera gastroduodenal: incluye a aquellos que han recibido tratamiento por un ulcus y aquellos que tuvieron sangrado por úlceras 1 

Hepatopatía crónica leve: sin evidencia de hipertensión portal, incluye pacientes con hepatitis crónica 1 

Diabetes: incluye los tratados con insulina o hipoglicemiantes, pero sin complicaciones tardías, no se incluirán los tratados únicamente con dieta 1 

Hemiplejia: evidencia de hemiplejia o paraplejia como consecuencia de un AVC u otra condición 2 

Insuficiencia renal crónica moderada/severa: incluye pacientes en diálisis, o bien con creatininas > 3 mg/dl objetivadas de forma repetida y mantenida  2 

Diabetes con lesión en órganos diana: evidencia de retinopatía, neuropatía o nefropatía, se incluyen también antecedentes de cetoacidosis o descompensación 

hiperosmolar  
2 

Tumor o neoplasia sólida: incluye pacientes con cáncer, pero sin metástasis documentadas  2 

Leucemia: incluye leucemia mieloide crónica, leucemia linfática crónica, policitemia vera, otras leucemias crónicas y todas las leucemias agudas  2 

Linfoma: incluye todos los linfomas, Waldestrom y mieloma 2 

Hepatopatía crónica moderada/severa: con evidencia de hipertensión portal (ascitis, varices esofágicas o encefalopatía)  3 

Tumor o neoplasia sólida con metástasis 6 

Sida definido: no incluye portadores asintomáticos 6 

 
 
 
 
 
 
 
 
GLOBAL DETERIORATION SCALE (GDS) 

 
1. (0) Ausencia de quejas subjetivas y de trastornos evidentes de memoria. 
2. (1) Olvidos subjetivos, pero con exploración normal (Olvido donde ha colocado objetos 

familiares, o nombres bien conocidos por todos) 
3. (2) Dificultad en el trabajo, en la comunicación verbal o al recorrer lugares poco familiares; 

detectable por la familia; déficit sutil de memoria en la exploración 
4. (3) Disminución de la capacidad para viajar, para contar o para recordar acontecimientos 

recientes. 
5. (4) Necesita ayuda para elegir la ropa; desorientación en tiempo o espacio; recuerda peor el 

nombre de sus nietos 
6. (5) Necesita supervisión para comer y asearse, posible incontinencia; desorientación en tiempo, 

espacio y posiblemente en identidad 
7. (6) Pérdida importante de la capacidad verbal, incontinencia y rigidez motora. 
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ÍNDICE DE BARTHEL (actividades básicas de la vida diaria) 
 

Alimentación 

10   Independiente 

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

0     Dependiente: necesita ser alimentado. 
 

Micción 

10     Continente, ningún accidente: seco día 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 (baño) 

5     Independiente: capaz de lavarse entero; puede ser 
usando la ducha, la bañera o permaneciendo de pie y 
aplicando la esponja por todo el cuerpo.Incluye entrar y salir 
de la bañera 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 cuña. 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 sillón-cama 

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

10     Mínima ayuda: incluye supervisión verbal o pequeña 
ayuda física (p. ej., la ofrecida por el cónyuge). 

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

Deambulación 

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

10     Necesita ayuda: supervisión física 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. 
 

Deposición 

10 Continente, ningún accidente: si necesita enema o 
supositorios se arregla por sí solo. 

5 Accidente ocasional: raro (menos de una vez por semana), 
o 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 supervisión, aunque utilice barandilla o 
instrumentos de apoyo. 

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

CAPACIDAD PARA USAR EL TELÉFONO: 

Utiliza el teléfono por iniciativa propia                                     1 

Es capaz de marcar bien algunos números familiares            1 

Es capaz de contestar al teléfono, pero no de marcar            1 

No es capaz de usar el teléfono                                              0 
 

LAVADO DE LA ROPA(SOLO MUJERES): 

Lava por sí solo toda su ropa                                                  1 

Lava por sí solo pequeñas prendas                                        1 

Todo el lavado de ropa debe ser realizado por otro               0 

 

HACER COMPRAS: 

Realiza todas las compras necesarias independientemente  1 

Realiza independientemente pequeñas compras                   0 

Necesita ir acompañado para hacer cualquier compra           0 

Totalmente incapaz de comprar                                              0 
 

USO DE MEDIOS DE TRANSPORTE: 

Viaja solo en transporte público o conduce su propio coche  1 

Es capaz de coger un taxi, pero no usa otro medio de 
transporte                                                                                1 

Viaja en transporte público cuando va acompañado por otra 
persona                                                                                    1 

Sólo utiliza el taxi o el automóvil con ayuda de otros              0 

No viaja                                                                                    0 

 

PREPARACIÓN DE LA COMIDA (SOLO MUJERES): 

Organiza, prepara y sirve las comidas por sí solo 
adecuadamente                                                                       1 

Prepara adecuadamente las comidas si se le proporcionan 
los ingredientes                                                                       0 

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

Necesita que le preparen y sirvan las comidas                      0 
 

RESPONSABILIDAD RESPECTO A SU MEDICACIÓN: 

Es capaz de tomar su medicación a la hora y con la dosis 
correcta                                                                                   1 

Toma medicación si la dosis le es preparada previamente    0 

No es capaz de administrarse su medicación                         0 

 

CUIDADO DE LA CASA (SOLO MUJERES): 

Mantiene la casa solo o con ayuda ocasional (para trabajos 
pesados)                                                                                  1 

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 ECONÓMICOS: 

Se encarga de sus asuntos económicos por sí solo               1 

- Realiza las compras de cada día, pero necesita ayuda en 
las grandes compras, bancos…                                              1 
- Incapaz de manejar dinero                                                    0 
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Matrices de correlaciones 

 

 

Edad Urea
Filtrado 

Glomerular

Colesterol 

total
Albúmina Calcio PCR Vit. D PTH Hemoglobina Leucocitos Neutrofilos Linfocitos Monocitos

 CD4+ IL2+ 

IFNg-

 CD4+ IL2+ 

IFNg+

 CD4+ IL2-

IFNg-

 CD4+ IL2-

IFNg+

 CD4+ TNFa+ 

IFNg-

 CD4+ TNFa+ 

IFNg+

 CD4+ TNFa-

IFNg-

 CD4+ TNFa-

IFNg+

 CD8+ IL2+ 

IFNg-

 CD8+ IL2+ 

IFNg+

 CD8+ IL2-

IFNg-

 CD8+ IL2-

IFNg+

 CD8+ TNFa+ 

IFNg-

 CD8+ TNFa+ 

IFNg+

 CD8+ TNFa-

IFNg-

 CD8+ TNFa-

IFNg+

Edad 1 0,4233 -0,5697 -0,2369 -0,3975 -0,34 0,4463 -0,2518 0,3683 -0,2628 0,4018 0,4542 -0,1062 0,2984 -0,0954 0,1411 -0,3388 0,0546 -0,2692 -0,2262 -0,3923 0,1444 -0,0664 -0,2846 -0,3382 0,1493 -0,3414 -0,2883 -0,357 0,1714

Urea 0,4233 1 -0,7102 -0,3195 -0,3406 -0,2249 0,363 -0,1689 0,443 -0,3105 0,3956 0,3371 0,0308 0,3645 -0,0837 0,12 -0,2036 0,1443 -0,0617 -0,0447 -0,1158 0,0922 -0,0297 -0,0712 -0,0971 0,083 -0,0796 -0,1306 -0,1497 0,0962

Filtrado 

Glomerular
-0,5697 -0,7102 1 0,326 0,2352 0,1862 -0,3329 0,2156 -0,6007 0,372 -0,4653 -0,418 -0,1197 -0,4117 0,1276 -0,1527 0,1775 -0,2468 -0,0253 0,0823 0,1951 -0,3 -0,1489 0,0746 0,171 -0,1575 0,1202 0,1799 0,2736 -0,1756

Colesterol 

total
-0,2369 -0,3195 0,326 1 0,496 0,487 -0,4505 0,2783 -0,1829 -0,0301 -0,48 -0,4683 0,0128 -0,293 0,0749 0,131 0,073 -0,017 0,1047 0,0808 0,1229 -0,0401 -0,0937 -0,0961 0,0186 -0,112 0,0634 -0,0329 0,0441 -0,1172

Albúmina -0,3975 -0,3406 0,2352 0,496 1 0,8534 -0,774 0,2394 -0,3268 0,2647 -0,5076 -0,5184 0,0263 -0,2888 0,1396 -0,0741 0,2129 -0,1805 0,0535 0,2103 0,3093 -0,1889 -0,1233 0,1229 0,0903 -0,1987 0,1825 0,1598 0,2697 -0,2353

Calcio -0,34 -0,2249 0,1862 0,487 0,8534 1 -0,7076 0,3923 -0,3359 0,2032 -0,5331 -0,5441 -0,0166 -0,2779 0,0673 -0,1075 0,1776 -0,2334 -0,0111 0,1579 0,2427 -0,2147 -0,1576 0,0766 0,0391 -0,1671 0,1593 0,0821 0,2162 -0,1832

PCR 0,4463 0,363 -0,3329 -0,4505 -0,774 -0,7076 1 -0,3027 0,2811 -0,2721 0,6635 0,6937 -0,154 0,479 -0,0886 -0,1591 -0,2023 0,026 -0,0563 -0,3616 -0,3689 0,1833 0,3018 -0,1681 -0,0314 0,2085 -0,0881 -0,2167 -0,2631 0,2692

Vit. D -0,2518 -0,1689 0,2156 0,2783 0,2394 0,3923 -0,3027 1 -0,2418 0,1957 -0,3825 -0,3764 -0,0235 -0,2383 0,0554 -0,014 0,0381 0,0185 -0,075 0,1128 0,0681 0,0303 -0,0788 -0,0333 0,0042 0,0436 0,1343 0,0558 0,0859 0,0136

PTH 0,3683 0,443 -0,6007 -0,1829 -0,3268 -0,3359 0,2811 -0,2418 1 -0,1902 0,2405 0,2549 0,0108 0,0436 -0,043 0,0903 -0,2212 0,1723 -0,1153 -0,055 -0,1732 0,1724 0,0154 -0,2031 -0,1948 0,0709 -0,0867 -0,2669 -0,1653 0,0853

Hemoglobina -0,2628 -0,3105 0,372 -0,0301 0,2647 0,2032 -0,2721 0,1957 -0,1902 1 -0,4655 -0,4308 -0,086 -0,4061 0,151 -0,085 0,2337 -0,0216 -0,0362 0,177 0,2542 -0,1257 -0,1682 0,1915 0,2069 -0,1129 0,1907 0,1725 0,2897 -0,1752

Leucocitos 0,4018 0,3956 -0,4653 -0,48 -0,5076 -0,5331 0,6635 -0,3825 0,2405 -0,4655 1 0,9682 0,0758 0,6865 -0,0073 -0,0288 -0,1048 0,0462 -0,0625 -0,1401 -0,1924 0,1479 0,1633 0,0349 0,048 0,2546 -0,1351 -0,0133 -0,1447 0,2912

Neutrofilos 0,4542 0,3371 -0,418 -0,4683 -0,5184 -0,5441 0,6937 -0,3764 0,2549 -0,4308 0,9682 1 -0,1138 0,594 -0,0829 -0,1227 -0,2006 -0,0559 -0,1399 -0,2665 -0,2888 0,1171 0,1398 -0,1148 -0,0563 0,1393 -0,2222 -0,164 -0,2285 0,2081

Linfocitos -0,1062 0,0308 -0,1197 0,0128 0,0263 -0,0166 -0,154 -0,0235 0,0108 -0,086 0,0758 -0,1138 1 0,2055 0,4169 0,4938 0,3898 0,5973 0,541 0,5819 0,4757 0,2549 0,1591 0,4789 0,3695 0,4984 0,4816 0,4821 0,3902 0,3764

Monocitos 0,2984 0,3645 -0,4117 -0,293 -0,2888 -0,2779 0,479 -0,2383 0,0436 -0,4061 0,6865 0,594 0,2055 1 -0,0246 0,0918 0,1168 0,0926 -0,0281 0,0453 -0,0525 0,1987 0,128 0,2121 0,228 0,2703 -0,0728 0,1215 -0,0605 0,2823

 CD4+ IL2+ 

IFNg-
-0,0954 -0,0837 0,1276 0,0749 0,1396 0,0673 -0,0886 0,0554 -0,043 0,151 -0,0073 -0,0829 0,4169 -0,0246 1 0,1766 0,2851 0,1206 0,2721 0,2189 0,2934 0,0039 0,3695 0,3598 0,3927 0,5367 0,6122 0,3806 0,4765 0,4341

 CD4+ IL2+ 

IFNg+
0,1411 0,12 -0,1527 0,131 -0,0741 -0,1075 -0,1591 -0,014 0,0903 -0,085 -0,0288 -0,1227 0,4938 0,0918 0,1766 1 0,0416 0,6919 0,124 0,4096 0,1197 0,3928 -0,1961 0,0988 -0,0718 0,3451 -0,1333 0,097 -0,0471 0,2929

 CD4+ IL2-

IFNg-
-0,3388 -0,2036 0,1775 0,073 0,2129 0,1776 -0,2023 0,0381 -0,2212 0,2337 -0,1048 -0,2006 0,3898 0,1168 0,2851 0,0416 1 -0,2233 0,1565 0,6617 0,7233 -0,4401 -0,129 0,7858 0,8682 -0,098 0,4357 0,6262 0,6386 -0,1856

 CD4+ IL2-

IFNg+
0,0546 0,1443 -0,2468 -0,017 -0,1805 -0,2334 0,026 0,0185 0,1723 -0,0216 0,0462 -0,0559 0,5973 0,0926 0,1206 0,6919 -0,2233 1 0,4179 0,2182 0,0049 0,7661 0,1339 -0,0899 -0,2508 0,4727 0,0593 -0,0215 -0,1665 0,4024

 CD4+ TNFa+ 

IFNg-
-0,2692 -0,0617 -0,0253 0,1047 0,0535 -0,0111 -0,0563 -0,075 -0,1153 -0,0362 -0,0625 -0,1399 0,541 -0,0281 0,2721 0,124 0,1565 0,4179 1 0,1946 0,4359 0,1581 0,5128 0,0416 0,0666 0,0267 0,6336 0,126 0,3046 -0,0405

 CD4+ TNFa+ 

IFNg+
-0,2262 -0,0447 0,0823 0,0808 0,2103 0,1579 -0,3616 0,1128 -0,055 0,177 -0,1401 -0,2665 0,5819 0,0453 0,2189 0,4096 0,6617 0,2182 0,1946 1 0,8322 -0,2919 -0,419 0,6095 0,5455 0,0224 0,3978 0,728 0,7121 -0,1809

 CD4+ TNFa-

IFNg-
-0,3923 -0,1158 0,1951 0,1229 0,3093 0,2427 -0,3689 0,0681 -0,1732 0,2542 -0,1924 -0,2888 0,4757 -0,0525 0,2934 0,1197 0,7233 0,0049 0,4359 0,8322 1 -0,4724 -0,2085 0,5375 0,5711 -0,1167 0,6183 0,6933 0,8763 -0,3184

 CD4+ TNFa-

IFNg+
0,1444 0,0922 -0,3 -0,0401 -0,1889 -0,2147 0,1833 0,0303 0,1724 -0,1257 0,1479 0,1171 0,2549 0,1987 0,0039 0,3928 -0,4401 0,7661 0,1581 -0,2919 -0,4724 1 0,3848 -0,3002 -0,3853 0,4597 -0,2021 -0,3968 -0,5669 0,543

 CD8+ IL2+ 

IFNg-
-0,0664 -0,0297 -0,1489 -0,0937 -0,1233 -0,1576 0,3018 -0,0788 0,0154 -0,1682 0,1633 0,1398 0,1591 0,128 0,3695 -0,1961 -0,129 0,1339 0,5128 -0,419 -0,2085 0,3848 1 -0,0463 0,0248 0,3556 0,4065 -0,1338 -0,1169 0,43

 CD8+ IL2+ 

IFNg+
-0,2846 -0,0712 0,0746 -0,0961 0,1229 0,0766 -0,1681 -0,0333 -0,2031 0,1915 0,0349 -0,1148 0,4789 0,2121 0,3598 0,0988 0,7858 -0,0899 0,0416 0,6095 0,5375 -0,3002 -0,0463 1 0,8437 0,222 0,3094 0,851 0,5154 0,1109

 CD8+ IL2-

IFNg-
-0,3382 -0,0971 0,171 0,0186 0,0903 0,0391 -0,0314 0,0042 -0,1948 0,2069 0,048 -0,0563 0,3695 0,228 0,3927 -0,0718 0,8682 -0,2508 0,0666 0,5455 0,5711 -0,3853 0,0248 0,8437 1 0,0949 0,4789 0,6854 0,6186 0,037

 CD8+ IL2-

IFNg+
0,1493 0,083 -0,1575 -0,112 -0,1987 -0,1671 0,2085 0,0436 0,0709 -0,1129 0,2546 0,1393 0,4984 0,2703 0,5367 0,3451 -0,098 0,4727 0,0267 0,0224 -0,1167 0,4597 0,3556 0,222 0,0949 1 0,1374 0,2488 -0,0059 0,9422

 CD8+ TNFa+ 

IFNg-
-0,3414 -0,0796 0,1202 0,0634 0,1825 0,1593 -0,0881 0,1343 -0,0867 0,1907 -0,1351 -0,2222 0,4816 -0,0728 0,6122 -0,1333 0,4357 0,0593 0,6336 0,3978 0,6183 -0,2021 0,4065 0,3094 0,4789 0,1374 1 0,4281 0,7591 0,0054

 CD8+ TNFa+ 

IFNg+
-0,2883 -0,1306 0,1799 -0,0329 0,1598 0,0821 -0,2167 0,0558 -0,2669 0,1725 -0,0133 -0,164 0,4821 0,1215 0,3806 0,097 0,6262 -0,0215 0,126 0,728 0,6933 -0,3968 -0,1338 0,851 0,6854 0,2488 0,4281 1 0,7168 0,0244

 CD8+ TNFa-

IFNg-
-0,357 -0,1497 0,2736 0,0441 0,2697 0,2162 -0,2631 0,0859 -0,1653 0,2897 -0,1447 -0,2285 0,3902 -0,0605 0,4765 -0,0471 0,6386 -0,1665 0,3046 0,7121 0,8763 -0,5669 -0,1169 0,5154 0,6186 -0,0059 0,7591 0,7168 1 -0,2047

 CD8+ TNFa-

IFNg+
0,1714 0,0962 -0,1756 -0,1172 -0,2353 -0,1832 0,2692 0,0136 0,0853 -0,1752 0,2912 0,2081 0,3764 0,2823 0,4341 0,2929 -0,1856 0,4024 -0,0405 -0,1809 -0,3184 0,543 0,43 0,1109 0,037 0,9422 0,0054 0,0244 -0,2047 1

Tabla 18. Matriz de correlación de las variables aplicando el test de Spearman 
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Edad Urea
Filtrado 

Glomerular

Colesterol 

total
Albúmina Calcio PCR Vit. D PTH Hemoglobina Leucocitos Neutrofilos Linfocitos Monocitos

 CD4+ IL2+ 

IFNg-

 CD4+ IL2+ 

IFNg+

 CD4+ IL2-

IFNg-

 CD4+ IL2-

IFNg+

 CD4+ TNFa+ 

IFNg-

 CD4+ TNFa+ 

IFNg+

 CD4+ TNFa-

IFNg-

 CD4+ TNFa-

IFNg+

 CD8+ IL2+ 

IFNg-

 CD8+ IL2+ 

IFNg+

 CD8+ IL2-

IFNg-

 CD8+ IL2-

IFNg+

 CD8+ TNFa+ 

IFNg-

 CD8+ TNFa+ 

IFNg+

 CD8+ TNFa-

IFNg-

 CD8+ TNFa-

IFNg+

Edad 0,0022 0 0,0976 0,0043 0,0157 0,0012 0,0777 0,0085 0,0652 0,0038 0,0009 0,4628 0,0353 0,5099 0,3284 0,0161 0,7067 0,0587 0,1142 0,0048 0,317 0,6467 0,0451 0,0163 0,3007 0,0152 0,0423 0,0109 0,234

Urea 0,0022 0 0,0237 0,0155 0,1164 0,0096 0,2409 0,0013 0,0282 0,0045 0,0167 0,8318 0,0092 0,5631 0,4066 0,1561 0,3173 0,6704 0,758 0,4231 0,5242 0,8378 0,6232 0,5025 0,5665 0,5826 0,366 0,2994 0,5064

Filtrado Glomerular 0 0 0,0209 0,1001 0,1954 0,0182 0,1326 0 0,0078 0,0007 0,0025 0,4077 0,003 0,3774 0,2898 0,2175 0,084 0,8614 0,5698 0,1745 0,0343 0,3019 0,6065 0,235 0,2747 0,4055 0,2111 0,0545 0,2226

Colesterol total 0,0976 0,0237 0,0209 0,0002 0,0003 0,001 0,0504 0,2037 0,8356 0,0004 0,0006 0,9295 0,0389 0,6053 0,3646 0,6146 0,907 0,4695 0,5768 0,3953 0,7824 0,5174 0,5069 0,898 0,4389 0,662 0,8208 0,7611 0,4174

Albúmina 0,0043 0,0155 0,1001 0,0002 0 0 0,0941 0,0205 0,0632 0,0002 0,0001 0,8562 0,042 0,3338 0,609 0,1376 0,2096 0,7119 0,1427 0,0288 0,189 0,3937 0,3952 0,5329 0,1665 0,2047 0,2676 0,0582 0,0999

Calcio 0,0157 0,1164 0,1954 0,0003 0 0 0,0048 0,0171 0,157 0,0001 0 0,909 0,0507 0,6423 0,4572 0,2174 0,1029 0,9391 0,2733 0,0895 0,1344 0,2743 0,5969 0,7873 0,246 0,2692 0,571 0,1316 0,2029

PCR 0,0012 0,0096 0,0182 0,001 0 0 0,0326 0,048 0,0559 0 0 0,2856 0,0004 0,5408 0,2697 0,1589 0,8578 0,6978 0,0099 0,0084 0,2025 0,0332 0,2434 0,8286 0,1462 0,543 0,1306 0,0649 0,0587

Vit. D 0,0777 0,2409 0,1326 0,0504 0,0941 0,0048 0,0326 0,0907 0,1733 0,0061 0,0071 0,8714 0,0956 0,7023 0,9231 0,7925 0,8987 0,6047 0,4352 0,6384 0,8345 0,5865 0,8182 0,977 0,7638 0,3524 0,7006 0,553 0,9255

PTH 0,0085 0,0013 0 0,2037 0,0205 0,0171 0,048 0,0907 0,1858 0,0925 0,074 0,9407 0,7638 0,7671 0,5328 0,1226 0,2315 0,4252 0,7044 0,229 0,2311 0,9156 0,1572 0,1752 0,6246 0,5495 0,0609 0,2514 0,556

Hemoglobina 0,0652 0,0282 0,0078 0,8356 0,0632 0,157 0,0559 0,1733 0,1858 0,0007 0,0018 0,5525 0,0034 0,2952 0,5573 0,1024 0,8818 0,803 0,2189 0,0749 0,3842 0,2431 0,1827 0,1493 0,4352 0,1846 0,2308 0,0413 0,2235

Leucocitos 0,0038 0,0045 0,0007 0,0004 0,0002 0,0001 0 0,0061 0,0925 0,0007 0 0,6011 0 0,9599 0,8428 0,469 0,7502 0,6661 0,3318 0,1807 0,3053 0,2571 0,8097 0,7407 0,0743 0,3495 0,9269 0,3161 0,0402

Neutrofilos 0,0009 0,0167 0,0025 0,0006 0,0001 0 0 0,0071 0,074 0,0018 0 0,4313 0 0,5673 0,3958 0,1624 0,6997 0,3326 0,0614 0,0419 0,418 0,3329 0,4274 0,698 0,3348 0,121 0,2551 0,1105 0,147

Linfocitos 0,4628 0,8318 0,4077 0,9295 0,8562 0,909 0,2856 0,8714 0,9407 0,5525 0,6011 0,4313 0,1521 0,0026 0,0003 0,0051 0 0 0 0,0005 0,074 0,2697 0,0004 0,0083 0,0002 0,0004 0,0004 0,0051 0,0071

Monocitos 0,0353 0,0092 0,003 0,0389 0,042 0,0507 0,0004 0,0956 0,7638 0,0034 0 0 0,1521 0,8654 0,5261 0,4193 0,5225 0,8465 0,7548 0,7172 0,1665 0,3756 0,1393 0,1113 0,0576 0,6152 0,4007 0,6766 0,047

 CD4+ IL2+ IFNg- 0,5099 0,5631 0,3774 0,6053 0,3338 0,6423 0,5408 0,7023 0,7671 0,2952 0,9599 0,5673 0,0026 0,8654 0,22 0,0448 0,4042 0,0559 0,1267 0,0386 0,9786 0,0083 0,0103 0,0048 0,0001 0 0,0064 0,0005 0,0016

 CD4+ IL2+ IFNg+ 0,3284 0,4066 0,2898 0,3646 0,609 0,4572 0,2697 0,9231 0,5328 0,5573 0,8428 0,3958 0,0003 0,5261 0,22 0,7741 0 0,3908 0,0031 0,4076 0,0048 0,1724 0,495 0,6203 0,0141 0,3562 0,5026 0,7453 0,039

 CD4+ IL2-IFNg- 0,0161 0,1561 0,2175 0,6146 0,1376 0,2174 0,1589 0,7925 0,1226 0,1024 0,469 0,1624 0,0051 0,4193 0,0448 0,7741 0,119 0,2778 0 0 0,0014 0,3718 0 0 0,4983 0,0016 0 0 0,1969

 CD4+ IL2-IFNg+ 0,7067 0,3173 0,084 0,907 0,2096 0,1029 0,8578 0,8987 0,2315 0,8818 0,7502 0,6997 0 0,5225 0,4042 0 0,119 0,0025 0,1279 0,9728 0 0,3538 0,5345 0,079 0,0005 0,6825 0,8824 0,2479 0,0038

 CD4+ TNFa+ IFNg- 0,0587 0,6704 0,8614 0,4695 0,7119 0,9391 0,6978 0,6047 0,4252 0,803 0,6661 0,3326 0 0,8465 0,0559 0,3908 0,2778 0,0025 0,1756 0,0016 0,2727 0,0001 0,7741 0,6458 0,8542 0 0,3834 0,0315 0,7802

 CD4+ TNFa+ IFNg+ 0,1142 0,758 0,5698 0,5768 0,1427 0,2733 0,0099 0,4352 0,7044 0,2189 0,3318 0,0614 0 0,7548 0,1267 0,0031 0 0,1279 0,1756 0 0,0397 0,0025 0 0 0,8772 0,0042 0 0 0,2087

 CD4+ TNFa-IFNg- 0,0048 0,4231 0,1745 0,3953 0,0288 0,0895 0,0084 0,6384 0,229 0,0749 0,1807 0,0419 0,0005 0,7172 0,0386 0,4076 0 0,9728 0,0016 0 0,0005 0,1463 0,0001 0 0,4195 0 0 0 0,0242

 CD4+ TNFa-IFNg+ 0,317 0,5242 0,0343 0,7824 0,189 0,1344 0,2025 0,8345 0,2311 0,3842 0,3053 0,418 0,074 0,1665 0,9786 0,0048 0,0014 0 0,2727 0,0397 0,0005 0,0058 0,0342 0,0057 0,0008 0,1593 0,0043 0 0

 CD8+ IL2+ IFNg- 0,6467 0,8378 0,3019 0,5174 0,3937 0,2743 0,0332 0,5865 0,9156 0,2431 0,2571 0,3329 0,2697 0,3756 0,0083 0,1724 0,3718 0,3538 0,0001 0,0025 0,1463 0,0058 0,7493 0,8641 0,0113 0,0034 0,3542 0,4187 0,0018

 CD8+ IL2+ IFNg+ 0,0451 0,6232 0,6065 0,5069 0,3952 0,5969 0,2434 0,8182 0,1572 0,1827 0,8097 0,4274 0,0004 0,1393 0,0103 0,495 0 0,5345 0,7741 0 0,0001 0,0342 0,7493 0 0,1213 0,0288 0 0,0001 0,4433

 CD8+ IL2-IFNg- 0,0163 0,5025 0,235 0,898 0,5329 0,7873 0,8286 0,977 0,1752 0,1493 0,7407 0,698 0,0083 0,1113 0,0048 0,6203 0 0,079 0,6458 0 0 0,0057 0,8641 0 0,512 0,0004 0 0 0,7985

 CD8+ IL2-IFNg+ 0,3007 0,5665 0,2747 0,4389 0,1665 0,246 0,1462 0,7638 0,6246 0,4352 0,0743 0,3348 0,0002 0,0576 0,0001 0,0141 0,4983 0,0005 0,8542 0,8772 0,4195 0,0008 0,0113 0,1213 0,512 0,3414 0,0815 0,9675 0

 CD8+ TNFa+ IFNg- 0,0152 0,5826 0,4055 0,662 0,2047 0,2692 0,543 0,3524 0,5495 0,1846 0,3495 0,121 0,0004 0,6152 0 0,3562 0,0016 0,6825 0 0,0042 0 0,1593 0,0034 0,0288 0,0004 0,3414 0,0019 0 0,9702

 CD8+ TNFa+ IFNg+ 0,0423 0,366 0,2111 0,8208 0,2676 0,571 0,1306 0,7006 0,0609 0,2308 0,9269 0,2551 0,0004 0,4007 0,0064 0,5026 0 0,8824 0,3834 0 0 0,0043 0,3542 0 0 0,0815 0,0019 0 0,8662

 CD8+ TNFa-IFNg- 0,0109 0,2994 0,0545 0,7611 0,0582 0,1316 0,0649 0,553 0,2514 0,0413 0,3161 0,1105 0,0051 0,6766 0,0005 0,7453 0 0,2479 0,0315 0 0 0 0,4187 0,0001 0 0,9675 0 0 0,1539

 CD8+ TNFa-IFNg+ 0,234 0,5064 0,2226 0,4174 0,0999 0,2029 0,0587 0,9255 0,556 0,2235 0,0402 0,147 0,0071 0,047 0,0016 0,039 0,1969 0,0038 0,7802 0,2087 0,0242 0 0,0018 0,4433 0,7985 0 0,9702 0,8662 0,1539

Tabla 19. Significación estadística de la matriz de correlación de las variables 
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Tabla Taxones tras análisis con MetadeconfoundR 

  Filo Clase Orden Familia Género Especie 

sp14 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 

sp81 Firmicutes Clostridia Oscillospirales Oscillospiraceae UCG-003 UCG-003 

sp89 Bacteroidota Bacteroidia Bacteroidales Porphyromonadaceae Porphyromonas Porphyromonas uenonis 

sp96 Firmicutes Clostridia Lachnospirales Lachnospiraceae Lachnospira uncultured bacterium 

sp118 Firmicutes Clostridia Oscillospirales Oscillospiraceae NK4A214 NK4A214 group 

sp119 Firmicutes Bacilli Erysipelotrichales Erysipelotrichaceae Holdemanella Holdemanella 

sp120 Firmicutes Clostridia Oscillospirales Oscillospiraceae UCG-002 uncultured bacterium 

sp122 Firmicutes Clostridia Monoglobales Monoglobaceae Monoglobus Monoglobus 
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sp128 Firmicutes Bacilli Erysipelotrichales Erysipelatoclostridiaceae Erysipelotrichaceae 
Erysipelotrichaceae UCG-

003 

sp142 Firmicutes Clostridia Christensenellales Christensenellaceae Christensenellaceae uncultured prokaryote 

sp187 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 

sp264 Firmicutes Clostridia 
Peptostreptococcales-

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 

sp411 Firmicutes Clostridia Oscillospirales UCG-010 UCG-010 unidentified 

sp521 Firmicutes Clostridia Lachnospirales Lachnospiraceae Lachnospiraceae uncultured bacterium 

Tabla 20. Tabla taxones metadeconfoundR. Se expone la taxonomía de  los grupos bacterianos que han mostrado correlaciones 
significativas al realizar el análisis mediante metadeconfoundR 
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Análisis diversidad según sexo 

Ilustración 28. Estimadores de α-diversidad Shannon, Fisher y Chao1 según la 
distribución por sexo 

 

Ilustración 29. Análisis de coordenadas principales (PCoA) basado en la distancia 
Bray-Curtis entre mujeres y varones. 


