UNIVERSIDAD
DE MALAGA

TESIS DOCTORAL

Caracteristicas estructurales del hueso
trabecular de cabeza femoral: diferencias entre
hueso fracturado y hueso no fracturado.

Juan Manuel Sanchez Siles

Directores: Dr. Enrique Guerado Parra

Dr. Iskandar Tamimi Marino

Programa de Doctorado de Biomedicina, Investigacion
Traslacional y Nuevas Tecnologias en Salud.

Universidad de Malaga, 2022



UNIVERSIDAD
DE MALAGA

AUTOR: Juan Manuel Sanchez Siles

https://orcid.org/0000-0002-0056-9569

EDITA: Publicaciones y Divulgacion Cientifica. Universidad de Malaga

OB

Esta obra estd bajo una licencia de Creative Commons Reconocimiento-NoComercial-
SinObraDerivada 4.0 Internacional:

http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/legalcode

Cualquier parte de esta obra se puede reproducir sin autorizacion

pero con el reconocimiento y atribucion de los autores.

No se puede hacer uso comercial de la obra y no se puede alterar, transformar o hacer obras
derivadas.

Esta Tesis Doctoral esta depositada en el Repositorio Institucional de la Universidad de Malaga
(RIUMA): riuma.uma.es


https://orcid.org/0000-0002-0056-9569
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/legalcode

Facultad de Medicina

Programa de Doctorado de Biomedicina, Investigacion
Traslacional y Nuevas Tecnologias en Salud.

TESIS DOCTORAL

Caracteristicas estructurales del hueso
trabecular de cabeza femoral: diferencias entre
hueso fracturado y hueso no fracturado.

DOCTORANDO:

Juan Manuel Sanchez Siles

DIRECTORES:
Dr. Enrique Guerado Parra

Dr. Iskandar Tamimi Marino

2022



Autor: Juan Manuel Sanchez Siles.

ORCID iD

https://orcid.org/ 0000-0002-0056-9569

O



ap.

UNIVERSIDAD & Escuela de Doctorado
DE MALAGA -

ANDALUCIA TECH

Campus de Excelencia Internacional

DECLARACION DE AUTORIA Y ORIGINALIDAD DE LA TESIS PRESENTADA
PARA OBTENER EL TITULO DE DOCTOR

D./Dfia JUAN MANUEL SANCHEZ SILES

Estudiante del programa de doctorado PROGRAMA DE DOCTORADO DE BIOMEDICINA,
INVESTIGACION TRASLACIONAL Y NUEVAS TECNOLOGIAS EN SALUD de la Universidad de
Malaga, autor/a de la tesis, presentada para la obtencion del titulo de doctor por la
Universidad de Malaga, titulada: CARACTERISTICAS ESTRUCTURALES DEL HUESO TRABECULAR
EN HUMANOS: DIFERENCIAS ENTRE HUESO FRACTURADO Y HUESO NO FRACTURADO.

Realizada bajo la tutorizacion de PROF. DR. ENRIQUE GUERADO PARRA y direccién de PROF.
DR. ENRIQUE GUERADO PARRA/DR. ISKANDAR TAMIMI MARINO (si tuviera varios directores
debera hacer constar el nombre de todos)

DECLARO QUE:

La tesis presentada es una obra original que no infringe los derechos de propiedad intelectual
ni los derechos de propiedad industrial u otros, conforme al ordenamiento juridico vigente
(Real Decreto Legislativo 1/1996, de 12 de abril, por el que se aprueba el texto refundido de la
Ley de Propiedad Intelectual, regularizando, aclarando y armonizando las disposiciones legales
vigentes sobre |la materia), modificado por la Ley 2/2019, de 1 de marzo.

Igualmente asumo, ante a la Universidad de Malaga y ante cualquier otra instancia, la
responsabilidad que pudiera derivarse en caso de plagio de contenidos en la tesis presentada,
conforme al ordenamiento juridico vigente.

En Mdlaga, a1l de MAYO de 2022

Fdo.: JUAN MANUEL SANCHEZ SILES Fdo.: DR. ENRIQUE GUERADO PARRA
Doctorando/a Tutor/a
FDO: DR. ISKANDAR TAMIMI MARINO FDO: DR. ENRIQUE GUERADO PARRA
Director/a Director/a
150 vemn (A o) Edificio Pabellon de Gobierno. Campus El Ejido.
EFQM ® AENOR @l 29071
bGQUOI Tel.: 952131028/ 952 13 1461/952 137110

E-mail: doctorado@uma.es



YOVTYIN 30
avaliSy3AINN

WS Y AN il



Enrique Guerado Parra, Catedratico de Ortopedia y Traumatologia de la
Universidad de Malaga vinculado como Director de la Unidad Clinica de
Cirugia Ortopédica, Traumatologia y Rehabilitacion del Hospital

Universitario Costa del Sol de la Junta de Andalucia,

Informo que:

D. Juan Manuel Sanchez Siles ha realizado, bajo mi direccién de doctorado, el
trabajo “Caracteristicas estructurales del hueso trabecular en humanos:
diferencias entre hueso fracturado y hueso no fracturado”. D. Juan Manuel
Sanchez Siles, junto con los directores de doctorado, ha planificado el trabajo,
ha redactado el proyecto, obtenido los consentimientos e intervenido
quirargicamente a pacientes, ha obtenido y procesado en primera instancia las
muestras, ha coordinado el equipo que las ha procesado posteriormente, asi
como ha realizado trabajo de campo para comprender la obtencién de resultados
en estos procesos especializados y situarlos de forma que se pudieran alcanzar
conclusiones. Los resultados los ha discutido con los directores de doctorado, a
los que les ha presentado un texto ordenado y coherente, corrigiéndolo
meticulosamente tras la discusién. Finalmente ha editado el texto que ha sido

nuevamente corregido con los directores hasta obtener esta version final.

En virtud de ello, el texto que se presenta a continuacion carece de conflictos de
interés y cumple con los requisitos cientificos y éticos para la obtencion del titulo

de Doctor en Medicina.

Malaga, 20 de Mayo de 2022.

Prof. Dr. Enrique Guerado Parra



Iskandar Tamimi Marifio, Profesor asociado de Ortopedia y Traumatologia
de la Universidad de Malaga, vinculado como Facultativo Especialista de
area de la Unidad Clinica de Cirugia Ortopédica y Traumatologia del

Hospital Regional Universitario de Malaga de la Junta de Andalucia,

Informo que:

D. Juan Manuel Sanchez Siles ha realizado, bajo mi direccién de doctorado, el
trabajo “Caracteristicas estructurales del hueso trabecular en humanos:
diferencias entre hueso fracturado y hueso no fracturado”. D. Juan Manuel
Sanchez Siles, junto con los directores de doctorado, ha planificado el trabajo,
ha redactado el proyecto, obtenido los consentimientos e intervenido
quirargicamente a pacientes, ha obtenido y procesado en primera instancia las
muestras, ha coordinado el equipo que las ha procesado posteriormente, asi
como ha realizado trabajo de campo para comprender la obtencién de resultados
en estos procesos especializados y situarlos de forma que se pudieran alcanzar
conclusiones. Los resultados los ha discutido con los directores de doctorado, a
los que les ha presentado un texto ordenado y coherente, corrigiéndolo
meticulosamente tras la discusién. Finalmente ha editado el texto que ha sido

nuevamente corregido con los directores hasta obtener esta version final.

En virtud de ello, el texto que se presenta a continuacion carece de conflictos de
interés y cumple con los requisitos cientificos y éticos para la obtencion del titulo

de Doctor en Medicina.

Malaga, 20 de Mayo de 2022.

Prof. Dr. Iskandar Tamimi Marino

CREDITOS



Esta Tesis Doctoral se trata de un proyecto multicéntrico que ha implicado
a distintas instituciones nacionales e internacionales. La planificacion, asi como
la seleccion e intervencion quirurgica de los pacientes, procesado inicial y
almacenamiento de las muestras se han llevado a cabo en el Hospital Regional
de Malaga, dependiente de la Consejeria de Salud y Familias de la Junta de
Andalucia. El anélisis densitométrico, cristalografico por difraccién de rayos Xy
por microtomografia computadorizada se han llevado a cabo en los laboratorios
de experimentacion de la Facultad de Odontologia de la Universidad de McGill.
Por ultimo, el analisis de espectrometria mediante resonancia nuclear magnética
en estado sélido con giro de angulo magico se han llevado en el departamento
de radiologia de la Facultad de Medicina de Harvard y el Hospital General de
Massachusetts. Cada centro ha contribuido a este proyecto con los recursos

personales y materiales a su alcance.

Ademas, este Proyecto ha sido financiado por el Instituto Canadiense de
Investigacion para la Salud. Convocatoria 2014. Proyecto Investigacion MOP-

130560.



PUBLICACIONES RELACIONADAS CON LA TESIS
DOCTORAL.



Los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral han sido publicados en

los siguientes articulos cientificos originales:

JM Sanchez Siles, | Tamimi-Marifio, ARG Cortés, JL Ackerman, D Gonzalez
Quevedo, E Guerado, F Yaghoubi, MN Abdallah, H Eimar, M Laurenti, A Al-
Subaie, F Tamim.

Titulo: Age related changes in the bone microstructure in patients with femoral
neck fractures.

Revista (Aiho, Volumen): Injury (2020, 51).



AGRADECIMIENTOS.



El camino que lleva a completar una Tesis Doctoral es sin duda una
experiencia personal y profesional llena de altibajos, pero como todo camino

arduo, el llegar al final produce una satisfaccion dificiimente descriptible.

Quiza los aprendizajes mas claros que he adquirido en este tiempo son:
que una Tesis Doctoral te abre una nueva manera de ver el universo clinico, y
que culminar un proyecto asi seria imposible sin la ayuda de no pocas personas
que durante este tiempo me han acompanado. Es por ello que deseo mostrarles

mi eterna gratitud.

En primer lugar a mi querido amigo y director de tesis, Dr. Iskandar
Tamimi, que fue el que me contagio la pasién por el mundo de la investigaciéon y
con el que he compartido incontables horas para llevar a cabo este proyecto.

Siempre le estaré agradecido por su apoyo incondicional y paciencia.

En segundo lugar a mi tutor de tesis, Prof. Dr. Enrique Guerado Parra, al
cual admiro por su inmensa sabiduria, experiencia y capacidad de trabajo infinita.
A él también quiero agradecerle su gran dedicacion y sus directrices, piezas

claves para culminar esta tesis.

En tercer lugar, a mis companeros del servicio de Cirugia Ortopédica y
Traumatologia del Hospital Regional de Malaga, por haberme ayudado en la

recogida de datos y muestras para el trabajo, asi como por crear diariamente el



mejor de los ambientes de trabajo. Ellos hacen que me sienta orgulloso de

pertenecer a la institucion a la cual representamos.

En cuarto lugar, al Prof. Dr. Faleh Tamimi y todo su equipo de
investigacion en la Universidad de McGill, por hacerme participe de este proyecto
y por haberme acogido durante dos semanas en su departamento y haberme
ensefado en profundidad el material con el que trabajo diariamente, el hueso.
También al Prof. Dr. Jerome Ackerman y Dr. Arthur Cortés por ensefiarme algo
tan complejo y apasionante como la RNM para el estudio del contenido mineral

y organico del hueso.

En quinto lugar, a mis padres y hermanos, por educarme en los nobles
valores del esfuerzo y la constancia. Sin estos valores no habria alcanzado esta

meta.

Y, por ultimo, a mi mujer, Claudia y mis hijos Miriam, Pablo y Juanma, por
su inmenso amor que dia a dia me demuestran y por apoyarme todos estos afos.

Son ellos la luz de mi vida y a ellos les debo las fuerzas para acabar esta tesis.



YOVTYIN 30
avaliSy3AINN

WS Y AN il



INDICE.

ADreviaturas .............cooiiiiiii 1
L ReSUMEN.........o 3
I INtrodUCCION ... 7
1. Estadode lacuestion .................ccciii 9
1.1. Anatomia del hUESO.........c.euviiiiiiiiiii e 11
1.1.1. Anatomia del extremo proximal del fémur ......................... 12

1.2. Histologia del hU€SO .........ccooviiiiiiiiiie e 15
1.2.1. Matriz 0S€a .......c.evviiiiiiiiee e 15
1.2.2. Células del hUESO ...........cooiiiiiiiiiiii e 20
1.2.2.1. Osteoblasto ..........ccccvviieiiiiiii 20
1.2.2.2, OStEOCHO ...covvieiiiiiieeee e 22
1.2.2.3. OSteoClasto.........coccviiiiiiiii 24

1.3. Fisiologia del NUESO .........ccceiiiiiiiiiie e 26
1.3.1. Modelado OSEO0 .......ccevviiiiiiiiiiiie e 26
1.3.2. Remodelado GSEO0............ooovuuiiiiiiiiiiiie e 27
1.3.3. Regulaciéon hormonal ésea...........ccccccceeeiiiieiiiiiiiiceee e 29

1.4. BIOMECANICA OSEA.........cceiiiiiieie e 34
1.4.1. Factores determinantes de la resistencia 6sea.................. 35

1.5. Patologia 0S€a..........uvuiiiiiiiiieeece e 37
1.5.1. Osteoporosis: concepto y perspectiva...........cccvvvvveeeeeenn.. 37
1.5.1.1. Fisiopatologia de la osteoporosis ...........cccccvvveeeeennnn. 41
1.5.1.2. Fracturade cadera..............cccoeeeiiiiiii 47

1.5.2. AMrOSIS. ....ueiiiiii 50
1.5.2.1. Artrosis de cadera ... 50

2. Hipétesis y justificacion......................cccccoiiiii 53
3. ODBJELIVOS.......c oo 57
3.1. Objetivo primario...........cooeeiiiiiiii e 59

3.2. Objetivos Secundarios............ccoeiiiieiiiieiiicee e 59



4. Material y método...............ooovviiiiiii e 61

4.1. Grupos de estUdiO..........ccevuiiiiiiiiii e 63
4.2, Fase reclutamiento ..........cccccoiiiiiiiiii 63
4.3. Criterios de SeleCCiON............coouiiiiiiiiiiiie e 64
4.3.1. Criterios de inClUSION ... 64
4.3.2. Criterios de excluSion ...........cccccoiiiiiiiiiiiiieee 64
4.4, Variables del estudio............coooviiiiiiiiiiiie e 65
4.5, ProcedimientOs ........c.uuiiiiiiiiieiiii e 66
4.5.1. Marco ético de la investigacion..............cccccvvceiiiieeeieeeennn, 66
4.5.2. Consentimiento informado..............cccuviiiiiiiiiiieee 67
4.5.3. Obtencion de datos CliniCoS............cccvviiiiiiiii i 67
4.6. Procesamiento de las muestras..............cccccee, 68
4.7. Analisis de [as MUEStras ............ccccuvveiieiiiiiiiiee e 70
4.7.1. Densitometria 0Sea...........c.eeevvieiiiiiiiiiiie e 70
4.7.2. Microtomografia computadorizada ...........cccccceeeiiieeiiieennnn, 71
4.7.3. DifracCion de rayos X......ccooveeiiiiiiiiiiiieeee s eeeeeennnns 73
4.7.4. Espectrometria RNM-ES-MAS ...........ooiiiiiiiiiieeeeee, 77
4.8. Analisis eStadiStiCO ..........cevvieiiiiiiiiiiii e 81
4.9. Esquema procesamiento y analisis del proyecto...................... 82
5. Resultados..............ccccviiiiiiiiiii 85
5.1. Datos demografiCoS..........oovuiiiiiiiiiiiieeee e 87
5.2. Densitometria 0S€a. ...........ccccuviiiiiiiiiiii 90
5.3. Microtomografia computadorizada...................cooevviiiiiiieeneeen. 92
5.4. Difraccion de Rayos X .......ooouiuiiiiiiiiiiiieeiee e 94
5.5. Espectroscopia de resonancia magnética en estado sélido .....95
5.6. COrrelaciones..........cooiiiiiiiiiiiiie e 96
5.6.1. DMO y microestructura dsea.........cccccceeviiieviiiiiiiiiieeeeeee, 96
5.6.2. Edad y microestructura 6sea..........cccceeeeeeeiiiiiiiiiiiiieeeee, 101

5.6.3. Tamafno cristal y microestructura 6sea.........c.c.ccccoeeeee.. 104



B. DS CUSION ..o e 109

6.1. Datos demografiCos.........cooovviiiiiiiiiii e 111
6.2. Densitometria mineral 0Sea ............ccccooiiiiiiiiiii i 113
6.3. Microtomografia computadorizada...............ccccoooeiiiiiiiiiiinnnnnnn. 115
6.4. Difraccion de Rayos X ........ooovviiiiiiiiiiiiieeeeee e 118

6.5. Espectroscopia de resonancia magnética en estado sdélido ... 122

6.6. Correlacion DMO y parametros estructurales analizados....... 128
6.7. Correlacion edad y parametros estructurales analizados ....... 130
6.8. Correlacion cristalografiay RNM-ES ..., 134
6.9. Fortalezas y limitaciones...........cccceeii i, 135
7. CONCIUSIONES......ueeiiiiiee ittt e e 139
8. Perspectiva clinica y nuevas hipétesis..........cccccvveeiiiiiiiiiieiiiinn. 145
9. Bibliografia.........cooeeiii 151
0. ANEBXOS ... 167
IR [ 4 F= To =Y L= O RRPPPRPP 169
1 1= o = RO SRPR 171
[1l. Informe comité €tiCO ..........uuviieiiiiiiii e 173
IV. Estancia investigacion Universidad McGill ...................cceeeeeeee. 175

V. Articulos relacionados con la Tesis Doctoral .........ccccvveeveiinnnl. 177



YOVTYIN 30
avaliSy3AINN

WS Y AN il



Abreviaturas:

ADN:
BMP:
BMU:
CBFA1:
CIH:
CMO:
DL:
DM:
DMO:
DRX:
DXA:
ES:
FC:
FEA:
FGF:
FNT-a:
GC:
GH:
HA:
HTA:
ICC:
IGF:

IL:
IMC:
MAS:
M-CSF:

MicroTC:

MMP:

Acido Desoxirribonucleico.

Proteina Morfogénica Osea.
Unidades Multicelulares Basicas.
Core Binding Factor Alpha 1.
Cloruro de Hidrogeno.

Contenido Mineral Oseo.

Dislipemia.

Diabetes Mellitus.

Densidad Mineral Osea.

Difraccion de Rayos X.
Absorciometria de Rayos X de Doble Energia.
Estado Sdlido.

Fractura de cadera

Analisis de Elementos Finitos
Factor de Crecimiento Fibroblastico.
Factor de Necrosis Tumoral o.
Glucocorticoides.

Hormona Crecimiento.
Hidroxiapatita.

Hipertension Arterial.

indice de Comorbilidad de Charlson.
Factor de Crecimiento Insulinico.
Interleuquina.

indice de Masa Corporal.

Giro de Angulo Magico.

Factor Estimulador de Colonias de Macréfagos.
Micro Tomografia Computadorizada.

Metaloproteasas.



OA:
OARSI:
OMS:
OP:
OPG:
PDGF:
PTH:
PTH1R:
PTHrp:
RANK:
RANK-L:
SAS:
SERM:
SNPS:
SNS:
RNM:
RNM-ES-MAS:

SD:
TC:
TIMP:
TBS:
TFG-R:

Osteoartrosis.

Sociedad Internacional para Investigacion en Osteoartrosis.
Organizaciéon Mundial de la Salud.

Osteoporosis.

Osteoprotegerina.

Factor de Crecimiento Derivado de Plaquetas.
Parathormona.

Receptor tipo 1 para Parathormona.

Péptido Relacionado Parathormona.

Receptor Activador del Factor Nuclear Kappa.

Ligando del Receptor Activador del Factor Nuclear Kappa.
Servicio Andaluz de Salud.

Moduladores Selectivos del Receptor de Estrogenos.
Sistema Nervioso Parasimpatico.

Sistema Nervioso Simpatico.

Resonancia Nuclear Magnética.

Resonancia Nuclear Magnética en Estado Sdélido con Giro de
Angulo Magico.

Desviacién Estandar.

Tomografia Computadorizada.
Inhibidores Tisulares de Metaloproteasas.
Score de Hueso Trabecular.

Factor de Crecimiento Transformante 3.



l. Resumen.

Las fracturas de cadera en el anciano se deben a caidas en pacientes que
sufren osteopenia y, por tanto, fragilidad ésea. La osteoporosis, es una
enfermedad silente cuya primera manifestacion clinica suele ser una fractura. En
la practica clinica habitual, el método diagndstico para la fragilidad 6sea es la
absorciometria de rayos X de doble energia (DXA). La DXA aporta informacién
sobre la cantidad de hueso, pero no sobre su calidad. La mayoria de las fracturas
en estos individuos no cumplen con criterios densitométricos de osteoporosis.
Por lo tanto, es légico pensar que existen otras alteraciones estructurales en el
hueso que pueden contribuir a su debilitamiento, y por tanto al riesgo de sufrir

una fractura.

El objetivo de este trabajo consiste en estudiar las diferencias en cuanto
a la microestructura y nanoestructura del hueso trabecular en pacientes con
fractura de cadera con un grupo control cuyo diagnéstico era artrosis de cadera

y que no sufrieron fractura de cadera.

Para ello, se reclutaron 31 pacientes con fractura de cadera y 42 con
artrosis de cadera, interviniéndose quirurgicamente mediante artroplastia de
cadera. De las cabezas femorales obtenidas se extrajo una muestra de hueso
trabecular, que se sometié a pruebas de absorciometria de rayos X de doble
energia (DXA), micro-tomografia computadorizada (microTC), cristalografia por

analisis espectroscopico de difraccion de rayos X (DRX) y espectroscopia de
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resonancia magnética en estado sélido con giro de angulo magico (MAS-RNM-

ES).

Los resultados obtenidos mostraron las siguientes diferencias entre los
grupos: 1) Los pacientes con fractura tuvieron una densidad mineral 6sea (DMO)
menor que los pacientes con coxartrosis. 2) Los pacientes con fractura de cadera
presentaron menor masa 6sea, con menos trabéculas y mayor separacion entre
ellas. 3) No se observaron diferencias entre ambos grupos en el tamafo de los
cristales ni en la concentracién de 'H o 3'P. 4) La DMO se correlacioné con el
resto de parametros estructurales de distinta manera en ambos grupos: En el
grupo de coxartrosis, la DMO se correlaciond positivamente con el contenido
mineral del hueso (CMO), el volumen éseo y el numero de trabéculas, y de forma
negativa con la separacion trabecular y la concentracion de 'H. En el grupo de
fracturados, tan sélo se correlacion6 de forma positiva con la CMO. 5) La edad
se correlacion6 en el grupo de fracturas de forma inversa con la concentraciéon
de 'H, sin observarse correlacion con el resto de parametros estructurales. En el
grupo de artrosis, no se hall6 ningun tipo de correlacion estadisticamente

significativa entre la edad y los parametros estudiados.

En conclusiéon, los resultados mostraron que existen diferencias
microestructurales entre el hueso trabecular de los pacientes con fractura de
cadera respecto a los pacientes con artrosis de cadera. Los pacientes con
fractura de cadera tuvieron una menor densidad 6sea, un menor volumen 6seo,

un menor numero de trabéculas y una mayor separacion trabecular. No se



hallaron diferencias entre ambos grupos en cuanto al tamafo de los cristales ni
a la concentracion relativa de contenido mineral ni organico. La DMO reflejé un
comportamiento dispar entre los grupos de estudio. Mientras que en el grupo de
artrosis de cadera se relaciond con la microestructura ésea y la concentraciéon
relativa de proteinas en el hueso, en el de fracturas de cadera no tuvo relacién
con dichos parametros. Por tanto, probablemente, la DMO podria ser mas util en
pacientes que no han sufrido fractura, ya que aporta informacion acerca de la
microestructura 6sea y la composicién relativa de materia organica del hueso.
Por ultimo, la edad fue una variable independiente significativa, ya que en los
pacientes con fractura de cadera el contenido proteico disminuia con la edad,
pero no en el grupo de coxartrosis. Esta disminucion del contenido proteico del
hueso, podria explicar en parte el aumento del riesgo de fractura asociado a la
edad, mejor que otros parametros como la DMO o la alteracion de la
microestructura en los pacientes de mayor edad y que han sufrido una fractura

de cadera.






Il. Introduccioén.

Las fracturas de cadera constituyen en la actualidad un problema sanitario
de gran importancia que afecta, sobre todo, a la poblacién anciana de los paises
industrializados. Este problema tiende a aumentar, generando un importante
coste humano y econémico. Aunque en la génesis de la fractura la caida aparece
como variable determinante, debido a la fragilidad del hueso y, por tanto, su
proclividad a romperse, el patron histopatolégico y la estabilidad 6sea tras el
tratamiento estan comprometidas, con grandes dificultades actuales para

diagnosticar y tratar la fragilidad (1-7).

La técnica mas ampliamente utilizada para el diagnéstico de la
osteoporosis es la absorciometria de rayos X de doble energia (en inglés, dual
energy X-ray absorptiometry [DXA]) (8,9). La DXA aporta informacién acerca de
la densidad mineral 6sea (DMO), que, si bien podria relacionarse con el riesgo
relativo de fractura, la mayoria de las fracturas ocurren en mujeres y hombres
que no cumplen los criterios diagndsticos de osteoporosis en la DXA. Por tanto,
la valoracion de otros factores de riesgo que sean independientes de la DMO es

importante para predecir el riesgo de fractura (10,11).

La resistencia 6sea esta determinada por la DMO vy otras propiedades
estructurales vy fisioldgicas del hueso como son: el remodelado, la arquitectura
(tamafo y geometria Gsea, grosor, conectividad y separacion trabeculares,

grosor y porosidad cortical...), el dafio por acumulacion, laspropiedades de la
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matriz 6sea, la mineralizacion y sus propiedades (tamafo de los cristales, su
orientacién...), etc (12,13). Sin embargo, en la practica clinica no existen
métodos capaces de medir esta calidad 6sea y relacionarla con el riesgo de
fracturas en los pacientes (14). Ademas, en la practica clinica a menudo existen
variables que pueden influir en la DMO, pudiendo alterar la interpretacion de los
resultados obtenidos por DXA, subestimando la gravedad de la osteoporosis. Por
ejemplo, los casos de fracturas por compresién, de artrosis, escoliosis,
calcificaciones adrticas, material quirurgico, el espesor del tejido blando
subyacente, la posicion de la regién estudiada, objetos de alta densidad y, en su
caso, la lateralidad de la cadera elegida, son causas de artefactos en la DXA
(15,16). La orientacion de la DXA también puede influir en los resultados de la
medicién de la densidad 6sea; por ejemplo los examenes en proyecciones
laterales del raquis incrementan el numero de mujeres diagnosticadas de
osteoporosis cuando se comparan con proyecciones anteroposteriores (13,15).
Por tanto, se necesitan nuevos métodos diagndsticos mas sensibles y

especificos.

Este trabajo ha sido disefiado para examinar las caracteristicas
estructurales del hueso trabecular de la cabeza femoral en humanos y analizar
las diferencias del hueso de pacientes que sufrieron una fractura de cadera de

aquellos que no la sufrieron.



1. ESTADO DE LA CUESTION
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El hueso es un tejido conectivo y metabdlicamente activo que esta
sometido a una continua regeneracion y cambio. Ademas de una funcién
estructural, el esqueleto tiene una funcion metabdlica primordial (17). Las
funciones estructurales del esqueleto consisten, entre otras, en dar soporte al
resto del cuerpo, permitir el movimiento y la locomocion actuando como brazos
de palanca animados por los musculos, proteger 6rganos internos vitales, o
participar en la respiracion. En cuanto a su funcion metabdlica, el hueso participa
activamente en el mantenimiento de la homeostasis mineral, balance acido-
base, actua como reservorio de factores de crecimiento y citoquinas y sirve de
sustento para el sistema hematopoyético con el que comparte células y factores

reguladores (17,18).

1.1. ANATOMIA DEL HUESO.

En condiciones fisioldgicas, el hueso maduro es de tipo fibrilar y esta

formado por:

- Hueso cortical. Se trata de un hueso compacto que representa el 80 % de
la masa ésea de un individuo. Se encuentra en los huesos largos y en la
periferia de los huesos esponjosos. Las células se distribuyen siguiendo
un sistema harversiano en el cual las osteonas se disponen de forma
compacta recorridas por canales de Havers y Volkmann donde se alojan
arteriolas, vénulas, capilares, nervios y conductos linfaticos(19,20). Tiene

una porosidad de entre un 5-10 % y esto le confiere un mdodulo de
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elasticidad de Young relativamente alto, por lo que es resistente a fuerzas

de compresion, flexion y torsion (21).

- Hueso esponjoso o trabecular. Se trata de un hueso no compacto, con
una porosidad entre el 50-90 %. Su peso representa el 20% del total del
peso 0seo, aunque su superficie es mucho mayor que la del hueso
cortical, lo que le permite ser metabdlicamente mas activo que el hueso
cortical, con tasas de remodelado mas altas (19,20). Aunque su médulo
de elasticidad de Young es inferior al hueso cortical, su funcién estructural
es muy importante, ya que confiere elasticidad al hueso y, sobre todo,

capacidad de absorcién de cargas (21).

Tanto el hueso trabecular como el cortical estan formados por el mismo
tipo de células y componentes de la matriz celular, pero las proporciones varian
en ambos, confiriéndoles propiedades metabdlicas, fisioldgicas y mecanicas
distintas. La proporcion del componente cortical y trabecular de cada hueso es
unica y, junto con la orientacién y distribucion de cada uno de estos

componentes, define sus propiedades biomecanicas (21,22).

1.1.1. ANATOMIA DEL EXTREMO PROXIMAL DEL FEMUR.

La cadera es una articulacion con alto grado de constriccion del tipo
diartrodial y esta formada por el acetabulo y la cabeza femoral. Su estabilidad

viene dada fundamentalmente por la forma de sus superficies articulares,
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aunque también la conforman elementos estabilizadores como el labrum, los
ligamentos coxofemorales y la capsula articular. Es de gran importancia entender
que la articulacion de la cadera sirve como nexo de union en la transmision de

cargas desde el tronco a los miembros inferiores (23).

La cabeza del fémur tiene una forma casi esférica y esta envuelta por una
fina capa de cartilago de entre 3 y 4 mm. Su tamafio habitualmente es de entre
40 y 60 mm, y guarda relacion con el peso corporal. La cabeza del fémur esta
formada principalmente por una red relativamente densa de hueso trabecular
que permite la absorcion y distribucion de cargas hacia el hueso cortical del

cuello femoral y region proximal del fémur (24).

El hueso trabecular presenta una organizacién caracteristica a nivel de la
cabeza y cuello del fémur, que optimiza la absorcion de cargas y aporta
resistencia contra la fractura. Existe una densificacion trabecular lineal que se
extiende longitudinalmente desde la cortical lateral del trocanter mayor a la
region mas medial de la cabeza femoral llamado grupo trabecular de tension
principal. Existen ademas otros refuerzos trabeculares en sentido
perpendiculares al grupo trabecular de tension, uno a nivel de la cabeza femoral
desde la porcién superior a la inferior de la misma llamado grupo trabecular de
compresion primario y otro que va desde la regidn superior del trocanter mayor
hacia el calcar, llamado grupo trabecular de compresion secundario. Por ultimo,
existe un grupo trabecular de tension secundario, que parte lateral y distal al

grupo de tension primario, y tiene una direccién ascendente y medial curvada,
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que termina interdigitandose con el grupo trabecular de compresiéon secundario.
El grupo trabecular de compresién primario, junto a la porcion mas medial del
grupo trabecular de tension principal constituyen el sistema trabecular medial. El
grupo trabecular de compresion secundario, junto con el grupo de tensién
secundario y la porcién mas lateral del grupo trabecular de tension principal,

constituyen el sistema trabecular lateral (Imagen 1) (24-26).

El triangulo de Ward es una zona de menor densidad trabecular en la
union cervicocefalica proximal del fémur. Esta delimitado en la zona medial por
el grupo de compresion primario, en la zona superior por el grupo de tensién
primario y en la zona lateral por el grupo de compresion y tension secundarios
(Imagen 1). Se hace patente radiograficamente cuando baja la densidad mineral

Osea en la extremidad proximal del fémur y constituye una zona de debilidad

importante en la génesis de la fractura de cadera (25,27).

1. Grupo comprggion
primario

2. Grupo compresion
secundario

3. Grupo tension
primario




Imagen 1. A) Radiografia convencional fémur proximal B) Corte anatémico fémur
proximal. (Adaptado de Patel & Murphy, 2006)

1.2. HISTOLOGIA DEL HUESO.

El hueso tiene una organizacion histologica relativamente sencilla, aunque
sometida a una regulacion tanto local como sistémica muy compleja. De forma
muy somera, el hueso estd compuesto por una matriz ésea que depende en
forma y composicién de 3 tipos celulares que son el osteoblasto, osteocito y

osteoclasto.

1.2.1. Matriz 6sea.

La matriz ésea esta compuesta en un 50-70 % de componente mineral,
un 20-40 % de componente organico, un 5-10 % de agua y menos de 3 % de

lipidos (18).
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El componente organico del hueso esta formado fundamentalmente por
colageno tipo I, que representa aproximadamente el 90 % de su peso. Existen
muchos tipos de colageno tipo |. En el hueso, el colageno tipo | mas frecuente
es el galactosil-hidroxilisina, a diferencia del glucosil-galactosil-hidroxilisina que
es el mas frecuente en el resto del organismo, como por ejemplo la piel. Esto,
junto con un proceso de hidroxilacion y glicosilacion post translacional que se
lleva a cabo en el osteoblasto y es especifico del hueso, explicaria en parte
porqué el colageno tipo | del hueso se mineraliza y en cambio el de la piel no

(28).

Una vez sintetizadas las moléculas de procolageno, son secretadas a la
matriz extracelular a través de vesiculas. En el espacio extracelular, las cadenas
de procolageno se unen en grupos de tres con disposicion helicoidal, formando
fibras de tropocolageno (Imagen 2). El tropocolageno se agrega, a su vez, de
forma escalonada formando microfibrillas. Las fibras de colageno estan
formadas por varias de estas microfibrillas. La estructura colagena se estabiliza
mediante uniones por entrecruzamiento (cross-linking en inglés), en las que
participan los proteoglicanos. Esto le confiere una resistencia enorme, llegando
a soportar fuerzas de tension de 10000 veces su propio peso. Por lo tanto, el
colageno resiste fuerzas de tensiébn mayores que el acero a igual tamafo de

seccion (28).
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En el hueso existen también otras proteinas no colagenas, cuya principal
funcién es modular el proceso de mineralizacion de las fibras de colageno, asi

como participar en la estructuracion del colageno en la matriz ésea (19).

La Osteocalcina (también llamada Proteina Gla) es la proteina no
colagena mas abundante en el hueso, representando hasta un 20 % de las
proteinas no colagenas. Es sintetizada en el osteoblasto por mediacion de la
1,25 dihidroxivitamina D. Actua modulando la mineralizacién y remodelado éseo.
Se ha visto que atrae a los osteoclastos, ademas de participar en la regulacién
del crecimiento de los cristales de hidroxiapatita (HA). La osteocalcina es un
marcador importante del remodelado éseo en la practica clinica, al igual que la
fosfatasa alcalina. Los incrementos en los niveles séricos de osteocalcina
implican un aumento de la resorcion dsea o un aumento del remodelado éseo.
Esto es importante como monitorizacion de actividad de numerosos tumores
0seos y metastasis, donde un incremento de la osteocalcina o la fosfatasa

alcalina podrian traducir una recidiva o la aparicion de nuevas metastasis (28).

La Osteonectina inicia y promueve el crecimiento de los cristales de
hidroxiapatita asi como su madurez. Se une tanto al calcio como a la
hidroxiapatita y al colageno tipo I, por o que es una proteina muy importante en

la mineralizacion del hueso (19,28).
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Los Proteoglicanos, como mencionabamos antes, son péptidos que
actuan fundamentalmente en la adhesion y entrecruzamiento entre las fibrillas
de tropocolageno y las fibras de colageno maduro. Ademas, inhiben la
mineralizacién ésea. Son responsables en parte de la elasticidad y resistencia a
la tension del colageno. En este proceso también participan en menor medida la

osteonectina y la fibronectina (28).

La Fibronectina es secretada por el osteoblasto durante los procesos de
osteogénesis como en el crecimiento éseo o en la reparacién de fracturas dseas.
La fibronectina actua regulando la adhesion celular de osteoblastos a la matriz,

por lo tanto es una molécula importante en el proceso de remodelado éseo (28).

La Osteopontina pertenece a la familia de las sialoproteinas 6seas. Actua
fundamentalmente uniéndose al receptor de la integrina en el osteoclasto,
participando en la regulacion de la adhesién celular a la matriz ésea, asi como
sefnalizacion a otras células. Es importante para el proceso de reabsorciéon dsea

(19,28).

La Esclerostina es sintetizada por el osteocito y actuan inhibiendo la
actividad osteoblastica, al ser un antagonista de la via Wnt. Niveles altos de
esclerostina implican una disminucién en la formacion dsea. En los ultimos anos,
se ha convertido en una nueva diana terapéutica, ya que inhibiendo la
esclerostina, se mejora la actividad osteoblastica y con ello la DMO. El
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romosozumab es un anticuerpo monoclonal anti-esclerostina que se ha
aprobado este ano para el tratamiento de la osteoporosis postmenopausica en

la Unién Europea (29)

Por ultimo, existen un grupo de proteinas no colagenas sintetizadas por el
osteoblasto que actuan como factores de crecimiento. Estan presentes en
pequeifas proporciones en la matriz extracelular, pero actuan como

moduladores. Las mas importantes serian:

- Proteina morfogénica 6sea (BMP) que inducen la diferenciacién de las
células mesenquimales en osteoblastos.

- Factor de crecimiento transformante [ (TFG-p) cuya principal funcién en
el hueso es activar la sintesis de colageno en el osteoblasto. Se encuentra
en altas proporciones en el hematoma de fractura, por lo que también es
importante en la multiplicacion de las células mesenquimales y podria
estar relacionado con la consolidacion ésea.

- Factor de crecimiento insulinico (IGF) induce la sintesis de colageno tipo
I, asi como la proliferacion celular y la formacién 6sea.

- Factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) que actua como
quimiotactico para los osteoblastos y células inflamatorias (19).

- Interleucinas 1 y 6 (IL-1, IL-6), actian como quimiotactico e inducen la

activaciéon de osteoclastos inactivos (30).
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El componente inorganico representa el 60 % del peso seco del hueso y
esta compuesto principalmente por hidroxiapatita calcica, cuya formula idea es
Ca10(PO4)s(OH)2. A un nivel ultraestructural, el hueso esta organizado para
maximizar la resistencia a las fuerzas mecanicas aplicadas. Los cristales de HA
se disponen de forma paralela a las fibras de colageno, a lo largo de su eje largo
(eje c) (Imagen 2). Esta orientacion maximiza la resistencia 6sea a fuerzas de

tensién y compresion (28).

Imagen 2. A la izquierda representacion grafica de la disposicion en triple hélice del
colageno. A la derecha se observa como se disponen los cristales de HA a lo largo
de su eje largo de forma paralela entre las fibras.

1.2.2. CELULAS DEL HUESO.

Las células principales que encontramos en el hueso son los osteoblastos,
los osteocitos y los osteoclastos. Los osteoblastos y osteocitos son derivados de
células mesenquimales, mientras que los osteoclastos son derivados de células

hematopoyéticas de la misma estirpe que monocitos y macréfagos (28).

1.2.2.1 Osteoblasto.

Los osteoblastos son los principales responsables de la formacion ésea.
Poseen un complejo metabolismo y son los responsables de la sintesis y
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excrecion tanto del colageno tipo | de la matriz 6sea, como del resto de proteinas
no colagenas y factores de crecimiento que citamos en el apartado anterior y
algunos mas. Las células mesenquimales proliferan a células osteoprogenitoras
moduladas por estimulos mecanicos, hormonales o mediados por citoquinas
(18). Estas células osteoprogenitoras se situan entonces en zonas de formacion
6sea como son la capa interna del periostio, las cavidades endésticas, los
canales Harversianos y de Volkmann, el tejido perivascular y la médula 6sea

(28).

En una primera fase de proliferacién, gracias a las BMP-2 y BMP-7, asi
como a la via canénica Wnt/B-catenina, las células mesenquimales de estirpe

osteoblastica proliferan y se transforman en proosteoblastos (18,30).

En una segunda fase de maduracion, los proosteoblastos, mediados por
distintas cascadas de senalizacion como son la PTH, la vitamina D, el IGF, las
BMP y la via Wnt/p-catenina, se transforman en osteoblastos maduros, capaces
de sintetizar el colageno tipo I, asi como el resto de proteinas no colagenas

fundamentales para la formacién ésea (30).

Por ultimo, en una tercera y ultima fase, el osteoblasto maduro puede
seqguir tres vias: diferenciarse para convertirse en osteocito, transformarse en

célula de revestimiento (que son osteoblastos en fase quiescente, que pueden
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ser activados rapidamente en respuesta a estimulos mecanicos, hormonales o

mediados por citoquinas) o someterse a apoptosis (Imagen 3) (30)

Imagen 3. Ciclo histolégico del osteoblasto (Adaptado de Calleja, Varo y Pascual,
2014)

1.2.2.2 Osteocito.

Los osteocitos son osteoblastos diferenciados terminalmente y son el tipo
celular mas abundante en el hueso, representando mas del 95 % de todas las
células 6seas. Se tratan de células dendriticas, con un cuerpo pequefio en forma
de huso y procesos filopodiales extensos que se imbrican entren los canaliculos
y lagunas del hueso mineralizado. Son células fundamentales para la
homeostasis 6sea ya que favorecen la adhesién intercelular y regulan el

intercambio de minerales en el liquido éseo en la matriz extracelular (18,30).

Sin embargo, la principal funcién del osteocito es la mecanocepcion, ya

que transforman las sefales mecanicas de compresion y elongacion del hueso
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en actividad biolégica por medio de sustancias mediadoras. El flujo de liquido
canalicular, en respuesta a fuerzas externas, se transmite a través de las uniones
filopodiales a los osteoblastos de la superficie 6sea, induciendo la activacién de
los mismos que hasta entonces actuaban como células de revestimiento y que
se tratan fundamentalmente de osteoblastos en fase quiescente (18,30). No
obstante, los osteocitos también actuan favoreciendo la osteoclastogénesis y la
resorcion Osea, al producir cantidades importantes de RANK-L (Ligando del
receptor activador del factor nuclear kappa), que favorece la proliferacion y la
activaciéon de osteoclastos maduros. Esto se observa en situaciones de descarga
prolongada, en las que el osteocito sintetiza mayores cantidades de RANK-L, asi

como también se favorece la apoptosis del mismo (30).

La apoptosis de los osteocitos deteriora en gran medida la estructura
O0sea. Prueba de ello son la presencia de lagunas 6seas vacias en el hueso
envejecido. La deficiencia de estrogenos, el desuso y el tratamiento con
glucocorticoides inducen a la apoptosis del osteocito. En cambio, la carga
fisiologica, los estrogenos, los moduladores selectivos del receptor de
estrégenos (SERM), los bifosfonatos y la calcitonina ayudan a prevenir la

apoptosis del osteocito y el osteoblasto (18,30).

1.2.2.3 Osteoclasto
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Los osteoclastos se originan a partir de células madre hematopoyéticas,
del linaje de los monocitos/macréfagos. Son células multinucleadas y su funcién

consiste en degradar la matriz 6sea (18,28,30).

Las células hematopoyéticas del linaje macrofagico sufren un proceso de
diferenciacion a proosteoclastos mediado por el factor estimulador de colonias
de macrofagos (M-CSF), que es secretado por el osteoblasto. Estos
proosteoclastos expresan RANK en su superficie. EI RANK-L, sintetizado por el
osteoblasto y el osteocito, se une al RANK del proosteoclasto y esto
desencadena una cadena que aumenta la proliferacion, diferenciacion,
activacién y supervivencia de los osteoclastos, ademas de impedir su apoptosis,
que acaba por convertirse en osteoclastos maduros. Existe un mecanismo de
regulacion mediado por la osteoprotegerina (OPG) que bloquea al RANK-L e
impide que se una al RANK, evitando la activacion y proliferacion del osteoclasto.

Esta OPG también es sintetizada por el osteoblasto (Imagen 4) (30).

M-CSF / Q
RANK-L ,
' - ' ‘ IL-1 RANK-L
M-CSF RANK-L IL-6 IL-1



Imagen 4. Ciclo histolégico del osteoclasto (Adaptado de Calleja, Varo y Pascual,
2014)

El osteoclasto migra a zonas de microfracturas por mediacién de factores
quimiotacticos. Alli se adhiere a la matriz 6sea a través de podosomas e
integrinas. La membrana que queda en contacto con el hueso adquiere una
morfologia peculiar, aumentando su superficie gracias a unas expansiones que
favorecen la resorcion 6sea. A esta zona en contacto con la matriz se le llama
“ribete en cepillo”. Aqui se dan las condiciones idoneas mediante sellado de
pequenas zonas de resorcion 6sea, donde por medio de una ATPasa vacuolar
se excretan protones producidos por la anhidrasa carbdnica. Estos protones se
unen a iones de Cloruro formando cloruro de hidrégeno (CIH) en la zona de
sellado creando una ambiente acido. Esto posibilita la accion catabdlica de las
enzimas osteoclasticas, como la catepsina K, encargada de la degradacién del
colageno y con ello de la matriz 6sea mineralizada, produciendo Ca?*, PO4Hs3,

COs3H2, agua y otras sustancias (30).

1.3. FISIOLOGIA DEL HUESO.
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El hueso es un 6rgano tremendamente activo desde el punto de vista
metabdlico. Centrandonos en su funcion estructural, el hueso esta en un proceso
constante de modelado y remodelado. Tanto el modelado como el remodelado
0seo estan mediados y estrechamente regulados por factores mecanicos,

hormonales y quimicos (18,19,28).

1.3.1. MODELADO OSEO.

El modelado 6seo es el proceso mediante el cual el hueso cambia su
forma para adaptarse a las fuerzas fisioldgicas y biomecanicas a la que es
sometido. De esta forma, el esqueleto esta en continuo cambio. Normalmente el
hueso sufre un engrosamiento con la edad, en respuesta a una aposicion de
nuevo hueso en la zona peridstica y una resorcién de hueso viejo en la zona
endéstica. Este proceso no es perfectamente armédnico, y no esta estrechamente
regulado entre si, por lo que podria ser una de las multiples causas de la

debilidad 6sea asociada a la edad (18).

Segun la Ley de Wolff, la forma y el tamafio del hueso esta determinada
acorde a las fuerzas biomecanicas y fisiolégicas que actuan sobre él. De este
modo, se ha observado que levantadores de pesas tienen huesos mas gruesos
y de mayor tamafo, mientras que el desuso tiende a lo contrario, y se asocia a
una osteoporosis por desuso. Quiza el ejemplo mas claro lo veamos en las

fracturas infantiles en las que la consolidacién no ha sido anatémica, y al cabo
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del tiempo, el remodelado hace que el hueso llegue a tener un aspecto

practicamente normal (28).

1.3.2. REMODELADO OSEO.

El remodelado 6seo es un proceso continuo que se da en el hueso durante
toda la vida, y consiste en la reabsorcion de hueso viejo y la formacién de nuevo
hueso. Sin este proceso, la acumulacion de microdafios en el esqueleto
debilitarian en gran medida su resistencia. Aproximadamente, el 25 % del hueso
trabecular y el 3 % del hueso cortical es remodelado cada afio. Esta capacidad
de remodelado 6seo desciende con la edad, probablemente debido a una
reduccion del numero de osteoblastos. Esta seria la principal causa osteoporosis

asociada a la edad (28).

El remodelado 6seo se lleva a cabo en diversas zonas del esqueleto
denominadas unidades multicelulares basicas (BMU). Las BMU estan
localizadas fundamentalmente en el endostio, en intima relacion con la médula
O6sea, aunque también en las capas internas del periostio. Las BMU estan
formadas por células de estirpe osteoblastica y osteoclastica que actuan de

forma acoplada y secuencial (30).

El remodelado 6seo se inicia con una fase de reabsorcion ésea que dura
aproximadamente 10 dias. Los proosteoclastos migran a las zonas de

remodelado y se fusionan con los osteoclastos maduros. Los osteoclastos
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maduros activados se adhieren al hueso a través del ribete en cepillo y excavan
la zona dando lugar a unas cavidades llamadas lagunas de Howship. Una vez
degradado el hueso, los osteoclastos entran en reposo o en apoptosis (Imagen

5) (28,30).

Tras la fase de reabsorcion dsea, se produce una fase de formacion dsea
que dura aproximadamente 3 meses. Los osteoblastos proliferan y se activan en
la zona excavada previamente por el osteoclasto gracias a la comunicacion
activa mediante citoquinas locales entre ambos. El osteoblasto segrega material
osteoide, que es basicamente colageno tipo | que forma parte de la matriz 6sea
y posteriormente, este osteoide es mineralizado formando el nuevo hueso
gracias a proteinas no colagenas del hueso que actuan de mediadoras y

moduladoras de la mineralizacion (30).

El hueso formado por los osteoblastos ha de ser igual al hueso
reabsorbido por los osteoclastos para mantener un balance neutro. Este balance
puede ser negativo en caso de aumento de la reabsorcion como en la
osteoporosis postmenopausica o0 un descenso de la formacién como en la

osteoporosis asociada a la edad (18).
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Imagen 5. Ciclo de remodelado 6seo (Adaptado de Calleja, Varo y Pascual, 2014)

1.3.3. REGULACION HORMONAL OSEA.

A lo largo de los apartados anteriores hemos visto como el remodelado

0seo esta sometido a una estrecha regulacion a nivel local, mediado por diversas

encimas y citoquinas locales, asi como por receptores de membrana tipo Wnt'y

mecanorreceptores que desencadenan o inhiben la osteoclastogénesis y la

osteoblastogénesis. La mayoria de las sustancias son sintetizadas y secretadas

por el osteoblasto, por lo que podriamos decir que actua como célula paracrina

local y es el principal regulador del remodelado 6seo.

La regulacion hormonal sistémica a la que esta sometido el proceso del

remodelado 6seo no sélo implica la estructura 6sea, sino que también es

fundamental en la homeostasis sistémica de iones como el Calcio y el Fosfato.

Las principales hormonas implicadas en la regulacion del remodelado éseo son:

Parathormona (PTH)
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Es secretada por la paratiroides y responde a la bajada de la calcemia.
Tiene accidn hipercalcemiante al estimular la resorcion 6sea de forma indirecta
a través de la estimulacion paracrina del osteoblasto al osteoclasto mediada por
el RANK-L. Tiene un fuerte efecto formador de hueso mediado por la sintesis
local de IGF vy el factor de crecimiento fibroblastico (FGF). Tanto el IGF como el
FGF promueven la diferenciacion y proliferacién del osteoblasto teniendo un
claro efecto anabolizante en el hueso. Ademas, las células del linaje
osteoblastico asi como los osteoblastos maduros tienen receptores para la PTH
(receptor PTH tipo 1, PTH1R). La estimulacion del PTH1R aumenta la
supervivencia del osteoblasto e inhibe su apoptosis. En el osteocito, la PTH
suprime la expresion de esclerostina, una proteina que inhibe la formacion 6sea

al inhibir la via candnica Wnt (30).

La accion de la PTH sobre la resorcion ésea es a través del osteoblasto,
que induce la osteoclastogénesis mediado por la sintesis de RANK-L. Una
estimulacion crénica y a dosis alta de PTH incrementa la resorcion ésea mas que
la formacion 6sea y tiene un efecto negativo sobre el balance éseo. No obstante,
la estimulacién a dosis bajas e intermitentes de PTH o bien la terapia con péptido
relacionado con PTH (PTHrp) o la teriparatida, incrementa el numero de
osteoblastos maduros lo que se traduce en un incremento de la formacién dsea
y una mayor tasa de aposicién mineral. En la microarquitectura 6sea se observa
un mayor numero de trabéculas, un mayor volumen 6seo y una mayor

conectividad entre ellas (28,31).

30



Calcitonina.

La calcitonina es una hormona sintetizada a nivel de las células C del
tiroides. Su accién es hipocalcemiante, por lo que es antagonista a la PTH. Tanto
los osteoclastos como los proosteoclastos y monocitos tienen receptores para la
calcitonina, que actua disminuyendo la proliferacion y maduracién de los
mismos, bloqueando, por tanto, la resorcién 6sea. Su accidén hipocalcemiante
viene dada, pues, por la disminuciéon de la resorcidbn dOsea, asi como
incrementando la excrecion urinaria de calcio. No obstante, no se han
demostrado cambios significativos en la densidad 6sea asociados a mayores 0
menores niveles de calcitonina en sangre, por lo que su accién a nivel éseo es

controvertida (28,30).

Hormonas sexuales esteroideas.

Los osteoblastos, los osteocitos y los osteoclastos tienen receptores para
los andrégenos y estrégenos, aunque en distinta proporciéon segun el sexo del
individuo y la zona del esqueleto. Son los responsables del dimorfismo sexual y

son claves en el modelado éseo durante la adolescencia (30).

Los andrégenos actuan como anabolizantes al estimular los receptores

androgénicos en el osteoblasto (30).
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Los estrégenos actuan como antirresortivos ya que inducen la produccion
de OPG por el osteoblasto, que inhibe la proliferacion y actividad osteoclastica.
La menopausia en la mujer es un periodo en que la produccién enddégena de
estrégenos disminuye drasticamente, incrementandose la resorcion 6sea. Al
inicio de la menopausia, la proliferacion, maduracién y la activacion de los
osteoclastos estan aumentadas. Posteriormente, se produce un incremento de
citoquinas prorresortivas como son la IL1 e IL6, M-CSF, FNT-a y el RANK-L. Por
ultimo, las citoquinas antirresortivas como el TGF- y la OPG se encuentran
disminuidas. Todo esto conduce a un aumento de la tasa de pérdida Osea

proporcional a la pérdida de estrégenos (30).

La progesterona tiene un efecto osteoformador tanto directo por la
estimulacion del osteoblasto que tienen receptores para la progesterona, como
de forma indirecta al competir con los receptores osteoblasticos para los

glucocorticoides (30).

Glucocorticoides (GC).

A dosis fisioldgicas, los GC favorecen la diferenciacién osteoblastica. A
dosis elevadas inhiben la produccion de IGF por los osteoblastos y suprimen

BMP-2 y el CBFA1, inhibiendo asi la osteoblastogénesis (30).

Insulina.
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Actia como anabolizante, al inducir la sintesis de IGF a nivel hepatico

Hormona de crecimiento (GH).

Tiene accidén anabolizante sobre el hueso, a través de dos mecanismos:
de forma directa, estimulando al osteoblasto para producir colageno,
osteocalcina y fosfatasa alcalina. De forma indirecta, favoreciendo la sintesis de

IGF por el osteoblasto (30).

Regulacion adrenérgica/colinérgica del hueso.

En los ultimos afios se ha puesto de manifiesto la regulacion
adrenérgica/colinérgica del hueso. Se ha demostrado que el sistema nervioso
auténomo influye en el remodelado 6seo, aunque el mecanismo concreto aun es
desconocido. La actividad adrenérgica del sistema nervioso simpatico (SNS)
inhibe la proliferacién osteoblastica y promueve la osteoclastogénesis, por lo
tanto, tiende a disminuir la masa ésea. En cambio, la actividad colinérgica del
sistema nervioso parasimpatico (SNPS) tiene un efecto positivo en la masa 6sea,
ya que incrementa la proliferacién osteoblastica al inhibir al SNS asi como al
aumentar la apoptosis del osteoclasto (32). De esta manera, nuestro grupo de
investigacion concluyd que los inhibidores de la colinesterasa (enzima
encargada de la degradacion de la acetilcolina) disminuyen el riesgo de padecer

fractura de cadera en pacientes con enfermedad de Alzheimer (33).
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1.4. BIOMECANICA OSEA.

El hueso, desde el punto de vista biomecanico, esta compuesto
principalmente por dos componentes: Un componente organico que en mas de
un 90 % es colageno tipo | y un componente mineral constituido
fundamentalmente por cristales de hidroxiapatita. El colageno tiene una gran
resistencia a la tensién y, en cambio, baja resistencia a la compresién. La
hidroxiapatita es un material muy rigido y tiene gran resistencia a la compresion,
aunque es muy quebradizo. La combinacién de ambos componentes da lugar a
un material anisotrépico que es mas resistente a fuerzas de compresion, débil a
fuerzas de cizallamiento e intermedio a fuerzas de tension. La anisotropia se
define como una caracteristica de la materia en que sus propiedades fisicas
dependen de la direccién de la fuerza aplicada. La proporcion y distribucion de
cada componente, determina en gran parte las propiedades biomecanicas de los

diferentes huesos (28).

En el hueso cortical encontramos una predominancia de componente
inorganico, siendo éste muy resistente a fuerzas de compresion y torsion. En
cambio, en el hueso trabecular predomina el componente organico, lo que lo
hace muy resistente a fuerzas de elongacion y cizallamiento. No obstante, el
hueso trabecular es muy importante en la resistencia del hueso a fuerzas de
compresion, ya que actua absorbiendo la carga mediante deformacion elastica

como si de celdillas neumaticas se tratara (28,34).

34



1.4.1. FACTORES DETERMINANTES DE LA RESISTENCIA OSEA.

Biomecanicamente, una fractura supone un fallo en la estructura del
hueso cuando las fuerzas aplicadas en dicho hueso exceden su capacidad de

carga, es decir, su resistencia (35,36).

Por tanto, la produccion de una fractura depende de causas extrinsecas
como son la magnitud y la direccion de la fuerza aplicada en el hueso. En el caso
de la fractura de cadera las cargas aplicadas a la extremidad proximal del fémur
durante una caida dependeran de la altura de la caida, la direccion de la caida
(hacia adelante, hacia atras, hacia los lados), la superficie de impacto, la
extension del tejido blando que recubre la cadera y la capacidad del individuo

para protegerse del impacto de la caida extendiendo una mano (35).

Las causas intrinsecas hacen referencia a las caracteristicas estructurales
del hueso, asi como a su composicion. Los factores intrinsecos que determinan

la resistencia ésea podriamos estratificarlos de la siguiente manera (Imagen 6):

- A nivel macroscdpico la resistencia viene dada por el tamafo 6seo, la
densidad 6sea, la geometria 6sea y el grosor cortical.

- A nivel microscopico depende de la organizacién del tejido 6seo, la
porosidad cortical, la distribucién trabecular y su conectividad, el volumen

0seo y el tamafio y numero de trabéculas.
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- A nivel cualitativo y nanoestructural depende del grado de mineralizacion,
el tamano y distribucidn de los cristales de hidroxiapatita, la distribucion
del colageno tipo I, su interaccion con los cristales de hidroxiapatita,
acumulo de microdanos, grado y tipo de entrecruzamiento de las fibras de
colageno, proteinas no colagenas, integridad de la red de osteocitos, etc.

(35-37).

Englobando todos los niveles situariamos el remodelado 6éseo,
responsable del balance formacién y absorcion 6&sea, que define las
caracteristicas estructurales y composicionales del hueso a todos sus niveles

(35).

MACROESTRUCTURA

Tamafio y geometria 0sea —
Grosor cortical —Densidad dsea

MICROESTRUCTURA

Conectividad trabecular — numero trabéculas —
separacion trabecular — grosor trabecular -
porosidad cortical — organizacion tisular.

NANOESTRUCTURA

Densidad celular — integridad de la red osteocitaria — grado de
mineralizacion — tamafio y forma cristales — entrecruzamiento coldgeno —
relacién orgdnico-mineral — proteinas no coldgenas - microdafios
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Imagen 6. Resumen factores determinantes de la resistencia dsea, representados en una
piramide de mayor a menor escala (Adaptado de Fonseca, Moreira et al, 2014).

1.5. PATOLOGIA OSEA.

En este proyecto los grupos de estudio lo conformaron pacientes con
fractura subcapital de cadera y pacientes con coxartrosis que precisaron una
artroplastia de sustitucion de la cadera. Por ello, consideramos oportuno realizar
una breve descripcion de los aspectos mas importantes de las dos enfermedades

que, a priori, configuran los grupos de pacientes estudiados.

1.5.1. OSTEOPOROSIS: CONCEPTO Y PERSPECTIVA.

La osteoporosis (OP) es una enfermedad ésea que se caracteriza por una
baja densidad 6sea y un deterioro en la microestructura del tejido 6seo, que
predispone al sujeto a sufrir una fractura con mas facilidad (8). La OP tiene una
gran prevalencia en el mundo, llegando a afectar a 200 millones de personas
(38). Se estima que en Europa el 22,1 % de las mujeres tienen OP, y la

prevalencia va en aumento (39) (40).

El término osteoporosis, que significa “hueso poroso”, fue acufado por
primera vez en el siglo pasado, y hace referencia a un diagndstico histolégico,
aunque mas tarde se perfecciond con el significado de hueso cuya

mineralizacién es normal pero en menor cantidad. En 1994, la Organizacién
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Mundial de la Salud (OMS) definio6 la osteoporosis basandose en los resultados
de la DMO obtenidos mediante DXA, como una DMO a nivel de cuello femoral,
columna lumbar o radio distal igual o inferior a 2,5 desviaciones estandar (SD)
de la media de la poblacién de mujeres jovenes de raza blanca (T-score) (41).
Tomando como base la DXA existen distintos conceptos en relacién con la

disminucion de hueso (Imagen 7) (42):

- T-score: Numero de desviaciones estandar que la DMO de un paciente
esta por encima o por debajo de la DMO media de sujetos jovenes (30
afos) de su misma etnia.

- Z-score: Numero de desviaciones estandar que la DMO de un paciente
esta por encima o por debajo de la DMO media de sujetos de la misma
franja etaria y etnia. Por tanto, es un dato ajustado a la edad del paciente.

- Osteoporosis: Se diagnostica cuando el T-score es igual o menor a -2,5
SD.

- Osteopenia: Se diagnostica cuando el T-score se encuentra entre -1,0 y -

2,5.
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Desiviacion estandar

Imagen 7. Distribucion normal de la DMO en la poblacién general. En el eje
de abscisas estan representadas el numero de desviaciones estandar
(Adaptado de Golob y Laya, 2015)

No obstante, la mayoria de las fracturas que se dan en personas mayores
no cumplen los criterios densitométricos de osteoporosis, por tanto la DMO no
es el unico factor de riesgo para sufrir una fractura debida a fragilidad 6sea
(11,14,43,44). Por tanto, son necesarios nuevos métodos diagndsticos que
evaluen otros factores que influyen en la resistencia 6sea, y que pueden

condicionar la aparicion de una fractura.

Watts resumié la definicion que la OMS hace de la osteoporosis como un
desorden que afecta tanto a la cantidad como a la calidad 6sea (12). El término
calidad ésea engloba todos aquellos factores determinantes de la resistencia
O6sea como la microarquitectura, composicién quimica, etc (ver apartado 1.4.1.).
Sin embargo, la calidad 6sea a menudo pasa desapercibida, al no emplearse
habitualmente técnicas diagndsticas capaces de medirla. En la actualidad, se
puede emplear el score de hueso trabecular (TBS) que es una método analitico
basado en mediciones mediante DXA que facilita informacion sobre la
microarquitectura trabecular (45). La tomografia computadorizada cuantitativa
también da informacion acerca de la microestructura tanto cortical como

trabecular, aunque su uso en la practica clinica es marginal (43).
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La evaluacion de los factores clinicos ayuda a predecir el riesgo de
fractura. Es por ello que recientemente existe la tendencia hacia la evaluacion
del riesgo individualizado, con el desarrollo de herramientas de evaluacién de
riesgo de fractura como el FRAX, que utiliza factores de riesgo con o sin la DMO
para calcular el riesgo absoluto de padecer una fractura en los préximos 10 afos.
Este método tiene la ventaja de incorporar factores de riesgo que son

independientes de la DMO (11,43,45,46).

No obstante, revisiones sistematicas demuestran que las fracturas de
cadera se producen por caidas, y que previniendo las caidas se podrian reducir

entre el 15-50 % de las fracturas (47,48).

1.5.1.1. FISIOPATOLOGIA DE LA OSTEOPOROSIS.

Existen numerosos mecanismos fisiopatolégicos implicados en el
desarrollo de la osteoporosis, y todos ellos influyen para desencadenar una
menor densidad ésea, asi como un deterioro de la microestructura y la calidad
Osea. A grandes rasgos, existen 3 mecanismos fisiopatogénicos fundamentales
y bien diferenciados: la osteoporosis perimenopausica, la osteoporosis en el

vardn y la osteoporosis asociada a la edad.
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Fisiopatologia de la osteoporosis posmenopausica (Osteoporosis tipo ).

La menopausia es el cese de la menstruacion en la mujer y se da de media
a los 51 anos. Entre 1 y 2 afos previos a dicho suceso, se produce una
disminucion progresiva en la produccién de estrégenos en el ovario. Entre los 5-
7 anos de este periodo perimenopausico, la mujer llega a perder hasta el 12 %
de su masa 6sea, lo que equivale a un punto T-Score en la densitometria dsea.
Esto es debido a que en fases tempranas de la menopausia, el remodelado 6seo

se duplica, y entre los 10-15 afos después se triplica (49).

La deprivacién estrogénica tiene un doble efecto en el hueso, por un lado

por mecanismos sistémicos, y por otro por mecanismos locales.

A nivel sistémico, el hueso se vuelve mas sensible a hormonas resortivas
como la PTH. El aumento de la resorcién 6sea conllevaria un incremento de los
niveles de calcio en plasma, y esto una disminucién de la PTH. De manera
secundaria, se ve disminuida la sintesis renal de 1-25 hidroxivitamina D. Esto
implica una disminucion de la absorcion de calcio a nivel intestinal y un aumento
en la excrecion de calcio a nivel urinario. Conforme esta excrecion de calcio
aumenta, a la vez que se ve disminuida la absorcion intestinal de calcio, la
calcemia en sangre tiende a disminuir, produciéndose un aumento paraddjico de
la PTH, que a su vez seguira incrementando la reabsorcién 6sea. De esta

manera, se crea un circulo vicioso, que de no detenerse conllevara una rapida
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bajada de la DMO, asi como un dafo microestructural que predispone a la mujer

a sufrir un mayor riesgo de fractura (22,49).

A nivel local, la disminucion de estrégenos actua de varias maneras.

- Incremento de citoquinas inflamatorias: Se produce un aumento de IL-1, IL-6 y
FNT-a. Esto produce una llamada y activacién del proosteoclasto, asi como una

activacién de los osteoclastos, incrementando la reabsorcion (22).

- Disminuyendo la expresion de OPG: Los estrégenos incrementan la produccién
de la OPG que compiten con el RANK-L. Por lo tanto, una disminucion de
estrégenos implicaria niveles mas bajos de OPG y, con ello, mayor actividad del
RANK-L que, finalmente, conllevaria un aumento de la osteoclastogénesis

(22,50).

- Incremento de M-CSF, incrementando el reclutamiento de macréfagos que se

diferencian a proosteoclastos (22).

- Disminucién de la actividad osteoblastica: El osteoblasto tiene receptores
estrogénicos que aumentan su actividad (ver apartado regulacién hormonal

remodelado éseo) (30).

- Incremento de la actividad osteoclastica: El osteoclasto tiene receptores
estrogénicos que inhiben su actividad y diferenciacion (ver apartado regulaciéon

hormonal remodelado 6seo) (30).
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Por tanto, una disminucion en los niveles de estrégenos durante la
menopausia conlleva una disminucién en la inhibicion de los osteoclastos. Esto
comporta un aumento del numero y la actividad de los mismos, asi como un
aumento de su vida media, produciendo mayor numero de zonas de reabsorcion
y ademas mas profundas. En un primer momento, existe un incremento de la
actividad osteoblastica compensadora, pero no es suficiente para mantener un

balance 6seo neutro o positivo (22,49).

Fisiopatologia de la osteoporosis en el varon.

Aunque en el hombre no se da un fendmeno tan marcado como la
menopausia en la mujer, si que experimenta una alteracion de las hormonas
sexuales mas mantenida en el tiempo. Tanto la testosterona como el estrégeno
en el hombre se encuentran en dos fracciones; una libre, que es la
bioldgicamente mas activa, y otra unida a globulina transportadora de hormonas
sexuales, que funciona mas como reservorio. En el hombre se produce una
disminucion significativa tanto de la testosterona como del estrégeno
biodisponible (de hasta un 64 % y un 47 %, respectivamente) y un incremento
de la globulina transportadora de hormonas sexuales de hasta un 124 %, entre

los 20 y los 90 anos (51).

Se conoce que la testosterona tiene un efecto anabolizante en el hueso
(30). Clasicamente se ha pensado que por ser la testosterona la hormona sexual

mas abundante en el vardn, era la disminucién de ésta la mayor responsable de
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la pérdida 6sea en el mismo. No obstante, estudios recientes han puesto de
manifiesto que la disminucién de los estroégenos biodisponibles en el varén, son
los principales responsables de la pérdida 6sea en el mismo, al relacionarse
niveles bajos de estrogenos con menor DMO en distintos sitios del esqueleto

mas que niveles bajos de testosterona (51).

Fisiopatologia de la osteoporosis asociada a la edad (osteoporosis senil u

osteoporosis tipo ).

Existen numerosos mecanismos fisiopatolégicos implicados en el
aumento de fragilidad 6sea asociado a la edad. Ademas de los cambios
hormonales anteriormente descritos, existen cambios en el metabolismo éseo

responsables de la pérdida 6sea asociada al envejecimiento.

Zhou et al han demostrado que existen cambios asociados a la edad en
las células mesenquimales precursoras de osteoblastos, que conllevan una
reduccion en la proliferacién y en la diferenciacién osteoblastica, asi como un
incremento de la apoptosis. Esto se traduce en una disminucién de la poblacién

de osteoblastos relacionada con el envejecimiento (52).

Ademas de esta reduccion en el nimero de osteoblastos, existen también
una serie de mecanismos intrinsecos involucrados en la senectud osteoblastica

que se relacionan con la disminucion de la formacion ésea y el incremento de la
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pérdida 6sea asociada a la edad. Estos mecanismos fisiopatolégicos se resumen

en el siguiente esquema (Imagen 8) (51).

Acortamiento telomeros
Estrés oxidativo
Dafo ADN

Fallo reparacion ADN
Descenso turnover
proteico

A

Dano Molecular

v

Acumulacion de osteoblastos senescentes

— |

v

Mantenimiento
Molecular

Descenso nimero
Descenso superviviencia
Aumento apoptosis

Microambiente Funcién osteoblasto
inflamatorio dafiada

A4

|

Formacion 6sea disminuida

|

Pérdida dsea

Imagen 8. Mecanismos intrinsecos responsables de la senescencia
osteoblastica implicados en el descenso de la formacion 6sea asociado a la
edad (Adaptado de Khosla, 2013)

Existe también un aumento de los niveles séricos de esclerostina

asociado a la edad, que es mas pronunciado en el hombre que en la mujer. Los

niveles de esclerostina son 4,6 veces mayores en varones de 80 afos cuando

se comparan con varones de 20 afios. En cambio, en la mujer, ese incremento

es de 2,4 veces (51). La esclerostina inhibe la formacién 6sea, al inhibir la

proliferacion y diferenciacion osteoblastica mediada por la via Wnt (18,30).
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Por ultimo, el envejecimiento se relaciona con la acumulacion de

microdanos no reparados o reparados de forma andémala en el hueso, que

conllevan una disminucién de la resistencia ésea. Estos pequefios microdafos

pueden confluir hasta formar una fractura 6sea (49).

Por tanto, a diferencia de la osteoporosis postmenopausica o tipo |, donde

el principal mecanismo fisiopatolégico es una hiperfuncién osteoclastica, en la

osteoporosis senil o tipo Il el principal mecanismo fisiopatolégico es una

disminucion de la funcion osteoblastica. En la siguiente tabla se resumen las

principales caracteristicas diferenciales de los dos tipos de osteoporosis (Tabla

1) (53).

Tabla 1.

postmenopausica y senil.

Principales caracteristicas diferenciadoras de la osteoporosis

Tipo | TIPO II
Denominacion Postmenopausica Senil
Edad (ahos) 51-75 >70
Proporcién mujer/hombre 6:1 2:1
Tipo de pérdida 6sea Trabecular Trabecular y cortical
Ritmo de pérdida 6sea Rapido Lento

Fracturas Vertebral y radio distal Vertebral y de cadera
Funcién paratiroidea Disminuida Aumentada
Absorcion intestinal de calcio Disminuida Disminuida
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Hidroxilacion renal Disminuida Disminuida

Causa fundamental Menopausia Envejecimiento

Tabla 1. Caracteristicas diferenciales entre osteoporosis postmenopausica y
senil (Adaptado de Lozano, 2006)

1.5.1.2. FRACTURA DE CADERA.

La fractura de cadera es la fractura senil mas importante. Las fracturas de
cadera constituyen un problema sanitario de gran importancia a nivel mundial,
tanto por el perjuicio que supone al paciente en aumento de incapacidad,
aumento de morbilidad y aumento de mortalidad, como el perjuicio para el
sistema sanitario en aumento del gasto econémico. Debido al envejecimiento
progresivo de la poblacion, este problema tiene una perspectiva de seguir
aumentando en los préximos afios, y constituye un reto de primer nivel para los

cirujanos ortopédicos y los sistemas sanitarios (8,24,25,54-56).

En el afno 2010 se produjeron 620.000 fracturas de cadera en la UE. La
incidencia en hombres fue aproximadamente la mitad que en la mujer (55). En
Espafa, este numero representa unas 60.000 fracturas de caderas por afio, con
una incidencia de 300 casos por 100.000 habitantes/afio, y un ratio de
mujer/hombre de 3-4:1 (8). Estas diferencias se explican en parte por las
diferencias obtenidas en la DMO del cuello femoral entre hombres y mujeres,
aunque existen otros factores implicados en la fisiopatogénesis de la fractura
como son la edad, el riesgo de caidas, la dieta, la sarcopenia, morbilidades

asociadas, medicacién administrada, y otros (24).
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La fractura de cadera es un evento altamente incapacitante para el
paciente. Entre el 30 y el 80 % de los pacientes que sufren una fractura de
cadera, permanecen con incapacidad permanente. En el primer afio, el 40 % de
los pacientes no es capaz de deambular de forma independiente, el 60 % es
incapaz de realizar al menos una actividad basica de la vida diaria y el 80 % es
incapaz de realizar actividades corrientes como conducir o ir a la compra. Esto

conlleva un incremento en la tasa de depresion y aislamiento social (57).

Tras una fractura de cadera, existe mas de un 20% de mortalidad en el
primer afo. Aunque estas muertes pueden ser debidas a otras comorbilidades
previas del paciente, se ha demostrado que el 30 % de esas muertes son
directamente atribuibles a las complicaciones que genera la fractura, por lo que
en paises como Suecia, superan a la mortalidad por accidentes de trafico o por

cancer de mama (55)

En cuanto a coste econdmico, tan so6lo en EE.UU. el coste total anual que
supone este patologia asciende a 17 billones de délares (57). En la Unién
Europea el coste directo medio por paciente con fractura de cadera es de 14.000

euros, y en Espafia de 9.500 euros (55).

Dentro de las fracturas de la extremidad proximal del fémur podemos

distinguir aquellas que son intracapsulares (subcapitales o transcervicales) o las
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extracapsulares (intertrocantéreas o subtrocantéreas). Las fracturas
extracapsulares se asocian a edad mas avanzada, mas predominio por el genero

femenino y un perfil mas osteopordético que las fracturas intracapsulares (55).

Existen numerosas clasificaciones de las fracturas del cuello femoral, de
ellas las mas conocidas son la de Garden y de Pauwels. Dentro de las fracturas
de cuello femoral, se subclasifican las fracturas no desplazadas (Garden | y
Garden 1l), que a menudo son tratadas mediante osteosintesis; y las
desplazadas (Garden Il y Garden IV) que son tratadas mediante artroplastia

parcial o total, segun la edad y comorbilidades del paciente (24,58).

1.5.2. ARTROSIS.

La artrosis es una enfermedad degenerativa articular que provoca un dafio
progresivo en el cartilago articular y en las estructuras adyacentes. La OARSI
(Osteoarthritis Research Society International) la define como una enfermedad
que engloba a las articulaciones maviles y se caracteriza por una elevacion del
estrés celular y una degradacién de la matriz extracelular que se inicia con micro
y macro lesiones que activan respuestas de reparacion anémalas, incluyendo
vias proinflamatorias inmunoldgicas. La enfermedad se manifiesta en primer
lugar como un trastorno molecular (un anormal metabolismo del tejido articular)

seguido de alteraciones anatdmicas vy fisiolégicas (degradacion del cartilago,
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remodelado 6seo, formacion de osteofitos, inflamacion articular y pérdida de la

funcién articular), que culminan en la enfermedad (59).

1.5.2.1. ARTROSIS DE CADERA

La prevalencia de artrosis de cadera se incrementa con la edad; es mas
frecuente en el género femenino (aunque en la poblacién joven, menores de 60
afos, es mas prevalente en el vardn) y hasta en un 50 % se objetiva una causa

hereditaria (60).

Entre los factores de riesgo intrinsecos encontramos incongruencia
articular (por ejemplo, la displasia) y la hiperlaxitud articular, que causan un
reparto anormal del peso y la carga y, por tanto, aceleran la degeneracion
articular. Entre los factores de riesgo extrinsecos destacamos el sobrepeso u
obesidad, deportes de alto nivel y los trabajos manuales pesados, que
incrementan la incidencia y la progresion de la artrosis. No obstante, la etiologia
de la artrosis de cadera es multifactorial y los distintos factores de riesgo
conducen a inestabilidad, mala alineacioén, incremento de la carga articular,
microtraumas y dafo estructural. A esto, la articulacion responde mediante

inflamacion sinovial y subcondral y con una hipertrofia ésea (60).

Fisiopatologia de la artrosis de cadera
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A nivel del cartilago articular se produce en primer lugar un aumento del
contenido acuoso junto con una desestructuracion del colageno (hasta un 95 %
del colageno en el cartilago es colageno tipo Il) y los proteoglicanos. Esto da
lugar a una alteracidon en las propiedades biomecanicas del mismo, que

favorecen el progreso de la enfermedad (60,61).

En el desarrollo de la artrosis estan implicados numerosos mediadores
inflamatorios. Los mas importantes son la IL-1, IL-6 y el FNT-a. Estos son
secretados fundamentalmente por los sinoviocitos de la membrana sinovial y son
los principales responsables del incremento de la degradacion de la matriz
extracelular del cartilago por wunas enzimas proteoliticas Illamadas
metaloproteasas (MMPs). También existen unos inhibidores tisulares de las
metaloproteasas (TIMPs) que actuan como reguladores y protectores de la
degradacion del cartilago articular. En la artrosis existe un claro desequilibrio
entre la MMPs y los TIMPs a favor de las MMPs, lo que conlleva un aumento de

la degradacion del cartilago articular (61,62).

A nivel 6seo, podemos diferenciar una placa ésea subcondral en intima
relacion con la capa basal de cartilago calcificado y el hueso trabecular
subcondral que actua de transicion entre el cartilago y el hueso trabecular
yuxtaarticular. La biomecanica y la intercomunicacién bioquimica en esta region
parece desempenar un papel en el mantenimiento y la degeneracién de la

articulacién. Con la artrosis se produce un engrosamiento del hueso subcondral,
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traducido radiograficamente como una esclerosis subcondral, debido a un
remodelado dseo alterado, que conlleva un incremento en la produccion de

colageno cuya mineralizacion es defectuosa (61,63).
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2. HIPOTESIS Y JUSTIFICACION
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2. HIPOTESIS Y JUSTIFICACION.

De acuerdo con lo anteriormente analizado, en la génesis del patron
anatomo-patoldgico de las fracturas de cadera intervienen alteraciones Oseas
fisiolégicas y estructurales, mas alla de la densidad mineral ésea. Para ello,
actualmente el método diagndstico de referencia es la densitometria mineral
6sea obtenida mediante DXA, a pesar de las limitaciones previamente

detalladas.

Este proyecto presenta como hipétesis operativa la existencia de
diferencias micro y nanoestructurales en el hueso trabecular de cabezas
femorales de pacientes con fractura de cadera al compararlo con el hueso
trabecular de cabezas femorales en personas que no han desarrollado la
fractura. Estas diferencias son las responsables de la fragilidad Osea

caracteristica que precede al evento critico que supone la fractura de cadera.

Mediante el conocimiento de qué parametros micro y nanoestructurales
se encuentran alterados en los pacientes con fractura de cadera, se podria llegar
a un conocimiento mas global de los factores que debilitan el hueso, y se podrian
desarrollar e implementar otros métodos diagndsticos mas sensibles y

especificos que la DXA.
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3. OBJETIVOS
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3.1. OBJETIVO PRIMARIO.

El objetivo primario de este estudio consiste en analizar las diferencias
micro y nanoestructurales del hueso trabecular de las cabezas femorales de
pacientes que han sufrido una fractura de cadera y compararlo con sujetos que

no han sufrido dicha fractura, a fin de conocer la génesis de la debilidad 6sea.

3.2. OBJETIVOS SECUNDARIOS.

a) Analizar la relacién de los distintos parametros estructurales trabeculares
con la densidad mineral ésea.

b) Analizar cdmo cambian estos distintos parametros estructurales con la
edad.

c) Hallar patrones diferenciadores en cuanto a la microestructura y
nanoestructura ésea entre el hueso de pacientes fracturados y el de los

no fracturados.
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4. MATERIAL Y METODO
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4. Material y Método.

Este proyecto consiste en una investigacion preclinica y clinica con disefio
prospectivo de tipo observacional transversal con dos cohortes de pacientes: una

que constituye los “casos” y la otra un grupo “control”.

4.1. Grupos de estudio.

Cohorte de casos: Pacientes hospitalarios con el diagnéstico de fractura
intracapsular de la extremidad proximal del fémur para ser intervenidos

quirargicamente mediante artroplastia parcial o total de cadera.

Cohorte control: Pacientes hospitalarios con el diagndstico de artrosis avanzada
de cadera para ser intervenidos quirdrgicamente mediante artroplastia total de

cadera.

4.2. Fase reclutamiento.

El reclutamiento de pacientes se realiz6 entre el 01/05/2012 y el

31/03/2013.
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4.3. CRITERIOS DE SELECCION

4.3.1. Criterios de inclusion:

Se incluyeron en el estudio pacientes mayores de edad que fueron
sometidos a una artroplastia total o parcial de cadera como consecuencia de una
fractura intracapsular o una artrosis de cadera y que no tuvieran algunos de los

criterios de exclusion.

4.3.2. Criterios de exclusion:

Se excluyeron del estudio los pacientes con fracturas patolégicas o con
cualquier otro diagndstico que no fuera en el los criterios de inclusion. También
se excluyeron aquellos pacientes con artrosis secundarias a traumatismo,
enfermedad reumatoldgica, procesos neoplasicos y enfermedades metabdlicas

o estuvieran en tratamiento que interaccionara con el metabolismo éseo.
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4.4. VARIABLES DEL ESTUDIO.

Las variables estudiadas se resumen en la tabla 2.

Demograficas Densitometria MicroTC Difraccion Rx
Clinicas
Edad DMO Volumen Longitud Eje C Concentracion
) (largo) relativa 'H
06seo
Sexo CMO Numero Longitud Eje A Concentracion
trabéculas (corto) relativa 3'P
IMC Area Osea Grosor Concentracion
trabecular relativa 3'P
protén
desacoplado
indice Area Tisular Separacion Concentracion
Comorbilidad Trabecular relativa 3'P
Charlson polarizacion
cruzada
Habitos toxicos Factor patrén
trabecular

Tratamientos
activos

Comorbilidades

Tabla 2. Variables estudiadas en el presente proyecto.

Abreviaturas:
IMC: indice Masa Corporal
DMO: Densidad Mineral Osea.
CMO: Contenido Mineral Oseo.
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4.5. PROCEDEMIENTOS.

4.5.1. MARCO ETICO DE LA INVESTIGACION.

Este proyecto cumple totalmente con los principios basicos y
operacionales de la Declaracion de Helsinki. La aprobacion del mismo fue
positiva por el Comité de Etica de la Investigacién Provincial de Malaga con acta
de 31 de Enero de 2013. En él se recogen el cumplimiento de los requisitos de
idoneidad del protocolo en relacién con los objetivos del estudio y la justificacion
de los riesgos y molestias para los pacientes que en él participan. Asimismo, se
valora la capacidad de los investigadores y colaboradores, las instalaciones y los

medios disponibles para llevar a cabo el estudio.

Estos pacientes iban a someterse a una cirugia de remplazo articular total
o parcial, consecuencia de una fractura de cadera o una coxartrosis avanzada.
Durante la cirugia se extraian las cabezas femorales de las cuales para el
estudio. Estas cabezas femorales habitualmente son desechadas durante la
intervencion del reemplazo articular, y sustituidas por componentes protésicos,
por lo que no implica un aumento del tiempo de tratamiento quirurgico, morbilidad

para el paciente o riesgo de complicaciones.

4.5.2. CONSENTIMIENTO INFORMADO.
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A cada paciente que se incluyé en el estudio se le explicé detalladamente
la intervencion quirdrgica, asi como los riesgos y beneficios de la misma. Se les
entregd consentimiento informado de la intervencién quirdrgica segun el

diagndstico previo de fractura de cadera o artrosis de cadera.

Asi mismo, se le informé acerca del proyecto de investigacion y en qué
consistia su participacion en el mismo. Se les entregd documento informativo y

consentimiento informado para participar en el estudio.

Ambos consentimientos informados se consideraron imprescindibles para
su inclusién en el presente proyecto de investigacion. Ademas de estos
consentimientos firmaron todos los otros rutinarios para las actuaciones

diagndsticas y terapéuticas durante su estancia hospitalaria.

4.5.3. OBTENCION DE LOS DATOS CLINICOS.

Los datos clinicos de los participantes fueron obtenidos de forma
confidencial a través de la anamnesis inicial y del sistema informatico de
digitalizacién de historias clinicas DIRAYA® del Servicio Andaluz de Salud —
SAS-. Tras el alta, los datos se confirmaron y actualizaron mediante llamada

telefénica a todos los pacientes incluidos en el estudio.
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Las variables clinicas estudiadas fueron: edad, género, lateralidad, indice
de masa corporal (IMC), comorbilidades prequirurgicas, tratamiento médico
habitual, consumos tabaquico y alcohdlico. El estado de salud general fue
estimado utilizando el indide de comorbilidad de Charlson (ICC) ajustada por

edades (64).

4.6. PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS.

Una vez extraida durante la cirugia, la cabeza del fémur se introdujo en
un recipiente cerrado estéril con una solucion de formaldehido al 10% vy

almacenadas a 4° C hasta su procesamiento (Imagen 9).

Imagen 9: A la izquierda, cabeza femoral de paciente del grupo de
fracturas extraida durante la cirugia. A la derecha, almacenamiento de la
misma, en recipiente estéril con Formaldehido al 10 %.

En primer lugar, utilizando una trefina, se tomé un cilindro 6seo de 1 cm

de diametro y 2 cm de largo en una zona situada a 1 cm proximalmente a la
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févea del ligamentum teres (imagen 10). Las muestras fueron procesadas de
forma idéntica en todos los pacientes, depositadas en una solucién de formol al

10 % y almacenadas a 4° C.

Imagen 10. A la izquierda se muestra cilindro 6seo de 1 cm de diametroy 2 cm de
longitud. A la derecha representacién de la zona donde se extrajo el cilindro. F: Fovea.

Posteriormente, en el laboratorio, se extrajo un fragmento 6seo adicional
de 2,0 mm3 del extremo caudal de cada muestra, utilizando una fresa de 1 mm
de diametro, adaptada a un motor quirurgico (Stryker, Kalamazzo, Mi, USA).
Cada fragmento fue sometido a tres ciclos de lavado con agua destilada y
desionizada a 25° durante 60 minutos seguido por tres ciclos de deshidrataciéon
y desengrasado con alcohol al 100 % durante 60 minutos (65). De esta manera
no se ve afectada la estructura ni la composicion quimica de la muestra 6sea

(66). Por ultimo, se utilizé un mortero de ceramica para pulverizar el hueso, que
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fue almacenado en tubos separados a 4° C. De esta manera, al ser eliminada la
grasay el agua asi como los restos organicos que pudieran haber de forma libre,
el polvo de hueso resultante estaba compuesto exclusivamente por el

componente mineral y organico de la matriz 6sea.

4.7. ANALISIS DE LAS MUESTRAS.

Tras el procesamiento, las muestras se sometieron a los siguientes

métodos, con el fin de obtener informacién acerca de su micro y nano estructura:

4.7.1. DENSITOMETRIA OSEA (DXA).

La DXA consiste en hacer incidir haces de protones previamente
colimados por el area de interés de la muestra 6sea. Los haces de protones
generados tienen dos niveles de energia distintos, de ahi que se llamen “doble
energia” o “energia dual” (66-68). La diferencia de atenuacién de los haces de
fotones recogida en el detector es analizada de forma especifica a través de un
software informatico. Esto nos permite conocer parametros como la densidad

Osea o el contenido mineral éseo (67).

Las muestras se analizaron utilizando un densitometro 6seo (GE Lunar
PIXImus) con un area de imagen de 100x80 mm, y un tamafo focal de 0,25 x
0,25 mm, una energia de 80 kV y una corriente eléctrica de 400 uA (Imagen 11).

Se calcularon los siguientes datos: Densidad Mineral Osea (DMO) medida en
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gramos/cm?, Contenido Mineral Oseo (CMO) medida en gramos, area dsea

(Area B) medida en cm? y area tisular (Area T) medida en cm?.

Imagen 11. Densitdmetro Lunar Piximus utilizado
para el analisis de las muestras.

4.7.2. MICROTOMOGRAFIA COMPUTADORIZADA.

La microestructura o&sea se estudi®6 mediante micro-tomografia
computadorizada (MicroTC). La TC es un método muy util y ampliamente
utilizado para el estudio de la microestructura 6sea, tanto cortical como
trabecular (69-72), y es considerada el estandar de oro para el estudio de la
microestructura del hueso trabecular, siendo una técnica no invasiva y mas

rapida y menos costosa que las técnicas histomorfoldgicas (68).
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Una MicroTC genera radiacion gamma que pasa a través de un colimador
y filtros e incide en el cilindro éseo a estudiar que se encuentra en un soporte
rotatorio especifico. La proyeccidén de rayos X una vez atravesada la muestra
O0sea impactan en un detector de dichos rayos que, por medio de un
procesamiento computarizado, analiza los grados de atenuacién del haz de

rayos y compone una imagen que posteriormente es analizada digitalmente (69).

Imagen 12: A la izquierda, aparato de microtomografia computadorizada SkyScan1172;
SkyScan . A la derecha disposicién de la muestra sobre el soporte giratorio del aparato.

En nuestro trabajo las muestras fueron escaneadas usando un p-TC
(SkyScan1172; SkyScan; Kontich, Belgium) con una resolucién de 10,88 uym, con
un voltaje de 80 kV, corriente de 120 pA, un paso de rotacion de 0,5 grados y un
filtro de alumnio de 0,5 mm (Imagen 12). La regién de interés incluyé hueso
trabecular entre 5,0 y 15,0 mm desde la superficie articular. Se calcularon los
siguientes parametros: Volumen 6seo, grosor trabecular, numero de trabéculas,

separacion trabecular, y el factor de patrén trabecular (Imagen 13).
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Imagen 13: A y B: Imagen radiografica de la region de interés (A: Fractura de cadera,
B: Coxartrosis). C y D: Corte axial mediante microTC de las muestras de cabeza
femoral (C: Fractura de cadera, D: Coxartrosis)

4.7.3. DIFRACCION DE RAYOS X (DRX)

La DRX es utilizada a menudo en investigacion para el estudio de tejidos
mineralizados, especialmente para su geometria y sus componentes
moleculares. Se trata de una técnica no destructiva que aporta informacion sobre
las propiedades estructurales del cristal, asi como su orientacién, textura,

tamano, forma y cristalinidad (70).

Los atomos siguen una disposicion regular en los cristales de
hidroxiapatita. Estos constituyen planos de alta densidad de electrones (planos
reticulares). Cuando un haz monocromatico de rayos X incide sobre estos

electrones atdémicos, sufre una dispersidn caracteristica con un angulo
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determinado. Por lo tanto, la difraccidén de rayos X proporciona una informacién
exacta sobre las relaciones espaciales de los atomos que constituyen dicho
cristal. La informacién es aun mayor si se tiene en cuenta que en las sustancias
cristalinas la distribucién de los atomos se repite de forma periddica. Esta
regularidad de la disposicion atébmica hace que los rayos X dispersos se cancelen
entre si en la mayoria de las direcciones, y s6lo en ciertas direcciones se
producira un refuerzo, que deja su impronta en un detector de rayos X, que lo
traduce a una grafica con picos de radiacion, los cuales representan los planos
reticulares que dan informacion acerca de la distribucion, cristalinidad vy

alineacion de los cristales (70).

Las caracteristicas cristalograficas de la hidroxiapatita (HA) en las
muestras 6seas fueron analizadas utilizando un aparato de difracciéon de Rayos
X (DRX) (D8-Discover/GADDS, Bruker, Karlsruhe, Germany) (Imagen 14). Los
patrones de DRX fueron registrados usando un difractémetro con radiacién CuKa
(Ajustes: 40 Kv, 40 mA, Theca1 15°, Theca2 15° de angulo de escaneo, anchura
de marco 23°, modo STEP y 1800 pasos de tiempo de escaneo). Para analizar
los datos obtenidos de cada espectro de DRX se utilizé el programa informatico

DIFFRAC-plus EVA (AXS, Bruker, Karlsruhe, Germany) (71).
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Imagen 14. Difractor de rayos X D8-Discover/GADDS (Bruker)
utilizado para el analisis de las muestras.

El cristal de hidroxiapatita, cuya féormula ideal es Ca1o(POa4)s(OH), tiene
una forma de prisma hexagonal, con un eje longitudinal (eje largo o eje c) y un
eje transversal (eje corto o eje a) (Imagen 16). El promedio de tamafio de
cristales de HA a lo largo del eje c y el eje a de cada muestra 6sea fue calculado
usando respectivamente el pico (002) y (310) de la férmula Bragg del espectro
de DRX y la formula de Scherrer (Eq. 1). Donde D es el tamafio promedio del
cristal, k es el factor de forma del cristal, A es la longitud de onda de radiacién
utilizada, B es el ancho a la altura media del pico maximo de difraccién de la
muestra (FWHM) y 8 es el angulo Bragg, o la posicion del pico de difraccidn

(Imagen 15) (76-78).

D=(k.A)/(FHWM . cosB8)
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Imagen 15. Grafica que representa el analisis cristalografico de la hidroxiapatita 6sea. Los
recuadros representan los picos (002) y (310) de Braggs, utilizados para calcular el tamafio

del cristal a lo largo de su eje c y eje a respectivamente.
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Imagen 16. Representacion grafica de un cristal de hidroxiapatita calcica (Cortesia Dra. M2
Angeles Gémez De La Torre).

4.7.4. ESPECTROMETRIA RESONANCIA NUCLEAR
MAGNETICA EN ESTADO SOLIDO CON GIRO DE

ANGULO MAGICO (RNM-ES-MAS):
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La RNM-ES es una técnica muy util para el estudio de estructuras
cristalinas, asi como de otros materiales solidos, obteniéndose un espectro de
sefales de resonancia que son interpretadas por un sistema informatico, y son
capaces de dar informacién cualitativa y cuantitativa de las muestras estudiadas
(72,73). Se lleva a cabo produciendo un pulso electromagnético a una intensidad
constante que orienta a los nucleos con espin positivo en la direccion del campo
electromagnético (espin a) y a los nucleos con espin negativo en la direcciéon
contraria a dicho campo electromagnético (espin B). La diferencia de energia
entre los espin o y B depende de la fuerza del campo electromagnético (Ho)
medida en Teslas. Si la muestra en estudio es irradiada brevemente por un pulso
de radiofrecuencia, los nucleos en estado espin o son promovidos a estado espin
B. Al cesar el pulso de radiofrecuencia, los nucleos vuelven a su estado espin
inicial desprendiendo energia, que es recogida por un detector y un amplificador,
y tras ello un ordenador realiza las graficas espectroscépicas en funcion de la
frecuencia frente a intensidad. De esta manera, las graficas espectroscépicas
dan informacion acerca de la concentracion relativa del atomo excitado que se
pretende estudiar. Esta técnica de espectroscopia solo sirve para estudiar ciertos
nucleos atdmicos con numero impar de protones, circunstancia que se da en los

atomos 'H, 13C, '9F y 3'P (74).

En nuestro estudio, la composicion quimica del polvo de hueso extraido
fue analizada utilizando la técnica de resonancia magnética en estado sdlido
(RNM-ES). La RNM-ES corrige los artefactos por anisotropia creados por los

materiales sélidos y obtiene mejor resolucion de las imagenes espectroscopicas
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haciendo girar la muestra con un angulo llamado magico respecto a la direccién
del campo magnético. Las mediciones se llevaron a cabo en un espectrometro
de RMN Bruker ASCEND 500 AVANCE (Billerica, MA), equipado con un iman
con intensidad de campo de 14 Teslas, que produjo frecuencias para protones y
fésforo de 600.00 y 242.94, respectivamente (Imagen 17). Se usd una sonda con
giro de angulo magico (MAS) de Bruker con campos B1 de 70-80 kHz (40 kHz
en el caso de la Polarizacion Cruzada) para obtener espectros 3'P de estado
sélido con un solo pulso de 90° y con protén desacoplado a una velocidad de
rotacion de muestra 2,5 kHz. Todas las mediciones se realizaron de forma
consecutiva, para evitar posibles cambios de sintonizacion en el espectrometro.
Las mediciones se dividieron por el peso del polvo analizado, lo que dio como
resultado cuatro variables diferentes: Concentracion relativa 'H (contenido
proteico del hueso), concentracion relativa 3'P (PO42 + HPO42), concentracion
relativa de 3'P con proton desacoplado (PO43) y concentracion relativa de *'P

protonizado (HPO4?) mediante polarizacién cruzada.
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Imagen 17. Espectémetro de RNM Bruker Ascend 500
utilizado para el analisis de las muestras.

La concentracién relativa de 'H es una medicion indirecta del contenido
de proteina de la matriz 6sea, fundamentalmente colageno tipo I, ya que los
protones 'H procedentes tanto del agua como del contenido graso de la muestra,
fueron eliminados durante la preparacion de las mismas. La concentracion
relativa de 3'P aporta informacion sobre el componente inorganico del hueso, al
recoger la intensidad de los atomos de 3'P de los cristales de hidroxiapatita en
su conjunto, independientemente de la localizacion en dichos cristales. Los
atomos de 3'P de los cristales de hidroxiapatita en el hueso se encuentran
fundamentalmente en 2 formas diferenciadas: grupos fosfatos con protén
desacoplado o desprotonizado (PO43) y grupos fosfatos protonados (HPO4?).
Los grupos fosfatos con desprotonizados (PO43) tienden a encontrarse en las
capas mas internas de los cristales, donde el ambiente es mas estable. Sin
embargo, los grupos fosfatos protonados (HPO4?) tienden a localizarse en capas
mas superficiales, en un ambiente mas labil, en intima relacion con el
componente proteico y el agua libre en el hueso. La unién de los cristales de
hidroxiapatita a las fibras de colageno se produce fundamentalmente a este nivel

(73,75,76).
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Todos los parametros utilizados para la magnetizacion de los distintos

nucleos se encuentran en la tabla 3.

Tabla 3. Parametros del espectometro de RNM-ES-MAS.

Parameters
Nuclei 90°PD NEX | PLA SR NP RG RD
'H 2.5 8 0 32k 32k 2k 1s
3P 10 100 -3 32k 32k 32k 20ms
'H-3'"p CP 12 300 0 2k 2k 32k 2s

Abreviaturas: 90°PD: 90° duracién del pulso; NEX: nimero de promedios; PLA: atenuacion de
nivel de potencia; SR: resolucién espacial; NP: nimero de puntos; RG: ganancia del receptor;

RD: retraso del reciclaje; CP: polarizacion cruzada.

4.8. ANALISIS ESTADISTICO.

Los datos fueron analizados con el programa estadistico SPSS 17.0

(SPSS Inc, Chicago, IL, USA), G*power 3.0.10 (Universitat Kiel, Germany), y
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Origin Pro 8.0 (OriginLab Cororation, Northampton, USA). Los valores promedios
han sido expresados con sus correspondientes desviaciones estandar (DE). La
distribucion de las variables fueron analizadas usando las pruebas de Shapiro-
Wilk, de Kolmogorov-Smirnov y el grafico Q-Q. Las diferencias entre variables
continuas fueron analizadas utilizando la T-Student para muestras
independientes y el test U de Mann-Whitney si no seguian una distribucién
normal. La correlacion entre variables continuas fue medida usando el
coeficiente de correlacién de Pearson para variables con distribucion normal y el
coeficiente de correlacion de Spearman para variables con distribucién no
normal. Las diferencias entre los dos grupos del estudio fueron analizadas
utilizando un analisis multivariable de la varianza. Se consideraron los resultados
como significativos cuando los valores P de pruebas de 2 colas fueron <0,05. El
poder del analisis estadistico fue llevado a cabo utilizando prueba de 2 colas de
la correlacion estadistica para 2 medias independientes o prueba de Wilcoxon-
Mann-Whitney para dos grupos con una probabilidad de error tipo a de 0,05. Las
correlaciones entre diferentes variables continuas fueron ajustadas a edad, IMC

y BV/TV utilizando un modelo de regresion lineal.

4.9. ESQUEMA PROCESAMIENTO Y ANALISIS DEL

PROYECTO DE INVESTIGACION.

81



lcm
Cabeza femoral l » - | Pruebas Diagnésticas
2¢cm

‘ Densitometria 6sea l

Formol
10%

e

1mm
>

om

Micro (u TC)

|

I 3 ciclos lavado con H,0 destilada y desionizada 25° / 60 minutos l

‘ 3 ciclos deshidratacién y desgrasado con alcohol 100° / 60 minutos ‘

Pruebas Diagnésticas I

|

DRX |

|

RNM ES |

W]

I Anilisis estadistico I

T-student

Wilcoxon - Mann

| SD | | U Mann- Whitney
| Shapiro-Wilk | | Pearson
Kolmogorov - Smirnov | Spearman

Imagen 18. Algoritmo de trabajo y procesamiento de las muestras..
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Imagen 19.Centros de referencia y colaboradores en el presente proyecto de

investigacion.
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5. RESULTADOS
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5. RESULTADOS

5.1. DATOS DEMOGRAFICOS.

Se incluyeron para estudio un total de 84 cabezas femorales de las cuales
11 fueron excluidas y 73 cumplian todos los criterios de inclusién (31 casos de

fracturas subcapitales de fémur y 42 casos de coxartrosis avanzada).

La media de edad de los individuos que sufrieron una fractura fue de 79,6
afos, con una DE de 10,1 mientras que la edad media de los pacientes no

fracturados fue de 64,38 anos, con una DE de 10,3 (p<0,001).

EDAD
§ 3
|7

1

40

I T
COXARTROSIS FRACTURA

Imagen 20. Diagrama de cajas que representa la edad en ambos grupos.

* Diferencia estadisticamente significativa.
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El porcentaje de mujeres en el grupo de pacientes con fractura de cadera

fue del 74,2% mientras que en el grupo con artrosis de cadera fue del 45,2 %

(p=0,01).

507

DISTRIBUCION POR SEXO

COXARTROSIS FRACTURA

B Hombre
B Mujer

Imagen 21. Histograma que representa la distribucién por sexos en ambos grupos.

* Diferencia estadisticamente significativa.

Los individuos que sufrieron una fractura de cadera tuvieron un menor

IMC que aquellos sin fractura (25,7 kg/m? + 3,7 y 28,48 kg/m? + 3,9

respectivamente) (p=0,01).
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Imagen 22. Diagrama de cajas que representa el IMC en ambos grupos. IMC: indice de

Masa Corporal (kg/m?)

* Diferencia estadisticamente significativa.

La ratio de fumadores-no fumadores para los pacientes con fractura y sin

fractura fue de 0,35 y 0,68 respectivamente (p=0,15).

La media de la escala de morbilidad de Charlson (ICC) ajustada a la edad
para pacientes con fractura de cadera fue de 5,27 + 1,98, comparada con 2,82 +

1,47 en pacientes con coxartrosis avanzada (p<0,001)

Los datos anteriormente citados se encuentran en la tabla 4
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Tabla 4. Caracteristicas demograficas del grupo a estudio.

Caracteristicas Fractura de cadera Coxartrosis P
(n=31) (n=42)
Edad (afios) 79,6 £ 10,1 64,4 +10,3 0,000*
Género
Hombre 8 (25,8) 23 (54,8) 0,01*
Mujer 23 (74,2) 19 (45,2) 0,01*
Fumador
Si 8 (25,8) 17 (40,5) 0,15
No 23 (74,2) 25 (59,5)
indice Masa Corporal 2 25,7 +3,7 28,48 + 3,9 0,01*
Lateralidad
Derecha 14 (45,2) 14 (66,7) 0,06
Izquierda 17 (54,8) 28 (33,3)
Alcoholismo
Si 2 (6,5) 4 (9,5) 0,49
No 29 (93,5) 38 (90,5)
ICC 5,27 (£ 1,98) 2,82 (£ 1,47) 0,000*

Datos presentados como numero (volumen %) o media + desviacion estandar.
Abreviaturas: ICC, indice de comorbilidad de Charlson.
a@Medido como peso en kg dividido entre el cuadrado de la altura en metros

*Resultados estadisticamente significativos

T-Student, Chi cuadrado, U Mann-Whitney

5.2. DENSITOMETRIA OSEA:

Los pacientes con fractura de cadera obtuvieron una densidad mineral

osea (DMO) menor 0,28 g/cm? + 0,05 que los pacientes con coxartrosis 0,39

g/cm? + 0,10 (p cruda<0,0001, p ajustada=0,002)
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El CMO en individuos con fractura 1,34 g + 0,51 también fue menor que

en pacientes sin fractura 1,77 g+ 0,80 (p cruda= 0,020, p ajustada=0,195).

No hayamos diferencias significativas entre el grupo de pacientes con

fractura y sin fracturas para el area T y B del hueso.

Tabla 5. Caracteristicas microestructurales analizadas mediante Densitometria. Pacientes
fracturados vs no fracturados.

Valores p crudos y ajustados a edad, volumen 6seo, IMC y CCI

Caracteristicas Fracturas de cadera Coxartrosis p p
ajustada
(n=31) (n=42) cruda
DMO (g/cm?) 0,28 + 0,048 0,39 £ 0,105 0,000* 0,002*
CMO (9) 1,34 + 0,51 1,8 £ 0,811 0,020* 0,195
area B (cm?) 4,62 +1,179 451+1,13 0,492 0,442
area T (cm?) 5,05+1,24 4,83+1,16 0,226 0,337
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Imagen 23: Diagramas de cajas que representa los parametros estudiados
mediante Absorciometria de Rayos X.

DMO: Densidad Mineral Osea. CMO: Contenido Mineral 6seo.

*= p<0,05 valores en crudo.

**= p<0,05 valores ajustados a edad, volumen 6seo, IMC e ICC.

5.3. MICROTOMOGRAFIA COMPUTADORIZADA.

El volumen 6seo fue mayor en el grupo de pacientes sin fractura con un
28,6 % + 10,5, con respecto a los pacientes con fracturas con un 20,3% + 6,6 (p

cruda=0,01, p ajustada=0,026).

El numero de trabéculas fue también mayor en los individuos sin fractura
2,58 mm™' + 1,57 que en los pacientes fracturados 1,5 mm™ + 0,79, (p

cruda<0,001, p ajustada=0,002).
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La separacion trabecular fue menor en los pacientes sin fractura 0,42 mm
+ 0,23 que en el grupo de fracturas 0,58 mm + 0,27, (p cruda=0,005, p

ajustada=0,036).

Los pacientes con fractura de cadera tenian un grosor trabecular mayor
0,18 mm + 0,02 que aquellos individuos que no tenian fracturas 0,13 mm + 0,04,

(p cruda= 0,044, p ajustada=0,156).

No se hallaron diferencias estadisticamente significativas entre los 2

grupos en cuanto al factor de patrén trabecular.

Tabla 6. Caracteristicas microestructurales analizadas mediante microTC.

Valores p crudos y ajustados a edad, volumen 6seo, IMC y CCI.

Caracteristicas Fracturas de cadera Coxartrosis o] o]
(n=31) (n=42) cruda ajustada

Volumen éseo (%) 20,37 + 6,58 28,62 + 10,51 0,001* 0,026*

Separacion 0,58 + 0,276 0,42 + 0,229 0,005* 0,036

trabecular (mm)

Grosor trabecular 0,18 + 0,021 0,13 + 0,037 0,044* 0,156

(mm)

Numero de 1,5+ 0,791 2,58 + 1,57 0,000* 0,002*

trabéculas(mm™)

Factor de patrén -0,49 + 20,59 -9,32 + 25,62 0,072 0,101
trabecular (mm-")
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Imagen 24: Diagramas de barra que representa los parametros estudiados mediante pu-TC.

*= p<0,05 valores en crudo.

**= p<0,05 valores ajustados a edad, volumen 6seo, IMC e ICC.

5.4. DIFRACCION DE RAYOS X:

No encontramos diferencias estadisticamente significativas en el tamafno

de los cristales de hidroxiapatita a lo largo del eje C (eje largo) entre el grupo de

pacientes con fractura 17,1 nm + 1,8 y en pacientes sin fracturas 17,2 nm + 2,2,

p=0,901.
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Tampoco encontramos diferencias estadisticamente significativas entre
pacientes con fractura 8,1 nm + 0,9 y sin fracturas 7,96 nm + 1,3 fijandonos en

el eje A (eje corto) del cristal de Hidroxiapatita, p= 0,675.

Tabla 7. Caracteristicas nanoestructurales analizadas mediante Difracciéon de Rayos X.

Valores p crudos y ajustados a edad, volumen 6seo, IMC y CCI

Caracteristicas Fracturas de cadera Coxartrosis P P
ajustada
(n=31) (n=42) cruda
Longitud eje C (nm) 17,1+1,8 172+22 0,901 0,775
Longitud eje A (nm) 8,1+0,9 7,96 +1,3 0,675 0,853

5.5. ESPECTROSCOPIA DE RESONANCIA MAGNETICA EN

ESTADO SOLIDO:

No hallamos diferencias estadisticamente significativas entre los dos
grupos en cuanto a la intensidad relativa de la sefial de espectroscopia integrada
por un Unico pulso de "H MAS-RNM (grupo fractura de cadera 0,956 + 0,08;
grupo coxartrosis 0,983 + 0,11; p=0,232), 3'P MAS-RNM en pulso Unico (grupo
fractura de cadera 7,18 + 2,0; grupo coxartrosis 7,66 + 2,1; p=0,377) y 3'P MAS-
RNM con protén desacoplado (grupo fractura de cadera 6,90 + 1,9; grupo

coxartrosis 7,41 + 1,8; p= 0,206).
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Tampoco se hallaron diferencias en cuanto a la intensidad de sefal

relativa de 3'P registrada mediante 'H-3'P polarizacién cruzada MAS-RNM en el

grupo fracturas de cadera 1,2 + 0,3 y el grupo coxartrosis 1,74 + 1,5; p= 0,269.

Tabla 8. Caracteristicas microestructurales analizadas mediante espectrocopia RNM-MAS-

ES.

Valores p crudos y ajustados a edad, volumen 6seo, IMC y CCI

Caracteristicas Fracturas de cadera Coxartrosis P P
ajustada
(n=31) (n=42) cruda

'H Pulso unico 0,956 + 0,08 0,983 + 0,11 0,232 0,325
3P Pulso Unico 7,18+ 2,0 7,66 +2,1 0,377 0,494
3P Pulso Unico 6,90 + 1,90 741+1,8 0,206 0,318
protén desacoplado

"H-*'P polarizacion 1,20+0,3 1,74 +1,5 0,269 0,141
cruzada

5.6. CORRELACIONES

5.6.1. DMO Y MICROESTRUCTURA OSEA.

Uno de los objetivos del presente estudio fue averiguar qué parametros

estructurales de los analizados influian en la DMO y en qué medida.

Tras el analisis con microTC, cuando se tuvieron en cuenta ambos grupos,

se observa una fuerte correlacion entre DMO y volumen 6seo de numero de

trabéculas r= 0,689 (p< 0,001), y entre DMO y namero trabecular r= 0,664 (p<

0,001). Hallamos también una débil correlacién negativa entre DMO y grosor
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trabecular r=-0,313 (p= 0,002), y una moderada correlacion negativa entre DMO

y separacion trabecular r=-0,486 (p<0,001).

No obstante, los resultados fueron distintos cuando se analizaron el grupo
de fractura de cadera y el de coxartrosis por separado. En el grupo de fracturas
de cadera no se encontré relacién estadisticamente significativa entre los
parametros estudiados y la DMO. Sin embargo, en el grupo de coxartrosis hubo
una fuerte correlacién positiva entre volumen 6seo, numero trabecular y DMO
(r=0,704, p<0,001 ; r=0,653, p<0,001 respectivamente) y una correlacion

negativa entre separacion trabecular y DMO (0,653, p<0,001).

Referente al tamano de los cristales, no se hall6 una correlacion
estadisticamente significativa entre la longitud del eje C y longitud del eje Ay la
DMO (r=-0,107 ,p = 0,376 ; r =-0,104 , p = 0,388 respectivamente). Tampoco
se encontraron diferencias estadisticamente significativas cuando se analizaron

los grupos de forma independiente.

Por ultimo, en cuanto al analisis de datos obtenidos de la RNM-ES, se
hallé una correlaciéon negativa moderada estadisticamente significativa entre la
DMO vy la concentracién relativa de 'H r= -0,494 (p= 0,002). No se encontro
relacion estadisticamente significativa entre la DMO y la concentracion relativa
de *'P obtenida mediante pulso Unico r= 0,045 (p= 0,720), ni con la concentracién
relativa de 3'P con protén desacoplado r= 0,131 (p= 0,303), ni con la
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concentracion relativa de 'H-3'"P mediante polarizacion cruzada r= 0,138 (p=
0,272). No obstante, cuando se analizaron los datos de forma separada, se
observo que el grupo de fracturas no se correlacion6 de forma estadisticamente
significativa con la concentracion relativa de 'H ni con el resto de parametros
analizados mediante MAS-RNM. Sin embargo, en el grupo de coxartrosis si se
encontrd una correlacion negativa moderada estadisticamente significativa entre

H y DMO (r=-0,580, p=0,003).

Estos resultados se recogen en la siguiente tabla.
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Tabla 9. Correlacion entre DMO y otras caracteristicas estructurales analizadas mediante
microTC, Densitometria, difraccion rayos X y MAS-RNM.

Caracteristicas

Coeficiente Correlacion R

Grupo Fracturas (n=31)

Coeficiente Correlacion R

Grupo Artrosis (n=42)

Coeficiente Correlacion R

Ambos grupos (n=73)

Crudo Ajustado Crudo Ajustado Crudo Ajustado
Volumen éseo (%) 0,138 0,112 0,720* 0,704* 0,694* 0,689*
(Srﬁfne;rac""” trabecular | 5,083 -0,035 0,580  -0,561* -0,497* -0,486*
Grosor trabecular (mm) | -0,049 -0,078 0,360* -0,295 -0,353* -0,313*
N° trabéculas (mm™) 0,034 0,080 0,679* 0,653* 0,661* 0,664*
pypiron rabeeular(mm | 0,174 0,239 -0,201 -0,108 -0,196 -0,152
BMC (g) 0,819* 0,836* 0,843* 0,853* 0,845* 0,850*
HA eje ¢ (nm) -0,114 -0,464 -0,085 -0,084 -0,107 -0,136
HA eje a (nm) -0,025 -0,084 -0,055 -0,065 -0,104 -0,099
Concentracion "H a -0,201 -0,115 -0,478* -0,580* -0,385* -0,494*
Concentracion *'P s -0,123 -0,068 0,011 -0,100 0,044 -0,010
Concentracién >'P ¢ -0,052 -0,034 0,143 -0,045 0,131 -0,016
Concentracién *'P p -0,001 -0,058 0,062 0,050 0,138 0,188

Analisis de regresion lineal ajustado a edad, IMC y volumen 6seo.

*Estadisticamente significativo.

HA: cristales de hidroxiapatita.

A Concentracién relativa de "H obtenido mediante pulso Gnico de espectroscopia de MAS RNM.

B Concentracion relativa de 3'P obtenido mediante pulso tnico espectroscopia MAS RNM.

C Concentracion relativa de 3'P con proton desacoplado obtenido mediante pulso Unico de espectroscopia MAS

RNM.

D Concentracion relativa de 31P con protén acoplado obtenido mediante polarizacién cruzada de espectroscopia

MAS RNM.
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Imagen 25. Correlaciéon entre DMO y resto de parametros estructurales obtenidos mediante
microTC y MAS RNM.
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Imagen 26. Correlacion entre DMO y tamanio del cristal de HA.

5.6.2. EDAD Y MICROESTRUCTURA OSEA.

Como objetivo secundario de este proyecto, se nos planted averiguar qué
parametros estructurales del hueso se modifican con la edad y en qué medida,

ya que se sabe que la fragilidad 6sea aumenta con la edad, independientemente

del cambio en la densidad 6sea (77).

Cuando se analizaron los datos de los dos grupos de forma conjunta, se

encontrd que ningun parametro de los analizados variaba de forma significativa

con la edad (tabla 10).
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Sin embargo, cuando se analizaron los datos en cada grupo de forma
independiente, observamos en el grupo de fracturas una correlacion inversa
entre edad y concentracién de 'H (r=-0,459, p=0,012, r ajustada=-0,670, p=0,02).
En cambio, no hallamos correlaciones estadisticamente significativas entre el
resto de parametros analizados mediante densitometria, microTC, cristalografia

y RNM en estado sdlido y la edad (tabla 10).

En el grupo de coxartrosis, se hall6 una correlacion estadisticamente
significativa entre edad, DMO y CMO cuando se ajustaron los resultados a

volumen éseo e IMC (r ajustada= 0,436 y r ajustada 0,470 respectivamente,

p=0,03).
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Imagen 27. Correlacion entre edad y concentracion relativa 'H.
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Tabla 10. Correlacion entre edad y otras caracteristicas estructurales analizadas mediante
microTC, Densitometria, difraccion rayos X y RNM-MAS-ES.

Coeficiente Correlacion R Coeficiente Correlacion R Coeficiente Correlacién R
Grupo Fracturas (n=31) Grupo Artrosis (n=42) Ambos grupos (n=73)

Caracteristicas

Crudo Ajustado Crudo Ajustado Crudo Ajustado
e ) -0,144 0,172 -0,228 -0,067 0,060 -0,082
oowr trabecuar -0,083 -0,309 -0,092 -0,075 0,044 -0,126
N° trabéculas (mm-") 0,016 0,016 0,230 0,134 -0,107 0,047
kit 0,087 0,017 -0,110 -0,074 0,078 0,018
BMD(g/cm?) -0,009 0,153 0,228 0,436* -0,206 0,142
BMC (g) 0,113 0,011 0,171 0,470* -0,102 0,226
HA eje ¢ (nm) 0,092 0,059 0,136 0,249 0,111 0,115
HA eje a (nm) 0,015 0,147 0,107 -0,088 0,135 0,060
Concentracién 'H a -0,459* -0,670* 0,097 0,065 -0,030 -0,246
Concentracion *'P s -0,324 -0,336 0,130 -0,053 -0,111 -0,260
Concentracion *'P ¢ -0,065 -0,112 0,133 -0,080 -0,028 -0171
Concentracion *'P p -0,333 -0,324 0,284 0,396 -0,011 0,07

Analisis de regresion lineal ajustado a IMC y volumen éseo.

*Estadisticamente significativo.

HA: cristales de hidroxiapatita.

A Concentracién relativa de "H obtenido mediante pulso Gnico de espectroscopia de MAS RNM.
B Concentracion relativa de 3'P obtenido mediante pulso tnico espectroscopia MAS RNM.

C Concentracion relativa de 3'P con protén desacoplado obtenido mediante pulso unico de espectroscopia MAS
RNM.

D Concentracion relativa de 31P con protén acoplado obtenido mediante polarizacién cruzada de espectroscopia
MAS RNM.
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5.6.3. TAMANO DE CRISTAL Y MICROESTRUCTURA OSEA.

En el presente estudio, se hall6é una correlacion negativa estadisticamente
significativa entre la longitud del eje corto del cristal de HA y la concentracién de
3P protonizados (HPO4?2) obtenida mediante MAS RNM con polarizacion
cruzada (r=-0,473, p<0,001, r ajustada=-0,496, p<0,001). Se observé una
relacion estadisticamente significativa débil entre el grosor del cristal de HA en
su eje corto y la DMO (r ajustada=-0,326, p=0,033). Sin embargo, no se encontré
relacion estadisticamente significativa respecto al eje ¢ del cristal de HA (r=-

0,158, p=0,217) (Imagen 28).
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Imagen 28. Correlacion entre longitud eje a de los cristales de HA y concentracion relativa de HPO3
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Cuando se analizaron los datos en ambos grupos de forma independiente,
se observo que, en el grupo de fracturas, la relacién entre la longitud del eje a
de los cristales de HA y la concentracion de HPO4? no era estadisticamente
significativa. Tampoco hubo relacién estadisticamente significativa entre la
longitud del eje c y la concentracion de HPO4? en el grupo de las fracturas

(r=0,130, p=0,493).

Sin embargo, en el grupo de coxartrosis se observé una correlacion
inversa moderada estadisticamente significativa entre la longitud del eje a de los
cristales de HA y la concentracion relativa de HPO42 (r=-0,559, p=0,001, r
ajustada=-0,566, p<0,001). En cuanto a la relacién entre concentracién de HPO4
2y la longitud del eje ¢ de la HA no se observé relacion estadisticamente

significativa (r=-0,248, p=0,164).

No se hallaron otras diferencias entre el tamafo de los cristales de HA y
el resto de parametros analizados. En la siguiente tabla se resumen los

resultados obtenidos.
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Tabla 11. Correlacion entre el eje corto del cristal de HA y otras caracteristicas estructurales

analizadas mediante microTC, Densitometria, y RNM-MAS-ES.

Caracteristicas

Coeficiente Correlacion R

Grupo Fracturas (n=31)

Coeficiente Correlacion R

Grupo Artrosis (n=42)

Coeficiente Correlacion R

Ambos grupos (n=73)

Crudo Ajustado Crudo Ajustado Crudo Ajustado
opevacion rabecdlar | 0,121 0,461 0,168 -0,144 -0,010 0,045
Grosor trabecular (mm) -0,008 0,144 -0,013 -0,039 0,008 -0,002
N° trabéculas (mm-") 0,234 0,163 0,126 0,041 0,091 0,109
Patrén trabecular (mm™) | -0,139 -0,185 -0,086 -0,164 -0,081 -0,126
BMD (g/cm?) -0,009 -0,099 -0,063 -0,385 -0,104 -0,326*
BMC (g/cm?) -0,221 -0,252 -0,039 -0,199 -0,111 -0,246
Concentracion 'H a -0,065 -0,135 -0,029 0,161 -0,035 0,109
Concentracién 3'P g 0,010 -0,029 0,011 -0,015 -0,027 -0,059
Concentracion *'P ¢ -0,062 0,021 -0,061 -0,110 -0,067 -0,112
Concentracion *'P p -0,001 -0,037 -0,559* -0,566* -0,473* -0,496*

Analisis de regresion lineal ajustado a edad,

*Estadisticamente significativo.

HA: cristales de hidroxiapatita.

IMC y volumen éseo.

A Concentracién relativa de "H obtenido mediante pulso Gnico de espectroscopia de MAS RNM.

B Concentracion relativa de 3'P obtenido mediante pulso tnico espectroscopia MAS RNM.

C Concentracion relativa de 3'P con protén desacoplado obtenido mediante pulso unico de espectroscopia MAS RNM.

D Concentracion relativa de 31P con protén acoplado obtenido mediante polarizacién cruzada de espectroscopia MAS

RNM.
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6. DISCUSION.

El objetivo de este proyecto consistié en conocer qué diferencias existen
a nivel micro y nano estructurales entre pacientes con fractura de cadera y

pacientes sin fracturas de cadera.

6.1. DATOS DEMOGRAFICOS.

En el presente estudio, observamos que los pacientes con fractura de
cadera tenian mayor edad, mayor proporcion de individuos de sexo femenino y
mayores puntuaciones en el indice de comorbilidad de Charlson (ICC) que los
pacientes con coxartrosis. En cambio, el indice de masa corporal (IMC) fue

superior en el grupo de pacientes con coxartrosis.

EDAD

Estos resultados son concordantes con la mayoria de los registros
nacionales de artroplastias de cadera. La academia americana de cirujanos
ortopédicos (AAOS) en su informe anual de 2019 recoge entre otras variables
los datos demograficos de casi 600.000 protesis de cadera implantadas en el
periodo 2012-2018. En dicho informe se constata que la edad media de los
pacientes que se implantaron una prétesis de cadera por causa de fractura de
cadera (72,4 ainos en pacientes tratados mediante PTC, 80,8 afios en pacientes
tratados mediante PPC), fue estadisticamente superior a la edad de aquellos
pacientes que en los que se implanté una proétesis de cadera debido a artrosis
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de cadera (65,6 afios) (78). Los registros britanico y sueco también coinciden en
una mayor edad en pacientes tratados mediante artroplastia de cadera por
fractura que por coxartrosis (79,80). Ademas, la proporcion de mujeres fue
significativamente mayor en el grupo de fracturas de cadera que en el grupo de
coxartrosis, aunque en todos los registros se observa una proporcién de mujeres
mayor a la de hombres también en el grupo de pacientes intervenidos por
coxartrosis (78-80). Cuando se estratifica por edad el grupo de coxartrosis, la
proporcion de hombres es superior a la de mujeres en pacientes menores de 60
y 65 afos segun el registro nacional de prétesis de cadera americano y sueco
respectivamente (78,79). La edad es el principal factor de riesgo para sufrir una
fractura de cadera, independientemente de la DMO y otros parametros
estructurales del hueso (45,55). Esto es debido por un lado a un debilitamiento
progresivo del hueso asociado a la edad (51,52) y por otro a un mayor riesgo de

caidas que conlleva el envejecimiento (47,48).

MORBILIDAD

En cuanto a la morbilidad, nuestro estudio coincide con el registro sueco
de artroplastias de cadera, en el que se constaté puntuaciones en la escala de
la Sociedad Americana de Anestesiologia (ASA) mayores en los pacientes con
fracturas de cadera que en los pacientes con coxartrosis, al igual que mayor
mortalidad perioperatoria (79). Si bien es cierto que la escala ASA mide el riesgo
anestésico y no es una escala de morbilidad propiamente dicha, si que existe

una relacién entre morbilidad y puntuacion en la escala ASA.
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iNDICE DE MASA CORPORAL (IMC)

En cuanto al IMC, nuestro estudio coincide con el registro sueco de
artroplastias de cadera, en el que se muestra que el IMC mas comun en
pacientes intervenidos por coxartrosis fue el de sobrepeso (IMC 25-29,9) o la
obesidad (IMC > 29), mientras que en el grupo de fracturas de cadera el IMC
mas comun fue el normal (IMC 18,5-24,9) o por debajo de lo normal (IMC < 18,5)
(79). Numerosos estudios relacionan el IMC con el estado nutricional del
paciente, y sugieren que un IMC bajo se relaciona con desnutricion, disminucion
de la masa muscular y sarcopenia, que facilitarian el riesgo de caida, y con ello

de fractura de cadera (81-83).

Nuestros resultados demograficos también fueron concordantes con el
estudio realizado por Zupan et al, en el que también se estudiaron las
caracteristicas micro estructurales del hueso mediante microTC y DEXA
(ademas de caracteristicas histomorfométricas), y obtuvieron en el grupo de
pacientes con fractura de cadera una mayor edad, un mayor porcentaje de

mujeres y un IMC menor que el grupo con coxartrosis (84).

6.2. DENSITOMETRIA MINERAL OSEA.

Nuestros resultados demuestran una menor densidad mineral 6sea en los
pacientes con fractura de cadera que en los pacientes con coxartrosis. La
inmensa mayoria de estudios clinicos han demostrado que existe una relacion

inversa entre la DMO y la posibilidad de sufrir una fractura de cadera, sobretodo
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cuando la DMO es baja en el cuello femoral (2,85). Se estima que el riesgo de
sufrir una fractura de cadera se multiplica por 2 por cada desviacion estandar
que desciende la DMO (9,86). Este gradiente de riesgo (definido como riesgo
relativo / Desviacion estandar) va decreciendo a medida que avanza la edad

(85).

En relacion con la DMO, estudios previos concluyen que existe una
relacion inversa entre osteoporosis y artrosis, aunque no estan claros los
mecanismos fisiopatoldgicos que justifiquen esta relacion (87,88). Los pacientes
con artrosis en estadios iniciales presentan cifras de DMO mayores que
individuos sin artrosis (89). Este incremento de la DMO podria tener dos causas
distintas: por un lado, la fisiopatologia de la artrosis se caracteriza por un
incremento de la formacién ésea a nivel subcondral, traducido radiolégicamente
como una esclerosis subcondral (61) y por otro lado, la existencia de dicha
esclerosis subcondral y osteofitos que acompafan a la artrosis podrian arrojar
cifras de DMO superiores a las reales (15,16). Sin embargo, a pesar de
observarse una mayor DMO en pacientes con artrosis, no implica un menor
riesgo de sufrir una fractura en estos pacientes. Esto podria ser debido a otros
factores no relacionados con la estructura 6ésea, como pueden ser una menor
fuerza muscular y mayor inestabilidad postural producidas por el dolor (90) o
incluso causas relacionadas con el envejecimiento como la enfermedad de

Parkinson, enfermedad de Alzheimer y otras (33).
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6.3. MICROTOMOGRAFIA COMPUTADORIZADA.

En el presente proyecto, se observo que los pacientes que sufrieron una
fractura de cadera presentaron un numero de trabéculas éseas y un volumen
6seo menor que el grupo de pacientes con coxartrosis. Ademas, la separaciéon
trabecular en el grupo de pacientes de fractura de cadera fue mayor que en el

grupo de coxartrosis.

En los ultimos afos se han publicado numerosos trabajos cientificos que
estudian la microarquitectura 6sea mediante técnicas de MicroTC. Nuestros
resultados coinciden con la mayoria de estudios publicados, en los que en
comparacién con los sujetos con artrosis de cadera, los pacientes que sufren
una fractura de cadera tienen una estructura del hueso trabecular alterada
(1,3,14-16). No obstante, existen algunas diferencias en cuanto a los parametros
estudiados entre publicaciones. En el estudio de Montoya et al que compara 12
pacientes con fractura de cadera y 13 de artrosis de cadera, obtienen un menor
volumen 6seo y numero de trabéculas en el grupo de fracturas; en cambio no
encontraron diferencias en cuanto al grosor trabecular, coincidiendo con
nuestros resultados. Sin embargo, no encuentran diferencias estadisticamente
significativas en cuanto a la separacion trabecular y si las habia en cuanto al
factor de patrén trabecular que obtuvo mayor resultado en el grupo de
osteoporosis (91). En otro estudio con mayor numero de pacientes (51 OA, 40

fracturas de cadera), observan los mismos resultados en cuanto a volumen 6seo,
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numero de trabéculas y separacion trabecular que nuestro estudio y, ademas,
coincide con Montoya et al en cuanto al patrén trabecular (84). Ni en nuestro
estudio, ni en los 2 estudios anteriormente mencionados se encontraron
diferencias estadisticamente significativas relacionadas con el grosor trabecular.
Sin embargo, Zhang et al y Li et al, observan un mayor grosor trabecular en el
grupo de pacientes con OA. Esto puede explicarse en parte debido a que nuestro
estudio tenia un mayor tamafio muestral y que utilizamos un microTC de mayor
resolucién (10,88 um vs 36 um) (92,93). Blain et al compard las caracteristicas
microestructurales del hueso trabecular y cortical entre pacientes con fractura y
artrosis de cadera, concluyendo que el adelgazamiento cortical y la pérdida de
masa Osea trabecular y conectividad podrian desempenar un papel importante

en la fragilidad esquelética en las fracturas de cadera (94).

Nuestro equipo llevo a cabo un estudio en el que se anadid a la mismas
muestras utilizadas en este proyecto un tercer grupo de individuos sin patologia
aparente de cadera que se reclutaron del Museo Médico de la Facultad de
Medicina de la Universidad de McGill. En este estudio se analizé en los 3 grupos
la microestructura trabecular, el marco topoldgico de las muestras y se realizé
un analisis de elementos finitos (FEA) tridimensional que arrojéo datos sobre
comportamiento mecanico de las muestras (modulo de elasticidad, modulo de
stress de Von Misses y resistencia al cizallamiento). En el estudio morfométrico
mediante microTC, observamos un mayor grosor trabecular en el grupo de
individuos sanos en comparacién con los otros dos grupos. También

observamos una mayor conectividad trabecular en el grupo de OA en
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comparacién con el grupo de individuos sanos y FC, sin embargo no hubo
diferencias entre el grupo de FC e individuos sanos. La longitud de interseccién
media de anisotropia fue mayor en el grupo de FC que en los grupos de
individuos sanos y OA, sin embargo no hubo diferencias entre estos dos grupos.
En cuanto al analisis mecanico mediante FEA, no se hallaron diferencias en
cuanto a valores de tension, resistencia al cizallamiento, proporcion de nodos
con distintas valencias y diferencias en cuanto al comportamiento mecanico
entre el grupo de OA y FC (grupos con patologia 6sea), sin embargo si que las
hubo respecto al grupo de individuos sanos, por lo tanto, cabria pensar que el
desarrollo de enfermedades como la artrosis y la fractura de cadera alteran el
marco topolégico del hueso trabecular, lo que conllevaria un debilitamiento

significativo del mismo (95).

La microestructura trabecular actia como variable independiente en la
resistencia 6sea, asi como un factor determinante en el desarrollo de una
fractura y la fragilidad ésea (18-21). Legrand et al publicaron un estudio
realizado en hombres de mediana edad con osteopenia, donde no se
encontraron diferencias en el volumen éseo entre los individuos con fracturas
vertebrales y los que no sufrieron fracturas. Sin embargo, los autores de este
estudio observaron una mayor conectividad trabecular y mayor numero de
trabéculas en pacientes sin fracturas vertebrales (96). Ciarelli et al realizaron otro
estudio comparativo que analizaba las diferencias entre el hueso esponjoso en
pacientes con fracturas de cadera y controles cadavéricos, y concluyeron que

los controles tenian un numero de trabéculas y conectividad mas altas que los
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pacientes con fracturas de cadera. Sin embargo, no se encontraron diferencias
entre los dos grupos en cuanto al grosor trabecular, coincidiendo con nuestro
estudio (97). Por ultimo, Liu et al analizaron 21 muestras de hueso de cadaver
mediante microTC, analisis topoldgico digital y modelos de elementos finitos
basados en microTC y observaron que la microarquitectura trabecular afectaba

al moédulo de elasticidad del hueso trabecular (98).

Por lo tanto, de acuerdo con los resultados de nuestro trabajo, asi como
con otros previamente publicados en la literatura y mencionados anteriormente,
podriamos afirmar que la microestructura trabecular afecta en gran medida a las
propiedades mecanicas del hueso trabecular, y por tanto podria influir en el

desarrollo de una fractura en un hueso con fragilidad ésea.

6.4. DIFRACCION RAYOS X.

En el presente trabajo no hallamos diferencias en cuanto al tamafio de los
cristales de HA, ni en el eje C ni en el eje A, entre el grupo de fracturas y el grupo

de coxartrosis.

Las caracteristicas de los cristales de HA del hueso influyen en sus
propiedades mecanicas, pudiendo llegar a explicar entre el 6,7 y el 63,5 % de la
resistencia 6sea (99). No obstante esta relacion es aun poco conocida. Los
cristales de HA se acoplan de forma paralela a las fibrillas de colageno tipo | del

hueso, aportando dureza y resistencia a estas fibras (Imagen 2) (38,95,96). El
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tamano de los cristales viene determinado por la interaccion con el colageno y
otras proteinas no colagenas del hueso como la osteopontina, la osteocalcina y
la osteonectina (28). El area de interaccion entre la fase mineral y el colageno
viene determinada por el tamano de los cristales de HA (100). Unos cristales de
HA mas grandes podrian tener un doble efecto: por un lado, aumentarian la
superficie de interaccion, disminuyendo la movilidad entre las moléculas de
colageno, y por tanto disminuyendo la ductilidad del hueso y su capacidad de
absorber cargas (100). Por otro lado, unos cristales demasiado grandes podrian
dafar las fibras colagenas, afectando a sus propiedades mecanicas (37). Se ha
demostrado en animales de experimentacion que patologias que aumentan el
tamano de los cristales de HA (por ejemplo, monos y ratas ovariectomizados,
ratones con raquitismo, ratones sin osteopontina o osteonectina, etc) aumentan
la fragilidad 6sea (100,101). Sin embargo, también se ha demostrado que
aquellas patologias que disminuyen el tamafo del cristal (por ejemplo, ratones
hipofosfatémicos, ratones con osteomalacia, ratones con osteopetrosis, ratones
sin osteocalcina, etc) también resultan en un hueso menos resistente y mas
quebradizo (100,101). En condiciones fisioldégicas también se ha observado que
en animales de experimentacién ancianos el tamafio de los cristales era mayor
y menos heterogéneo que en animales mas jévenes cuyos huesos eran mas
resistentes (37). Esta relacion entre las propiedades mecanicas y el tamafio de
cristal de los materiales policristalinos esta bien explicada por el modelo de Hall-
Petch que estipula que por encima de un tamafo critico de cristal existe una
correlacion inversa entre la resistencia del material y el tamafio del cristal,
mientras que cuando el tamafio del cristal cae por debajo del tamafo critico

optimo esta relacion se invierte y pasa a tener una relacion directa entre la
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resistencia del material y el tamano del cristal (102). Estos hallazgos, junto con
nuestros resultados, nos llevaron a pensar que el tamafo 6ptimo de cristal en el
hueso estara formado por una mezcla heterogénea de cristales pequefios
(formados mas recientemente), cristales medianos y cristales grandes (mas
antiguos), que evitarian la propagacion de grietas en el hueso, optimizando las
propiedades mecanicas del hueso (37,101). Las desviaciones de tamafo por
encima y por debajo de este rango Optimo, conllevarian unas propiedades

mecanicas inferiores y una fragilidad 6sea mayor (38,95-97).

Existen estudios que demuestran que la osteoporosis se asocia con
cristales de HA mas grandes que aquellos de los sujetos sanos (100,103). El
mecanismo exacto de por qué ocurre no es bien conocido. En la osteoporosis
postmenopausica (o tipo |) existe un recambio éseo acelerado junto con un
aumento de la actividad osteoclastica (22). Un ritmo excesivo de remodelado
06seo implicaria una alteracién en la reabsorcion del hueso mas viejo y con
cristales mas grandes, asi como una formacién deficiente de hueso nuevo con
cristales mas pequefios. Ademas, la alteracion del patrén fibrilar del colageno del
hueso, podria implicar un aumento de cristales extrafibrilares que tienden a ser
mas grandes que los intrafibrilares (100,103). Por otro lado, en la osteoporosis
senil (o tipo Il), existe una disminucion de la actividad osteoblastica, asi como
una disminucién de la sintesis de proteinas que regulan la mineralizacion ésea.
Ello conllevaria una disminucion en la creacion de nuevos cristales que tienden
a ser mas pequefios que los cristales viejos (53,100,103). En la artrosis se

produce un aumento del contenido acuoso del cartilago y una densificacion del
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hueso subcondral, fruto de un remodelado 6seo alterado, que conlleva un
incremento en la produccién de colageno cuya mineralizacién es defectuosa
(61,63). Esto podria traducirse en un aumento de cristales extrafibrilares, asi
como una acumulacion de cristales mas maduros y de mayor tamafo (100). No
obstante, no se conocen bien los mecanismos fisiopatoldgicos por los que los
cristales de HA son de mayor tamafo tanto en la osteoporosis como en la
artrosis. Quiza esta sea la razén por la cual en nuestro estudio no hemos hallado
diferencias significativas entre ambos grupos. Otra razén podria ser que en este
proyecto soélo analizamos el hueso trabecular donde el tamafio del cristal podria
ser mas homogéneo, y que el tamafo del cristal de HA tuviera una influencia
mas significativa en la resistencia del hueso cortical, donde la porosidad y el
volumen total del hueso cortical desempefan papeles mas determinantes (104).
Estudios en animales de experimentacién han demostrado que el tamano del
cristal cambia en funciéon de su localizacion en el hueso, variando asi las
propiedades biomecanicas del mismo. Turunen et al demostraron en ratones de
experimentacion que el tamafo de cristal era menor en la regidén central del
hueso cortical que en la regién enddstica mas relacionada y parecida al hueso

trabecular (105).

6.5. ANALISIS DE ESPECTROSCOPIA RESONANCIA NUCLEAR

MAGNETICA EN ESTADO SOLIDO (RNM-ES).

En este trabajo medimos la concentracion de contenido organico y mineral

del hueso mediante espectrometria de resonancia nuclear magnética en estado
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sélido con giro de angulo magico (RNM-ES-MAS) y no encontramos diferencias

entre los dos grupos estudiados.

La espectrometria mediante RNM-ES es una técnica ampliamente
utilizada en investigacion basica para el estudio del componente mineral, asi
como del componente organico del hueso (77-79,102,103). Sin embargo su
utilidad clinica es muy limitada, existiendo trabajos como el de los de Wu et al en
el que visualizan el contenido mineral del radio de 7 voluntarios con un aparato
de RNM convencional (72). La concentracion relativa de matriz organica del
hueso en nuestro estudio fue obtenida de forma indirecta a través de la sefial de
espectrometria recogida a partir de los atomos de H' excitados por un pulso
unico de radiofrecuencia. Dado que los atomos de hidrogeno del agua y la grasa
fueron eliminados en el procesado de la muestra, el hidrégeno restante
representaba de forma indirecta la cantidad de matriz organica de la muestra. Se
desconoce cémo afecta la matriz organica del hueso a su comportamiento
mecanico, pero cada vez hay mas pruebas que sugieren que los cambios en el
contenido y la estructura de las proteinas juegan un papel importante en los
cambios 6seos relacionados con la edad y la enfermedad. En particular, se
considera que la matriz organica es responsable de la ductilidad del hueso y su
capacidad para absorber energia antes de la fractura (106). EI componente
organico del hueso se compone en mas de un 90 % de colageno tipo I. Las fibras
de colageno se unen entre si en una estructura de triple hélice, proporcionando
flexibilidad, elasticidad y resistencia a la tensién (imagen 2) (28,107). El colageno

sufre numerosas modificaciones postranslacionales, incluido entrelazado (o
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entrecruzamiento) enzimatico y no enzimatico. El entrelazado enzimatico se
considera un proceso normal para el colageno sano y tiene un efecto beneficioso
sobre sus propiedades mecanicas, mientras que el entrelazado no enzimatico
da como resultado una red de colageno fragil que conduce a propiedades
mecanicas 0seas deterioradas si su acumulacion excede la reparacion normal

(106).

El entrelazado enzimatico esta mediado por la enzima lisil oxidasa, que
establece puentes intra e interfibrilares gracias a las moléculas piridinolina y
desoxipiridinolina. El entrelazado enzimatico sufre un proceso de maduracion,
estableciéndose enlaces ftrivalentes, mas estables e irreductibles que
proporcionan mayor rigidez a las fibrillas, mas resistencia al tejido 6seo e inhiben
la remodelacion del colageno (106,108,109). Algunos estudios han demostrado
que tanto la piridolina como la desoxipiridolina son marcadores de resorcion dsea
e indicadores del grado de madurez del colageno (110). Saito et al han
demostrado que el numero de enlaces cruzados enzimaticos en pacientes
osteoporéticos con fracturas de cadera esta disminuido en comparacion con

controles sanos (111).

El entrelazado no enzimatico consiste en un proceso de glicacién mediado
por la molécula glucosil lisina, que establece enlaces cruzados entre las fibras a
distintos niveles y no sélo en las zonas terminales como la piridolina y
desoxipiridolina (entrelazado enzimatico). Mediante una serie de reacciones, se

producen lo que llamamos productos finales de glicacion avanzada (AGE de sus
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siglas en inglés), que siguen estableciendo enlaces cruzados entre fibras
anémalas (106). Los AGE se acumulan con la edad y algunas enfermedades.
Por ejemplo, se ha demostrado que el hueso osteoporético tiene
significativamente mas AGE que el hueso sano normal y por tanto el aumento
de los niveles de AGE puede provocar la fragilidad de los tejidos sometidos a
glicacién no enzimatica (106,110,111). Existen estudios que demuestran niveles
de glicacion mayores en especimenes con fractura de cadera que en controles
sanos y que la glicacién influye en las propiedades biomecanicas del hueso

trabecular, pero no en el hueso cortical (110,111).

Por ultimo, existen un 10 % de la matriz organica constituido por proteinas
no colagenas, que también influyen en las propiedades biomecanicas del hueso
y su resistencia (106). Ejemplo de ello son las proteinas osteopontina y
osteocalcina que participan en la mineralizaciéon y modulan la resorcion 6sea. Se
ha demostrado que los niveles séricos de osteocalcina y osteopontina en

mujeres con osteoporosis son mayores que en mujeres sanas (114,115).

Por tanto, aunque la osteoporosis se define generalmente como una
pérdida de masa Osea, hay cambios considerables en la matriz organica,
particularmente en los enlaces cruzados de colageno, que provocan una pérdida

de la calidad del hueso (106).
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Las diferencias descritas entre el hueso osteoporético y el hueso normal
corresponden a variaciones cualitativas. En nuestro estudio, analizamos la
composicion desde un punto de vista cuantitativo. Quiza por ello no encontramos
diferencias entre ambos grupos. También pudo influir que el grupo control estaba
formado por pacientes con artrosis y no pacientes sanos como los referidos

anteriormente.

En cuanto al componente mineral del hueso, en este proyecto se estudio
desde un punto de vista cuantitativo mediante el analisis espectroscopico de los
iones de *'P de los grupos fosfatos que forman los cristales de hidroxiapatita del
hueso. Estos atomos fueron excitados mediante diferentes pulsos de
radiofrecuencia, con el objetivo de obtener una informacion mas detallada del

componente inorganico del hueso que componia las muestras.

Por un lado se obtuvo la concentracion relativa de los iones 3'P total, que
arroja una medicién indirecta de la proporcién del componente inorganico del
hueso en su conjunto, y por tanto del grado de mineralizacion del tejido 6seo. No
encontramos diferencias estadisticamente significativas entre el grupo de
fracturas de cadera y el grupo de artrosis de cadera. Los datos publicados hasta
ahora son contradictorios. Loveridge et al concluyeron en un estudio con un bajo
numero de pacientes (7 pacientes con fractura de cadera y 9 controles) que en
los pacientes con fractura intracapsular de cadera la mineralizacion del cuello
femoral era inferior a los controles, tanto a nivel cortical como a nivel trabecular

(116). En cambio, Wu et al analizaron el grado de mineralizaciéon del hueso
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cortical de la cabeza del fémur en 23 mujeres con fractura de cadera y lo
compararon con 14 mujeres sin fractura (donantes cadaveres) y hallaron que el
grado de mineralizacion era superior en el grupo de fracturas respecto a los
controles, por lo que concluyeron que un mayor grado de mineralizacion podria
favorecer la aparicién de fracturas de cadera de perfil osteoporético (117). No
obstante, en ambos estudios el grupo control estaba compuesto por pacientes
sin patologia de cadera subyacente, mientras que en nuestro estudio el grupo
control lo conformaban pacientes con osteoartritis de cadera, motivo por el cual
podriamos no haber hallado diferencias estadisticamente significativas. Acorde
a nuestros resultados, en un estudio de Carpentier et al, en el que se estudié un
grupo de 14 fracturas de cadera, 15 coxartrosis y 16 controles se concluy6 que
no hubo diferencias estadisticamente significativas en cuanto a grado de
mineralizacién entre los 3 grupos. Sin embargo, si que encontraron mayor
porcentaje de lagunas osteocitarias hipermineralizadas en el grupo de fracturas

y osteoartrosis de cadera en comparacion con los controles (118).

Por otro lado, hallamos las concentraciones relativas de grupos fosfatos
con protéon desacoplado (PO43) y grupos fosfatos protonados (HPO4?). Los
primeros tienden a hallarse en capas mas internas de los cristales donde el
ambiente es mas estable, mientras que los segundos se encuentran en capas
superficiales en un ambiente mas labil en intima relacion con el componente
proteico y el agua libre en el hueso, y es a este nivel donde se producen
fundamentalmente la union de los cristales de hidroxiapatita a las fibras de

colageno (73,75). Por tanto, estos datos aportan informacién cuantitativa de la
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fraccidn inorganica del hueso y cualitativa del comportamiento de dicha fracciéon
y de la interfaz organico-mineral. En la bibliografia no existen estudios similares
al nuestro que estudien la relacion de los cristales de hidroxiapatita con las
proteinas del hueso en pacientes con osteoporosis y artrosis de cadera utilizando
la MAS-RNM. No obstante, sabemos que existe una disminucion tanto en el
numero como en la funcién osteoblastica en la osteoporosis tipo Il y, dado que
el osteoblasto es el principal productor de proteinas éseas (51), cabria esperar
una disminucion de la union de cristales de hidroxiapatita a la matriz organica del
hueso, por tanto menor concentracion relativa de grupos fosfatos protonizados.
Sin embargo, en la artrosis existe un aumento de la actividad osteoblastica, con
un aumento de la sintesis de colageno, pero cuya mineralizacion es defectuosa
(61,63). En nuestro estudio no encontramos diferencias estadisticamente
significativas entre ambos grupos, debido quiza en parte a que ambos grupos
pudieran tener alteradas la capacidad de union a proteinas de los cristales de

hidroxiapatita.

6.6. CORRELACION ENTRE DMO Y RESTO DE PARAMETROS

ESTRUCTURALES DEL HUESO.

La DMO es el principal parametro para definir el término osteoporosis, y
el mas usado en la practica clinica para estratificar el riesgo de sufrir una fractura
por fragilidad (2,55). Por ello, dentro de los objetivos de este proyecto se
encuentra discernir de qué manera influyen los parametros estructurales

estudiados en la DMO, y si existe alguna diferencia entre los grupos de estudio.
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Son escasos los estudios que, como el nuestro, relacionan la DMO con aspectos

micro y nanoestructurales del hueso.

Cuando se tuvo en cuenta el conjunto de pacientes de nuestro estudio, se
encontrd relacion entre la DMO vy el volumen éseo, el numero de trabéculas, el
grosor de las trabéculas y la separacion trabecular. Estos resultados coinciden
con el trabajo publicado por Montoya et al, en el que analizan la microestructura
O0sea de cabezas femorales mediante MicroTC de 12 pacientes con fractura

subcapital de cadera y 13 pacientes con coxartrosis (91).

Cuando analizamos por grupos la relacién entre DMO vy el resto de
parametros estructurales, los resultados fueron diferentes en ambos grupos. En
el grupo de fracturas de cadera, la DMO no se relacion6 con ningun parametro
estructural estudiado mediante microTC, difraccion de rayos X ni MAS-RNM.
Estos hallazgos son similares a los publicados por Peng et al, en el que
estudiaron 16 pacientes con fractura de cadera y lo compararon con 5 controles
de jovenes sanos, y tampoco encontraron relacion entre la DMO vy el resto de
parametros estructurales en el grupo de fractura de cadera (119). Sin embargo,
en el grupo de artrosis de cadera si que encontramos una relacion entre la DMO
y el volumen &seo, numero de trabéculas y separacion trabecular. Estos
hallazgos nos hacen pensar que mientras que la DXA es un método diagndstico
util para estimar otros parametros estructurales del hueso en pacientes con DMO
alta, no seria util en pacientes con DMO bajas. Por tanto, pacientes con DMO

bajas, podrian tener diferencias microestructurales significativas. Este hecho
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podria explicar porqué el valor predictivo de la DXA para las fracturas desciende

progresivamente tanto con la edad como con la DMO (85,120,121).

Por otro lado, encontramos una relacién inversa entre la cantidad de
matriz organica ésea (medida mediante 'H) en el grupo de coxartrosis y la DMO.
No hemos encontrado estudios que correlacionen la DMO con la cantidad de
matriz organica del hueso. No obstante, es conocido que en la coxartrosis se
producen una serie de alteraciones fisicas y bioquimicas que conducen al dafio
del cartilago articular, y que a nivel del hueso subcondral se produce un aumento
de la produccion de colageno pobremente mineralizado, con el consecuente
acumulo de material osteoide a nivel subcondral (122,123). Esta relacion inversa
entre la DMO y la matriz organica del hueso es una clara confirmacion de la
conocida desmineralizacion relativa que ocurre en la artrosis (124). Sin embargo,
esta correlacion no se dio en el grupo de las fracturas de cadera, dado que este

fendmeno no se produce generalmente en las fracturas en hueso osteoporatico.

6.7. CORRELACION ENTRE EDAD Y RESTO DE PARAMETROS

ESTRUCTURALES DEL HUESO.

La edad es una variable de riesgo independiente para sufrir una fractura,
sin que influya en ello la DMO (121,125). Por tanto, en este proyecto fijamos
como objetivo discernir qué cambios estructurales se producian en el hueso

trabecular de la cabeza del fémur en ambos grupos de estudio.
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En este proyecto hallamos una correlacién negativa entre la edad y la
cantidad de matriz organica en el hueso trabecular de la cabeza del fémur en el
grupo de fracturas de cadera. El hueso esta sometido a un continuo remodelado
en el que se reabsorbe matriz ésea por los osteoclastos y de nuevo se forma
nueva matriz por los osteoblastos (101,126). Con la edad el balance
formacién/reabsorcidon ésea se vuelve negativo. Los estudios demuestran que
existe un deterioro de la cantidad y la calidad 6sea resultado de una disminucién
de la formacion 6sea debido a una reduccion de la diferenciacion de células
mesenquimales progenitoras de osteoblastos, asi como un descenso de la
funcién osteoblastica (127). Este descenso en la actividad osteoblastica
asociado a la edad podria justificar en parte nuestros hallazgos, ya que el
osteoblasto es el principal productor de matriz organica del hueso (30). En
cuanto al componente inorganico del hueso, no observamos variacién asociada
a la edad en el grupo de fracturas de cadera. Por tanto, podriamos afirmar que
existe un aumento de la mineralizacién relativa del hueso trabecular asociado a
la edad en pacientes con fractura de cadera, dado que mientras que la fraccion
organica del hueso fue disminuyendo con la edad, la fraccién inorganica
permanecio constante. Estos resultados concuerdan con los publicados por
Busse et al, en el que estudian desde el punto de vista histomorfométrico la
distribucién de osteocitos en el hueso de 32 pacientes (16 hombres y 16 mujeres)
en 4 grupos de edad (<39, 40-59, 60-79 y > 80) asi como el contenido mineral
del mismo, y encuentran que existe un aumento significativo de lagunas

osteocitarias hipermineralizadas asociado a la edad, y que esto podria ser el
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responsable en parte de que el hueso afoso sea mas quebradizo y susceptible
a romperse que el hueso joven (128). Este aumento de mineralizacion, junto con
un incremento de porosidad se ha demostrado que hace al hueso menos
resistente a la absorcién de impactos y mas propenso a desarrollar una fractura

(54).

Contrariamente a lo que esperabamos encontrar, el resto de parametros
estudiados no cambiaron de forma significativa con la edad en el grupo de
fracturas de cadera. Se sabe que, con la edad, se produce una pérdida
importante de hueso cortical y hueso trabecular, que altera la estructura del
hueso y que lo conducen a una mayor fragilidad (129). Chen et al, en un articulo
de revision describen como se produce un deterioro en la microestructura del
hueso trabecular asociado a la edad que consiste en una pérdida de volumen
0seo causado principalmente por una disminucion del numero y grosor
trabecular asi como un aumento de la separacion entre trabéculas (130). Se
estima que el volumen éseo puede disminuir entre un 18-22 % desde los 60 a
los 90 anos, sobretodo en mujeres (130,131). Estos resultados hacen referencia
a una poblacion general con un rango de edad amplio y un tamafio muestral
relativamente alto. Sin embargo, las diferencias entre los datos publicados y
nuestro estudio podrian explicarse porque nuestro estudio tenia un tamafo
muestral mas pequefio y porque nuestra muestra no representa a la poblacion
general si no que fue extraida de individuos que sufrieron una fractura del cuello

femoral, y por tanto se le supone un deterioro tal de la microestructura que
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justifica el desarrollo del evento fatal que es la fractura y que dificilimente

empeoraria con la edad.

Del mismo modo, la DMO tampoco se modificé de forma significativa en
nuestro estudio en el grupo de las fracturas de cadera, a pesar de que es sabido
que la DMO disminuye con la edad, sobre todo en las mujeres (9,51,55,130). Los
estudios que se mencionan hacen referencia a una poblacién general, mientras
que nuestro trabajo se centrd en pacientes ancianos que sufrieron una fractura
de cadera. Pensamos que la DMO en nuestras muestras debié descender a un
punto critico que permitiera la aparicion de la fractura, y por tanto, no cabe
esperar un descenso significativo a pesar de la edad. No obstante, se sabe que
la edad es un factor de riesgo para el desarrollo de la fractura mas importante
que la DMO (77,121). Un reciente estudio ha demostrado como el deterioro de
la microarquitectura 6sea que se produce asociado a la edad, es independiente
de la DMO (132). Esto podria explicar en parte por qué el valor predictivo de
fractura de la densitometria desciende con la edad, y por tanto puede ser un
método diagnéstico mas util en pacientes relativamente jévenes que en los
ancianos (85,86). Por tanto, en pacientes ancianos, tiene mas importancia la
historia previa de fracturas, el riesgo de caida, el deterioro de Ila

microarquitectura, la sarcopenia y otros factores de riesgo que la DMO (133).

Finalmente, en nuestro estudio no encontramos cambios significativos
asociados a la edad en el grupo de coxartrosis. Estos hallazgos concuerdan con

los publicados recientemente por Naot et al, que estudiaron mediante MicroTC y
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expresion génica las cabezas femorales de 35 pacientes que se sometieron a
una artroplastia como consecuencia de una coxartrosis avanzada, 17 menores
de 60 afnos y 18 mayores de 70 afios. Estos autores concluyeron que no existian
diferencias dependientes de la edad en cuanto a la microarquitectura 6sea,
trabecular o cortical entre el grupo de pacientes mas jovenes (<60 afios) y el
grupo de los mas ancianos (>70 anos) (126). En la misma linea, Perilli et al
sugieren que la coxartrosis tiene un papel protector contra el descenso de la
DMO asociado a la edad, el deterioro de la microarquitenctura asociado a la edad
y el descenso en la resistencia a la fractura asociado a la edad en el hueso

trabecular de la cabeza femoral en humanos (134).

6.8. CORRELACION ENTRE TAMANO DEL CRISTAL Y GRUPOS

HPO,?2

Uno de los hallazgos inesperados de este proyecto tesis fue encontrar una
correlacién inversa moderada entre la longitud del eje a de los cristales de HA 'y
la intensidad de espectroscopia de iones 3'P mediante MAS RNM con
polarizacion cruzada. Esto significa que cuanto mayor es la concentracion de
grupos fosfatos protonizados (HPO42) menor es el grosor del cristal de
hidroxiapatita en su eje corto (eje a). Recordemos que los grupos HPO4? se
sitian en las capas mas superficiales de los cristales de HA, y por tanto en
ambientes mas labiles en contacto con las proteinas de la matriz organica del
hueso y el agua libre (73,75). Por tanto el grosor de los cristales en el grupo de
artrosis de cadera esta condicionado, al menos en parte por la interaccién de los

grupos fosfatos de los cristales de HA con las proteinas del hueso. Esto
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concuerda con estudios previos en los que se demuestra que los cristales de HA
en el hueso se encuentra entre las fibrillas de colageno, de tal manera que la
estructura y organizacion del colageno limita el tamano del cristal y controla su
orientacién (100). Por el contrario, cuando los cristales de HA se forman y crecen
de forma extrafibrilar en el osteoide y no adheridos a las fibras de colageno,
tienden a ser mas grandes (100). El tamafio y forma de los cristales de HA no
s6lo depende de las fibras de colageno. Tanto la osteopontina como la
osteocalcina son dos proteinas no colagenas muy importantes para controlar
tanto el crecimiento, como la forma y orientacién de los cristales de HA. Ambas
acttan de manera codependiente en la mineralizacion &sea, aunque
desempenan funciones distintas en dicho proceso: la OC seria mas dominante
en la regulacién de las propiedades fisicas del componente mineral del hueso,
mientras la OPN es mas dominante en la regulacion de la composiciéon mineral

del mismo (135).

En el grupo de las fracturas no observamos relacién alguna entre el
tamario del cristal y los grupos HPO4?2 . Esto podria traducir una alteracion de la
relacion organico-mineral en el hueso que justificara por qué en la osteoporosis,

el tamafio de los cristales de HA esta aumentado (100)

6.9. FORTALEZAS Y LIMITACIONES.

Este proyecto ayuda en el conocimiento sobre la estructura del hueso

trabecular del fémur proximal a distinta escala, aportando datos que engloban

134



desde la densidad, la microarquitectura, el tamafo del cristal y la composiciéon
minero-organica 6sea. El numero de pacientes es relativamente alto comparado

con otros estudios similares.

Se trata del primer trabajo que utiliza la RNM-ES-MAS para el estudio de
la matriz organica y mineral del hueso trabecular en humanos, hallando
resultados importantes como la relacion inversa entre DMO y concentracion
proteica del hueso, a expensas fundamentalmente de pacientes con artrosis de
cadera que avalarian un aumento de la produccién de material osteoide
pobremente mineralizado como principal mecanismo fisiopatolégico de la
artrosis. También, la RNM-ES-MAS nos ha permitido demostrar una disminucién
del contenido proteico del hueso asociado a la edad en pacientes con fractura
de cadera, que podria traducir una disminucion tanto en el numero como en la
funcién osteoblastica, base de la fisiopatogenia de |la osteoporosis senil o tipo .
Esta disminucion de la cantidad de proteinas en el hueso podria ser responsable

en parte de porqué el hueso se vuelve mas fragil con la edad.

Este estudio es el primero en demostrar que no existen diferencias en
cuanto al tamafo del cristal de HA del hueso trabecular entre pacientes con
artrosis y pacientes con fractura de cadera. También es el primero en relacionar
el tamafio del cristal con la unién a proteinas utilizando DRX y RNM-ES-MAS, y
se ha demostrado que en los pacientes con artrosis el tamafio del cristal es

mayor cuanto menor es su interaccion con proteinas.
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Ademas, este estudio enfatiza las limitaciones de la DXA en pacientes con

baja densidad mineral ésea y en pacientes con edad avanzada.

Este trabajo presenta limitaciones importantes. En primer lugar es que el
analisis se limita exclusivamente al hueso trabecular, por tanto se obvia el hueso
cortical, que aunque es minoritario a nivel de la porcion proximal del fémur,
también es importante para su comportamiento mecanico. Ademas, no hemos
analizado el comportamiento mecanico de las muestras, lo cual nos hubiera
aportado informaciéon muy importante sobre la relacion entre las caracteristicas

estructurales estudiadas y la resistencia 6sea.

Otra limitacion importante ha sido que el grupo control estaba formado por
pacientes con artrosis de cadera y no con pacientes sin patologia subyacente.
Existen otros estudios publicados en los que se comparan datos
microestructurales, biomecanicos y bioquimicos entre pacientes con fractura de
cadera y coxartrosis (91). Conformar un grupo control con personas sanas sin
patologia en la cadera dificultaria en gran medida la obtencién de la muestra,
que so6lo podria extraerse de cadaver donante y conllevaria conflictos
deontolégicos que no existen obteniendo las muestras de cabezas femorales
desechadas durante una artroplastia de cadera. Ademas, esto imposibilitaria
obtener un tamafo muestral suficiente, como el que presentamos en este

estudio, que permitiese sacar conclusiones. Ejemplo de ello es el trabajo de Liy
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Apsden en el que comparan la composicion del hueso trabecular en 17 pacientes
con fractura de cadera, 16 pacientes con coxartrosis y tan sélo 7 pacientes sin
patologia ésea conocida, que constituy6 el grupo control (136). No obstante,
hemos intentando obviar las posibles alteraciones que se producen en la cabeza
femoral de pacientes con artrosis situando la regién de interés al menos 1 cm
distal a la superficie articular, y obviando zonas quisticas, en el caso de la DMO
y MicroTC, y obteniendo las muestras para DRX y RNM-ES de la region distal

de la muestra, es decir al 2 cm de la superficie articular.

Por ultimo, otra limitacién importante fue la diferencia de edad entre
ambos grupos. La edad pudo actuar como un factor de confusion independiente
en el presente estudio. Para intentar minimizar en lo posible la edad como factor
de confusién, nuestros resultados fueron ajustados a edad y CCI utilizando

analisis de regresion lineal y analisis de la varianza multivariables.
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7.CONCLUSIONES
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7.

CONCLUSIONES.

Los pacientes con fractura de cadera tienen menor densidad mineral 6sea

que los pacientes con artrosis de cadera.

Los pacientes con fractura de cadera presentan un deterioro de la
microarquitectura trabecular 6sea que consiste en un menor volumen éseo,
menor numero de trabéculas y una mayor separacion trabecular respecto al

grupo con artrosis de cadera.

Sin embargo, el tamafo de los cristales no difiere de forma significativa entre

los pacientes con fractura y los pacientes con artrosis de cadera.

No existen diferencias significativas en cuanto a la concentracion relativa del
componente mineral del hueso trabecular entre los pacientes con fractura y

los pacientes con artrosis de cadera.

En los pacientes con artrosis de cadera, el grosor de los cristales de
hidroxiapatita esta definido en parte por la concentracion relativa de los
grupos fosfatos que se encuentran en las capas mas superficiales de dicho
cristal y por tanto con mayor interaccion con las proteinas del hueso. En

cambio este hecho no se da en los pacientes con fracturas de cadera.
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6. No existen diferencias significativas en cuanto a la concentracion relativa de
proteinas del hueso trabecular entre los pacientes con fractura y los

pacientes con artrosis de cadera.

7. En los pacientes con fractura de cadera se produce una disminuciéon en la
concentracion relativa de proteinas del hueso asociada a la edad, cosa que
no sucede en el grupo de coxartrosis. El resto de los parametros
estructurales estudiados no sufrieron variaciones significativas asociadas a
la edad. Por tanto, podriamos afirmar que existe una hipermineralizacion
relativa del hueso trabecular asociada a la edad en el grupo de fracturas de
cadera, al disminuir el componente organico y permanecer constante el

componente mineral.

8. La relacion entre la DMO vy el resto de parametros estructurales estudiados
es diferente en los pacientes con fractura de cadera que en los pacientes
con coxartrosis. En los pacientes con fractura de cadera la DMO no se
correlaciond con los parametros estructurales estudiados. En cambio, en los
pacientes con artrosis de cadera la DMO aumentaba cuando aumentaban el
volumen 6seo y el numero de trabéculas, y disminuia cuando aumentaba la

separacion trabecular y la concentracion relativa de proteinas.
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8. PERSPECTIVA CLINICA Y NUEVAS

HIPOTESIS.
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8. PERSPECTIVA CLINICA Y NUEVAS HIPOTESIS.

Tras todo lo expresado en el presente trabajo, creemos que deberian

considerarse nuevos planteamientos encaminados a reducir el riesgo de fractura

por fragilidad siguiendo las siguientes pautas.

1.

La DXA es una herramienta diagndstica que tiene mayor utilidad en
pacientes relativamente jévenes y sin antecedentes de fractura. En estos
pacientes existe relacién entre la DMO y microarquitectura 6sea, sin
embargo en pacientes ancianos y con antecedentes de fractura no existe
relacion entre DMO vy las caracteristicas estructurales del hueso. No
obstante, la DXA no arroja datos sobre calidad ésea, que como hemos
demostrado en este trabajo, se encuentra deteriorada en el hueso
fracturado. Por tanto consideramos que deberian implementarse en la
practica clinica herramientas diagndsticas que valoren también la calidad

Osea.

Los aportes aislados de calcio y vitamina D, asi como de proteinas
deberian pautarse en casos de déficit nutricional demostrados de los
mismos, dado que en este proyecto se ha demostrado que la
mineralizacién y la concentracion de proteinas en el hueso no varia entre
el grupo de fracturas y el grupo control. Es habitual en la practica clinica

pautar suplementos de calcio y vitamina D como primera medida en el
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tratamiento de la osteoporosis, sin que ello implique una mayor densidad

ni mineralizacion dsea.

El tratamiento con antiresortivos como los bifosfonatos y el Denosumab
tendrian utilidad en pacientes relativamente jovenes y en estados en los
gue haya una hiperactividad osteoclastica, como puede ser en el periodo
perimenopausico. En pacientes mayores o con antecedentes de fractura
consideramos que no tendrian tanta utilidad, pues no aumentarian la
DMO ni mejorarian la microarquitectura ésea, que como hemos
demostrado en el presente trabajo, son las alteraciones estructurales mas

importantes del hueso fracturado.

En pacientes mayores y/o con antecedentes de fractura osteoporética el
tratamiento ha de restaurar la microarquitectura 6sea y con ello la DMO.
Para ello, se hace necesario el desarrollo de farmacos cuya diana
terapéutica sea implementar el numero y la funcién de los osteoblastos
que son las células formadoras de hueso. Esto, junto a los estimulos
mecanicos transmitidos por el osteocito, recompondrian al menos en
parte la microarquitectura 6sea y con ello la DMO y reducirian el riesgo

de fractura ante una caida.
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I. IMAGENES.
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Imagen 5. Esquema remodelado 6seo.
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Imagen 12. MicroTC SkyScan1172.
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Imagen 18. Algoritmo de trabajo.

Imagen 19. Centros de analisis de muestras y colaboradores.
Imagen 20. Diagrama de cajas edad en ambos grupos.

Imagen 21. Histograma distribucién por sexos en ambos grupos.
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Imagen 26. Correlacion entre DMO y tamafio del cristal de HA.
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Imagen 27. Correlacion entre edad y concentracion relativa 'H.

Imagen 28. Correlacion entre longitud eje a de los cristales de HA 'y
concentracion relativa de HPO™3 .
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