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a fractura de la extremidad proximal del
fémur, mas conocida como fractura de
cadera (FO), es una fractura por fragilidad
u osteopordtica que tiene unas peculiari-
dades que la hacen unica. Por una parte, por su
potencial gravedad. En los paises occidentales, la
FC se produce sobre todo en ancianos, con una
edad media de 80 anos, quienes tienen una nota-
ble comorbilidad' y la necesidad de un ingreso
hospitalario y una intervencién quirargica, pues
los pacientes que no son intervenidos tienen una
mayor mortalidad®. Todo ello condiciona la exis-
tencia de una importante mortalidad, como ha
sido recientemente constatado en varios estudios
realizados en Espana'?i,
Por otra parte, la FC presenta un comportamien-
to clinico diferente entre hombres y mujeres. Asi,
aunque en lineas generales las fracturas por fra-
gilidad siempre son mas frecuentes en las muje-
res, en el caso de la FC, en los tramos de edad
mas avanzada, la incidencia llega a ser casi igual
entre ambos sexos y en algunos casos mayor
entre los hombres’, siendo entre ellos mayor la
mortalidad®. Lo mismo se ha observado en otros
paises europeos de nuestro entorno y, asi, en un
estudio realizado en la regién de Picardy en
Francia, se observé que la mortalidad en la fase
aguda, inmediatamente tras la fractura, fue del
8,1% en las mujeres y del 10,2% en los varones. A
los 2 anos, la mortalidad varén/mujer mostré un
cociente 1,94/17.
Otra peculiaridad de la FC estriba en que su pre-
sencia como antecedente clinico incrementa nota-
blemente la mortalidad en aquellos pacientes que
sufren una segunda FC. Asi, en el estudio EPIDOS,
realizado en Francia, se constaté que en la fase
aguda de su ingreso hospitalario la mortalidad
para las mujeres era de 112,4 por 1.000 mujeres y
ano, mientras que si no habian sufrido previamen-
te esa misma fractura la mortalidad era notable-
mente inferior, 27,3 por 1.000 personas y afno®.

Varios estudios realizados tanto en Espana como en
otros paises europeos han mostrado la tendencia a
una estabilizacion de la incidencia de FC e, inclu-
S0, a su descenso’®. Pero también debe tenerse en
cuenta que, si bien al calcular la incidencia ésta
puede disminuir en cifras absolutas, el nimero de
fracturas ha aumentado, debido probablemente al
envejecimiento de la poblacion. Por ejemplo, en
Gran Canaria, comparando la incidencia de casos
de FC en un periodo de 5 afos separados por 20
anos entre si, aunque la incidencia globalmente
mostré una tendencia al descenso, el nimero de
fracturas se duplicé en este periodo de tiempo’; sin
embargo, en otras Comunidades Auténomas de
nuestro pais se ha descrito exactamente lo contra-
rio: un aumento de la incidencia de la FC".

Vistas estas peculiaridades de la FC en nuestro
medio es muy interesante observar el comporta-
miento de la misma en otras poblaciones, con simi-
litudes y diferencias con Espafa, como ocurre en
Latinoamérica. En este ndmero, Lopez Gavilanez y
cols.” publican datos sobre la epidemiologia de la
FC en Ecuador, tras recoger todos los casos de esta
fractura después de una minuciosa busqueda. Sus
datos son similares a los publicados en Espana hace
unos anos. Ecuador, como toda Latinoamérica, esta
observando un aumento de la esperanza de vida y
es precisamente en estos paises en los que se estd
produciendo un cambio de la pirimide poblacional,
con un aumento de la poblacién anciana, donde se
espera un aumento de la incidencia de la FC en los
proximos anos, tal y como ocurrié en Europa alre-
dedor de 30 anos atras'’. Quizas la observacion de
nuestra experiencia y evolucion en los Gltimos anos,
tanto en la adquisicion de medidas preventivas y
terapéuticas como en los estudios epidemiologicos
que aqui se han ido realizando, pueda servir a los
paises latinoamericanos para frenar en menos tiem-
po el previsible y temido incremento de la inciden-
cia de FC, tal y como hemos conseguido en este
lado del Atlantico a lo largo de 30 afnos.
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Resumen

Objetivos: Conocer la incidencia de fracturas de cadera en Ecuador en el 2016, determinando si hubo
variaciones por region geografica, residencia o estacionalidad.

Materiales y métodos: Estudio epidemiolégico, descriptivo y retrospectivo. Se utilizé el Anuario de Egresos
Hospitalarios de Ecuador para determinar el nimero de personas de 60 6 mds afos hospitalizadas con
fractura de cadera desde el 1 de enero hasta el 31 de diciembre de 2016. Para calcular la incidencia por
100.000 habitantes/anio se utiliz6 como denominador la proyeccion poblacional ecuatoriana de la
Comision Econémica para América Latina y el Caribe (CEPAL) para el ano 2016. Se calcul6 la incidencia
estandarizada por edad por el método directo usando 2 poblaciones de referencia: 1) la de 60 6 mds afos
para América Latina elaboradas por el Centro Latinoamericano y Caribefio de Demografia (CELADE) en
2016; y 2) con la poblacion de Ecuador del afio 2010.

Resultados: Un total de 2.054 personas fueron hospitalizadas con diagnéstico de fractura de cadera (1.470
mujeres 'y 584 hombres) en el 2016. La incidencia anual cruda fue de 123 casos por 100.000
habitantes/afio (74,6 por 100.000 hombres/ano y 165,8 por 100.000 mujeres/ano). La incidencia ajustada
por edad aument6 exponencialmente con la edad en ambos sexos, y en mayor magnitud en las mujeres.
La incidencia estandarizada con la poblacion de América Latina fue de 165,4 y 80,1 por 100.000/afi0, en
mujeres y hombres respectivamente. La mortalidad intrahospitalaria fue 5,1% y 3,8% en mujeres y hom-
bres, respectivamente.

Conclusiones: La incidencia de fracturas de cadera es mayor en mujeres que en hombres, existiendo un
aumento exponencial con la edad, siendo mas evidente después de los 80 anos. No hubo diferencias por
region geogrifica. En comparacion con paises desarrollados y otros paises de América Latina la inciden-
cia de fracturas de cadera fue mis baja en Ecuador.

Palabras clave: fractura de cadera, epidemiologia, incidencia, osteoporosis, adulto mayor, Ecuador.
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Osteoporotic hip fractures in older adults in Ecuador 2016

Summary

Objectives: To ascertain the incidence of hip fractures in Ecuador in 2016, to determine whether there
were variations according to geographic region, residence or season of the year.

Materials and methods: Epidemiological, descriptive and retrospective study. The Hospital Discharges
Yearbook of Ecuador was used to determine the number of people aged 60 or more hospitalized for hip
fracture from January 1 to December 31, 2016. To calculate the incidence per 100,000 inhabitants/year, the
Ecuadorian population projection of the Economic Commission for Latin America and the Caribbean (CEPAL)
was used as a denominator for the year 2016. The incidence standardized by age was calculated by the direct
method using 2 reference populations: 1) the one of 60 or more years for America Latina made by the Latin
American and Caribbean Demographic Center (CELADE) in 2016; 2) with the population of Ecuador in 2010.
Results: In total, 2,054 people were hospitalized with hip fracture diagnosis (1,470 women and 584 men) in
2016. The crude annual incidence was 123 cases per 100,000 inhabitants/year (74.6 per 100,000 men/year
and 165.8 per 100,000 women/year). The age-adjusted incidence increased exponentially with age in both
sexes. It was greater in women. The standardized incidence with with the population of Latin America was
165.4 and 80.1 per 100,000/year, in women and men respectively. In-hospital mortality was 5.1% and 3.8%
in women and men, respectively.

Conclusions: The incidence of hip fractures is greater in women than in men, there being an exponential increa-
se with age, more evident after 80 years. There were no differences by geographical region. In comparison with

developed countries and other Latin America countries, incidence of hip fractures was lowest in Ecuador.

Key words: hip fracture, epidemiology, incidence, osteoporosis, older adults, Ecuador.

Introduccién

Con el incremento de la esperanza de vida en todas
las poblaciones del mundo, el nimero de personas
de edad avanzada esta aumentando en cada region
geografica. En Ecuador, la proporcion de adultos
mayores (=60 anos) en la poblacion aument6 del
7,2% en el ano 2000, al 10,2% en 2016 (de 912.695
a 1.669.800, respectivamente). Se proyecta que para
el 2050 esta cifra incrementard al 21% (4.994.082)".

La osteoporosis es a nivel mundial un grave
problema de salud, especialmente en poblaciones
de edad avanzada. Su principal consecuencia son
las fracturas, entre las cuales la de cadera constitu-
ye la complicacion mas severa, pues se asocia con
gran morbilidad y mortalidad, estimdndose que su
incidencia en todo el mundo aumentard de 1,66
millones en 1990 a 6,26 millones en 20502

La fractura de cadera, aunque es la menos fre-
cuente (20%) de todas las fracturas osteopordticas?,
se considera un modelo apropiado para el estudio
epidemiologico de la osteoporosis’, puesto que los
pacientes que la sufren practicamente siempre ingre-
san en un hospital para su atencion, lo que permite
el registro epidemiologico de las mismas’.

La mayoria de la informacion epidemiologica
sobre la fractura de cadera de la que disponemos
proviene de estudios realizados en poblaciones nor-
teamericanas o europeas, mientras que en Ameérica
Latina los datos son escasos en relacion con los pai-
ses del hemisferio norte (EE.UU., Europa)®'2.

El objetivo principal de este estudio fue cono-
cer las tasas de incidencia de la fractura de cade-
ra —cruda, especificas por edad y sexo, y estanda-
rizada con una poblacién de referencia—, en los
adultos de 60 anos y mayores en Ecuador en 2016.
Un objetivo secundario fue determinar si hay

variaciones en la incidencia por regién geogrifica,
residencia urbana o rural, o época del afio en que
ocurren las fracturas de cadera.

Materiales y métodos

La Republica del Ecuador, estd situada en el nor-
oeste de América del Sur y se extiende desde las
latitudes 1°N a 4°S. En Ecuador no existe una
separacion definida de las 4 estaciones como ocu-
rre en los hemisferios norte y sur, y solo tenemos
en el ano una estacién seca y otra de lluvias.
Nuestro pais tiene diferentes climas: un clima tro-
pical y subtropical en las regiones litoral del
Pacifico y oriental (23 a 36°C), y un clima templa-
do y frio (13 a 18°C) en la regién andina del cen-
tro del pais®.

En el 2016 la poblacion de Ecuador es de
16.384.534 habitantes, de los cuales 1.669.800 (10,2%
de la poblacién total) tienen 60 afios y mas'.

Presentamos un estudio descriptivo y retrospec-
tivo en base a los datos de los egresos hospitalarios
registrados en el ano 2016 por el Instituto Nacional
de Estadistica y Censos de Ecuador (INEC)". Se uti-
liz6 el Anuario de Egresos Hospitalarios 2016, para
extraer la informacion de las personas de 60 anos y
mayores hospitalizados con el diagnéstico principal
de fractura de cadera desde el 1 de enero hasta el
31 de diciembre de 2016.

El Anuario de Egresos Hospitalarios es parte del
Sistema Nacional de Vigilancia realizado anual-
mente por el INEC" que registra los egresos de
todos los hospitales publicos y privados de
Ecuador. Los datos extraidos de los registros hos-
pitalarios contienen informacién relacionada con
datos demograficos y administrativos, estado al alta
hospitalaria y diagnéstico principal al egreso'.
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El diagnéstico de fractura de cadera se registré
segln la Clasificacion Internacional de Enfermedades,
décima revision, modificacion clinica (S72.0-S72.1 y
§72.2)5. Se calcularon las tasas de incidencia cruda y
especifica de edad y sexo para los grupos de edad
60-64, 65-69, 70-74, 75-79, 80-84 y 85 y mas afos.
Para calcular las tasas de incidencia por 100.000
habitantes/ano se utilizé6 como denominador la pro-
yeccion de la poblacion ecuatoriana por edad y sexo
para el 2016 elaborada por la Comisién Econémica
para América Latina y el Caribe (CEPAL)'. Calculamos
la incidencia estandarizada por edad por el método
directo usando 2 poblaciones de referencia: 1) la de
60 6 mds afios para América Latina elaboradas por el
Centro Latinoamericano y Caribefio de Demografia
(CELADE) - Divisién de Poblacion de la CEPAL, revi-
sion publicada en 2016'; y 2) con la poblacion de
Ecuador segtn el censo de poblacion y vivienda de
2010%. Los casos se consideraron procedentes de
medio urbano o rural segin la clasificacion de divi-
sion territorial de Ecuador”.

La mayoria de los estudios epidemioldgicos uti-
lizan para la estandarizacion de las tasas de inci-
dencia los datos de poblaciones caucasicas, princi-
palmente de EE.UU. y Europa, o los globales de la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS). América
Latina es un crisol de nacionalidades, que compar-
ten una diversidad de climas, origen racial, etnias y
caracteristicas socioculturales. Decidimos utilizar la
poblacion de referencia publicada por la CEPAL' para
América Latina, porque nos aproxima mas a las simi-
litudes de las poblaciones de nuestra region. Ademas,
para efectos de comparacion, también estandariza-
mos con la propia poblacion de Ecuador 2010.

La tasa de mortalidad hospitalaria se definio
como el nimero de eventos fatales dividido para
el ndmero total de pacientes hospitalizados por
fractura de cadera®™. El andlisis estadistico de los
datos se realiz6 con el programa informatico EPIDAT.
Version 4.2 (www.sergas.es/Saude-publica/EPIDAT).
Se consideré un valor de p<0,05 como estadistica-
mente significativo.

Los proyectos que involucren encuestas/inves-
tigacion y bases de datos bibliograficas de acceso
y uso publicos (p. €j., INEC)" son excluidos de la
necesidad de aprobacién por un Comité de Etica
en Investigacion. Aun asi, este estudio fue revisa-
do y aprobado por el Comité de Etica del Hospital
Docente de la Policia Nacional Guayaquil N° 2.

Resultados

En el ano 2016 en Ecuador, la poblacion de adul-
tos de 60 6 mas anos fue de 1.669.800 habitantes
y representa el 10,2% de la poblacion total
(n=16.384.534). Durante el afo 2016, hubo
183.191 hospitalizaciones entre las personas de 60
afos o mayores, de las cuales, 2.054 (1,12%) fue-
ron por fracturas de cadera.

La edad media del total de los casos es
80,7+10,8 (IC 95%: 80,36; 81,2); y separados por
sexo 81,5£9,6 anos en hombres (IC 95%: 80,7,
82,3) (n=584), y 82,7+8,6 afios en mujeres (IC 95%:
82,2; 83,1) (n=1.470).

La incidencia anual cruda de fracturas de cadera
en adultos mayores (=60 anos) fue de 123 casos por
100.000 habitantes (IC 95%: 117,7;128,4); 74,6 por
100.000 hombres (IC 95%: 68,7; 80,9) y 165,8 por
100.000 mujeres (IC 95%: 157,4; 174,4) (Tabla D).

Tabla 1. Incidencia de fractura de cadera en adultos mayores en Ecuador 2016

Poblacion Fracturas Incidencia®
Relacion

Grupos . . Mujeres Hombres lrln i
deedad | Mujeres | Hombres | Mujeres | Hombres (C 95%)" C 95%)" ombre
(afios)

60-64 278.930 261.139 41 38 14,7 (10,5-19,9) 14,6 (10,3-19,9) 1
65-69 199.991 | 183.813 92 43 46,0 (37,08-56,4) 23,4 (16,9-31,5) 1,9
70-74 156.318 138.828 135 53 80,4 (72,4-102,2) 38,2 (28,7-49,9) 2,26
75-79 113.050 95.486 207 89 1831 (159-209,8) 93,2 (74,8-114,7) 1,96
80-84 74.727 58.775 302 113 404,1 (359,8-452,4) | 192,3 (158,4-231,1) 2,10

=85 63.808 44.935 093 248 1086,1 (1006,7-1170) | 551,9 (485,3-625) 1,96
Total 886.825 782.975 1.470 584 165,8 (157,4-74,4) 74,6 (68,6-80,9) 2,22

IE1¢ 157,3 (149,2-165,4) 80,1 (73,8-80,9) 1,96

IE2¢ 166 (159-173) 75 (70-79,3) 2,21

¢ incidencia por 100.000 habitantes/ano; " IC 95% = intervalo de confianza 95%; ©: incidencia estandarizada
para poblacion =60 afios de América Latina 2016%; ¢ incidencia estandarizada para poblacién =60 afios de
Ecuador 2010. Censo de Poblaciéon y Vivienda Ecuador 2010.



La incidencia de fractura de cadera ajustada
por edad estandarizada con la poblacion de
América Latina' fue de 80,1 por 100.000 hombres
aC 95%: 73,7; 86,9) y 157,3 por 100.000 mujeres
(IC 95%: 149,2; 165,4) (Tabla 1), y la incidencia
ajustada por edad estandarizada con la poblacion
de Ecuador en 2010, fue de 75 por 100.000 hom-
bres (IC 95%: 70-79,3) y 166 por 100.000 mujeres
(IC 95%: 159-173) (Tabla 1).

La incidencia especifica por edad aument6 sig-
nificativamente para hombres y mujeres en el
grupo de 80 anos y mas, situacion que fue mdas
notable en las mujeres (Figura 1).

La incidencia fue similar en hombres y mujeres
de 60-64 anos, pero después de esta edad la inciden-
cia era constantemente mds elevada en las mujeres
(Tabla 1). La incidencia en ambos sexos aumentd en
un patrén exponencial con el aumento de la edad,
desde 14,6 por 100.000 hombres y 14,7 por 100.000
mujeres en el grupo de edad de 60 a 64 afios, a 551,9
por 100.000 hombre y 1.086 por 100.000 mujeres en
el grupo de edad 85 anos o mas (Tabla 1).

En los hombres el nimero de fracturas aumen-
t6 de 38 en el grupo de edad 60-64 anos, a 248 en
el de 85 afnos y mayores, un aumento de 6,5 veces;
y en las mujeres aumentd de 41 en el grupo de
edad 60-64 anos a 693 en el de 85 afios y mayo-
res, un aumento de 16,9 veces (Figura 2).

En el grupo de 80 6 mis anos el nimero de
fracturas de cadera fue del 48,4% y 17,6% en muje-
res (n=995) y hombres (n=361), respectivamente.

La relacion mujer:hombre de la incidencia general
fue de 2,22, y fue superior a 1 en todos los grupos de
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edad, excepto en el grupo de 60 a 64 afios en que fue
similar (relacion=1); la relacion mas alta entre mujeres
y hombres se encontrd en los grupos de 70-74 y 80-
84 anos (2,3 y 2,1, respectivamente) (Tabla 1).

La edad media de los hombres con fracturas
cervicales y pertrocantéricas fue de 81,1+9,7 y
82,5£9,3 afos respectivamente, y en las mujeres
de 82,6+8,5 y 83,3+8,6 anos respectivamente.

Las fracturas de cuello de fémur fueron mas
numerosas que las pertrocantéricas, 64,8% y 30,48%
respectivamente, mientras que las subtrocantéricas
apenas llegaron al 4,72%.

El 57% de los casos de fracturas de cadera se
atendieron en los hospitales del sector publico, el
35,7% en hospitales del sector privado, y 7,15% en
hospitales de beneficencia. La duracion de la estan-
cia hospitalaria global fue de 8,6+8,3 dias (IC 95%:
8,28; 8,99); en hospitales publicos fue de 9,9+8,6
(IC 95%: 9,4; 10,3) (n=1.173) y para los privados, de
7,02+7,9 dias (IC 95%: 6,5; 7,5) (n=881).

No hubo diferencias significativas en cuanto al
nimero de fracturas entre las regiones de la costa
y andina, 49,03% (n=1.007) y 48,2% (n=990), res-
pectivamente. Mientras que las regiones Amazonia
e insular representan solo el 2,58% (n=53) y 0,19%
(n=4), respectivamente (Figura 3).

En el Gltimo trimestre del ano 2016 se produje-
ron mas fracturas de cadera que en los 3 primeros
trimestres de éste: 27% vs. 24,7% (p<0,00D).

En el drea urbana se produjeron mds fracturas
que en la rural (91,7% wvs. 8,3%; p<0,05). Las tasas
de mortalidad intrahospitalaria fueron del 5,1% y
3,8% para hombres y mujeres, respectivamente.

Figura 1. Incidencia de fracturas de cadera especificas por edad en Ecuador
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Figura 2. Namero de fracturas de cadera por edad en Ecuador
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Figura 3. Fracturas de cadera en las diferentes regiones geograficas de Ecuador
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Discusion

En el siglo XXI la mayoria de las fracturas de cadera
ocurrirdn en los paises en via de desarrollo, y los
mayores incrementos ocurrirdn en los paises de Asia
y América Latina®. La esperanza de vida esta aumen-
tando en todos los paises de América Latina, presa-
giando un aumento de la importancia de la osteopo-
rosis como problema de salud publica. Ecuador tam-
bién estd inmerso en una transicion epidemioldgica
y demogrifica, con un nimero creciente de adultos
mayores y un aumento en la esperanza de vida. En
Ecuador la esperanza de vida al nacer en ambos
sexos aumentd de 72 afnos en 1990 a 76 afios en
2015, siendo mayor este aumento en las mujeres que
en los hombres (79 vs. 74 anos, respectivamente)'.
En el ano 2000, la proporcion de adultos mayores en
nuestra poblacién era 7,2%, y aumento a 10,2% en
2016. Por lo que es de esperar que el nimero de
fracturas asociadas con el envejecimiento y la osteo-
porosis (fractura de cadera y otras) aumente'.

La fractura de cadera es la complicacion mas
grave de la osteoporosis y es la que usualmente se
utiliza a nivel mundial como modelo para efectuar
estudios epidemiologicos’. Los paises de América
Latina tienen un origen histérico comun (invasion y
colonizacion por europeos), asi como similitudes en
el origen racial (mestizaje), clima, desarrollo econ6-
mico, social y cultural, que nos identifica como un
verdadero subcontinente. Estas particularidades
también se ven reflejadas en las tendencias epide-
miologicas de las enfermedades de distribucion
mundial, como es la osteoporosis. Por ejemplo, si se
considera las tasas especificas de etnia, la poblacion
de hispanos en los EE.UU. estaria en la categoria de
bajo riesgo con relacion a la poblacion caucisica’.

Existe gran variacion geografica en la incidencia
de fracturas de cadera a través de continentes, asi
como entre diferentes regiones de un mismo pais®.
En promedio las tasas de fractura de cadera estan-
darizadas por edad son mas altas en Norteamérica y
Europa, seguido por Asia, Medio Oriente, Oceania,
América Latina y Africa?. Hay un gradiente norte-sur
en estudios europeos, y también se observan mas
fracturas en el norte de los EE.UU. que en el sur®®.
Estas variaciones demuestran que factores demogra-
ficos, geogrificos, ambientales y étnicos desempe-
fian un rol importante en la epidemiologia de la frac-
tura de cadera’. En América Latina también existen
diferencias entre los distintos paises de la region, e
incluso entre regiones de cada pais’.

En un estudio reciente de tendencia de la inci-
dencia de fractura de cadera desde 1999 a 2016 rea-
lizado en nuestro pais®, se informa de que un mar-
cado aumento anual de las tasas de fractura de
cadera se observd predominantemente entre los
residentes de la region costera, superando esas
tasas en la region de los Andes en 2016. Sin embar-
2o, en el estudio actual no se demuestran diferen-
cias significativas en la distribucion geografica de la
frecuencia de fracturas de cadera entre las regiones
de la costa y andina en 2016. Es de anotar que el
grupo etario con el que se realizé este estudio es
diferente (60 vs. 65 afios), lo que estimamos expli-
caria esta discrepancia.

De los estudios que disponemos sobre la epide-
miologia de la osteoporosis en América Latina, se
puede colegir que existe en general una incidencia
de fracturas de cadera menor que la de los paises
desarrollados’. Algunos de estos estudios basados
en la poblacion produjeron cifras de incidencia
entre 203,6 y 304,5 fracturas por 100.000 personas
de 50 6 mds anos. Mientras que otros basados en
datos de hospitales informaron valores entre 40 y
362 fracturas por 100.000 personas de 50 6 mids
anos***. El pais con incidencia mis elevada es Per,
seguido de Brasil y Argentina. Aquellos con las inci-
dencias mas bajas son Venezuela y Ecuador®''. En
nuestro estudio la cifra de incidencia en adultos de
60 y mds anos se incrementa con relacion a un estu-
dio previo", aunque sigue estando entre los mas
bajos de la region y muy por debajo si lo compara-
mos con los del hemisferio norte’. Segun la clasifi-
cacion de Kanis et al., Ecuador estaria entre los pai-
ses de bajo riesgo’. En un estudio previo del 2005
realizado en nuestro pais'" se informé de una inci-
dencia anual sustancialmente menor (49,5 por
100.000) que la descrita en el presente estudio. Dado
el diferente diseno (poblacion adultos =50 anos),
dicho trabajo no es directamente comparable con el
nuestro; ademds de que existe una diferencia de 11
anos respecto al presente.

Aunque la mayoria de los estudios en América
Latina han mostrado tasas de fractura de cadera
mas bajas que las encontradas en la poblacion de
los EE.UU., Canada y Europa, estos resultados
pueden deberse a la seleccion de la poblacion
estudiada, diferencias en la expectativa de vida de
las poblaciones!, diferencias en la definicion de
los casos, y a otros factores metodolégicos®.

Se ha descrito una variacién estacional en la
incidencia de fractura de cadera, siendo mas alta en
los meses de invierno”. Se ha reportado que cam-
bios en las condiciones meteoroldgicas podrian
explicar estas diferencias estacionales”. En efecto,
una caida —usualmente desde su propia altura— es
el mecanismo subyacente de la fractura de cadera
en la mayoria de los casos, y esto seria favorecido
por las malas condiciones climatolégicas (estacion
lluviosa y/o clima frio y himedo). Otro mecanismo
implicado, es la alteracion del metabolismo de la
vitamina D y la absorcion del calcio que se produ-
ce durante los meses de invierno, aunque seria
menos probable en el corto plazo. Ecuador no
tiene estacion de invierno similar a la de los paises
nordicos, y la estacion lluviosa se inicia en el mes
de enero y termina en abril. No tenemos explica-
cion para el predominio de las fracturas en los 3
tltimos meses del ano en el presente estudio. En
Ecuador se ha descrito un estado de déficit de vita-
mina D en la poblacion tanto en residentes de la
costa como de la region andina, lo que podria ser
un factor contribuyente a la incidencia encontrada
en este estudio®®, pero esta evidencia no necesa-
riamente estarfa relacionada con la estacionalidad
en la que se produjeron la mayoria de las fracturas.
Una limitacion es, tal vez, el corto periodo de estu-
dio, lo cual dificulta investigar cambios temporales
tanto en la tendencia, asi como en la estacionalidad
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de las fracturas de cadera. En estudios posteriores
deberia analizarse la influencia de las condiciones
meteorologicas en esta distribucion estacional.

Si bien es cierto que en la region andina de
nuestro pais los hibitos de vestido y el clima frio"
condicionan una menor exposicion a la luz del
sol, no se encuentran diferencias por region en la
frecuencia con que ocurren fracturas de cadera
(costa vs. Andes).

Globalmente, las tasas de fractura de cadera son
mayores en mujeres que en hombres, con una
razon promedio de aproximadamente 2:1%%, lo cual
estd en concordancia con nuestros datos en los que
encontramos en promedio una relacion 2:1.

Se ha descrito una menor incidencia de fractura
de cadera en la poblacion rural; puesto que las frac-
turas de cadera requieren atencion médica inmedia-
ta y, en la mayoria de los casos, un procedimiento
quirtrgico, seria muy raro que algin habitante rural
que sufra una fractura de cadera no recibiera aten-
cion hospitalaria. Esto estarfa en concordancia con
nuestros resultados, en los que la proporcion de
fracturas de cadera en el area rural es menor que en
la urbana (8,3% vs. 91,7%, respectivamente), y se
observan resultados similares en otros paises®. Se ha
atribuido como una posible causa que su estilo de
vida mas activo fisicamente puede protegerlos con-
tra la osteoporosis y las fracturas®. No obstante, es
de anotar que la distancia usualmente alejada de los
centros urbanos, la disponibilidad del transporte, o
la carencia de personal sanitario especializado
puede ser un factor limitante para la atencién a estos
pacientes en las dreas rurales.

Existen datos discrepantes en la literatura sobre
la proporcion fractura cervical/fractura pertrocanté-
rea. Para algunos autores esta relacion varia amplia-
mente, mientras que para otros son aproximada-
mente iguales y juntas comprenden mas del 90% de
las fracturas del fémur proximal®. En nuestro estudio
el ndmero de fracturas de cuello femoral es mayor
que el de las pertrocantéricas en todos los grupos
de edad, 64,8% y 30,5% respectivamente, mientras
que las subtrocantéricas apenas llegan al 4,72%. Es
probable que esto dependa fundamentalmente del
tipo de poblacién estudiada, puesto que en algunos
estudios previos la edad promedio de los sujetos
con fracturas trocantéricas es mayor que la de los
casos con fracturas cervicales!!. Sin embargo, los
resultados del presente estudio no avalan esta afir-
macioén, pues nosotros no encontramos diferencias
en la edad promedio entre los casos con fractura de
cuello de fémur y la de otros sitios. No tenemos
explicacion para el predominio de las fracturas de
cuello femoral reportadas en el presente estudio,
pero se ha descrito que estas fracturas parecen ser
mas sensibles a los efectos de la nutricion, y a fac-
tores socioecondmicos y ambientales.

Las diferencias encontradas en los dias de
estancia hospitalaria son, probablemente, debido
a la estructura del sistema de atencion médica
general y a las practicas de atencién de la fractu-
ra de cadera en los distintos paises. En nuestra
cohorte fueron algo mds cortos (8,685 dias) que
los reportados en otros estudios (11-16 dias)®.

La mortalidad asociada con las fracturas de
cadera es substancial, con tasas reportadas de 16%
a 23% dentro del 1 ano después del evento®®. El
riesgo de mortalidad parece ser mayor en hom-
bres que en mujeres. En hombres, las tasas de
mortalidad general en 1 ano oscilan entre 18% y
31%?. Esta disparidad en las tasas fue confirmada
por una revision sistemdtica del exceso de morta-
lidad al ano posterior a la fractura de cadera®. En
América Latina, entre el 17 y el 37% de los pacien-
tes con fractura de cadera mueren en el afo
siguiente a la fractura®. En este estudio, la tasa de
mortalidad intrahospitalaria por fractura de cadera
fue de 5,1% en hombres y 3,8% en mujeres, lo que
estd en el rango reportado en otros estudios!'*,

Los autores reconocen que, dado la naturaleza
del diseno, el presente estudio presenta algunas
limitaciones que deben ser destacadas. En primer
lugar, el nimero de casos podria estar subestima-
do si los pacientes hubieron sido tratados fuera de
un hospital. Sin embargo, esta eventualidad es
poco probable, puesto que se estima que practica-
mente el 100% de las fracturas de cadera son aten-
didas en hospitales’. En Ecuador, el nimero de
pacientes tratados fuera de un hospital después de
una fractura de cadera es indeterminado.

En segundo lugar, también es posible que algu-
nos casos hayan sido atendidos fuera de su residen-
cia habitual por haberse producido la fractura en
otro lugar. Esto constituye un sesgo impredecible e
inevitable, pero por razones de probabilidad no
debe ser significativo. Otros casos pueden haber
sido trasladados a otra region, lo cual es probable
por las condiciones en que se encuentren las vias
de comunicacion con las regiones vecinas.

Tercero, el diseno de este estudio no permite
identificar el mecanismo desencadenante de la
fractura, ni la presencia de una fractura previa. La
comorbilidad de la fractura de cadera no fue estu-
diada en este trabajo, por lo que no podemos infe-
rir el impacto de éstas en la mortalidad.

Pese a estas limitaciones debemos destacar que
la principal fortaleza del presente estudio es que
se obtuvo la informacion de fuentes oficiales que
se actualizan cada ano y que recogen datos de
todos los hospitales publicos y privados de todo el
pais, por lo que se les atribuye una gran confiabi-
lidad.

En resumen, en nuestro estudio observamos
que el ndmero e incidencia de fracturas de cadera
aumenté con la edad en ambos sexos y este
aumento fue mayor en las mujeres. Este incremen-
to es consistente con patrones descritos en la mayo-
ria de las poblaciones donde hay una predominan-
cia femenina, un aumento exponencial con la edad
y no hubo diferencias por region geografica.

Debido al envejecimiento de la poblacion en
Ecuador, es de esperar que el nimero de fracturas
de cadera aumente considerablemente entre las
personas de 80 6 mas anos. Datos epidemiologi-
cos precisos y actualizados son esenciales para
disenar estrategias de prevencion y tratamiento de
la osteoporosis y su consecuencia mas temida, la
fractura de cadera, en nuestro pais.
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Resumen

Objetivos: Identificacion de potenciales biomarcadores implicados en procesos de calcificacion vascular
para avanzar en el diagnostico y tratamiento de esta patologia en sus estadios subclinicos.

Meétodos: Se trata de un trabajo experimental en el que se incluyeron 5 pacientes con diabetes mellitus
tipo 2 (DM2) con enfermedad arterial periférica e isquemia critica. Se realizé una extraccion proteica e
identificacion del proteoma mediante cromatografia liquida y espectrometria de masas (LC-MS/MS) de
secciones de arteria femoral calcificada. Las proteinas identificadas fueron analizadas a través de gene
ontology y comparadas con otras proteinas especificas de patologias vasculares relacionadas mediante la
base de datos DisGeNET.

Mediante el programa informatico Cytoscape se analiz6 la red de funciones biologicas de las proteinas
seleccionadas para su clasificacion en base a la patologia en la que estin implicadas.

Resultados: Se identificaron 530 proteinas en las muestras analizadas con funciones mayoritariamente de
union a calcio y catalitica. 37 de ellas fueron comunes en otras patologias vasculares relacionadas.

La exploracion de las redes biolégicas de las 37 proteinas identificadas, dio lugar a la identificacion de 2
potenciales marcadores especificos de calcificacion vascular en procesos ateroscleréticos, como la proteina
mitocondrial de choque térmico de 10 kDa, y la subunidad flavoproteica de la succinato deshidrogenasa.
Conclusiones: Existe una importante expresion de proteinas implicadas en procesos de mineralizacion
Osea en tejido vascular calcificado, sugiriendo la existencia de mecanismos moleculares comunes entre la
regulacion Osea y vascular. El uso de herramientas bioinformaticas sugiere la implicacion de la proteina
de choque térmico de 10 kDa mitocondrial y la subunidad flavoproteica de la succinato deshidrogenasa
como posibles biomarcadores de calcificacion vascular en pacientes con DM2, aunque son necesarios estu-
dios adicionales que confirmen esta hipotesis.

Palabras clave: diabetes mellitus tipo 2, enfermedad cardiovascular, calcificacion vascular, biomarcadores, protedmica, bioinformatica.
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Using free access bioinformatic tools to identify potential vascular
calcification biomarkers in diabetes mellitus type 2 patients

Summary

Objectives: 1dentify potential biomarkers involved in vascular calcification processes to improve DM2
diagnosis and treatment in its subclinical stages.

Methods: This experimental study included 5 patients suffering diabetes mellitus type 2 (DM2) with peri-
pheral arterial disease and critical ischemia. Protein extraction and identification of the proteome were
carried out using liquid chromatography and mass spectrometry (LC-MS/MS) of calcified femoral artery
sections. The identified proteins were analyzed through gene ontology and compared with other speci-
fic proteins of related vascular pathologies through the DisGeNET database. Cytoscape software analy-
zed the network of biological functions of the proteins selected for classification based on the disease in
which they are involved.

Results: 530 proteins were identified in the analyzed samples with functions mainly of calcium binding
and catalytic. 37 of them were common in other related vascular pathologies. The exploration of the bio-
logical networks of the 37 proteins identified, led to the identification of 2 potential specific markers of
vascular calcification in atherosclerotic processes, such as 10-kDa thermal shock mitochondrial protein,
and the flavoprotein subunit of succinate dehydrogenase.

Conclusions: There is significant expression of proteins involved in processes of bone mineralization
in calcified vascular tissue, suggesting the existence of common molecular mechanisms between bone
regulation and vascular. The use of bioinformatics tools suggests the involvement of the mitochondrial
10 kDa heat shock protein and the subunit of the succinate dehydrogenase as potential biomarkers of
vascular calcification in patients with DM2, although additional studies are needed to confirm this
hypothesis.

Key words: diabetes mellitus type 2, cardiovascular disease, vascular calcification, biomarkers, proteomics, bioinformatics.

Introduccién

La diabetes mellitus tipo 2 (DM2) es un importan-
te problema de salud publica a nivel mundial que
afecta a una gran parte de la poblacion. Se predi-
ce un aumento de los casos de DM2 en todo el
mundo, pudiendo llegar a afectar a mas de 300
millones de personas en 2025'. La DM2 esta rela-
cionada con diversas complicaciones, siendo las
cardiovasculares una de las principales causas de
mortalidad de esta enfermedad? Dentro de estas
complicaciones, la isquemia crénica de miembros
inferiores debido a procesos aterosclerdticos es
una de las complicaciones vasculares mas frecuen-
tes en los pacientes con DM2, existiendo una pre-
valencia de presencia de placas calcificadas en
miembros inferiores que puede alcanzar el 44,6%
en esta poblacion’. Varios estudios revelan que la
DM2 es un factor de riesgo independiente en el
desarrollo de enfermedad cardiovascular (ECV) en
hombres y mujeres*’. El desarrollo de estas com-
plicaciones vasculares estd determinado por la
presencia de factores de riesgo comunes en DM2
como la obesidad, hiperglucemia crénica, resisten-
cia a la insulina, dislipidemia y estados de inflama-
cion y oxidacion entre otros. Sin embargo, solo
algunos de los pacientes con DM2 desarrollaran
estas complicaciones vasculares mientras que
otros, a pesar de presentar los mismos factores de
riesgo, no sufrirdn eventos cardiovasculares
durante el curso de la enfermedad. Esto sugiere
que la ruta que vincula la disglicemia y la ECV no
esta bien establecida, siendo necesario el estudio

en profundidad de los factores implicados en el
desarrollo de la ECV asociada a la DM2. Existen
evidencias que han mostrado un proceso de regu-
lacion de la calcificacion vascular semejante a la
mineralizaciéon Osea, sugiriendo una conexion
entre alteraciones del metabolismo 6seo y del sis-
tema vascular.

En este contexto, la identificacion de nuevos
biomarcadores implicados en el desarrollo de las
complicaciones vasculares en pacientes con DM2
puede ser de gran importancia para mejorar el pro-
nostico y la calidad de vida de esta poblacion, asi
como para disefar nuevas estrategias preventivas y
terapéuticas que impidan el desarrollo de eventos
cardiovasculares, reduciendo de esta forma la
morbi-mortalidad de los pacientes diabéticos.

El anilisis proteémico es un enfoque libre de
hipotesis que integra las influencias genéticas y
epigenéticas mediante el examen de los perfiles
de expresion de proteinas, y no estd limitado por
conocimientos previos. La mayoria de estudios de
busqueda de biomarcadores se han realizado a
nivel sérico, debido a su facil obtencién mediante
técnicas no invasivas. Sin embargo, existen protei-
nas que no se liberan al torrente sanguineo sino
que se expresan de forma especifica en los tejidos
afectados, no pudiéndose, por tanto, detectar
mediante estudios proteémicos de suero. Por ello,
el objetivo de este estudio consiste en la identifi-
cacion de potenciales biomarcadores de ECV en
tejido vascular calcificado de pacientes con DM2
mediante el uso de técnicas protedémicas. Una de
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las principales limitaciones en estudios de este
tipo es la obtencion de muestras tisulares proce-
dentes de sujetos sanos, o de pacientes sin com-
plicaciones asociadas, lo que dificulta mucho la
realizacion de un estudio comparativo del perfil
proteico entre casos y controles para la identifica-
cion de proteinas implicadas en la patologia de
estudio. La introduccion de herramientas bioinfor-
maticas en el ambito cientifico en los ultimos
anos ha ayudado a solventar estas limitaciones. La
bioinformatica es crucial para combinar informa-
cion de multiples fuentes y para generar nuevo
conocimiento a partir de los datos existentes.
Tiene, ademas, el potencial de simular la estructu-
ra, funcién y dindmica de los sistemas molecula-
res, entre otras utilidades, y es, por tanto, util en
la formulacién de hipdtesis que orienten el traba-
jo experimental.

En este estudio se aplican diferentes herra-
mientas bioinformaticas que nos permiten obtener
una gran cantidad de informacién publicada de
forma gratuita online. De esta forma, se ha utiliza-
do un clasificador segin determinadas caracteris-
ticas de las proteinas identificadas, como su fun-
cion molecular, proceso biolégico o su comporta-
miento como componente celular, lo que nos ha
permitido estudiar las proteinas en su conjunto, y
su proporcion seglin estas caracteristicas en los
sujetos de estudio.

Por otro lado, la utilizacién de repositorios de
proteinas identificadas como biomarcadores de
distintas patologias potencialmente relacionadas
con la calcificacion de la arteria femoral nos per-
mite establecer nexos proteicos entre distintas
patologias, asi como identificar proteinas especitfi-
cas de la patologia de estudio.

La aplicacién de estas herramientas, permite,
por tanto, profundizar en el conocimiento de las
vias implicadas en las patologias vasculares, ofre-
ciendo, al mismo tiempo, una orientacion experi-
mental dirigida para la identificacion de potencia-
les biomarcadores implicados en los procesos ate-
rosclerdticos de la arteria femoral.

Material y métodos

Poblacion de estudio

Nuestro trabajo experimental incluyé 5 sujetos de
estudio. Los pacientes incluidos en el estudio son
pacientes diagnosticados con DM2 segin los crite-
rios de la American Diabetes Association (2011). El
criterio de inclusion de la enfermedad arterial perifé-
rica fue la presencia de isquemia critica con indica-
cion de amputacion mayor de miembro inferior por
no ser candidatos a revascularizacion o porque ésta
ha fracasado. Los criterios de isquemia critica segin
la recomendacion n° 16 del documento de consen-
so sobre enfermedad arterial periférica, TASC 11 [1],
son: dolor isquémico persistente y recidivante en
reposo que exige analgesia con opidceos durante al
menos 2 semanas; Ulceras o gangrena en pie o en
dedos de los pies; presion arterial sistolica en tobi-
llo menor de 50 mmHg o presién sistdlica en dedo
del pie menor de 30 mmHg; cronicidad con exclu-
sion de la isquemia aguda.

Los pacientes procedian del Hospital
Universitario Campus de la Salud de Granada y
fueron evaluados en el Servicio de Angiologia y
Cirugfa Vascular. Todos los pacientes eran de raza
blanca, con niveles séricos normales de calcio y
fésforo y sin enfermedades de rifion, higado, gas-
trointestinales o enfermedades del tiroides. Todos
ellos recibian medicacion para la DM2, incluyen-
do metformina, sulfonilureas, insulina o una com-
binacion de estos farmacos.

Se obtuvieron muestras de tejido vascular pro-
cedente de la arteria femoral con presencia de
calcificacion. Las muestras fueron inmediatamen-
te criopreservadas tras su extraccion. Todas las
muestras utilizadas para el estudio fueron gestio-
nadas por el Biobanco del Sistema de Salud
Publico Andaluz (SSPA Biobanco) del Hospital
Universitario San Cecilio, de acuerdo con los pro-
cedimientos del Biobanco aprobados por el
Comité de Etica para la Investigacién Biomédica
de Andalucia.

Todos los sujetos incluidos en el estudio firmaron
la aceptacion y la comprension del consentimiento
informado. El estudio se realizé con la aprobacion
del Comité Etico del Hospital Universitario San
Cecilio y conforme a las directrices éticas relevan-
tes para la investigacion humana y animal recogi-
da en la declaracion de Helsinki.

Estudio proteémico

Extraccion proteica

Las muestras correspondientes a 45 secciones de
tejido de la arteria femoral fueron homogeneiza-
das a 4°C tras la adicion de 500 pL de tampdn de
extraccion de proteina soluble (20 mM Tris-HCI
pH 7,6, 10 mM NaCl, 0,5 mM deoxicolato de
sodio, 1 mM EDTA, 4% SDS, 30% glicerol, 5 mM
PMSF, 200 mM DTT, benzonasa -1uL/10 mL de
tampoén-). Las muestras se centrifugaron durante
15 minutos a 6.000 r.p.m. y 4°C y se recogi6 el
sobrenadante que representa la fraccion citosolica
de las células donde se encuentran las proteinas
solubles. Estas muestras se conservaron a -80°C
hasta su procesamiento posterior para el analisis
proteico.

Procesamiento de la muestra

Las muestras congeladas se enviaron para su and-
lisis en la Unidad de Protedmica de los Servicios
Centrales de Apoyo a la Investigacion (SCAD de la
Universidad de Cérdoba. Una vez descongeladas,
las muestras se concentraron por ultrafiltracion
utilizando una columna de centrifugado Amicon
Ultra-0.5 Centrifugal Filter de 3kDa. Los extractos
de proteina se limpiaron mediante electroforesis
SDS-PAGE 1D al 10% de poliacrilamida. Para ello,
las muestras se cargaron sobre el gel concentra-
dor, al que se le aplico un voltaje de 100 V hasta
que el frente de electroforesis alcanzo6 el gel sepa-
rador. El ensayo se detuvo cuando el extracto de
proteina habia entrado 1 cm en el gel separador.
El gel fue tenido con azul de Commasie, y poste-
riormente se realizé el corte y extraccion de las
bandas del gel que se mantuvieron en agua hasta
la digestion.



Para la digestion proteica, las porciones de gel se
conservaron en bicarbonato de amonio (BA) 200
mM/ acetonitrilo al 50% durante 15 minutos, con pos-
terior incubacion durante 5 minutos en acetonitrilo al
100%. La proteina se mantuvo en condiciones reduc-
toras mediante la adicion de DTT 20 mM en BA 25
mM, y fue incubada durante 20 minutos a 55°C. La
mezcla se enfrié a temperatura ambiente, con la pos-
terior alquilacion de los grupos tioles libres por adi-
cion de iodoacetamida 40 mM en BA 25 mM duran-
te 20 minutos en oscuridad. Posteriormente, las por-
ciones de gel se lavaron dos veces en BA 25 mM.
La digestion proteolitica se realizé mediante la adi-
cion de tripsina (Promega, Madison, Wisconsin,
EE.UU.) a 12,5 ng/pL de enzima en BA 25 mM, y se
incub6 a 37°C durante la noche. La digestion de pro-
teinas se detuvo mediante la adicion de dcido trifluo-
roacético a una concentracién final del 1%, y las
muestras digeridas fueron finalmente secadas
mediante SpeedVac.

Andlisis por Espectrometria de Masas/Masas acoplada
a nano-Cromatografia Liquida (nLC-MS/MS)

La Nano-LC se realizé en un nano UPLC Dionex
Ultimate 3000 (Thermo Scientific) con una columna
Acclaim PepMap100, C18, 3 pm, 100 A, 75 um i.d.
x 50 c¢cm, nanoViper (Thermo Scientific). La mezcla
de péptidos se cargd previamente en una preco-
lumna de Acclaim Pepmap de 300 pm x 5 mm
(Thermo Scientific) en acetonitrilo al 2%/trifluoroa-
cético 0,05% durante 5 min a un flujo de 5 pL/min.
La separacion del péptido se realizé a 40°C para
todas las carreras. Los tampones de elucion fueron:
tampon A (0,1% de acido férmico en agua) y tam-
poén B (20% de acetonitrilo y 0,1% acido formico).
Las muestras se eluyeron a un flujo de 300 nL/min
con el siguiente gradiente: 4-35% de B durante 120
minutos; 35-55% de B durante 6 minutos; 55-90%
de B durante 3 minutos, seguido de 8 minutos de
lavado con B al 90% y re-equilibracion de 15 minu-
tos al 4% de B. El tiempo total de la cromatografia
fue de 150 minutos.

Los cationes de péptido eluidos se convirtieron
en iones de fase gaseosa por ionizacion mediante
nano electrospray y se analizaron en un espectome-
tro de masas, Thermo Orbitrap Fusion (Q-OT-(IT,
Thermo Scientific) operado en modo positivo. El
escaneo de reconocimiento de los precursores de
péptidos de 400 a 1500 m/z fue realizado a 120.000
FWHM de resolucion con el objetivo de conteo de
4 x 10° iones. La espectrometria de masas en tindem
se realiz6 por aislamiento a 1,2 Da con el cuadrupo-
lo, la fragmentacion CID con energia de colision
normalizada de 35 y andlisis MS de escaneo rapido
en la trampa ionica. El objetivo de recuento de
iones AGC se ajusto a 2 x 10° y el tiempo maximo
de inyeccion fue de 300 ms. Solo aquellos precurso-
res con estado de carga de 2-5 se muestrearon para
MS/MS. La duraciéon de exclusion dinamica se fijo
en 15 s con una tolerancia de 10 ppm alrededor del
precursor seleccionado y sus isétopos y activando la
seleccion de precursores monoisotopicos.
Identificacion de proteinas
Los datos brutos se procesaron utilizando el
paquete informatico Proteome Discoverer (version
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2.1.0.81, Thermo Scientific). Los espectros MS/MS
se buscaron con el motor SEQUEST™° (Thermo
Fisher Scientific) enfrentindolos a una base de
datos de Uniprot_Homosapiens_ dateofanalisys
(www.uniprot.org). Se realizé una digestion tripti-
ca tedrica de los péptidos, se introdujo carbamido-
metilacion de cisteinas como modificacion post-
traduccional fija y oxidaciéon de metionina como
modificacion post-traduccional variable. La toleran-
cia de la masa de los precursores fue de 10 ppm y
los iones del producto se registraron con una tole-
rancia de 0,1 Da. Las coincidencias espectrales de
los péptidos, fueron validadas utilizando un filtro
basado en valores q a un 1% FDR (False Discovery
Rate) obteniendo una lista de proteinas identificadas
en cada una de las muestras procesadas (Proteome
Discoverer).

Anilisis de datos mediante herramientas
bioinformaticas

Andlisis por ontologia de genes (GO)

El recurso de ontologia de genes (gene ontology) es
una importante iniciativa de la bioinformdtica que
tiene por objetivo estandarizar la representacion de
atributos de proteinas entre especies y bases de
datos’. FEl sistema en linea proporciona un vocabu-
lario de términos para describir caracteristicas de los
productos génicos y los datos de anotacion de pro-
ductos génicos de los miembros del consorcio GO,
asi como herramientas para ingresar y procesar
estos datos. Cada proteina se caracteriza en térmi-
nos de tres ontologias: funcién molecular, compo-
nente celular y el proceso biologico involucrado®.
Utilizando la base de datos GO (http://www.gene-
ontology.org) y el analisis Onto-Express, los genes
involucrados se clasificaron con el fin de obtener
una vision general de las funciones potenciales de
los genes expresados correspondientes a las protei-
nas identificadas en el estudio.

Andlisis por comparacion de patologias

Las proteinas identificadas en este estudio fueron
enfrentadas con las proteinas ya descritas en otras
patologias vasculares con una posible relacion
con la calcificaciéon vascular de la arteria femoral.
Esta informacion fue obtenida gracias a la base de
datos DisGeNET (http://www.disgenet.org) que
contiene una de las mayores colecciones de genes
y variantes asociados a enfermedades humanas,
disponible publicamente®. Las patologias desde las
que se obtuvo la informacion fueron: Carotid
Stenosis, UMLS CUIL: C0007282; Supravalvular aor-
tic Stenosis, UMLS CUI: C0003499; Aortic Valve
Stenosis, UMLS CUIL: C0003507; Esophageal Stenosis,
UMLS CUL C0014866; Laryngostenosis, UMLS CUI:
C0023075; Mitral Valve Stenosis, UMLS CUI:
C0026269; Pulmonary Valve Stenosis, UMLS CUI:
C0034194; Pyloric Stenosis, UMLS CUIL: C0034194;
Aortic  Calcification, UMLS CUL:  C1096249;
Calcification of Mitral Valve, UMLS CUIL: C0919718;
Aortic Valve Calcification, UMLS CUIL: C0428791;
Renal Artery Stenosis, UMLS CUIL: C0035067 vy
Vascular Calcification, UMLS CUIL C0342649. La
visualizacion de estas proteinas se llevo a cabo uti-
lizando la herramienta Cytoscape®.
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Andalisis por interaccion proteina-proteina y redes
Sfuncionales

Para investigar las relaciones directas (fisicas) y/o
indirectas (funcionales) entre genes identificados,
se utiliz6 la herramienta de bisqueda para la recu-
peracion de genes interactuantes (STRING) en
bases de datos para analizar la red funcional
(http://string.embl.de)'. La base de datos STRING
proporcioné una puntuacion para cada interac-
cién gen-gen, que se calcula como la probabilidad
conjunta de las probabilidades de los diferentes
canales de evidencia (interaccion de proteinas,
fusion, coexpresion, etc.), corrigiendo la probabi-
lidad aleatoria de observar una interacciéon. Una
puntuacion de base de datos alta significo que
habia alta evidencia experimental o predicha, para
la interaccion gen-gen funcional. Por lo tanto, se
construyd una red asociada funcional sobre la
base del perfil de expresion de las proteinas iden-
tificadas en el presente estudio.

Figura 1. Clasificacién proteica basada en ontologia
celular (B) y proceso biologico (C)

Resultados

Ontologia de genes

Se identificaron 530 proteinas procedentes de las
muestras procesadas (p<0,05; valor q=0). Todas
las proteinas identificadas fueron clasificadas utili-
zando las anotaciones de ontologia de genes y
agrupadas en los tres grupos funcionales: proce-
sos biologicos, componentes celulares y funciones
moleculares (Figura 1).

El anilisis de la ontologia de genes mostraba que las
dos funciones moleculares mas comunes en la selec-
cién realizada fueron funciones relacionadas con activi-
dad catalitica (GO:0003824) y con union (GO:0005488).
En cuanto al andlisis del componente celular, el mis fre-
cuente fue el de porcion celular (GO:0044464), seguido
de orgianulo (GO:0043226) y region extracelular
(GO:0005576); como procesos biolégicos destacaron
los relacionados con procesos celulares (GO:0009987),
procesos metabdlicos (GO:0008152) y organizacion o
biogénesis de componentes celulares (GO:0071840).
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En la tabla 1 se muestra la clasificacion principal
segin GO de las proteinas que han sido identificadas
clasificadas en clases proteicas. Cabe destacar una
elevada proporcion de proteinas de unién a calcio.

Comparacion de proteinas

De las 530 proteinas identificadas en el estudio
protedmico, 37 proteinas coincidieron con protei-
nas ya descritas en patologias vasculares, algunas
de las cuales eran reincidentes en distintas patolo-
gias vasculares (Tabla 1). Estas proteinas se selec-
cionaron como candidatas para realizar un estudio
de su red biolégica con el objeto de conocer su
relacion con la calcificacion vascular en la arteria
femoral (Figura 2).

Redes funcionales

Las 37 proteinas de interés dieron como resultado
una red funcional extensa donde se observa un
nicleo que representa la calcificacion de la arteria
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femoral donde confluyen numerosas proteinas
que forman parte ademas, de otras patologias rela-
cionadas (Figura 3).

A esta primera red funcional, se anadieron 5
proteinas mas, relacionadas con la red inicial
(Figura 4). La adicion de este segundo nivel per-
mitié encontrar dos de las cinco proteinas inclui-
das en la red como posibles biomarcadores espe-
cificos de calcificacion de arteria femoral, al no
encontrarse en el resto de patologias relacionadas
estudiadas.

Estas dos proteinas fueron ademas identifica-
das en nuestro anilisis proteémico (subunidad fla-
voproteica de la succinato deshidrogenasa (SDHA,
P31040); proteina de choque térmico de 10 kDa,
mitocondrial (HSP1, P61604), expresindose en las
muestras de pacientes con calcificacion de la arte-
ria femoral. Por tanto, fueron las seleccionadas
como las dos primeras candidatas para comenzar
su estudio en mayor profundidad.

Tabla 1. Clasificacién de las proteinas por Clases segin GO

Clase proteica ID Clase Cantidad %
Proteina reguladora/adaptadora del receptor transmembrana PC00226 1 0,2
Proteina de almacenamiento PC00210 2 0,4
Proteina de union celular PC00070 3 0,6
Ligasa PC00142 8 1,6
Chaperona PC00072 9 1,8
Isomerasa PC00135 9 1,8
Molécula de adhesion celular PC00069 11 2,2
Liasa PC00144 12 2.4
Proteina de trafico de membrana PC00150 12 2,4
Factor de transcripcién PC00218 12 24
Proteina estructural PC00211 12 2.4
Proteina de defensa/inmunidad PC00090 13 2,7
Receptor PC00197 13 2,7
Proteina de matriz extracelular PC00102 15 3,1
Transportadora PC00227 16 3,3
Proteina de union a calcio PC00060 17 3,5
Proteina de transferencia/portadora PC00219 17 3,5
Transferasa PC00220 22 4,5
Unién a 4cido nucleico PC00171 31 6,3
Molécula de sefializacion PC00207 31 6,3
Oxido-reductasa PC00176 34 6,9
Modulador enzimatico PC00095 37 7,6
Hidrolasa PC00121 48 9,8
Proteina citoesquelética PCO00085 61 12,4
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Figura 2. Visualizacion de los nexos proteicos entre diversas patologias vasculares relacionadas, mediante Cytoscape
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Discusién

La DM2 actualmente representa un grave problema
de salud ya que afecta a una gran proporcion de la
poblacion. Los pacientes con DM2 tienen un mayor
riesgo de desarrollar diversas complicaciones, prin-
cipalmente eventos cardiovasculares que represen-
tan la principal causa de mortalidad de esta enfer-
medad. La probabilidad de desarrollar complicacio-
nes vasculares en esta poblacion depende de una
serie de factores tradicionales y otros que no se
conocen completamente. La identificacion de nue-
vos factores involucrados en estos trastornos puede
facilitar el diagnostico temprano de los sujetos de
alto riesgo antes de que se produzcan danos irre-
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versibles. El objetivo del presente estudio fue la
identificacion de proteinas en tejido vascular que
podrian estar relacionadas con procesos de calcifi-
cacién vascular y, por tanto, con un mayor riesgo
cardiovascular en sujetos con DM2.

Los estudios de identificacion de biomarcado-
res a nivel protedmico presentan una elevada
complejidad debido a la gran cantidad de protei-
nas y vias implicadas en las diferentes patologias,
la interaccién entre proteinas, las diferencias pro-
teicas dependiendo del tejido de estudio, los ele-
vados costes tecnologicos, entre otros. Todo ello,
ademas de la gran cantidad de datos a procesar
que se generan en estos estudios, dificulta, en
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Figura 3. Red funcional de las 37 proteinas identificadas mediante nLC-MS/MS en muestras de arteria femoral calcificada de
pacientes con DM2, descritas previamente en patologias vasculares
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muchas ocasiones, la identificacion de biomarca-
dores reales de una determinada patologia. A todo
esto hay que sumar la dificultad de obtener mues-
tras tisulares procedentes de sujetos controles para
poder realizar un estudio comparativo entre los
diferentes grupos de estudio.

El uso de herramientas bioinformaticas permite,
en gran medida, solventar muchos de los inconve-
nientes que se plantean en los estudios de identifi-
cacion de biomarcadores. El uso de estas herra-
mientas facilita el estudio, la comparacion y la corre-
lacion de datos hallados experimentalmente; la pre-
diccion de dominios, estructuras y relaciones filoge-
néticas de las secuencias examinadas; el desarrollo
de algoritmos y estadistica necesario para la com-
prension de la informacion biologica, interconectan-

do informacién desde diferentes enfoques. La infor-
macién aportada por estas herramientas permite,
ademds, una orientacién del trabajo cientifico ofre-
ciendo claves que permiten un ahorro de tiempo y
de recursos econémicos y humanos.

Hoy en dia las herramientas bioinformaticas,
disponibles de manera gratuita en la red y cada
vez mas eficientes para estudios in silico, estan en
auge.

En este estudio se establece un método sencillo
e intuitivo para localizar biomarcadores relaciona-
dos con los procesos de calcificacion vascular. Tras
la identificacion de 530 proteinas correspondientes
al perfil proteico caracteristico de arteria femoral
con presencia de calcificacién de pacientes con
DM2 mediante nLC-MS/MS, se han empleado diver-
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Figura 4. Red funcional de las 37 proteinas identificadas mediante nLC-MS/MS en muestras de arteria femoral calcificada de
pacientes con DM2, descritas previamente en patologias vasculares, tras la adicion de 5 nuevas proteinas relacionadas
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sas estrategias bioinformaticas para acotar y filtrar
la busqueda de biomarcadores, asi como descartar
aquellas que no estuvieran relacionadas con pato-
logias vasculares. En primer lugar, se ha emplea-
do la metodologia gen ontology, que se centra en
el estudio de las funciones del grupo de genes
correspondientes a las proteinas identificadas, con
el objeto de seleccionar aquellas funciones mas rela-
cionadas con procesos implicados en la calcifica-
cion vascular. La funcién molecular mayoritaria de
los genes codificantes de las proteinas identificadas
fue la funcion catalitica y la de union. Estudios
recientes han demostrado que, en un entorno calci-
ficante, las células del musculo liso vascular son
capaces de sufrir una transicion fenotipica a células
similares a osteocitos capaces de expresar marcado-

res tipicos 6seos, contribuyendo de esta forma, a la
mineralizacion arterial?. No es de extranar que, en
estas condiciones, se produzca un incremento de
las proteinas que unen calcio, contribuyendo asi al
depdsito de calcio en la pared arterial. Estos pro-
cesos dan lugar al desarrollo de los procesos ate-
rosclerdticos tan frecuentes en los pacientes con
DM2. Estudios recientes muestran que los macré-
fagos que rodean los depésitos de calcio en las
placas aterosclerdticas humanas son fenotipica-
mente defectuosos e incapaces de reabsorber la
calcificacion®. En esta linea, la identificacion de
proteinas con actividad catalitica en las muestras
vasculares analizadas, con presencia de calcifica-
ciones, podria reflejar un mecanismo de defensa
del organismo para tratar de disgregar los compo-



nentes de la placa de ateroma generada en estas
situaciones. De acuerdo a esta hipdtesis, existen
estudios que muestran un aumento de marcadores
de resorcion 6sea en pacientes con patologias vas-
culares™®.

Con el objetivo de dirigir y acotar el estudio de
identificacion de biomarcadores, se realiz6 una
comparacion de las 530 proteinas identificadas en
el proteoma de los sujetos de estudio con aquellas
descritas como proteinas implicadas en diversas
patologias vasculares, en el repositorio de marca-
dores moleculares Disgenet. Mediante el uso de
esta herramienta, se redujo el nimero de proteinas
candidatas a 37, que son las proteinas que se
encuentran expresadas de forma comuin en diver-
sas patologias vasculares asociadas a procesos de
calcificacion vascular. La disposicion de estos
nexos proteicos en una red biol6gica muestra una
potencial capacidad como biomarcador de algunas
de las proteinas, que participan en diversas patolo-
gias vasculares.

El diseno de redes de interaccion especifica entre
cada una de las 37 proteinas seleccionadas mostrd
una red de interaccion bien formada, en la que se
aprecia una estrecha relacion entre la mayoria de
estas proteinas. Entre estas proteinas, encontramos
algunas que podrian estar indirectamente relacio-
nadas con procesos de calcificacion, como son la
osteopontina y la osteoglicina, ambas implicadas
en procesos de biomineralizacién y remodelacion
Osea. Asi mismo, también identificamos proteinas
musculares tipicas de células del musculo liso vascu-
lar como transgelina o tropoelastina, lo que podria
indicar la pérdida del fenotipo vascular. La presen-
cia de otras proteinas de interés identificadas, pero
que no pasaron el nivel de significacion estadisti-
ca, como es el caso de la osteoprotegerina o la
proteina GLA de la matriz, podria deberse al bajo
numero de sujetos de estudio, lo que genera una
variabilidad lo suficientemente elevada como para
descartarlas estadisticamente. No obstante, al aumen-
tar en 5 proteinas la red de interaccion, afiadiendo
las cinco primeras proteinas estrechamente mas
vinculadas a las dispuestas en la primera red,
observamos que 2 de ellas forman parte del pro-
teoma caracteristico de las muestras de tejido vas-
cular analizadas. Una de ellas, la subunidad flavo-
proteica de la succinato deshidrogenasa (P31040),
esta involucrada en diversos procesos, como la
sintesis de fumarato a succinato en el ciclo del
acido tricarboxilico del metabolismo de carbohi-
dratos, o en procesos de Oxido-reduccion, entre
otros. La deficiencia de la succinato deshidroge-
nasa esta relacionada con un menor flujo de elec-
trones y una disminucion de la actividad antioxi-
dante en la cadena respiratoria, aumentando el
estrés oxidativo y la hipoxia, con importantes con-
secuencias en el proceso de calcificacion vascular.
La presencia de esta proteina en tejido vascular
calcificado, podria estar relacionada con un meca-
nismo defensivo para preservar la produccion de
energia aerdbica en el estado de hipoxia genera-
do en el proceso de calcificacion vascular durante
la aterosclerosis®. La otra, una proteina de choque
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térmico de 10 kDa, mitocondrial (HSPE1, P61604),
es una co-chaperona implicada en la importacion
de proteinas mitocondriales y ensamblaje macro-
molecular. Ademas, esta también implicada en la
diferenciacion osteoblastica y en la activacion de
la actividad endopeptidasa durante el proceso
apoptatico.

El hecho de que estas dos proteinas no aparez-
can en el resto de las patologias relacionadas que
se compararon en el estudio, hace pensar que
podrian ser dos buenas candidatas para sugerirlas
como biomarcadores especificos de aterosclerosis
en miembros inferiores en DM2.

Nuestro estudio tiene ciertas limitaciones. En
primer lugar, la inexistencia de sujetos controles
imposibilita la comparacion con un grupo de estu-
dio de referencia. En segundo lugar, el reducido
numero de sujetos incluidos en el estudio origina
una elevada variabilidad de los resultados, limitan-
do la identificacion de potenciales proteinas de
interés.

Aunque son necesarios estudios futuros para
confirmar el papel de las proteinas identificadas
como posibles biomarcadores de calcificacion vas-
cular en pacientes diabéticos, el uso de herramien-
tas bioinformaticas nos ha permitido poder gene-
rar hipdtesis sobre las que trabajar gracias a la sim-
plificacion de la gran cantidad de datos obtenidos.
La identificacion de proteinas con un elevado
grado de expresion en tejido vascular calcificado
en pacientes de elevado riesgo cardiovascular
podria ofrecer informacién para lograr un trata-
miento temprano y dirigido.

Financiacion: El presente trabajo ha sido finan-
ciado a través de una beca de investigacion de la
FSEEN en la convocatoria 2016 y de un proyecto
de la Junta de Andalucia (P10207-2016).

Conflicto de intereses: Los autores declaran que
no existen conflictos de interés, asi como haber
leido y actuado conforme a los preceptos de la
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Resumen

Objetivos: Los inhibidores de la aromatasa (AD) son terapias endocrinas adyuvantes eficaces para pacien-
tes con cancer de mama, aunque se han asociado a un mayor riesgo de fractura osteoporética. Previamente
se ha demostrado una pérdida en el Trabecular Bone Score (TBS) que puede variar entre las pacientes tra-
tadas con IA. El estudio pretendié identificar la base genética asociada al cambio en el TBS mediante el
estudio de genes de la via esteroidogénica.

Material y métodos: La cohorte B-ABLE estudia de forma prospectiva a mujeres postmenopausicas con
cancer de mama en tratamiento con IA. Se calcul6 el TBS a partir de los datos adquiridos en la densito-
metria mediante absorciometria radiolégica dual (DXA) realizada al inicio y al final del tratamiento con
IA. El cambio relativo del TBS se calculé como la variacion porcentual del valor de TBS al final de trata-
miento respecto al TBS basal. Para estudiar la posible asociacién genética se genotiparon los polimorfis-
mos de cambio de un nucledtido (SNPs) en los genes CYP11A1, CYP17A1, HDE3B2, HDE17B3,
CYP19A1, CYP2C19, CYP2C9, ESR1, GC, CYP27B1, VDR y CYP24A1. Se estudié mediante regresion line-
al multiple la posible relacion entre genes y cambios en TBS contemplando los modelos de herencia
genética dominante, recesivo y aditivo.

Resultados: Se incluyeron en el estudio un total de 212 mujeres no tratadas con bisfosfonatos en las que
pudo calcularse el TBS. La mitad de las pacientes habian recibido tratamiento previo con tamoxifeno. El
porcentaje de cambio intra-individual del TBS fue del -0,04% [IC del 95%: -0,05 a -0,03; p<0,001] al final
de tratamiento con IA. El SNP rs6013897 en el gen CYP24A1 mostré una asociacion significativa con la
reduccion del TBS [p=0,03565; coeficiente (IC del 95%) = -1,55 (-2,98 a -0,11)].

Conclusiones: El gen CYP24A1 podria estar implicado en la variabilidad fenotipica encontrada en el dete-
rioro de la microarquitectura 6sea durante el tratamiento con TA.

Palabras clave: inhibidores de la aromatasa, cancer de mama, TBS, estudio de asociacion genética.
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Study of the genetic basis of Trabecular Bone Score reduction related to
aromatase inhibitors

Summary

Objectives: Aromatase inhibitors (AD are effective adjuvant endocrine therapies for breast cancer patients,
although they have been associated with an increased risk of osteoporotic fracture. Trabecular Bone Score
(TBS) loss has been previously demonstrated, although it may vary among Al-treated patients. This study
aims to identify the genetic basis associated with TBS change by studying steroidogenic pathway genes.
Material and methods: The B-ABLE cohort studies prospectively postmenopausal women with breast can-
cer under treatment with AL TBS is calculated from the raw data acquired in dual-energy x-ray absorptio-
metry (DXA) scan at the outset of the study and at the end of Al-treatment. The relative TBS change was
calculated as the percentage variation of the TBS value at the end of treatment from baseline. To study the
possible genetic association, nucleotide polymorphisms (SNPs) were genotyped in genes CYPI1A1,
CYP17A1, HDE3B2, HDE17B3, CYP19A1, CYP2C19, CYP2C9, ESR1, GC, CYP27B1, VDR and CYP24A1. The
possible relationship between genes and TBS changes was studied by multiple linear regression, conside-
ring models of dominant, recessive and additive genetic inheritance.

Results: The study included 212 women that had not been treated with bisphosphonates and had availa-
ble TBS data. Half of the patients had been treated previously with tamoxifen. The percentage of intra-
individual TBS change was -0.04% [95% CI: -0.05 to -0.03; p<0.001] at the end of Al treatment. The SNP
rs6013897 in the gene CYP24A1 showed a significant association with TBS reduction [p=0.03565; coeffi-
cient B (95% CD = -1.55 (-2.98 to -0.1D)].

Conclusions: The CYP24A1 gene could be involved in the phenotypic variability found in bone microar-

chitecture deterioration during Al treatment.

Key words: aromatase inbibitors, breast cancer, TBS, genetic association study.

Introduccién
Es bien sabido que los inhibidores de la aromatasa
(IA) son terapias endocrinas adyuvantes efectivas
para pacientes con ciancer de mama con receptores
hormonales positivos. En general, estas pacientes tie-
nen un buen pronéstico, con una tasa de superviven-
cia general superior al 80%'2 Sin embargo, estas tera-
pias se han asociado con efectos secundarios que
pueden afectar la calidad de vida, tales como la pér-
dida de masa 6sea y el aumento de la fractura oste-
opordtica’. Las guias clinicas para el tratamiento de la
pérdida 6sea relacionada con los TA (POrIA) reco-
miendan un control estricto de la densidad mineral
osea (DMO) y otros factores de riesgo para evaluar la
necesidad de tratamiento con terapias antirresortivas'.
Se ha propuesto al Trabecular Bone Score (TBS)
como una herramienta para la evaluacion esqueléti-
ca, complementaria a la DMO convencional, que ha
demostrado ser clinicamente Util para la prediccion
del riesgo de fractura’. El TBS es una medida no
invasiva de la microarquitectura 6sea extraida de la
densitometria 6sea mediante absorciometria radiol6-
gica dual (DXA) de columna lumbar. De manera
interesante la mayoria de los individuos con una
fractura por fragilidad tienen una DMO en el rango
osteopénico o incluso normal, lo que indica la
importancia de la calidad del hueso en el riesgo de
fractura®. Los valores altos de TBS indican una mejor
microarquitectura, mientras que los valores mas
bajos reflejan una calidad 6sea deficiente con una
mayor susceptibilidad a la fractura’. Respecto al tra-
tamiento del cancer de mama con IA, se ha demos-
trado que el TBS podria estar afectado con una
reduccion significativa de la microarquitectura, com-
parable a la pérdida de DMO?®.

La cohorte B-ABLE es una cohorte clinica pros-
pectiva de mujeres postmenopdusicas con cancer
de mama en etapa inicial que reciben IA® en la
que se ha comunicado una asociacion entre poli-
morfismos del gen CYP11A1 y la pérdida de masa
Osea después de 2 anos de tratamiento con IA", lo
que demuestra que la variabilidad en el POrIA
observada entre pacientes podria estar, en parte,
genéticamente determinada.

Como ocurre con la POrIA, también se ha obser-
vado una gran variabilidad en los cambios del TBS
entre las pacientes tratadas con IA® lo que hace
suponer que también podria existir una base genéti-
ca en la respuesta a los IA. Hasta la fecha, no se ha
realizado ninglin estudio genético sobre la pérdida
de TBS en pacientes tratadas con IA, por lo que atn
no se sabe si dicho parimetro también estd determi-
nado genéticamente. El objetivo de este estudio fue
determinar la base genética de esta variabilidad en la
cohorte B-ABLE mediante el genotipado de varian-
tes genéticas en genes de la via esteroidogénica.

Material y métodos

Participantes

Desde diciembre de 2005 hasta febrero de 2013 se
reclutaron consecutivamente mujeres postmeno-
pausicas caucasicas diagnosticadas con cancer de
mama temprano, positivo para receptores hormo-
nales y candidatas para el tratamiento con Al
(cohorte B-ABLE). El estado postmenopausico se
defini6 como pacientes de edad >55 afos con
amenorrea durante mas de 12 meses, o aquellas de
<55 anos con niveles de hormona luteinizante >30
mUI/ml o valores de la hormona foliculo estimu-
lante >40 mUI/ml. Se excluyeron aquellas mujeres



con un historial de enfermedad 6sea, artritis reu-
matoide, enfermedades metabdlicas o endocrinas,
diagnostico previo de osteomalacia o Paget, trata-
miento concurrente o previo con bisfosfonatos,
glucocorticoides orales, o cualquier otro farmaco
con actividad 6sea excepto el tamoxifeno.

Aprobacion ética

El protocolo de estudio fue aprobado por el Comité
de Ftica del Parque de Salud Mar (2013/5283/D), y
se obtuvo el consentimiento informado por escrito
de todos los participantes después de haber leido
la hoja de informacion del estudio y haber respon-
dido a todas las preguntas.

Disefio del estudio e intervenciones
B-ABLE es un estudio de cohorte clinico prospecti-
vo, no seleccionado, llevado a cabo en la Unidad de
Cancer de Mama y la Unidad de Metabolismo Oseo
del Hospital del Mar (Barcelona, Espana). Los parti-
cipantes fueron tratados con IA (letrozol, exemesta-
no o anastrozol) segin las recomendaciones de la
Sociedad Americana de Oncologia Clinica': 5 anos
de IA comenzando dentro de las 6 semanas poste-
riores a la cirugia 6 1 mes después del ultimo ciclo
de quimioterapia o alternativamente, cambiando a
un IA después de tomar tamoxifeno durante 2 a 3
anos, para completar 5 anos de terapia hormonal.
Todas las participantes fueron suplementadas
con tabletas de calcio y 25(OH) vitamina D3 (1.000
mg y 800 Ul por dia, respectivamente), y aquellos
con deficiencia de vitamina D (<30 ng/ml recibie-
ron una dosis adicional de 16.000 UI de calcifediol
(HIDROFEROL® FAES FARMA) cada 2 semanas.

Variables y medidas

Trabecular Bone Score

Las mediciones de TBS en la columna vertebral se
realizaron utilizando el programa TBS instalado en el
densitometro (TBS iNsight® v2.1, Med-Imaps, Pessac,
Francia). El TBS se calcula sobre la base de los datos
brutos adquiridos mediante DXA, evaluando las mis-
mas regiones utilizadas para el estudio de la DMO de
columna lumbar y sin administracion adicional de
radiacion ionizante al paciente. Los datos de TBS se
obtuvieron al inicio y al final de tratamiento con IA.
Otras medidas

Se registr6 informacién de variables clinicas en el
momento de la inclusion, incluida la edad de
reclutamiento, la edad de la menarquia y la meno-
pausia, el nimero de hijos, la lactancia, quimiote-
rapia y radioterapia previas, los tratamientos adyu-
vantes, el peso, la talla y los niveles plasmaticos
de 25(OH) vitamina D.

Seleccion de genes candidatos

Para el estudio de asociacion genética se selecciona-
ron genes que codifican los factores clave en la sin-
tesis y respuesta de los estrogenos y de la vitamina D
(Figura 1). Se seleccionaron ocho genes candidatos
en el caso del estr6geno: CYP11A1, CYP17A1,
HDE3B2, HDE17B3, CYP1941, CYP2C19, CYP2C9'y
ESR1 y cuatro genes de la vitamina D: GC, CYP27B1,
VDR 'y CYP24A1.
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Seleccion de polirmorfismos de cambio de un
nucleétido (SNPs)

Los SNPs se seleccionaron sobre la base de los
siguientes criterios: 1) frecuencia del alelo mino-
ritario (MAF) >0,05; 2) tag-SNPs segln el proyec-
to HapMap en la poblaciéon de CEU (Residentes
de Utah con ascendencia europea del norte y
occidental, provenientes de la coleccion CEPH);
3) polimorfismos funcionales putativos; y 4) aso-
ciacion previa con otros fenotipos musculoesque-
léticos: concentraciones plasmaticas de 25(OH)
vitamina D", DMO"“* y artralgia relacionada con
los TAY.

Extraccion de ADN genémico y genotipado de
los polimorfismos

La extraccion de ADN de sangre periférica se reali-
z6 en las instalaciones de genémica LGC. El geno-
tipado de los polimorfismos se llevé a cabo utili-
zando los sistemas de genotipado KASPar v4.0 en
las instalaciones genémicas de LGC. Para garantizar
la calidad del genotipado, también se genotip6 una
muestra aleatoria (5% del nimero total de mues-
tras) en una placa de control separada. Hubo una
concordancia del 100% entre estos resultados.

Analisis estadistico

El cambio relativo del TBS se calculé6 como el
cambio porcentual del valor de TBS al final de tra-
tamiento respecto al valor del TBS basal. Los cam-
bios de TBS intra-individual se evaluaron usando
la prueba t de Student para muestras pareadas.

Para evaluar la asociacion entre los SNPs estu-
diados y el cambio de TBS, se utilizaron regresio-
nes multivariables lineales (modelos log-aditivos,
dominantes y recesivos). Los modelos se ajustaron
por edad, indice de masa corporal (IMC) y trata-
miento previo con tamoxifeno. Se comprobé la
colinealidad, la interaccién y la tendencia lineal de
las covariables. También se evalué el posible fac-
tor de confusion para las concentraciones basales
y finales de 25(OH) vitamina D. Para minimizar el
error debido a multiples pruebas, se usé la correc-
cion de False Discovery Rate (FDR)™, aceptando
todas las predicciones con p<0,05 como significa-
tivo.

Todos los analisis fueron de dos colas. Los andlisis
estadisticos se realizaron utilizando R para Windows
version 3.3.3 (paquetes: foreign, car, compareGroups,
SNPassoc, y multtest).

Resultados
Caracteristicas basales de las pacientes y eva-
luacion del TBS
Se incluyeron un total de 212 mujeres en la cohor-
te B-ABLE con valores de TBS y que no habian
seguido tratamiento con bisfosfonatos. La mitad
de las pacientes habian recibido tratamiento pre-
vio con tamoxifeno. Las caracteristicas clinicas ini-
ciales de las participantes del estudio se muestran
en la tabla 1.

El porcentaje del cambio acumulado intra-indi-
vidual del TBS fue del -0,04% [IC del 95%: -0,05 a
-0,03; p<0,001] al final del tratamiento con IA.
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Figura 1. Diagrama de los metabolitos y enzimas de la via esteroidogénica. Los genes seleccionados para el
analisis de asociacion estan marcados en negrita dentro de una caja gris
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Tabla 1. Caracteristicas de las pacientes de la cohorte B-ABLE
Variables N=212
Edad (media + DE) 59,7+8,39
IMC (media + DE) 2924519

Tratamiento previo con TAM (n (%)) 118 (55,7%)

Valor absoluto del TBS basal (media + DE) 1,22+0,13
Valor absoluto del TBS al final del tratamiento (media + DE) 1,18+0,12
Porcentaje de cambio relativo de TBS desde el inicio al final -2.95+5.93

del tratamiento (media + DE)

IMC: indice de masa corporal; DE: desviacion estindar; TAM: tamoxifeno; TBS: Trabecular Bone Score.

Asociacion genética con el cambio de TBS

En la tabla 2 se exponen la frecuencia del alelo
minoritario (MAF) y el valor p del equilibrio de
Hardy-Weinberg (HWE) para cada SNP genotipa-
do en la cohorte B-ABLE. El SNP rs6013897 mos-
tré una asociacion nominalmente significativa con

la reduccién del TBS debida a los IA (Tabla 3). El
genotipo AA de este SNP estd asociado a mayor
pérdida de TBS (media: -5,32; DE: +6,15) respecto
el genotipo TT (media: -2,20; DE: +6,27). Estos
resultados no varian tras ajustar por los niveles de
vitamina D tanto basales como finales.
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Tabla 2. Caracteristicas de los SNPs genotipados

* » Eficiencia del
Locus ID SNP Alelos (R/A) MAF (*) HWE Valor p (*) genotipado (%)

rs1062033 C/G 0,45 (&) 0,67 96,70

CYP19A41
154775936 C/T 0,48 (D 1,00 95,28
rs4919687 G/A 0,28 A) 0,06 96,23

CYP17A1
1s6163 C/A 044 | A 0,16 97,17
1rs4077581 T/C 0,38 © 0,07 96,23
CYP11A1 r$900798 G/T 0,41 @y) 0,06 96,23
1511632698 G/A 0,49 A 0,32 94,81
152854904 A/T 0,37 (D 0,65 96,70

HDE3B2
13765948 T/C 0,15 © 0,43 97,64
rs408876 G/A 0,15 ) 0,18 96,70
HDE17B3 152066474 A/G 0,19 (©)] 0,37 97,17
152183009 A/G 0,36 (&) 0,36 97,17
rs12248560 C/T 0,22 (D 1,00 97,17
CYP2C19 153758581 G/A 0,06 ) 0,00 94,81
rs4244285 G/A 0,13 A 0,76 96,23
CYP2C9 1528371674 C/T 0,16 (D 0,60 96,23
ESR1 rs2504063 G/A 0,44 A) 0,48 95,28
rs10877012 G/T 0,24 @)) 0,83 78,30

CYP27Bl1
rs4646536 A/G 0,26 (©)] 0,69 79,25
GC 13755967 C/T 0,33 (D 1,00 94,81
6013897 T/A 0,21 A 0,68 95,28
CYP24A1 rs11907350 G/A 0,04 ) 0,05 97,17
154809957 A/G 0,25 (&) 1,00 96,23
1s2544037 A/G 0,43 (&) 0,32 96,7
rs11568820 c/T 0,25 (@y) 0,57 94,81

VDR

151544410 G/A 0,33 A 0,34 96,23
117879735 C/A 0,44 A) 1,00 95,75

R: alelo de referencia; A: alelo alternativo; MAF: frecuencia del alelo minoritario; HWE: equilibrio de Hardy-
Weinberg, *(en la cohorte B-ABLE).

Tabla 3. SNP asociado con el cambio de TBS en un anilisis de regresion lineal ajustado

Locus SNP ID Genotipos n B coeficiente (95% CD)* P valor
T/T 121 ref.
CYP24A1 156013897 T/A 63 0,03565

-1,55 (-2,98 a -0,11)

A/A 8

* ajustado por edad, indice de masa corporal y tratamiento previo con tamoxifeno; n: nimero de pacientes;
ref: valor de referencia.
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Discusion

Los resultados de este estudio en el que se geno-
tiparon variantes genéticas en genes que partici-
pan en las vias de respuesta hormonal de estroge-
nos y vitamina D demuestran que un SNP ubica-
do downstream del gen CYP24A1 se asocia signi-
ficativamente con el cambio del TBS al final de
tratamiento con IA. Este mismo SNP se ha asocia-
do recientemente con la DMO de cadera total
donde el alelo A estaba asociado a menores nive-
les de DMOY.

El gen CYP24A1 codifica la proteina mitocon-
drial que inicia la degradacién de la 1,25-dihidro-
xivitamina D3, la forma fisiol6gicamente activa de
la vitamina D3. Cataliza la 24-hidroxilacion depen-
diente de NADPH del calcidiol (25-hidroxivitami-
na D3) y del calcitriol (1-alfa, 25-dihidroxivitamina
D3). La enzima puede realizar hasta 6 rondas de
hidroxilacién del calcitriol que conduce al acido
calcitroico. También muestra actividad de 23-
hidroxilacion que produce 1-alfa, 25-dihidroxivita-
mina D3-26,23-lactona como producto final. En la
regulacion del nivel de vitamina D3, esta enzima
juega un papel en la homeostasis del calcio y en
el sistema endocrino de la vitamina D. Esta enzi-
ma se expresa en varios tejidos principalmente en
la corteza suprarrenal y la vejiga segin el portal
GTEX.

El SNP 156013897 esta asociado con los niveles
séricos de 25(OH) vitamina D por lo que un
posible mecanismo para el efecto del rs6013897
en el TBS podria ser a través de los cambios de
25(OH) vitamina D séricos; por lo tanto, los nive-
les de 25(OH) vitamina D se incluyeron posterior-
mente como covariables en la regresion lineal.
Tras el ajuste por vitamina D no vari6 la asocia-
cion del SNP, lo que demuestra que el efecto del
SNP sobre el cambio de TBS es independiente de
los niveles séricos de vitamina D. Esto puede
implicar que la accion del CYP24A1 puede ser
mas a nivel local del tejido 6seo.

Este es el primer estudio que encuentra una
asociacion entre el CYP24A1 y la reduccion del
TBS debida al tratamiento con IA, lo que pone de
manifiesto el papel importante que juega la vitami-
na D en la prevencion del deterioro 6seo. De
manera interesante cabe destacar que en el caso de
la POrIA se encontré una asociacion significativa
con el gen CYP11A1"°, mientras que en el caso de
la pérdida de TBS el gen asociado es el CYP24A1.
Estos datos sugieren que tanto la pérdida de masa
Osea como la pérdida de TBS relacionadas con los
IA estin determinadas genéticamente, aunque los
genes implicados en los dos fenotipos 6seos son
diferentes. De todas maneras, estos dos genes per-
tenecen a la misma via metabodlica, lo que resalta la
importancia de la vitamina D en la modulacion de
los efectos adversos de los 1A en el tejido 6seo. Esto
da mas peso al hecho de suplementar a las pacien-
tes con vitamina D, tal y como se esta llevando a
cabo en la cohorte B-ABLE.

Una limitaciéon del presente estudio es el
nimero de pacientes finalmente incluidos en este
analisis especifico de nuestra cohorte, que no per-

mitié la deteccion de efectos alélicos sutiles. Sin
embargo, hasta donde sabemos, esta es la cohor-
te mas grande disponible hasta la fecha para los
estudios genéticos de TBS en mujeres tratadas con
IA. Ademas, el ser un estudio poblacional con
datos obtenidos de la practica clinica habitual le da
fortaleza a los resultados observados. Finalmente,
el hecho de trabajar con genes candidatos que pre-
viamente han sido asociados con fenotipos Gseos
o niveles hormonales facilita el encuentro de aso-
ciaciones fiables y reduce el nimero de SNPs del
estudio.

En conclusion, se encontrd una asociacion entre
el SNP 1s6013897 cerca del gen CYP24A1, previa-
mente asociado a los niveles 25(OH) vitamina D
séricos, y el deterioro de la microarquitectura 6sea
relacionada con el tratamiento con IA, medido a
través del TBS.
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Resumen

Objetivos: Valorar las concentraciones séricas de 25-hidroxivitamina D, 25(OH)D, en pacientes osteopo-
roticos tratados durante un afo con calcifediol.

Meétodos: Se han estudiado 156 pacientes con osteoporosis (23 varones y 133 mujeres) de 71,9+9,6 anos
de edad que habian recibido tratamiento con calcifediol durante al menos un ano. Noventa y dos de ellos
recibieron 0,266 mg de calcifediol cada quince dias y los 64 restantes la misma dosis una vez al mes. Se
determinaron los niveles séricos de 25(OH)D, PTH intacta (PTHI), propéptido aminoterminal del proco-
lageno tipo I (PINP) y telopéptido carboxiterminal del colageno tipo I (CTX), antes y un ano después de
iniciar el tratamiento.

Resultados: Con ambas pautas de tratamiento se observé un aumento significativo en la concentracién de
25(OH)D (p<0,001). El porcentaje de pacientes que alcanzaron niveles de 25(OH)D superiores a 20 y 30
ng/ml fue similar con ambas pautas, mientras que el de pacientes que sobrepasé los 60 ng/ml fue mayor
con la dosis quincenal (p<0,01). La concentracion de PTHi disminuy6 de forma significativa tras la admi-
nistracion de calcifediol, aunque en esta ocasion no hubo diferencias entre las dos formas de tratamien-
to. Ambos marcadores, PINP y CTX, disminuyeron de forma similar en los pacientes tratados con antirre-
sortivos (p<0,0001), sin que estos cambios guardaran relacién con la pauta de calcifediol.

Conclusiones: La administracién mensual de 0,266 mg de calcifediol es adecuada para lograr unos nive-
les eficaces de vitamina D, y es también suficientemente segura como para evitar que se alcancen nive-
les potencialmente perjudiciales de la misma, por lo que seria preferible a la pauta quincenal en la priac-
tica clinica habitual.

Palabras clave: calcifediol, PTH, osteoporosis, vitamina D, marcadores de la remodelacion.
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Monthly versus biweekley calcifediol in the treatment of osteoporotic
patients. Study in real life

Summary

Objectives: To assess serum concentrations of 25-hydroxyvitamin D, 25(OH)D, in osteoporotic patients
treated for one year with calcifediol.

Methods: We have studied 156 patients with osteoporosis (23 males and 133 females), aged 71,9+9,6 years
who had received treatment with calcifediol for at least one year. Ninety-two of them received 0.266 mg
of calcifediol every fifteen days and the remaining 64 the same dose once a month. Serum levels of
25(OH)D, intact PTH (iPTH), procollagen type 1 amino-terminal propeptide (PINP) and C-terminal cross-
linked telopeptide of type I collagen (CTX) were determined before and one year after starting treatment.
Results: A significant increase in the concentration of 25(OH)D was observed with both treatment regi-
mens (p<0.001). The percentage of patients who reached levels of 25(OH)D higher than 20 and 30 ng/ml
was similar with both guidelines, while the percentage of patients exceeding 60 ng/ml was higher with
the biweekly dose (p<0.01). The concentration of iPTH decreased significantly after the administration of
calcifediol, although on this occasion there were no differences between the two forms of treatment. Both
bone remodeling markers, PINP and CTX, decreased similarly in patients treated with antiresorptives
(p<0.0001), without these changes being related to the calcifediol regimen.

Conclusions: The monthly administration of 0.266 mg of calcifediol is adequate to achieve effective levels
of vitamin D, and it is also safe enough to avoid reaching potentially harmful levels of it, so it would be

preferable to the biweekly schedule in the usual clinical practice.

Key words: calcifediol, PTH, osteoporosis, vitamin D, bone remodeling markers..

Introduccioén

No existe un acuerdo undnime sobre los niveles de
normalidad de la vitamina D en la poblacion gene-
ral">. Algunos autores consideran que hay deficien-
cia severa de vitamina D cuando los niveles séricos
de 25-hidroxivitamina D (25(OH)D o calcifediol)
se encuentran por debajo de 10 ng/mL, deficiencia
moderada cuando estdn entre 10 y 20 ng/mL, insu-
ficiencia entre 20 y 30 ng/mL y valores adecuados
si estdn por encima de 30 ng/mL". Otros, en cam-
bio, como el Instituto de Medicina de Estados
Unidos, proponen valores para la poblacion gene-
ral sana por encima de 20 ng/mL*. Tampoco estd
completamente establecido el nivel que podria
considerarse excesivo y potencialmente perjudi-
cial, aunque hay tendencia a situarlo en torno a
los 50-60 ng/mL"7%,

Por lo que se refiere especificamente a los
enfermos con osteoporosis, en la mayoria de las
Guias de Practica Clinica se senala que el trata-
miento con firmacos antirresortivos o anabélicos
debe acompanarse de un aporte adecuado vitami-
na D, ademas de una cantidad apropiada de cal-
cio®!'. Este ultimo, siempre que sea posible, debe
administrarse con la dieta, mientras que la vitami-
na D se recomienda que se administre en forma de
suplementos. Un aspecto también debatido es el
de los niveles séricos de 25(OH)D que deben
alcanzar los pacientes con esta enfermedad, aun-
que la mayoria de autores y sociedades cientificas,
incluidas las espanolas, consideran que serian
aconsejables concentraciones séricas por encima
de 30 ng/mL***%*12, Para lograr estos objetivos se
recomienda administrar una dosis diaria de 800-
1.000 UI de vitamina D (en Europa la vitamina D
utilizada es la vitamina D3 —colecalciferol-), aun-

que también puede administrarse su equivalente
semanal, quincenal o mensual®. La potencia biol6-
gica de la vitamina D se establece como unidades
internacionales (UD), de manera que 1 pg de cole-
calciferol equivale a 40 UI¥. En algunos paises,
como es el caso de Espana, esta también disponi-
ble comercialmente la 25-hidroxivitamina D3,
metabolito de la vitamina D también denominado
calcifediol o calcidiol. Se encuentra preparado en
unidades de dispensacién que contienen 0,266 mg.
La equivalencia exacta de esta dosis con la vitami-
na D en términos de actividad metabélica (cuantas
UI de actividad de vitamina D supone 1 pg de cal-
cifediol) no se conoce con total precision, pero la
pauta terapéutica mas extendida viene siendo la de
administrarla una vez al mes o cada quince dias,
frente a las 800-1.000 UI diarias de colecalciferol que
comentabamos mas arriba.

El calcifediol es mas hidrofilo que el colecalci-
ferol, tiene una vida media mis corta, y provoca
un aumento mas ripido y sostenido en el suero
de los niveles de 25(OH)D'"". Un estudio recien-
te llevado a cabo en nuestro pais en 40 mujeres
con osteoporosis postmenopausica'® sefala que
los niveles de 25(OH)D se situaban en torno a los
80 ng/mL (basal: 15,2 ng/mL) tras la administra-
ciéon de una dosis semanal de 0,266 mg de calci-
fediol durante seis meses, y en torno a los 65
ng/mL (basal: 15,8 ng/mL) con la misma dosis en
pauta quincenal. En otro estudio llevado a cabo
por nuestro grupo'” en mujeres osteoporoticas que
recibian tratamiento con alendronato, la adminis-
tracion de 0,266 mg de calcifediol semanal duran-
te tres meses también consiguié aumentar los
niveles de 25(OH)D de forma similar (82+31
ng/mlL; basal 21 ng/mL).
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Estos datos parecen senalar que los niveles de
25(OH)D que se alcanzan con la pauta terapéutica
semanal o quincenal podrian generar concentra-
ciones superiores a las deseables de vitamina D'**.
Cabe pensar, por lo tanto, en la posibilidad de que
la administracién de una dosis mas espaciada de
calcifediol en el tiempo sea suficiente para mante-
ner unos niveles adecuados de 25(OH)D en la
practica clinica habitual. Por ello, nos hemos pro-
puesto: a) valorar las concentraciones séricas de
25(OH)D en pacientes osteopordticos tratados
durante un afio con dosis quincenales o mensua-
les de 0,266 mg de calcifediol; y b) determinar si
existen cambios en los niveles de parathormona
intacta (PTHi) y marcadores de la remodelacion,
propéptido aminoterminal del procoldgeno tipo I
(PINP) y telopéptido carboxiterminal del coligeno
tipo I (CTX), tras la administracion de ambas dosis
de calcifediol.

Material y métodos
Pacientes
Se revisaron de forma retrospectiva los datos de los
ultimos 200 pacientes osteoporoticos que habian
sido atendidos hasta el momento de realizacion del
estudio en la Unidad de Metabolismo Oseo y
Mineral de nuestro Centro y que habifan recibido tra-
tamiento con 0,266 mg de calcifediol (Hidroferol®)
quincenal o mensualmente al menos durante un
ano (media + DE: 15+3 meses). Se consideraron
criterios de exclusién el padecimiento de determi-
nados procesos (malabsorcion, insuficiencia renal
[Filtrado glomerular <45 mL/min/1,73 m?, hiperti-
roidismo no controlado, hiperparatiroidismo pri-
mario, hepatopatias crénicas, enfermedades infla-
matorias crénicas) o el seguimiento de tratamien-
tos que pudieran interferir con el metabolismo
Oseo (glucocorticoides, anticomiciales, tratamien-
tos antihormonales), asi como el tratamiento pre-
vio con suplementos de vitamina D. Se excluyeron
también aquellos que reconocieron un cumpli-
miento terapéutico inadecuado. El diagnostico de
osteoporosis se habia basado en la presencia de
fracturas por fragilidad (vertebrales o cadera) o en
la existencia de una densitometria 6sea con valo-
res de T<2)5 en columna lumbar, cuello femoral o
cadera total (DXA, Hologic QDR 4500). La mayo-
ria de los pacientes recibieron ademas tratamiento
con antirresortivos (63% con bisfosfonatos orales,
9% con zoledronato y 28% con denosumab). Los
datos clinicos y analiticos se recogieron a través
de la historia clinica electrénica. En todos los
casos se recogio el mes en que se habian realiza-
do las dos determinaciones analiticas (basal y tras
el tratamiento). El indice de masa corporal (IMC)
se obtuvo al dividir el peso en kg. entre la altura
en metros al cuadrado. El peso y la altura se
midieron estando el paciente en ropa interior y sin
zapatos.

El estudio fue aprobado por el Comité de Etica
de Investigacion Clinica (CEIC) local (2017.023).

El criterio para decidir la pauta terapéutica,
quincenal o mensual, se basé en la cifra basal de
25(OH)D, prefiriendo la primera en los casos en

que dicha cifra era mis baja. No se estableci6, sin
embargo, un valor de corte preciso, dejando la
decision a la opinion del médico responsable del
paciente. El anilisis retrospectivo permitié compro-
bar que el 90% de los pacientes que recibieron la
pauta quincenal presentaban valores basales infe-
riores a los 20 ng/mL, mientras que este porcentaje
fue sélo del 53% en el caso de la pauta mensual.

Determinaciones analiticas
Se determinaron los niveles séricos de 25(OH)D,
PTHi, PINP y CTX, antes (basal) y al menos un
ano (12-25 meses) después de iniciar el tratamien-
to con calcifediol (media + DE: 15+3 meses).
Todas las determinaciones se realizaron en ayu-
nas a primera hora de la mafana. Las determina-
ciones rutinarias (glucosa, creatinina, calcio, albu-
mina, fosfato, fosfatasa alcalina) se llevaron a cabo
mediante métodos automatizados en un autoanali-
zador TechniconDax (Technicon Instruments.
Colorado, EE.UU.). Las concentraciones séricas de
25(OH)D, PTHI y marcadores de la remodelacion
(PINP y CTX) se llevaron a cabo mediante un sis-
tema automatizado de quimioluminiscencia. En el
caso del 25(OH)D se utiliz6 el ensayo de quimio-
luminiscencia de DiaSorin LIAISON (DiaSorin,
Stillwater. Minnesota, EE.UU.), y en las restantes
pruebas el ensayo de IDS-ISYS (Immunodiagnostic
Systems Hokding PLC. Londres, R.U.). El limite de
deteccion de 25(OH)D fue de 4 ng/mL y los coefi-
cientes de variacién (CV) intra e interensayo del
4,4% y 8,3%, respectivamente. En cuanto a la PTHi,
el limite de deteccion fue de 6 pg/mL, con un
rango normal de 10 a 45 pg/mL. Los CV intraensa-
yo e interensayo fueron del 3,7% y 5,4%, respecti-
vamente. El limite de deteccion del PINP fue de 5
ng/mL (rango de referencia entre 18 y 102 ng/mL)
y sus CV intraensayo e interensayo de 4,6% y 9,2%,
también respectivamente. Finalmente, los CV
intraensayo e interensayo de CTX fueron del 5,9%
y 10% respectivamente, y su rango de referencia
de 0,152-0,761 ng/mL.

Estudio estadistico

Las variables cuantitativas se expresaron como
media + DE o mediana (rango intercuartilico) y se
compararon mediante la prueba t de Student o U
de Mann-Whitney, de acuerdo con la distribucion
de los datos. Las variables cualitativas se expresa-
ron como nimero y porcentaje, y para su compa-
racion se empled la prueba de X* o el test de
Fisher, segun procediese. Las diferencias entre los
valores basales y anuales de hormonas calciotro-
pas y de marcadores de la remodelacién se anali-
zaron mediante la prueba de Wilcoxon. La asocia-
cion entre el porcentaje de cambio (basal-anual)
de los niveles séricos de 25(OH)D, PTHi, PINP y
CTX, y la edad, el sexo, el IMC, el peso y el mes
del ano de la determinacion de laboratorio se ana-
liz6 mediante el coeficiente de correlacion de
Pearson/Spearman. El analisis de los datos se llevo
a cabo mediante el paquete estadistico SPSS v20
(Chicago, IL). Se consideré como significativa una
p<0,05 en todos los cilculos.



Resultados

Tras aplicar los criterios de exclusion, hemos estu-
diado finalmente 156 pacientes (23 varones y 133
mujeres) con edades comprendidas entre 49 y 93
afios (media + DE: 71,949.6). Todos habian recibi-
do tratamiento con calcifediol durante al menos
un ano, siendo la media de 15+3 meses. Noventa
y dos de ellos habian recibido 0,266 mg de calci-
fediol cada quince dias y los 64 restantes la misma
dosis una vez al mes (Tabla 1). Los pacientes que
recibieron la pauta quincenal eran de mayor edad
(4,6 anos mayores; p<0,05). No habia, sin embar-
go, diferencias en el peso ni en el IMC.

Como puede apreciarse en la tabla 2, y de acuer-
do con el criterio que habia hecho que se optase
por una u otra pauta terapéutica, los niveles basa-
les de 25(OH)D fueron inferiores en los pacientes
que recibieron calcifediol quincenal que en los
que recibieron la dosis mensual (p<0,01). En tér-
minos absolutos, la diferencia fue de aproximada-
mente 7 ng/mL (16,7 ng/mL vs. 23,3 ng/mL). Con
ambas pautas de tratamiento se observo un aumen-
to significativo en la concentraciéon de 25(OH)D
(p<0,001), aunque estos valores fueron mayores
con la pauta quincenal que con la mensual (en tér-
minos absolutos, 39,5 ng/mL y 15,5 ng/mL, lo que
suponia en términos relativos aumentos del 323%
y del 85% [p<0,0001]D). La concentracion final fue
claramente superior en los pacientes que habian
recibido la pauta quincenal (56,2185 ng/mL vs.
38,8+12,5 ng/mlL; p<0,01).

El porcentaje de pacientes que alcanzaron nive-
les de 25(OH)D por encima de 20 y 30 ng/mL fue
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ligeramente superior con el tratamiento quincenal
(100% y 92%, respectivamente) que con la pauta
mensual (97% y 80%, respectivamente). Sin embar-
go, el porcentaje de pacientes que sobrepasd los
60 ng/mL fue mayor en los pacientes que recibie-
ron la pauta quincenal de calcifediol, 38%, frente al
6% en los pacientes con la pauta mensual (p<0,01).

La concentracion de PTHi disminuy6 de forma
significativa tras la administracion de calcifediol con
ambas pautas de tratamiento. Es interesante senalar
que, pese a la existencia de diferencias en los valo-
res de 25(OH)D al final del estudio, los valores de
PTH en dicho momento fueron similares con las
dos pautas de tratamiento (Tabla 2, Figura 1).
Fueron también similares los cambios en los nive-
les de PTHI en términos absolutos (-19% vs. -20%).
Se constata, por tanto, una clara discrepancia en el
comportamiento de la 25(OH)D y de la PTH.

Todos los pacientes presentaban basalmente
valores de calcio normales y no se detecté ningin
caso de hipercalcemia con ambas pautas de trata-
miento.

Los resultados de los marcadores de remodela-
cion (PINP y CTX) se recogen también en la tabla 2.
Como cabia esperar, ambos marcadores, PINP y CTX
disminuyeron de forma significativa en los pacientes
tratados con antirresortivos (p<0,0001), sin que estos
cambios guardaran relacion con la pauta de dosifica-
cién de calcifediol (quincenal o mensual).

Finalmente, los cambios en los niveles de
25(OH)D, PTHIi, PINP y CTX no tuvieron relacion
con la edad, el sexo, el peso, el IMC ni el mes del
ano en que se obtuvieron las muestras.

Tabla 1. Caracteristicas basales de los pacientes incluidos en el estudio (dosis quincenal y dosis mensual)

Quincenal Mensual Total
N° pacientes 92 64 156
Edad (afios) # 73,8 (9,3) 69,2 (9,6) 71,9 (9,6)*
Sexo (M/V) 75/17 58/6 133/23
Peso (kg) # 64,9 (13,5) 63,5 (9,9 64,3 (12,0)
Talla (m) # 1,55 (0,06) 1,56 (0,08) 1,55 (0,07)
IMC (Kg/m?) # 20,9 (5,3) 26,2 (4,5) 26,6 (4,9)

#: media (DE); *: p<0,05.

Tabla 2. Concentraciones de 25(OH)D, PTHi, PINP y CTX antes (basal) y tras al menos un ano de tratamiento
(tras tto.) con 0,266 mg de calcifediol quincenal (dosis quincenal) o mensual (dosis mensual). Expresadas como

media (DE)
Dosis quincenal Dosis mensual
Basal Tras tto. Basal Tras tto.
25(0OH)D (ng/mL) 16,7 (9,3) 56,2 (18,5)* 23,3 (8,3) 38,8 (12,5)**%
PTHi (pg/mL) 57,9 (26,0) 40,7 (17,5)* 52,9 (25,0) 38,6 (15,9
PINP (ng/mlL) 47,1 27,4 26,9 (19,8)* 36,5 (17,0) 26,7 (18,1)*
CTX (ng/mlL) 0,573 (0,347) 0,288 (0,333)" 0,484 (0,337) 0,243 (0,219)*

Diferencias entre los valores basales y tras tratamiento: (*) p<0,01; (*) p<0,001.
Diferencias entre la dosis quincenal y mensual: (¥) p<0,01.
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Figura 1. A) Concentraciones medias de 25(OH)D, antes (basal) y tras al menos un ano de tratamiento (post)
con 0,266 mg de calcifediol mensual o quincenal. B) Concentraciones medias de PTHi, antes (basal) y tras al
menos un ano de tratamiento (post) con 0,266 mg de calcifediol mensual o quincenal
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Discusién

En la mayoria de las Guias de Practica Clinica de
la Osteoporosis se aconseja que los niveles séricos
de 25(OH)D se sitien por encima de 20 ng/mL, e
incluso que superen los 30 ng/mL*". En nuestro
estudio, la inmensa mayoria de los pacientes que
recibieron dosis mensuales o quincenales de cal-
cifediol durante al menos un ano, superaron estas
cifras. Concretamente, el porcentaje de pacientes
que alcanzaron niveles 25(OH)D superiores a 20 y
30 ng/mL fue del 100% y 92% con la pauta quin-
cenal y del 97% y 80% con la mensual, respectiva-
mente.

Como cabria esperar, las concentraciones medias
de 25(OH)D alcanzadas por los pacientes tratados
con calcifediol durante al menos un ano fueron
menores con la pauta mensual que con la quince-
nal. Sin embargo, puede concluirse que ambas
pautas se muestran eficaces para la consecucién
de concentraciones de 25(OH)D metabdlicamente
suficientes. Un criterio utilizado convencionalmen-
te para valorar la eficacia de los niveles séricos de
25(OH)D es la de su relacion con la PTH sérica,
relacion de caricter negativo, ya que aquel inhibe
la produccién de ésta. Dado que la PTH se supo-
ne perniciosa para el hueso, su inhibicion por la
vitamina D debe resultar beneficiosa. Aunque no
hay acuerdo general respecto a las caracteristicas
exactas de esta relacion, la idea mas aceptada es
la de que a medida que se elevan los niveles de
25(OH)D, disminuyen los de PTH hasta que aque-
lla alcanza un valor por encima del cual la hormo-
na no se suprime mas>*'*2. De acuerdo con lo que
venimos comentando, por encima de dicho valor
de 25(OH)D, el efecto beneficioso no sigue aumen-
tando, al cesar la disminucion de la PTH. Aunque
no se sepa con exactitud a qué concentracién de
25(OH)D corresponde este valor, parece que hay
acuerdo en que debe de situarse entre 20 y 30 ng/mL,

o cerca de dichas cifras**. Un trabajo de nuestro
grupo llevado a cabo en mas de 1.800 personas
(1.154 mujeres postmenopdausicas y 657 varones
de 50 o mas anos) encontré que el umbral de
25(OH)D necesario para prevenir el aumento de
PTH (y la pérdida de masa 6sea) se situaria en
torno a los 30 ng/mL*. Los resultados del presen-
te trabajo sefialan una idea equivalente al mostrar
que la concentracion de PTHi disminuye de forma
significativa tras la administracion de calcifediol
sin que se aprecien diferencias en el comporta-
miento de la hormona entre las dos pautas de tra-
tamiento. De hecho, la reduccién obtenida con la
pauta quincenal fue del 19% y del 20% con la
pauta mensual. En definitiva, por tanto, a partir de
un determinado valor, la vitamina D ya no ejerce
mis efectos beneficiosos.

Los estudios sobre las dosis de vitamina D y los
niveles séricos de 25(OH)D deseables se han cen-
trado habitualmente en aspectos relacionados con
su eficacia. La posible toxicidad de la vitamina D
se ha relacionado tradicionalmente con el desarro-
llo de hipercalcemia, la cual solo llega a producir-
se con altas dosis de vitamina D (de varios miles
de unidades dia) y niveles de 25(OH)D en rangos
superiores a 100 ng/mL’ Se la consideraba por
tanto una sustancia segura. Sin embargo, a lo largo
de los ultimos anos han ido apareciendo datos
que sugieren que la vitamina D podria desarrollar
otros efectos perniciosos, independientes de la
hipercalcemia, con niveles mucho mas bajos, de
manera que ha ido cristalizando la idea de que, en
términos globales, la relacion entre los efectos
beneficiosos o perjudiciales de la vitamina D y sus
niveles guardan una relacion en U (es decir, se
desarrollan efectos perjudiciales tanto con niveles
bajos como con niveles altos de la vitamina), con
la particularidad de que estos Gltimos comenzarian
a establecerse con niveles de 25(OH)D muy infe-



riores a los 100 ng/mL antes comentados, habién-
dose senalado cifras de en torno a 50-60 ng/mL.
Michaelson et al.?, por ejemplo, siguieron una
cohorte de 1.194 varones observando una relaciéon
en U entre la concentraciéon de vitamina D y la
mortalidad total. La morfologia de la curva se
cumplia también en la mortalidad por cancer
especificamente. Durup et al.® también describie-
ron en 247.574 personas una asociacion inversa en
forma de J entre los niveles séricos de 25(OH)D y
la mortalidad. Smith et al.**, en un estudio realiza-
do con diversas dosis de suplementos de vitamina D,
observaron que el efecto de la misma en las cai-
das muestra igualmente una curva en U, tanto se
analice la relacion en términos de dosis como de
niveles de 25(OH)D. Los diversos trabajos realiza-
dos en esta linea no coinciden exactamente en los
valores que podrian ser preferibles, pero en lineas
generales, revisiones y documentos de consenso®’
sefialan que deben evitarse valores superiores a los
50-60 ng/mL.

Los resultados de nuestro estudio ponen de
manifiesto que mientras que las cifras alcanzadas
con la pauta mensual se sitian en una zona de
seguridad (38,8+12,5 ng/mL), las conseguidas con
la pauta quincenal lo hacen en valores potencial-
mente perjudiciales (56,2+18,5 ng/mL), ya que el
porcentaje de pacientes que sobrepasoé los 60 ng/mL
entre los que recibieron la pauta quincenal fue del
38%, frente al 6% de los que recibieron la mensual
(p<0,01). En consecuencia, nuestro trabajo sugie-
re que la pauta terapéutica con 0,266 mg de calci-
fediol mensuales es la mas adecuada. Ello no sig-
nifica, en absoluto, que dicha pauta deba conside-
rarse de forma rigida, ya que en la consecucion de
unos u otros niveles de 25(OH)D intervienen tanto
factores de caracter individual (por ejemplo, gené-
ticos) como circunstanciales, que pueden aconse-
jar modificar la dosis aconsejada en un paciente
concreto. De ahi que se recomiende la medicion
periodica de la 25(OH)D sérica para comprobar si
la pauta esta siendo adecuada.

En cuanto al comportamiento de los marcadores
de remodelacion, tal y como cabia esperar, ambos
marcadores, PINP y CTX, disminuyeron de forma
significativa en los pacientes tratados con antirre-
sortivos, tanto en los que recibieron bisfosfonatos
como en los que recibieron denosumab, sin que
estos cambios guardaran relacién con la pauta de
dosificacion de calcifediol (quincenal o mensual).
Ello no debe interpretarse en el sentido de que la
dotacion en vitamina D no influya en la respuesta
a los farmacos antirresortivos. En un estudio lleva-
do a cabo por nuestro grupo en mujeres osteopo-
réticas que recibian tratamiento con alendronato,
de las cuales unas fueron suplementadas con 0,266
mg de calcifediol semanal durante tres meses y
otras no, comprobamos que la respuesta fue supe-
rior en las pacientes suplementadas, especialmente
cuando partian de una situacion de hipovitamino-
sis basal (25(OH)D <20 ng/mL).

Entre las limitaciones de nuestro estudio hay
que destacar la de que se trata de un estudio obser-
vacional retrospectivo, por lo que no se puede des-
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cartar la existencia de ciertos sesgos (seleccion,
asignacion, etc.), asi como de factores de confu-
sion. Por ejemplo, en nuestro estudio la asignacion
de los pacientes a una u otra pauta de tratamiento
no se realizo de forma aleatoria, sino que se efec-
tué de acuerdo con el criterio del médico encarga-
do de la asistencia del enfermo. No es de extranar,
por ello, que los pacientes que recibieron la pauta
quincenal fueran mayores y presentaran valores
basales mas bajos de 25(OH)D que los que recibie-
ron la pauta mensual. Sin embargo, una de las for-
talezas del nuestro estudio es que se ha llevado a
cabo en condiciones de practica clinica habitual.

En conclusién, nuestros resultados indican
que en pacientes con Oosteoporosis en tratamiento
para la misma, la administracion mensual de
0,266 mg de calcifediol es, en primer lugar, ade-
cuada para lograr unos niveles eficaces de vitami-
na D, y en segundo lugar, suficientemente segura
como para evitar que se alcancen niveles poten-
cialmente perjudiciales de la misma, por lo que
seria preferible a la pauta quincenal en la practi-
ca clinica habitual.

Conflicto de intereses: Los autores declaran no
tener conflicto de interés.
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Presentamos imdgenes correspondientes a un
varén de cincuenta afios en seguimiento en el
Servicio de Medicina Interna por lumbalgia y coxal-
gia de dos anos de evolucion, que fue diagnostica-
do de enfermedad de Gorham-Stout. En la resonan-
cia magnética de cadera se aprecia un patrén 6seo
alterado de forma difusa sin lesiones liticas ni escle-
roticas. En cadera se observa una necrosis bilateral
de cabeza femoral (Figuras 1y 2).

En la analitica sanguinea destacaba Gnicamen-
te una fosfatasa alcalina de 185 UI/L. El resultado
de la biopsia de cabeza femoral informaba de
vasodilatacion con contorno irregular de aspecto
malformativo; la tinciébn con marcador D2-40
informaba de proliferacion vascular y no linfitica
(Figura 3).

Figura 1

La enfermedad de Gorham-Stout o sindrome
de Gorham, también conocida como enfermedad
del hueso evanescente, es un cuadro clinico carac-
terizado por la destruccion progresiva de tejido
oseo (osteolisis) y crecimiento de tejido linfatico y
vascular en las dreas afectas.

A pesar de poder verse afectada cualquier
estructura Osea, la afectacion mas frecuente es a
nivel de costillas, vértebras y pelvis. La etiologia es
desconocida, aunque se sospecha que las alteracio-
nes en factores de crecimiento vascular, los cambios
en el pH y el déficit de oxigeno pueden estar invo-
lucrados en la fisiopatologia de la enfermedad, ya
que los cambios bioquimicos que se producen en el
tejido por estas causas favorecen un crecimiento y
remodelado alterados de las estructuras afectas.
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La clinica suele comenzar con Figura 2
fracturas y dolor intenso, existien-
do variedad de sintomas segin el
hueso enfermo (pérdida de dien-
tes en el caso de la mandibula o
signos neurolégicos en caso de
las vértebras).

El tratamiento se basa en
bifosfonatos e interferéon a-2B.
Sirolimus también se plantea
como alternativa terapéutica, si
bien las series son testimoniales.
Ademis, estd indicada la adop-
cion de medidas de soporte que
puedan reducir o detener el qui-
lotorax o estabilizar las regiones
esqueléticas afectadas.

La radioterapia puede ser uti-
lizada en combinacién con estas
terapias pero, por lo general, se
reserva para la enfermedad
refractaria o de progresion rapi-
da.

Conflicto de intereses: Los
autores declaran no tener conflic-

to de interés.

Figura 3
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Resumen

La fractura de cadera es un proceso clinico grave que en la gran mayoria de los casos requiere una solu-
cién quirtrgica. En el periodo de tiempo que transcurre desde el ingreso hasta la intervencion, que puede
ser variable en funciéon de muchos condicionantes, tradicionalmente se aplica una traccion cutdnea en el
miembro afectado con el fin de inmovilizar la extremidad y, en consecuencia, aliviar el dolor. Ademas,
existe la creencia en algunos cirujanos de que esta practica consigue mejorar la reduccion de la fractura
evitando la contractura muscular, lo cual podria reportar beneficios en el proceso quirtrgico. Su uso se
encuentra protocolizado en el manejo de este tipo de pacientes en algunos centros hospitalarios, pese a
que sea un procedimiento cuestionable y no haya ninguna evidencia que respalde tales suposiciones. Por
otro lado, no es inocuo, y han sido descritas una serie de complicaciones que ponen en duda su utiliza-
cion rutinaria. En este trabajo queremos revisar los principales estudios realizados con el objetivo de rea-
lizar una recomendacién de manejo clinico sobre esta cuestion en base a la evidencia disponible.

Palabras clave: fractura de cadera, traccion cutdinea, dolor.

The usefulness of preoperative traction in hip fracture

Summary

Hip fracture is a serious clinical event which requires surgery in the vast majority of cases. In the period
of time between admission and intervention, which may vary depending on many factors, skin traction
in the affected member is traditionally applied to immobilize the limb and thus relieve pain. Furthermore,
some surgeons maintain that this practice better reduces fracture risk, avoiding muscular contraction,
which may facilitate the surgical process. Its use is recommended in managing protocols for this patient
group in some hospitals, although some question this practice as lacking evidence to support it. On the
other hand, it is not harmless, with a number of reported complications which raise questions about its
routine use. This paper reviews the main studies carried out, with the objective of making a recommen-
dation for the clinical management of this issue based on available evidence.

Key words: hip fracture, skin traction, pain.
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Introduccion

La fractura de cadera es una de las mas temidas con-
secuencias de la fragilidad 6sea. Es un proceso grave
que implica una alta morbilidad y una considerable
mortalidad, y que genera un importante consumo de
recursos. La gran mayoria de estos pacientes son
sometidos a una intervencion quirdrgica para intentar
recuperar la funcionalidad que tenfan previamente.
Los estandares de calidad recomiendan realizar esta
intervencion dentro de las primeras 48 horas, ya que
una cirugfa temprana estd asociada a un menor
nimero de complicaciones, mejores resultados fun-
cionales, menor estancia hospitalaria, menos reingre-
s0s, e incluso, como se ha visto en algunos trabajos,
a una disminucién de la mortalidad'. Sin embargo, en
muchas ocasiones esta cirugia se retrasa mas de lo
deseable. La demora media de la intervencion en
nuestro pais suele estar aproximadamente en 3 dias'?
siendo las causas clinicas y organizativas las que la
originan. En este intervalo preoperatorio, en algunos
centros se aplica a estos pacientes de forma rutinaria
una traccidn cutanea con un peso variable en funcion
de su constitucion, con el objetivo fundamental de
reducir el dolor inmovilizando la extremidad (Figura D).
Ademds, algunos cirujanos creen en otros beneficios
anadidos, ya que en teoria la traccion podria dismi-
nuir la contractura muscular, lo cual podria ser bene-
ficioso para el propio acto quirdrgico, sobre todo si
la intervencién consiste en una osteosintesis de la
fractura, cuya reduccion y manejo serian hipotética-
mente menos dificultosos. Pero realmente no hay
ninguna evidencia ni en uno ni en otro sentido. La
bibliografia es contundente. Adicionalmente, no solo
estan descritos una serie de efectos adversos que
hacen que esta practica aparte de no ser realmente
beneficiosa pueda ser incluso perjudicial, sino que,
ademas, el manejo basico de estos pacientes en cues-
tiones simples como la higiene o la prevencion de
dlceras por presion puede ser mds complicado si los
pacientes estin “sujetos” a este sistema de inmoviliza-
cién. Es por ello que creemos conveniente realizar
esta revision y establecer unas recomendaciones en
funcién de lo descrito en la literatura.

Material y métodos

Para realizar esta revision se lleva a cabo una bus-
queda bibliogrifica durante el mes de enero de
2018, tanto en inglés como en espanol. Se consul-
tan las siguientes bases de datos: Pubmed, Scopus
y EMBASE. La estrategia de busqueda incluy6 los
siguientes términos en inglés: hip fracture, skin
traction, pain y preoperative traction. Y se amplio
con los siguientes términos en espanol: fractura de
cadera, traccion cutanea, dolor, traccion preopera-
toria. Se consulta, para concluir, la Gltima revisién
realizada al respecto por la Cochrane Library en el
ano 2011. De todos los articulos encontrados se
seleccionan Unicamente aquellos cuyo disefio con-
siste en estudios prospectivos aleatorizados.

Resultados

Se seleccionaron 14 estudios que se resumen en la
tabla 1, ordenados por fecha de publicacion y con
las principales caracteristicas de los mismos**.

Discusion

En uno de los primeros trabajos publicados al respec-
to?, se estudiaron 80 pacientes con los tres clsicos
tipos de fracturas, cervicales, intertrocantéricas y sub-
trocantéricas, a los cuales se les sometié a traccion
esquelética, traccion cutinea o a la colocacion de una
simple almohada debajo de la extremidad afectada.
Respecto a la necesidad de analgesia, fue superior en
el grupo de la traccion esquelética, siendo en los
otros dos grupos similar. La reduccion de la fractura
fue realizada en menor tiempo en los pacientes sin
traccion previa, y el sangrado fue mayor en los
pacientes con traccion esquelética. Los autores con-
cluyeron que no hay ventajas en la colocacion de
ningin tipo de traccion. Respecto a la traccion
esquelética, ya se ha demostrado en otros trabajos’
que su colocacion en pacientes con fractura de cade-
ra no muestra diferencias en lo que se refiere al ali-
vio del dolor, siendo un procedimiento doloroso
para la mayoria de los pacientes a los que se les
coloca. En la misma linea, otros autores, en un estu-
dio similar realizado en 67 pacientes a los que se
evalué no solo la necesidad de analgésicos, sino
también la intensidad del dolor con escalas de medi-
cion del dolor’, no encontraron diferencias entre los
grupos con y sin traccion. En otro estudio con un
mayor namero de pacientes’, 137 pacientes con frac-
turas extracapsulares frente a 115 con fracturas intra-
capsulares fueron distribuidos al azar prospectiva-
mente, de manera que a 101 pacientes se les coloco
la traccion y a 151 no. La percepcion del dolor y la
necesidad de analgesia fueron similares en todos los
grupos y los autores recomendaron abandonar la
rutina de colocar la traccion previa a la cirugia, no
solo por la ausencia de beneficios, también porque
lo consideraron una pérdida de tiempo y de dinero.
En este estudio se recogié también la “sensaciéon”,
aunque subjetiva, del cirujano respecto a la dificul-
tad de reduccién de la fractura, sin encontrarse dife-
rencias significativas entre los grupos. Ademds, se
incidi6 en la correccion de la posicion de la cabeza
femoral en las fracturas cervicales desplazadas con la
colocacion de la traccion. En teoria, la correccion de
la rotacion externa de la extremidad podria prevenir
la oclusion de los vasos capsulares posteriores, pero,
por otro lado, podria aumentar la presion intracap-
sular, lo que podria comprometer la vascularizacion
de la cabeza femoral. Estos argumentos estin basa-
dos en estudios previos de medicion de la presion
intracapsular en fracturas cervicales femorales no
desplazadas’, en los que se determina que la posi-
cién en semiflexion y rotacion externa de la extremi-
dad es la que presenta menor presion y, probable-
mente, mayor confortabilidad para el paciente, mien-
tras que la posicion en extension y rotacion medial
(Ia que se induce con la traccion) es la que presen-
ta unas cifras mas elevadas de presion intracapsular.
Los autores ya recomendaban no colocar la traccion
en este tipo de fracturas, ya que “corrige” la postura
mas fisiologica para el paciente.

En otro trabajo con diseno parecido realizado en
120 pacientes’, los autores llegan a las mismas con-
clusiones: no hay aporte de efectos beneficiosos con
la traccion, ni en la mejora del dolor ni en la calidad
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Figura 1. Imagen de una cldsica tracciéon de partes
blandas en una paciente con fractura de cadera en
espera de una intervencion quirdrgica

de reduccion de la fractura. Ademas, tampoco encon-
traron diferencias en su proceso de consolidacion.
Incidieron en la posibilidad de complicaciones con la
traccion; en 5 de sus pacientes aparecieron lesiones
cutdneas secundarias a la misma. Las lesiones cutdneas
suelen ser las mas frecuentes, ya que la piel del ancia-
no es mas fragil y mas facil de lacerar. En ocasiones
pueden ser graves'®. También se han descrito com-
plicaciones neurolégicas de cierta entidad®.

En el primer trabajo planteado para comparar el
uso de una traccion cutinea frente a la colocacion
de una almohada debajo de la extremidad afectada,
bien diseniado, aleatorizado y prospectivo, realizado
en 50 pacientes en cada grupo®, se mostré que los
pacientes a los que se les colocaba la almohada, se
encontraban mas confortables y con menor necesi-
dad de medicaciéon que a los que se les colocaba la
traccion. En otro estudio prospectivo aleatorizado,
realizado en 201 pacientes con traccion y 172 sin
traccion, en el que se midi6 el dolor en varios
momentos del ingreso’, se aprecié un incremento
del dolor en los momentos iniciales del ingreso, con
un aumento de la necesidad de medicacion para el
dolor en los pacientes sin traccion frente a los que
tenian traccion, pero sin diferencias significativas, ya
que también hay mas dolor y mis necesidad de
analgesia en los pacientes con traccion en los
momentos iniciales del ingreso. Las grificas presen-
tadas son significativas. Esto conlleva una reflexion:
es 16gico que en los momentos iniciales exista mas
dolor. El paciente sufre la caida, es llevado al hospi-
tal (en ambulancia en el mejor de los casos) y se le
traslada varias veces (cama de urgencias, realizacion

de radiografias) hasta que finalmente es ubicado en
la cama de Traumatologia en espera de su interven-
cién. Pero con el paso del tiempo ese dolor se va
reduciendo, tanto si tiene traccion como si no. Esta
puede ser una explicacion a la “impresion” que tie-
nen muchos cirujanos de que sus pacientes mejoran
con la traccion. Mejoran porque el dolor disminuye
con el tiempo, independientemente de si tiene trac-
cién o no. Esta cuestion se aprecia también en un
estudio aleatorizado realizado en el ambito de la
Enfermerfa Unicamente en pacientes con fracturas
pertrocantéreas, y con el objetivo de evaluar su
grado de dolor en funcién de si tiene o no trac-
cion'. Se aprecié una grafica similar, con disminu-
cion del dolor en la escala visual analégica con el
paso de las horas, pero de forma paralela y sin dife-
rencias en ambos grupos. Una cuestion que se plan-
ted en este trabajo fue la percepcion de la dificultad
para la movilizacion del paciente, que inicialmente
fue superior en los pacientes sin traccion, pero que
con el paso del tiempo descendi6, aunque los auto-
res reconocen que es una cuestion dificilmente
medible. En ese sentido, hay trabajos que contem-
plan la opinién del personal de Enfermeria en refe-
rencia al cuidado y aseo de los pacientes, mas difi-
cultoso cuando el paciente tiene una traccion cuti-
nea, presentando las mismas molestias al movilizar-
lo, tengan o no traccion®.

Hay trabajos que estudiaron el efecto de la
traccion cuando la demora se prolonga varios dias
en el tiempo. En un estudio japonés en el que la
demora media fue de 7,5 dias antes de realizar la
cirugia no se encontraron diferencias significativas
en los pacientes que tenfan traccién con respecto
a los que no®. Ademads, pese a pasar varios dias,
no encontraron tampoco diferencias en la calidad
de la reduccion de la fractura tras la intervencion.
Nuevamente se establece el esquema del dolor
inicial en el momento de la admision, pero que va
disminuyendo en el tiempo, independientemente
de si el paciente tiene o no traccion.

En un curioso estudio que evalué la posibili-
dad del efecto placebo en la colocacion de la trac-
cién cutidnea®, se separd a los pacientes con frac-
tura de cadera en tres grupos: a unos pacientes se
les colocé la traccion con un determinado peso, a
otros se les colocé la traccién sin peso, y a un ter-
cero se le colocé una almohada debajo de la
extremidad. Los tres grupos tuvieron una reduc-
cion del dolor, pero llamativamente esta reduccion
fue mayor en los pacientes a los que se les colo-
¢6 la traccion sin el peso correspondiente.

Unicamente hemos encontrado un articulo que
recomiende el uso de la traccion’. Analizé solamen-
te 40 pacientes con fracturas intertrocantéricas y solo
en las primeras 24 horas. De las 5 mediciones del
dolor que se realizaron en pacientes con y sin trac-
cién, Unicamente en una de ellas, al final del dia,
existio una diferencia significativa a favor de los
pacientes con traccion. Los autores reconocieron que
no hubo una mayor demanda de analgesia en ningu-
no de los dos grupos. Pese a los discretos resultados
del trabajo, recomendaron el uso de la traccion para
proporcionar “un mayor confort y relajacion”.
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Por ultimo, la revision Cochrane, tanto en su
edicion del afio 2006 como la dltima del ano
2011 establece que el uso de traccion no pro-
porciona aparentemente ningin beneficio y que la
evidencia en este aspecto es cada vez mayor, invi-
tando a los clinicos que persisten en su utilizacion
a que dejen de hacerlo o la hagan bajo el amparo
de los resultados favorables de un ensayo aleato-
rizado bien disefiado.

Conclusiones - Recomendaciones

En base a la evidencia actual y en concordancia
con las mejores practicas para el manejo de la
fractura de cadera en el anciano®?* | creemos que
la aplicacion de la traccion cutinea en los pacien-
tes con fractura de cadera en espera de ser inter-
venidos debe de ser eliminada de la practica habi-
tual rutinaria en aquellos centros que auin la reali-
cen®. No hay ninguna evidencia que soporte que
sus supuestos beneficios, la mejora del dolor y
una mejor reduccion de la fractura que facilite la
cirugia, sean reales. Una almohada debajo de la
extremidad afectada, parece la medida mas efecti-
va para proporcionar una mayor confortabilidad a
estos pacientes en el periodo preoperatorio.

Conflicto de intereses: Los autores declaran no
tener conflicto de interés.
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