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EDITORIAL / Editorial

FGF23 Y ENFERMEDADES OSEAS

Nori Tolosa de Talamoni*

Profesora Emérita. Universidad Nacional de Cdrdoba, Argentina

El hueso en su comportamiento como 6r-
gano endocrino libera varias citoquinas sis-
témicas, entre ellas el factor de crecimiento
fibroblastico 23 (FGF23). Esta citoquina es
secretada por osteoblastos y osteocitos hacia
la circulacion. Actua principalmente en rifion,
paratiroides, corazén y hueso. Tiene un rol
esencial en la regulacion del metabolismo del
fosforo (Pi), pero su efecto se extiende mas
alla de la homeostasis del Pi, influenciando el
metabolismo 6seo, la salud cardiovascular, la
homeostasis del hierro, la respuesta inmune
y las alteraciones metabdlicas asociadas a la
obesidad." Si bien inicialmente fue descubier-
ta en cerebro murino, con el tiempo se cono-
ci6 que mutaciones en el FGF23 se identifica-
ban como la causa del raquitismo hereditario
autosémico dominante (RHAD) y de la osteo-
malacia inducida por tumor (conocida con la
sigla inglesa: TIO). Ambas enfermedades son
raras y comparten caracteristicas clinicas en
comun, tales como la hipofosfatemia, los va-
lores bajos de 1,25(0OH),D, y raquitismo/os-
teomalacia.?

FGF23 regula el balance de Pi mediante la
disminucion de la reabsorcion renal de Pi, la
modulacién de la sintesis de parathormona
(PTH) y la disminucion del 1,25(0CH),D,." Tie-
ne efectos endocrinos, paracrinos y autocri-
nos. Los efectos endocrinos estan bastante

establecidos, no asi los demas efectos. La
mayoria de los efectos endocrinos dependen
del funcionamiento de aKlotho (aKL), el cual
actua como correceptor. Los efectos paracri-
nos, en cambio, son independientes de aKL.
FGF23 modula la homeostasis del Pi median-
te activacion del receptor 1 de FGF (FGFR1)
requiriendo el correceptor oKL, que esta alta-
mente expresado en el rifidn y en las glandu-
las paratiroides. La dupla FGF23/a-KL esta in-
volucrada en el metabolismo mineral a través
de factores locales ligados a la mineralizacion
de la matriz 6sea y a efectos sistémicos de
PTH, 1,25(0OH)2D y calcio.® En una reciente re-
vision de nuestro laboratorio hemos descripto
los nuevos avances en la regulacion y activi-
dad de FGF23.4

Hay enfermedades 6seas asociadas a altas
y a bajas concentraciones séricas de FGF23.
Entre las enfermedades dseas que ocurren
con exceso de los niveles séricos de FGF23
se pueden citar las hipofosfatemias de origen
genético, tales como la hipofosfatemia liga-
da al cromosoma X (HLX) y la RHAD. HLX es
causada por mutaciones en el gen PHEX. Se
desconocen los mecanismos por los cuales
estas mutaciones del gen PHEX conducen a
sobreexpresion de FGF23 y alteraciones me-
tabolicas éseas. Los pacientes con RHAD tie-
nen variantes patogénicas en el sitio de clivaje

*E-mail: ntolosa@biomed.fcm.unc.edu.ar
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de FGF23, lo cual produce resistencia a la
degradacion proteolitica de FGF23. Estos pa-
cientes presentan deficiencia de hierro. Nor-
malmente la deficiencia de hierro produce
aumento de la sintesis de FGF23 y también
aumento en su degradacion; en estos pacien-
tes la sintesis de FGF23 esta aumentada pero
no su degradacion, por lo cual exhiben altas
concentraciones de la proteina.®

TIO es un sindrome paraneoplasico in-
frecuente caracterizado por mineralizacién
defectuosa causada por sobreproduccion tu-
moral de FGF23, el cual inhibe la reabsorcién
renal de Pi y la 1a-hidroxilacion de la 25-hi-
droxivitamina D, lo que lleva a hipofosfatemia
y, finalmente, a osteomalacia.®

La escoliosis congénita también parece
asociarse a niveles altos de FGF23 y a baja
densidad mineral 6sea (DMO). Se propone
que el FGF23 podria contribuir al desarrollo
de osteopenia en estos pacientes a través de
la via del receptor 3 del factor de crecimiento
fibroblastico/fosfatasa alcalina no especifica
de tejido/osteopontina.®

El deterioro de la funcion renal también
conduce a una excesiva produccién de
FGF23 como respuesta compensatoria a una
disminucién de la pérdida renal de Pi. En pa-
cientes con enfermedad renal crénica (ERC),
la expresion de a-KL disminuye concomitan-
temente con una disminucién de nefronas via-
bles. A medida que progresa la enfermedad,
la capacidad excretora de Pi del rifidén no es
suficiente pese a los altos niveles de FGF23
y de Pi en sangre, lo cual lleva a resistencia
renal al FGF23. Los excesos de FGF23 con-
ducen a anormalidades en la mineralizacién
6sea. Ademas, el exceso de FGF23 puede
promover hipertrofia ventricular izquierda, hi-
pertension, inflamacién y estrés oxidativo, que
podria llevar a disfuncién endotelial. Si la cal-
cificacién vascular en pacientes con ERC es
producida por alto FGF23 esta en discusion,

Editorial

ya que algunos sostienen que estaria mas
bien asociada a la alta concentracién de Pi
sérico.’

En cuanto a patologias 6seas que ocurren
con bajas concentraciones séricas de FGF23
se puede mencionar la calcinosis tumoral hi-
perfosfatémica, la cual esta asociada a muta-
ciones missense en FGF23 o en a-KL.2

Burosumab, un anticuerpo monoclonal an-
ti-FGF23 aprobado en 2018 en varios paises,
ha emergido como un tratamiento alternativo
para patologias que transcurren con niveles
excesivos de FGF23. Un reciente metanalisis
ha demostrado que burosumab tiene efectivi-
dad terapéutica en nifios con HLX mejorando
los parametros bioquimicos, el score de ra-
quitismo y el test de caminata de 6 minutos,
pero aun resta conocer los efectos a largo
término.® En pacientes con tumores no opera-
bles o con tumores recurrentes o no localiza-
bles que presentan TIO, el uso de burosumab
representa una alternativa al tratamiento con-
vencional, pero con seguimiento controlado
de los niveles de Piy FGF23."° Recientemente
se reportd efecto beneficioso de burosumab
en un paciente adulto con HLX y ERC en es-
tadio 3b."" No obstante, todavia hay muchas
dudas acerca de su uso en pacientes con
ERC avanzada por los potenciales riesgos,
debido a que —a nivel experimental- produjo
hipercalcemia, hiperfosfatemia, calcificacion
vascular e incremento de la mortalidad. Qui-
zas en el futuro burosumab pueda ser eficaz
para el tratamiento de otros trastornos aso-
ciados a exceso de FGF23, pero es necesario
hacer mas estudios preclinicos y clinicos que,
por el momento, no estan disponibles.

Recibido: agosto 2024
Aceptado: septiembre 2024

Conflicto de intereses: la autora declara no
tener conflicto de intereses.
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ARTICULO ORIGINAL / Original

OBTENCION, CARACTERIZACION Y BIOCOMPATIBILIDAD DE
HIDROGELES POLIMERICOS PARA INGENIERIA DE TEJIDOS:

ESTUDIO PRELIMINAR

M. Victoria Marotta,"? Agustin H. Rojas,' Tamara G. Oberti', Juan M. Fernandez**

T Instituto de Investigaciones Fisicoquimicas Tedricas y Aplicadas (INIFTA), Facultad de Ciencias

Exactas, UNLP — CONICET. La Plata, Argentina.

2 Laboratorio de Investigacion en Osteopatias y Metabolismo Mineral (LIOMM), Facultad de
Ciencias Exactas, UNLP-CIC. La Plata, Argentina.

Resumen

La ingenieria de tejidos es una ciencia inter-
disciplinaria que se encuentra en constante
busqueda de materiales que puedan ayudar
a reparar el tejido dafado; en nuestro caso,
tejido 6seo y cartilaginoso. En este trabajo
obtuvimos un biomaterial utilizando alginato
de sodio (polimero natural) y polielectrolito ca-
tiénico sintético (PEC) producido en nuestros
laboratorios. La unién de ambos polimeros
dada por fuerzas idnicas se vio incrementada
gracias a la aplicacién de ultrasonido. Cuando
evaluamos la toxicidad in vitro de los bioma-
teriales utilizando células macrofagicas RAW
264.7, encontramos que la aplicacion de ul-
trasonido produjo un material menos téxico
con relaciéon a cuando esta tecnologia no se
aplica, ademas de una mayor capacidad de
fomentar la proliferacién de células preosteo-
blasticas MC3T3-E1 y células condrociticas
crecidas sobre ellos. Si bien hace falta realizar
experimentos adicionales, nuestro biomaterial
Alginato-PEC tratado con ultrasonido resulta

ser prometedor para ser utilizado como
scaffolds en Ingenieria de Tejidos 6seo y car-
tilaginoso.

Palabras clave: alginato, ingenieria de teji-
dos, toxicidad.

OBTAINING, CHARACTERIZATION AND
BIOCOMPATIBILITY = OF  POLYMERIC
HYDROGELS FOR TISSUE ENGINEERING

Abstract

Tissue engineering is an interdisciplinary
science that is constantly searching for
materials that can help repair damaged tissue,
in our case, bone and cartilage. In this work,
we obtained a biomaterial using sodium
alginate (natural polymer) and synthetic
cationic polyelectrolyte (PEC) produced in our
laboratories. The union of both polymers, given
by ionic forces, was increased thanks to the
application of ultrasound. When we evaluated
the in vitro toxicity of the biomaterials using

*E-mail: jmfernandez@biol.unip.edu.ar
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RAW 264.7 macrophage cells, we found
that the application of ultrasound produced
a non-toxic material compared to when this
technology is not applied, in addition to a
greater capacity to promote the proliferation
of MC3T3-E1 preosteoblastic cells and
chondrocytic cells grown on them. Although

Introduccion

La destruccion del tejido éseo debido a
enfermedades (osteonecrosis, tumores, os-
teoporosis) o a cicatrizacién ineficaz posterior
a lesién traumatica es un problema que afecta
a la poblacién mundial. Actualmente se utili-
zan distintas terapias para las diversas lesio-
nes Oseas. Entre ellas se encuentra la utiliza-
cién de diversos materiales e injertos (segun
su procedencia se clasifican en: autoinjerto,
aloinjerto [homodlogos], xenoinjerto [heterdlo-
go])." Ademas, una disminucién en la calidad
y/o densidad mineral ésea (DMO) puede in-
crementar la incidencia de fracturas debido
a la osteoporosis, la enfermedad désea me-
tabolica mas frecuente. Varios trabajos en la
bibliografia cientifica pronostican un aumen-
to de fracturas 6seas debido a osteoporosis;
por ejemplo, se estima que la incidencia de
fractura de cadera a causa de la osteoporo-
sis se incrementara en un 100% hacia el afio
2050,2 mientras que Lu y cols. informan que el
numero de casos aumentaria 2,7 veces entre
2015 y 2035.2 En la Argentina, aproximada-
mente 264/100.000 habitantes/afio deben ser
atendidos por estas lesiones (que afectan ma-
yormente a mujeres mayores de 50 afios), con
altas tasas de complicaciones por infeccio-
nes, e incluso de mortalidad. Estas inciden-
cias resultan ser similares a las informadas
en el resto de Latinoamérica.* Se estima que
el 20-40% de los adultos mayores mueren al
afo tras sufrir esta lesion.® Ademas, los cos-
tos de los tratamientos resultan ser elevados;
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additional experiments are needed, our
Alginate-PEC biomaterial with ultrasound is
a promising approach that can be used to
generate scaffolds for bone and -cartilage
tissue engineering.
Keywords: alginate,
toxicity.

tissue engineering,

por ejemplo en nuestro pais, los costos por
fractura de cadera varian entre USD 3800 y
USD 5500.% Por otro lado, existe una dificul-
tad adicional en la frecuencia y reparacién de
fracturas cuando coexisten enfermedades
que afectan el metabolismo 6seo, como la
diabetes mellitus.”®

Asimismo, el cartilago puede sufrir diver-
sas alteraciones que conllevan una disminu-
cién en la matriz extracelular o en la poblacién
celular. Estos danos pueden desencadenar un
proceso llamado artrosis que afecta a mas de
500 millones de personas en todo el mundo,®°
siendo 300 millones de ellos afectados por
artrosis de cadera o rodillas con causa mul-
tifactorial, los cuales se vinculan a problemas
genéticos (como, por ejemplo, mutaciones
del gen de colageno tipo 2), sistémicos, edad
avanzada, sexo femenino, metabodlicos (como
en el caso de hemocromatosis).” Ademas, di-
versos factores mecanicos consecuencia del
sobrepeso o traumatismos han demostrado
ser factores de riesgo para la artrosis. Otros
estudios demuestran que la artrosis afecta
aproximadamente al 25% de la poblacion de
mediana y alta edad en los Estados Unidos,
numero que iria en aumento debido al incre-
mento en la expectativa de viday en casos de
obesidad.”™ s En la mayoria de los pacientes
(63%) sometidos a artroscopia de rodillas se
observan defectos focales del cartilago, per-
maneciendo sin sintomas durante un largo pe-
riodo. Sin embargo, las lesiones sintomaticas
suelen ser muy dolorosas y se ha demostrado
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que un paciente con una lesién del cartilago
articular tiene un riesgo aumentado en 5 ve-
ces de progresar a artrosis.'®"7

El impacto de los tratamientos en los de-
fectos 6seos desde el punto de vista clinico
y economico es sumamente grande, tanto en
nuestro pais como a nivel global.”'® Las distin-
tas alternativas que existen como opcién en el
reemplazo y restauracion del tejido 6seo y del
tejido cartilaginoso no siempre son eficaces,
debido a que poseen diversas limitaciones
y desventajas. Los metales poseen una baja
capacidad de osteointegracion, las cerami-
cas son fragiles y los injertos poseen distintas
desventajas, entre las cuales las principales
son escasez de donantes y el rechazo. En el
caso de la utilizacién de terapias basadas en
células condrociticas, estas pierden la estabi-
lidad fenotipica con el tiempo.®'3'°® Ademas,
en paralelo al aumento de la poblacién global
y la expectativa de vida, las frecuencias y los
costos antes descriptos iran en aumento.

Frente a esta problematica surge como al-
ternativa de tratamiento la Ingenieria de Teji-
dos, una ciencia interdisciplinaria que utiliza
conceptos de diversas disciplinas tales como
Medicina, Veterinaria, Bioquimica, Farmacia,
Ingenieria, Quimica y Fisica para sintetizar
materiales que sirvan para regenerar o reparar
los tejidos dafiados, no solo desde el punto de
vista estructural sino también funcional.?° Los
tres pilares fundamentales de la Ingenieria de
tejidos son scaffolds o matriz tridimensional,
células y factores de crecimientos o molécu-
las de sefializacion. Cada uno de ellos garan-
tizan los mecanismos de accion de los autoin-
jertos: los scaffolds proveen de soporte para
el crecimiento de las células y movimiento de
nutrientes y desechos (osteoconduccioén); las
células se encargan de sintetizar el tejido éseo
(osteogénesis) mientras que los factores de
crecimiento guian el comportamiento celular
(osteoinduccion).

Actualmente existe una gran cantidad de
estudios dedicados al disefio de scaffolds ade-
cuados para ser utilizados en la regeneraciéon
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de distintos tipos de tejidos, los cuales han in-
volucrado diversos tipos de materiales como:
polimeros, cerdmicas, metales o vidrios bio-
activos o distintas combinaciones de ellos
para potenciar sus cualidades. Una forma de
obtencion de los biomateriales es la formacién
de hidrogeles, los cuales pueden ser defini-
dos como una red polimérica tridimensional
con capacidad de absorber y retener grandes
cantidades de agua.?' Estos pueden ser con-
feccionados utilizando macromoléculas na-
turales o polimeros sintéticos que presentan
una capacidad intrinseca para interactuar con
las células, asi como una biodegradabilidad
adecuada y una alta biocompatibilidad. En
particular, los hidrogeles elaborados con po-
limeros sintéticos permiten el control preciso
de las propiedades estructurales, funcionales
y mecanicas.?? De esta manera, los hidroge-
les resultan ser promisorios sobre otro tipo de
scaffolds debido a que presentan un compor-
tamiento mecanico, de hinchamiento y lubri-
cante similar al cartilago articular; su natura-
leza viscoelastica facilita la transferencia de
la carga mecanica y permite que las células
cargadas en ellos adquieran una morfologia
esférica, caracteristica del fenotipo condro-
génico.?®2* Ademas, los scaffolds utilizados
deben cumplir una serie de requisitos: ser
biocompatibles, no téxicos, biodegradables y
de una estructura porosa, la cual permita la
infiltracion de las células.

Nuestro grupo de trabajo cuenta con am-
plia experiencia en el disefio y caracterizacion
de scaffolds para ingenieria de tejido 6seo y
cartilaginoso, con un enfoque destacado en
la caracterizacion bioldgica, particularmente
en relacién con la citotoxicidad. Utilizando
polimeros de origen natural o sintético hemos
obtenido un gran numero de scaffolds tridi-
mensionales con una alta biocompatibilidad,
que no presentan citotoxicidad y pueden ser
degradados por reacciones hidroliticas, enzi-
maticas o mediadas por macréfagos.?5-2°

El objetivo general de este trabajo es rea-
lizar estudios de caracterizacion preliminar
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de un hidrogel a partir de un polimero natu-
ral y uno sintético, compatibilizado con ultra-
sonido, el cual pueda actuar como scaffold.
De esta forma, el biomaterial podra, una vez
implantado en el tejido dafado, servir como
soporte y guiar la reparacion del tejido éseo
y cartilago.

La eleccion de los polimeros se centra en
experiencia previa: por un lado, el alginato
ha demostrado ser un polimero versatil, fa-
cilmente obtenible de algas pardas invasoras
de nuestras costas y que mejora la capaci-
dad condroinductora cuando es incorpora-
do en un hidrogel de polihidroxietil metacri-
lato.®*%" Ademas, es conocida la capacidad
del alginato para formar hidrogeles a partir
de la interaccion electrostatica con cationes
bivalentes u otros polimeros que contengan
cargas positivas en su estructura.®? En este
caso, con el fin de obtener un hidrogel que
nos permita regular las propiedades del al-
ginato, se sintetizd un polimero policationico
utilizando acetato de vinilo y N,N-dimetilami-
noetilo metacrilato.

Materiales y métodos
Obtencion de los hidrogeles
Sintesis del copolimero AcV-co-DMAEMA
Para la sintesis del copolimero polielectro-
lito catiénico (PEC) se utilizaron dos moné-
meros: acetato de vinilo (AcV) y N,N-dimetila-
minoetilo metacrilato (DMAEMA). La eleccion
del AcV en la sintesis se basa en que posee
un comportamiento de polimerizacion aleato-
rio y ya ha sido empleado en nuestro grupo de
trabajo para fines similares.?® Por su parte, el
DMAEMA fue elegido por ser un monémero ca-
tiénico (posee aminaterciaria en su estructura),

masza de copelimero PEC

b =

EE““ mase de mondmercs

x 100 =
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lo que favorece la compatibilizaciéon gracias
la formacion de puentes salinos con polimero
aniénico (como el alginato) a un pH de trabajo
adecuado (Figura 1).

Los monémeros fueron purificados antes
de su utilizacion. Para el caso del AcV se reali-
z6 una destilacion por arrastre a presion redu-
cida; por otro lado, el DMAEMA fue purificado
por filtracién en columna de alumina basica.
Ambas purificaciones se llevaron a cabo para
eliminar los inhibidores de polimerizacion pre-
sentes en los reactivos. Como iniciador de
polimerizaciéon se utilizé azobisisobutironitrilo
(AIBN), el cual fue purificado mediante recris-
talizacién a partir de metanol.

La sintesis del copolimero PEC se rea-
liz6 por mecanismo de polimerizacién ra-
dicalaria convencional. Brevemente, en un
Erlenmeyer se agregaron los mondémeros
AcV y DMAEMA vy el iniciador AIBN. Se tapo6
la boca del Erlenmeyer con un septum, se
colocé en bafio de hielo/agua en oscuridad
y se burbujeé la mezcla de reaccion con N,
durante 30 minutos. La reaccion se llevé a
cabo en bafno térmico a 60 °C y oscuridad
por 17 h y se obtuvo una solucion viscosa.
Se detuvo la reaccion con metanol y se con-
servo a -20 °C a fin de lograr la precipitacion
del polimero. Se descart6 el sobrenadante
y el precipitado se disolvio en tetrahidrofu-
rano (THF). La solucién de PEC en THF se
dejo gotear sobre hexano a fin de purificar
el polimero sintético, en el cual —-luego de
precipitar- se descarté el sobrenadante y se
sec6 en tambor de vacio hasta llegar a peso
constante. En todos los casos, se determi-
no el porcentaje de conversion (%C) con la
siguiente ecuacion:

masza de copolimero PEC
masa de AcV+masza de DMAEMA

x 100

Ecuacion (1)
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Figura 1. A) Estructura de los mondmeros acetato de vinilo (AcV) y N,N-dimetilaminoetilo
metacrilato (DMAEMA) para la obtencién del polielectrolito catiénico (PEC). B) Estructura
idnica y no ibnica dependiendo del pH de los grupos carboxilicos del alginato de sodio y de
la amina terciaria del DMAEMA en PEC. C) Formacién del hidrogel mediante fuerza i6nicas

sin sonicar.

Caracterizacion del copolimero mediante re-
sonancia magnética nuclear (RMN)

La composicién DMAEMA:AcV del PEC ha
sido evaluada mediante resonancia magnéti-
ca nuclear de protones ("H-RMN). Para ello se
empled un equipo Burker Avance Neo 500°,
solubilizando la muestra en cloroformo-d® du-
rante las 24 h previas al andlisis y utilizando
tetrametilsilano (TMS) como patrén interno.

Para el polimero sintetizado se puede cal-
cular la proporciéon de los monémeros com-
parando la integracion de la sefial mediante la
siguiente ecuacion:

2 I{OCH)
IHOCH2)+2I(0CH)

'F;lc';-’ =

Ecuacion (2)

donde F, , es la fraccién molar de AcV en el
copolimero PEC, locry COrresponde a la in-
tensidad del H unido al grupo acetilo (véase
seccion resultados y discusion: figura 2A,
4,89 ppm, H asignado = H) y I(OCHZ) al grupo
metileno del DMAEMA (figura 2A, 4,07 ppm,
H asignado = C).

La fraccion de DMAEMA se dedujo de la
siguiente manera:

Ecuacion (3)
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Figura 2. Espectro de '"H-RMN de PEC empleada para determinar la integracién de sefnales.

Obtencidn de los hidrogeles alginato-PEC:

El hidrogel se obtuvo a partir del polie-
lectrolito sintético (PEC) y alginato de sodio
(polimero natural) mediante entrecruzamiento
fisico debido a interacciones iénicas estable-
cidas de los dos polimeros que, a pH=7, con-
tienen cargas opuestas (Figura 1). Para me-
jorar las propiedades del material se compa-
tibilizaron ambos polimeros por ultrasonido,
utilizando un equipo HD 60 Bandelin SONO-
PULS® con accesorios de punta plana TT 12
de titanio, que funciona a una frecuencia de 20
kHz. Se usé una potencia de salida de 37 W
en todos los experimentos y la temperatura
del recipiente de vidrio con camisa de refrige-
raciéon se ajusté a 25,00 + 0,02 °C usando un

termostato MGW Lauda Thermostar RCS6°,
segun la metodologia.®®

El primer paso consisti6 en preparar las so-
luciones de polimeros (PEC y AlgNa) en agua
destilada, las cuales se agitaron durante 24 h
para lograr su total disolucion. Los hidrogeles
se prepararon mediante el goteo de la solu-
cion de AlgNa sobre la solucién de PEC, bajo
agitacion constante y ultrasonido durante un
tiempo determinado en una relacién final de
masa de 2 g de PEC por cada 1 g de algina-
to de sodio. También se preparé una mezcla
con igual proporcion que no fue sometida a
ultrasonido, para ser utilizada como control
con fines comparativos. Luego del proceso
de obtencion la mezcla se coloco en placas
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de teflon tras descartar el sobrenadante y se
dejo en el freezer a -20 °C durante toda la no-
che. Finalmente, las membranas se liofilizaron
en un equipo de laboratorio modelo Scientz
10N® (Hinotek, China), hasta alcanzar peso
constante.

Caracterizacion de los hidrogeles
alginato-PEC
Hinchamiento

Se estudié la capacidad que tienen los
hidrogeles para incorporar agua a la matriz.
Para ello, una porcién de estos (sin sonicar y
sonicado) fueron colocados en agua destilada
a 37 °C, midiendo el cambio de peso de la
matriz en distintos tiempos. Una vez transcu-
rrido el tiempo estipulado, las muestras se re-
tiraron del medio, se secaron superficialmen-
te y se determiné su peso. El porcentaje de
hinchamiento (swelling, Sw) se calcul6 con la
siguiente ecuacion:

Me—M0
MpSw =

x 100

i

Ecuacion (4)

donde M, corresponde a la masa de la mues-
tra hinchada al tiempo ty M es la masa inicial
de la membrana.

Caracterizacion bioldgica de los hidrogeles
Para los estudios de biocompatibilidad y ci-
totoxicidad se utilizaron células preosteoblasti-
cas MC3T3-E1, células condrociticas de rata y
células RAW 264.7. Las células condrociticas
fueron aisladas del cartilago xifoide de ratas
Sprague-Dawley, segun la técnica descripta
previamente.?® El protocolo de obtenciéon de
las células condrociticas a partir de las ratas
fue llevado a cabo de acuerdo con la Guia para
el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio
publicada por los Institutos Nacionales de Sa-
lud, y fue aprobado por el Comité Institucional
de Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio
(Protocolo CICUAL N.° 019-06-15) de Facultad
de Ciencias Exactas, Universidad Nacional de
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La Plata (UNLP), Argentina. Las células fueron
cultivadas en medio DMEM-10% suero fetal
bovino (SFB) penicilina/estreptomicina (medio
basal) a 37 °C en una atmésfera de 5% CO,,
hasta alcanzar la confluencia (10 dias de cul-
tivo). Al cabo de este periodo, fueron tripsina-
das y sembradas sobre los biomateriales.

Evaluacion de citotoxicidad

El estudio de la eventual citotoxicidad de
los hidrogeles fue llevado a cabo mediante el
dosaje de 6xido nitrico (NO) liberado hacia el
medio de cultivo por RAW 264.7 utilizando el
método de Griess.?** Para eso se colocaron
los hidrogeles en una placa con pocillos, se
lavaron con PBS estéril, se expusieron a luz
ultravioleta por 15 minutos y se agregdé medio
basal (RPMI + 2% de SFB) con células RAW
264.7. Luego de 3 y 24 horas de cultivo se
evalud la liberacién de NO al medio de culti-
vo.% Como control positivo de toxicidad, las
células fueron cultivadas en presencia de lipo-
polisacarido (LPS).

Viabilidad celular

Se evalué la viabilidad de las células RAW
264.7, lineas preosteoblasticas MC3T3E1 y
células condrociticas luego de 3 y 24 horas
de cultivo sobre los hidrogeles. Para ello, los
materiales fueron cortados y colocados en
placa de pocillo, se lavaron con PBS esté-
ril, se expusieron al UV durante 15 min y se
cultivaron las células sobre ellos utilizando
como medio de cultivo DMEM + 2%SFB. A
los tiempos establecidos, una cantidad de
células viables se determind mediante el
ensayo de MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetil-
tiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol). Este es un
compuesto perteneciente a la familia de sa-
les de tetrazolio, soluble en agua y de color
amarillo. Al ser reducido por enzimas mito-
condriales intactas el MTT se convierte en
un compuesto de color violeta e insoluble en
agua (formazan). Luego de los tiempos es-
tablecidos, se retird el medio de cultivo, se
lavaron los hidrogeles con PBS y se lisaron
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las células con dimetilsulfoxido liberando el
MTT reducido por las mitocondrias, el cual
fue cuantificado midiendo su absorbancia a
570 nm. La intensidad de la absorbancia es
directamente proporcional al nimero de cé-
lulas viables.®®

Analisis estadistico

El andlisis estadistico de los resultados
se realizd6 mediante el test-t de Student para
las muestras asumiendo varianzas iguales, o
mediante ensayos de ANOVA usando un uni-
co factor para comparar las muestras, segun
corresponda. Los datos se consideraron sig-
nificativamente diferentes cuando la probabi-
lidad sea p <0,05.

Resultados y discusion

La Ingenieria de tejidos es una ciencia in-
terdisciplinaria en busca de materiales que
puedan, una vez implantados en el 6rgano
dafado, guiar su reparacion. En este trabajo
realizamos los primeros ensayos de caracteri-
zacion de un hidrogel obtenido a partir de al-
ginato (un polimero natural) y un polielectrolito
catiénico sintético (PEC).

Caracterizacion del polielectrolito catidnico
En la figura 1 se pueden ver los monéme-
ros utilizados y la estructura del PEC obteni-
do. El porcentaje de conversion (% C) pro-
medio de las reacciones de polimerizacion,
calculado con la ecuacién 1, fue del 72,8%.
La técnica de resonancia magnética nuclear
nos permite determinar la estructura mole-
cular de las sustancias. Con esta técnica es
posible analizar cuatro elementos: 'H, *C,
F y 3'P. En el caso de compuestos organi-
cos, estudiando los espectros de H y *C
es posible obtener informacién muy precisa,
ya que estos elementos son los principales
componentes de estas sustancias.?® La iden-
tificacion y determinacién de la composicion
de comonémeros en el copolimero se reali-
z6 mediante 'H-RMN. Debido a que las se-
fales de los hidrogenos son caracteristicas
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de cada mondmero, es posible determinar
la composicion de comondmeros en el co-
polimero integrando las sefiales especificas.
En la figura 2 se muestra el espectro del co-
polimero con las asignaciones estructurales.
La figura 2A muestra el espectro completo,
donde la sefal a 6 = 0 corresponde al es-
tandar interno tetrametilsilano (TSM) y la se-
fal a & = 7,28 ppm corresponde al solvente
(cloroformo deuterado). Las asignaciones de
los diferentes tipos de hidrégenos se deta-
llan en la tabla 1. Fue posible observar sefa-
les particulares para cada mondémero, cuyas
asignaciones concuerdan con los datos de
bibliografia."3®

Luego, al reemplazar el valor obtenido a
partir de la integracion de la sefial (véase Fi-
gura 2) en la ecuacion 2 y 3 se obtuvo que
Fomaeua = 0,81y F,, = 0,19. Sobre la base de
este resultado podemos inferir que el mono-
mero mas reactivo es el DMAEMA, ya que la
fraccion de comondmeros en la mezcla inicial
fue de X =0,55yX, , =0,45.

DMAEMA AcV

Caracterizacion de los hidrogeles

Como se indico en la seccidn experimen-
tal, luego de preparar ambas soluciones de
polimeros (alginato de sodio y PEC) a pH=7,
se prepararon los hidrogeles mediante el go-
teo de una de las soluciones sobre la otra,
bajo agitacidén constante, con ultrasonido y
sin él durante 40 min en un tiempo determi-
nado. Después de separar el precipitado del
sobrenadante, el complejo polielectrolito se
coloco en moldes de teflon, se llevo a free-
zery, por ultimo, se liofilizé hasta lograr peso
constante. La eleccién de pH del medio se
debié a la necesidad de poseer ambos poli-
meros en la forma ionizada. Como se puede
observar en la figura 1B, el pKa del alginato
de sodio es 4.3, mientras que el pKa del Poli-
DMAEMA entre 7.0-7.5; asi, eligiendo el pH de
7, ambos polimeros se encuentran ionizados,
el alginato presenta cargas negativas, mien-
tras que el polimero sintético presenta cargas
positivas.3%4

16

Actualizaciones en Osteologia, VOL. 20 - N° 1 - 2024



Marotta MV, et al: Caracterizacion
de hidrogeles para Ingenieria de Tejidos

Tabla 1. Asignaciones de los desplazamientos de 'H-RMN

Hidrogeno Desplazamiento (ppm)
0,92
1,93
4,07
2,58
2,29
1,84
2,06
4,89

IGTMTmMmoOow >

Asignacion

-CHS3 cadena principal de la unidad repetitiva DMAEMA
-CH2- cadena principal de la unidad repetitiva DMAEMA
-OCH2- grupo pendiente unidad repetitiva DMAEMA
-CH2N- grupo pendiente unidad repetitiva DMAEMA
-NCH3 grupo pendiente unidad repetitiva DMAEMA
-CH2- cadena principal de la unidad repetitiva AcV
-CHS3 grupo pendiente unidad repetitiva AcV

-CH- cadena principal unidad repetitiva AcV

Un importante desafio en la sintesis de
biomateriales es conseguir un material que
sea estable y, al mismo tiempo, garantice una
estructura homogénea cuando se mezclan los
componentes (en este caso, polimeros). Para
mejorar la compatibilizacion se han desarro-
llado diversos métodos entre los cuales se
destaca el uso de ultrasonido. Las ondas ul-
trasénicas de baja frecuencia provocan cam-
bios estructurales y quimicos en los sistemas
de polimeros generando la rotura de cadenas
poliméricas, principalmente cerca del centro
de las cadenas, lo que conduce a la formacién
de macrorradicales.*'*? Estos pueden reac-
cionar a través de procesos de transferencia
o0 combinacién, lo que modifica la distribucién
inicial del peso molecular, generando incluso
polimeros ramificados. Se ha demostrado que
este proceso sonoquimico puede derivar en la
unién de radicales entre polimeros de distinta
naturaleza, lo que amplia las posibilidades de
compatibilizacién.?”4># La estabilidad meca-
nica ganada de un hidrogel que ha sido ex-
puesto un proceso de entrecruzamiento qui-
mico, como en este caso el ultrasonido, pue-
de demostrarse evaluando la capacidad de
hinchamiento o swelling del material.284546 En
la figura 3 observamos el % de hinchamien-
to, luego de aplicar la ecuacion 4, de ambos
hidrogeles Alg-PEC sonicado y sin sonicar.
Observamos que ambos hidrogeles presentan

una cinética de hinchamiento tipica, las cua-
les poseen dos regiones caracteristicas: la
primera es un aumento lineal del swelling en
funcién del tiempo, seguido de una segun-
da parte donde el hinchamiento de la matriz
polimérica llega a un valor maximo, permane-
ciendo constante ya que se ha alcanzado el
equilibrio. Encontramos una rapida incorpora-
cién de agua por parte de ambas muestras
en los primeros 30 min y luego se alcanza el
equilibrio a 40 min logrando un porcentaje
de swelling maximo (%Smax) de 143 para la
muestra sin sonicar y de 110 en el caso de
la muestra con sonicacion a los 60 min. En-
contramos que el hidrogel sin sonicar absorbe
mas solvente (en nuestro caso agua) que el
hidrogel que ha sido expuesto a ultrasonido;
esto se debe a que la condensacién de los
macrorradicales desarrollados ha generado
entrecruzamiento quimico entre las moléculas
poliméricas, dando lugar a una estructura tri-
dimensional mas rigida y por ende con menos
grados de libertad para el movimiento de las
cadenas, lo que repercute en una menor ca-
pacidad de absorber el solvente.

Una caracteristica importante de los bioma-
teriales resulta ser su biocompatibilidad, es de-
cir, que posea la capacidad de colaborar en re-
parar el tejido de interés sin desencadenar efec-
tos toxicos.” Para los ensayos de citotoxicidad
se utilizaron células RAW 2647, que derivan
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Figura 3. Porcentaje (%) de hinchamiento en agua para los hidrogeles con sonicado y sin él.

###: p<0,001 con respecto al sonicado.

de macréfagos murinos (Mus musculus) obte-
nidos a partir de un tumor inducido por la in-
yeccion intraperitoneal del virus de leucemia
Abselon en ratones macho adultos de la cepa
BALB/c. Estas células crecen adhiriéndose a
las superficies de cultivo estandares y poseen
morfologia monocitica.*” La linea celular expre-
sa distintos marcadores de citotoxicidad tales
como sintesis de interleuquinas, produccién de
6xido nitrico (NO), expresion de 6xido nitrico
sintasa (NOS) y, ademas, poseen capacidad
de diferenciarse hacia macréfagos con alta ca-
pacidad fagocitica.*®° Por este motivo cons-
tituyen un excelente modelo biolégico in vitro
para estudios de citotoxicidad y degradacion

de distintos materiales y sustancias.®® En la
figura 4A se puede observar la produccién y
liberacion de NO al medio de cultivo por parte
de las células RAW264.7 tanto a 3 h como a
24 h de cultivo crecidas sobre los hidrogeles.
Como control y control positivo de toxicidad se
utilizaron las células crecidas sobre los pocillos
sin o con LPS, respectivamente. Encontramos
que las células crecidas sobre los hidrogeles
sin sonicar produjeron un aumento significa-
tivo en la produccion de NO con respecto al
control e hidrogel con sonicacién tanto a 3 h
como a 24 h, pero significativamente menor
que el control positivo. En cambio, las célu-
las crecidas sobre el hidrogel con sonicacion
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Figura 4. A) Produccion de NO luego de 3 y 24 h de las células RAW264.7 crecidas sobre los
hidrogeles, control y control mas lipopolisacarido (LPS). B) Viabilidad de las células RAW 264.7
cultivadas sobre las distintas condiciones a 3 h 'y 24 h. ###: p <0,001 con respecto al resto de
las condiciones en igual tiempo de cultivo; &: p <0,05 con respecto a control e hidrogel con
sonicacion en igual tiempo de cultivo; &&: p <0,01 con respecto a control e hidrogel con soni-

cacién en igual tiempo de cultivo.

produjeron para ambos tiempos niveles de
NO similares a los de las células control. Para
ambos tiempos también hemos evaluado la
viabilidad de las células crecidas sobre las
distintas condiciones.

Como se ve en la figura 4B, no hubo di-
ferencia significativa en la viabilidad celular
luego de 3 h; en cambio, después de 24 h,
hubo menos células viables sobre el hidrogel
sin sonicacién con respecto al control, no asi
sobre el hidrogel sonicado, en el cual no hubo
diferencia con respecto al control. Estos re-
sultados sugieren que la interaccion lograda
por ultrasonido de los polimeros que compo-
nen el biomaterial produce un material menos
citotéxico para las células y una superficie
mas propicia para su crecimiento, debido pro-
bablemente a la homogeneidad lograda en la
muestra.

Debido a que los hidrogeles aqui evaluados
han sido disefiados para ser utilizados como
scaffolds en Ingenieria de Tejidos tanto 6seo
como cartilaginoso, resulta importante saber

como es el comportamiento de células espe-
cificas de estos tejidos sobre los biomateriales.
En la figura 5 se pueden observar los resulta-
dos al evaluar la viabilidad celular de las cé-
lulas MC3T3E1 y células condrociticas sobre
los hidrogeles. En la figura 5A encontramos
que al cabo de 3 h no hubo diferencia signi-
ficativa en la cantidad de células MC3T3E1
entre los hidrogeles y control. Después de
24 h de cultivo, las células proliferaron me-
nos sobre ambos hidrogeles con respecto
al control, lo cual es un hecho cominmente
encontrado, pues los pocillos de cultivo es-
tan disefados para aumentar la proliferacion
celular;?*®'% no obstante, las células mostra-
ron una mayor proliferaciéon sobre el hidrogel
que fue obtenido con sonicacion que el que
se obtuvo sin sonicacién. En la figura 5B se
evalud la proliferacion de las células condro-
citicas y encontramos un efecto similar al de
las células MC3T3E1, con la salvedad de que
no hubo diferencia en la proliferacion de las
células condrociticas sobre los hidrogeles sin
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Figura 5. Viabilidad de las células preosteoblasticas MC3T3E1 (A) y células condrociticas (B)
crecidas sobre control, hidrogel sin sonicacion e hidrogel con sonicacién. &&: p<0,01 con res-
pecto a control e hidrogel con sonicacion en igual tiempo de cultivo; a: p<0,05 con respecto a

control en igual tiempo de cultivo.

sonicar entre ambos tiempos (99%+3% a 3 h
vs. 106%+3% a 24 h).

La estrategia del uso de alginato como
polianiéon entrecruzado con policatién para
obtener biomaterial que pueda servir como
scaffold en ingenieria de tejido también ha
sido utilizada por otros autores. Reciente-
mente, Singh y Pramanik han desarrollado un
sistema tridimensional de complejos polielec-
trolitos con distintas proporciones de alginato
y quitosano. Demostraron que el aumento de
proporcién de alginato aumenta la capacidad
de hinchamiento del material; ademas, mos-
traron que la cantidad de células de osteosar-
coma Saos-2 viables crecidas sobre todos los
biomateriales aumentaron durante los 5 dias
en que se evalud la proliferacién celular.®® En
otro trabajo interesante, Xue y cols. desarro-
llaron un hidrogel utilizando alginato y poly-L-
ornitina como PEC con funcién de carrier de
células para ingenieria de tejido.""

En conclusiéon, hemos sintetizado un polica-
tién que, al ser utilizado junto a alginato de sodio
con ultrasonido, permitié obtener un novedoso

e interesante biomaterial con capacidad de ra-
pido hinchamiento, no citotdxico y biocompa-
tible durante el periodo de tiempo estudiado.
Si bien los resultados aqui detallados son pro-
metedores, deben ser desarrollados estudios
adicionales a fin de mejorar la caracterizaciéon
de los materiales; por ejemplo, estudios de de-
gradacion y propiedades mecanicas. Ademas,
debido a que el objetivo del presente estudio
es comenzar a caracterizar los biomateriales,
los resultados de pruebas adicionales nos per-
mitiran evaluar la capacidad osteoinductora,
condroinductora y angioinductora de los hidro-
geles para luego realizar estudios en modelos
invivo y poder conocer la eficacia y seguridad
del uso de estos como biomaterial en el area
Ingenieria de Tejidos 6seo y cartilaginoso.

Agradecimientos: Este trabajo fue subsidiado
por ANPCyT (Agencia Nacional de Promocion
Cientificay Tecnolodgica, PICT 2019-1007), por
la Universidad Nacional de La Plata (UNLP)
y por la Comisién de Investigaciones Cienti-
ficas (CIC) de la Provincia de Buenos Aires.

20

Actualizaciones en Osteologia, VOL. 20 - N° 1 - 2024



MVM es Lic. en Biotecnologia y Biologia Mo-
lecular de la FCE, UNLP; AHR es becario
posdoctoral de CONICET; TGO y JMF son
miembros de la Carrera del Investigador del
CONICET.

Referencias

1.

Azi ML, Aprato A, Santi |, Kfuri M Jr, Masse
A, Joeris A. Autologous bone graft in the
treatment of post-traumatic bone defects: a
systematic review and meta-analysis. BMC
Musculoskeletal Disord 2016;14:465.
Morosano M, Masoni A, Sanchez A.
Incidence of hip fractures in the city
of Rosario, Osteoporos  Int
2005;16:1339.

LuY-C., LinYC., Lin Y-K., Liu Y-J. Prevalence
of Osteoporosis and Low Bone Mass in
Older Chinese Population Based on Bone
Mineral Density at Multiple Skeletal Sites.
Scientific Reports 2016;6:25206.

Rojas Padilla LG, Quintero Hernandez
S, Jiménez Avila J, Lépez Cervantes
RE, Amadei R, Pesciallo C, et al. Hip
fracture care - Latin America. OTA Int
2020;3(1):e064.

Garabano G, Cubecino A, de Bielke HS,
Robador N, Olivetto JM, Sierto M, Gamarra
D. Epidemiologia de la fractura de cadera en
la Argentina. Rev Asoc Arg Ortop Traumatol
2020;85:437-446.
IOF2022https://www.osteoporosis.foundation
/sites/iofbonehealth/files/2022-09/LATAM
%20Audit%202021%20-%20Secci%C3%
B3n%20General%20-%20FINAL.pdf

JM.  Importancia
angiogénesis en el disefio de scaffolds para
ingenieria de tejido &seo. Actual Osteol
2020;16(3):211-31.

Schurman L, Bagur A, Claus-Hermberg H,
Messina OD, Negri A, Sanchez Al. Guias
para diagnodstico, prevencion y tratamiento

Argentina.

Fernandez de la

Marotta MV, et al: Caracterizacion
de hidrogeles para Ingenieria de Tejidos

Conflicto de intereses: los autores declaran
no tener conflicto de intereses.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Recibido: abril 2024
Aceptado: septiembre 2024

de la osteoporosis 2007. Rev Arg Osteol
2007;6:27-42.

Vinatier C, Guicheux J. Cartilage tissue
engineering: From biomaterials and stem
cells to osteoarthritis treatments. Ann Phys
Rehab Med 2016;59:139-44.

Yao Q, Wu X, Tao C, Gong W, Chen M, Qu
M, et al.Osteoarthritis: pathogenic signaling
pathways and therapeutic targets. Signal
Transduct Target Ther 2023;8(1):56.
Giorgino R, Albano D, Fusco S, Peretti
GM, Mangiavini L, Messina C. Knee
Osteoarthritis: Epidemiology, Pathogenesis,
and Mesenchymal Stem Cells: What
Else Is New? An Update. Int J Mol Sci
2023;24(7):6405.

Allen KD, Thoma LM, Golightly YM.
Epidemiology of osteoarhritis. Osteoarthr
Cartilage 2022;30:184-95.

Correa D, Lietman SA. Articular cartilage
repair: Current needs, methods and research
directions. Semin Cell Dev Biol 2017;62:67-
77.

Grotle M, Hagen KB, Natvig B, Dahl FA,
Kvien TK. Obesity and osteoarthritis in knee,
hip and/or hand: an epidemiological study in
the general population with 10 years follow-
up. BMC Musculoskel Dis 2008;9:132-6.
Zhang Y, JM.  Epidemiology
of osteoarthritis. Clin  Geriatric  Med
2010;26:355-69.

Gelber AC, Hochberg MC, Mead LA, Wang
NY, Wigley FM, Klag MJ. Joint injury in young
adults and risk for subsequent knee and hip
osteoarthritis. Ann Intern Med 2000;133:321-8.

Jordan

Actualizaciones en Osteologia, VOL. 20 - N° 1 - 2024

21



17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

Ritcher W. Mesenchymal stem cells and
cartilage in situ regeneration. J Int Med
2009;266:390-405.

Loures FB, Chaoubah A, Oliveira VM,
Almeida AM, Campos EM, Paiva EP.
Economic analysis of surgical treatment
of hip fracture in older adults. Rev Saude
Publica 2015;49:12.

Krajewska-Wtodarczyk M, Owczarczyk-
Saczonek A, Placek W, Osowski A,
Wojtkiewicz J. Articular Cartilage Aging-
Potential Regenerative Capacities of Cell
Manipulation and Stem Cell Therapy. Int J
Mol Sc 2018;19:623-48.

Langer R, Vacanti JP. Tissue engineering.
Science 1993;14:920-6.

Spiller KL, Maher SA, Lowman AM. Hydrogels
for the repair of articular cartilage defects.
Tissue Eng Part B Rev 2011;17(4):281-99
Suamte L, Tirkey A, Barman J, Babu PJ.
Various manufacturing methods and ideal
properties of scaffolds for tissue engineering
applications. Smart Mater Manufact
2023;1:100011.

Liu M, Zeng X, Ma C, Yi H, Ali Z, Mou X, et al.
Injectable hydrogels for cartilage and bone
tissue engineering. Bone Res 2017;5:17014.
Costa L, Silva-Correia J, Oliveira JM, Reis
RL. Gellan Gum-Based Hydrogels for
Osteochondral Repair. En: Oliveira JM, Pina
S, Reis RL, San Roman J (eds). Osteochondr
Tiss Eng 2018;1058:281-304.

Cortizo MS, Molinuevo MS, Cortizo AM.
Biocompatibility and biodegradation of
polyester and polyfumarate based-scaffolds
for bone tissue engineering. J Tissue Eng
Regen Med 2008;2:33-42.

Belluzo MS, Medina LF, Cortizo AM,
Cortizo MS. Ultrasonic compatibilization
of polyelectrolyte complex
polysaccharides for biomedical applications.
Ultrasonics Sonochem 2016;30:1-8.
Fernandez JM, Molinuevo MS, Cortizo
AM, McCarthy AD, Cortizo MS.
Characterization of poly (e-caprolactone)/
Polyfumarate blends as scaffolds for bone

based on

Marotta MV, et al: Caracterizacion

de hidrogeles para Ingenieria de Tejidos

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

tissue engineering. J Biomat Sci Polym
E2010;21(10):1297-312.
Fernandez JM, Oberti
L, Gomez-Ribelles JL, Cortizo AM.
Biodegradable polyester networks
including hydrophilic groups favor BMSCs
differentiation and can be eroded by
macrophage action. Polym Deg Stab
130;2016:38-46.

Lastra ML, Molinuevo MS, Cortizo AM,
Cortizo MS. Fumarate  Copolymer—
Chitosan Cross-Linked Scaffold Directed
to Osteochondrogenic Tissue Engineering.
Macromol Bioc 2017;17:1600219.

Torres ML, Fernandez JM, Dellatorre
FG, Cortizo AM, Oberti TG. Purification
of alginate improves its biocompatibility
and eliminates cytotoxicity in
for bone tissue engineering. Algal Res
2019;40:101499.

Torres ML, Oberti TG, Fernandez JM. HEMA
and Alginate-based chondrogenic semi-
interpenetrated hydrogels: Synthesis and
Biological Characterization. J Biomat Sci-
Polym E 2021; 32(4):504-23.

ZhangM, Zhao X. Alginate hydrogel dressings
for advanced wound management. Int J Biol
Macromol 2020;162:1414-28

Belluzo MS, Medina LF, Molinuevo MS,
Cortizo MS, Cortizo AM. Nanobiocomposite
based on natural polyelectrolytes for bone
regeneration. J Biomed Mater Res Part A
2019;108:1467-78.

Fernandez JM, Cortizo MS, Cortizo AM.
Fumarate/Ceramic Composite Based
Scaffolds for Tissue Engineering: Evaluation
of Hydrophylicity, Degradability, Toxicity
and Biocompatibility. J Biomat Tiss Eng
2014;4:227-34.

Hurtado Cuba AG, Borgeaud M, Belluzo
MS, Oberti TG, Fernandez JM. Estudio de
biocompatibilidad de matrices poliméricas
combinadas, responsivas al pH,
potencial aplicacion en ingenieria de tejido
0seo. Actual Osteol 2023;19:128-43.

Ibbett RN (eds). NMR spectroscopy of

TG, Vikingsson

matrix

con

22

Actualizaciones en Osteologia, VOL. 20 - N° 1 - 2024



37.

38.

39.

40.

41,

42.

43.

44.

polymers. New Delhi: Springer Science &
Business Media; 1993

Ni H, Yang Y, Chen Y, Liu J, Zhang L, Wu M.
Preparation of a poly(DMAEMA-co-HEMA)
self-supporting microfiltration membrane
with  high
electrospinning. e-Polymer 2016;17:149-57.
Cherifi Bl, Belbachir M, Rahmouni A. Green
anionic polymerization of vinyl acetate using
Maghnite-Na+ (Algerian MMT): synthesis
characterization and reactional mechanism.
Discov Chem Eng 2021;1:5.

Dong Z, Wei H, Mao J, Wang D, Yang M, Bo
S, Ji X. Synthesis and responsive behavior of
poly(N,N-dimethylaminoethyl methacrylate)
brushes grafted on silica nanoparticles
and their quaternized derivatives. Polymer
2012;53:2074-84.

Yan P, Lan W, Xie J. Modification on sodium
alginate for food preservation: A review.
Trends Food Sci Tech 2024;143:104217.
Suslick KS, Price GJ. Applications of
ultrasound to materials chemistry. Annu Rev
Mater Sci 1999;29(1):295-326.

Feng W, Isayev Al. In situ compatibilization
of PP/EPDM blends during ultrasound aided
extrusion. Polymer 2004;45(4):1207-16.
Tabata M, Miyazawa T, Kobayashi O,
Sohma J. Direct evidence of main-chain
scissions induced by ultrasonic irradiation of
benzene solutions of polymers. Chem Phys
Lett1980;73(1):178- 80.

Lebovitz AH, Gray MK, Chen AC, Torkelson
JM. Interpolymer radical coupling reactions
during sonication of polymer solutions.
Polymer 2023;44(10):2823-28.

anionic  permselectivity by

Marotta MV, et al: Caracterizacion

de hidrogeles para Ingenieria de Tejidos

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

Oh JS, Isayev Al, Rogunova MA.
Continuous ultrasonic process for in situ
compatibilization of polypropylene/natural
rubber blends. Polymer 2023;44(8):2337-49.
El Sherbiny IM, Yacoub MJ. Hydrogel
scaffolds for tissue engineering: Progress
and challenges. Glob Cardiol Sci Pract
2013;3: 316-42.

Radulescu DM, Neacsu IA, Grumezescu AM,
Andronescu E. New Insights of Scaffolds
Based on Hydrogels in Tissue Engineering.
Polymers 2022;14(4):799.

Raschke WC, Baird S, Ralph P, Nakoinz
I.  Functional macrophage cell lines
transformed by Abelson leukemia virus. Cell
1978;15(1):261-7.

Denlinger LC, Fisette PL, Garis KA, et al.
Regulation of inducible nitric oxide synthase
expression by macrophage purinoreceptors
and calcium. J Biol Chem 1996;271(1):337-
42.

Singh AK, Pramanik K. Fabrication and
investigation of physicochemical
biological properties of 3D printed sodium
alginate-chitosan  blend  polyelectrolyte
complex scaffold for bone tissue
engineering application. J Appl Polym Sci
2023;140:e53642.

Xue W, Liu B, Zhang H, et al. Controllable
fabrication of  alginate/poly-L-ornithine
polyelectrolyte complex hydrogel networks
as therapeutic drug and cell carriers. Acta
Biomater 2022;138:182-92.

and

Actualizaciones en Osteologia, VOL. 20 - N° 1 - 2024

23



Actual. Osteol 2024; 20(1): 24-33.

https://ojs.osteologia.org.ar/ojs33010/index.php/osteologial/index

ARTICULO ORIGINAL / Original

VITAMINA D, INHIBIDOR DE LA PROTEASA LEUCOCITARIA
SECRETORA (SLPI) Y OBESIDAD EN MUJERES ADULTAS
MAYORES. ESTUDIO PRELIMINAR

Mariana Seijo,"* Nella Gabriela Ambrossi,> Marina Soledad Bonanno,' Magali Zeni Coronel,’ Eduardo

Chuluyan,? Susana Noemi Zeni,' Beatriz Oliveri’

1. Laboratorio Osteoporosis y Enfermedades metabdlicas dseas. INIGEM-CONICET-UBA.

Buenos Aires, Argentina

2. CEFYBO-CONICET, Facultad de Medicina, UBA. Buenos Aires, Argentina

Resumen

La vitamina D tiene acciones antiinflamatorias
y aumenta la expresion de péptidos antimi-
crobianos. Niveles bajos de 25 hidroxivitami-
na D (250HD) se relacionan con la obesidad.
El inhibidor secretor de proteasa leucocitaria
(SLPI) es un péptido serina proteasa no glico-
silado con actividad antimicrobiana y antiinfla-
matoria que podria asociarse con la obesidad
y la inflamacién. Obijetivo: evaluar la correla-
cion entre la 250HD y el SLPI en las muje-
res y su relaciéon con la obesidad. Para ello,
se incluyeron 32 mujeres posmenopausicas
(69+6 afos), sin patologias o medicaciones
que pudieran afectar el estado inflamatorio.
Se midieron el peso corporal (PC) (kg) y esta-
tura (m) y se calculé el indice de masa corpo-
ral (IMC). Se determinaron los niveles de SLPI
(ng/mL) (ELISA) y 250HD (ng/mL) (RIA). La
masa grasa (densitometria) (gr) se normaliz
por el PC para obtener el porcentaje de masa

grasa (PMG). Resultados (X+SD): el IMC fue
de 30,3+6,9 y el PMG de 43,9+9,6. SLIP osci-
16 entre 1,9y 29,7 (13,1+6,8) y la 250HD entre
8,2 y 48 ng/mL (22,1+£13,7). El PMG, pero no
el IMC, se correlacioné negativamente con el
SLIP (r=-0,64, p=0,01) y la 25HOD (r=-0,69,
p=0,01). EI SLPI se correlacioné con la250HD
(r=0,61, p=0,01). Tomando las mujeres obesas
con suficiencia de 250HD, la correlacion en-
tre ambos fue altamente significativa (r=0,97;
p<0,0001). Conclusiones: ademas de favore-
cer la liberacién de péptidos antimicrobianos,
nuestros resultados mostraron que niveles
adecuados de 250HD correlacionan positi-
vamente con SLPI en obesidad. Serian nece-
sarios estudios adicionales en una poblacién
mas amplia para aclarar si esta correlacion es
clinicamente relevante.

Palabras clave: inhibidor de la proteasa leu-
cocitaria secretora, vitamina D y obesidad,
mujeres
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VITAMIN D, SECRETORY LEUKOCYTE
PROTEASEINHIBITOR (SLPI)AND OBESITY
IN ELDER WOMEN. PRELIMINARY STUDY

Abstract

Vitamin D has anti-inflammatory actions,
increasing the expression of antimicrobial
peptides. Low levels of 25hydroxyvitamin D
(250HD) are associated with obesity. Secretory
leukocyte protease inhibitor (SLPI) is a non-
glycosylated serine protease peptide with
antimicrobial and anti-inflammatory activity,
which could be associated with obesity
and inflammation. Objective: to evaluate
the correlation between 250HD and SLPI
in women and its relationship with obesity.
Thirty-two postmenopausal women (69+6
years), without conditions or medications
that could affect their inflammatory status,
were included. Body weight (BW) (kg) and
height (m) were measured and body mass
index (BMI) was calculated. SLPI (ng/mL)

Introduccién

La vitamina D (VD) es esencial para la salud
6sea y la regulacion del metabolismo fosfo-
célcico. En los ultimos afios se han ampliado
las investigaciones sobre su participacion en
la homeostasis de diferentes sistemas: car-
diovascular, muscular, sistema inmune tanto
innato como adquirido, y en la regulacioén del
crecimiento y diferenciacion celular.’

El estado nutricional respecto de la VD se
clasifica en suficiencia, insuficiencia y defi-
ciencia segun los niveles séricos 250HD. Di-
versos factores de riesgo se encuentran im-
plicados en la posibilidad de alcanzar niveles
bajos de 250HD. Entre ellos podemos citar la
edad extrema, el sexo femenino, la desnutri-
cioén, el fototipo de piel oscura, la estacion in-
vernal, el nivel socioeconémico bajo y la obe-
sidad.? Se ha demostrado que la obesidad,
definida por un IMC > 30 kg/m?, se encuentra
asociada a un mayor riesgo de insuficiencia/

(ELISA) and 250HD (ng/mL) (RIA) levels were
determined. Fat mass (densitometry) (gr) was
normalized by BW to obtain percent fat mass
(PFM). Results (X+SD): BMI was 30.3+6.9 and
PFM was 43.9+9.6. SLIP ranged from 1.9 to
29.7 (13.1+£6.8) and 250HD ranged from 8.2
to 48 ng/mL (22.1+£13.7). PFM, but not BMI,
negatively correlated with SLIP (r=-0.64,
p=0.01) and 25HOD (r=-0.69, p=0.01). SLPI
correlated with 250HD (r=0.61, p=0.01). For
obese women with 250HD sufficiency, the
correlation between both was highly significant
(r=0.97; p<0.0001). Conclusions: In addition to
favoring the release of antimicrobial peptides,
our results showed that adequate 250HD
levels correlate positively with SLIP in obesity.
Further studies in a larger population would be
necessary to clarify whether this correlation is
clinically relevant.

Keywords: Secretory leukocyte protease
inhibitor, vitamin D and obesity, women

deficiencia de VD en sujetos de todas las eda-
des independiente de la latitud y del estado
de desarrollo socioeconémico del individuo.28

El inhibidor secretor de proteasa leucoci-
taria (SLPI) es una proteina catiénica no glico-
silada, secretada por varios tipos celulares in-
cluyendo neutréfilos, macréfagos, plaquetas y
células epiteliales, entre otras. Su expresion
puede ser alterada por diversos estimulos,
incluyendo lipopolisacaridos (LPS), elastasa
neutrofilica y citoquinas proinflamatorias y an-
tiinflamatorias.* El SLPI desempefia funciones
entre las que podemos citar: (i) efectos antimi-
crobianos, proporcionando una primera linea
de defensa contra la infeccion, (ii) control del
procesamiento de mediadores inflamatorios
que protegeran al huésped de dafios tisulares
excesivos generados por enzimas proteoliti-
cas liberadas durante la inflamacion, (iii) supre-
sion de las respuestas inflamatorias contro-
lando la actividad del factor de transcripcion
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NFkB, (iv) regulaciéon de la produccion y la
funcioén proinmunogénica de las trampas ex-
tracelulares de neutrdéfilos y (v) favorecer la
reparaciéon; asimismo es un componente de
la maquinaria molecular que controla el creci-
miento, la diferenciacion y la apoptosis celu-
lar. El resultado neto de las acciones del SLPI
es contrarrestar las respuestas inflamatorias
excesivas.®

Como es sabido, la obesidad es un esta-
do cronico multifactorial de balance energéti-
co positivo y acumulacion excesiva de grasa,
que conlleva un estado de inflamacién crénica
de bajo grado asociado a una disminucién de
la esperanza de vida.?® La relacién de la VD y
la obesidad ha sido estudiada y se ha reporta-
do que tanto la masa grasa (MG) como el por-
centaje de masa grasa (PMG) se asocian de
forma inversa con los niveles de VD indepen-
dientemente de la latitud y la edad 27 y tanto
en los individuos con obesidad como en los
que presentan insuficiencia de VD existe una
elevacién de los niveles de citoquinas proin-
flamatorias.®'° EI SLPI también se expresa en
el tejido adiposo y puede desempefiar una
funcién antiinflamatoria en los adipocitos re-
duciendo la expresion sistémica y local de las
citoquinas inflamatorias, incluido el TNF-a..%

Sobre la base de lo expuesto, el objetivo
del presente estudio fue relacionar los niveles
de SLPI con el sobrepeso y la obesidad y de-
terminar la relacion existente entre los niveles
de VD y SLPI en mujeres posmenopausicas.

Materiales y métodos
Materiales
Diseno del estudio
Estudio descriptivo de base poblacional.

Poblacion

Un total de 123 mujeres mayores de 65
anos se presentaron para ser evaluadas en el
contexto de la Semana de la Osteoporosis en
el Hospital de Clinicas José de San Martin de la
Universidad de Buenos Aires (UBA), en el afo
2019. Del total de participantes, solo 32 fueron

incorporadas al analisis ya que el resto conta-
ba con uno o mas de los criterios de exclusion.

Muestra

Todas las mujeres completaron un cuestio-
nario que incluia antecedentes clinicos, nutri-
cionales y tipo de medicacion utilizada duran-
te los ultimos 3 meses previos al estudio.

Las muestras de sangre fueron obtenidas
en ayunas. Dichas muestras fueron centrifu-
gadas y los sueros guardados congelados a
-18 °C hasta la realizacion de las mediciones
bioquimicas.

Criterios de inclusion: mujeres mayores de
65 afos.

Criterios de exclusion: mujeres bajo trata-
miento con farmacos que afecten el metabo-
lismo éseo y mineral, y mujeres con patologias
o medicaciones que pudieran alterar el estado
inflamatorio (enfermedades infecciosas en los
ultimos 3 meses; enfermedades autoinmunes;
insuficiencia renal [cleareance de creatinina
<60 mL/min], cancer, medicacién glucocorti-
coide o inmunosupresora).

Variables del estudio

Variables antropométricas

e Edad: en afos.

e Talla: medida en centimetros, tomando la al-
tura desde la coronilla de la cabeza hasta los
pies (talones) de pie (parado).

e Peso corporal: expresada en kilogramos, to-
mando el valor del peso corporal con la ropa
puesta, sin zapatos o accesorios pesados,
como teléfonos moviles y carteras, y utili-
zando balanzas de pesaje manual.

¢ indice de masa corporal (IMC): talla sobre
el peso al cuadrado. Se utilizaron los pun-
tos de corte del IMC establecidos por la
OMS que define un IMC < 18,5 con del-
gadez, entre 18,5 y 24,9 normal, entre 25
y 29,9 con sobrepeso y de 30 o mas con
obesidad.™

e Porcentaje de masa grasa (PMG): valor de
masa grasa (MG) en gramos normalizada
por el peso corporal en kilogramos.
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Variables densitométricas

e Masa grasa: medida en gramos por el mé-
todo de absorciometria de rayos X de ener-
gia dual (DEXA), la cual utiliza una dosis
muy pequefa de radiacién ionizante para
producir imagenes del interior del cuerpo.

Consideraciones éticas

Las participantes firmaron un consenti-
miento informado previo a quedar incluidas
dentro de él. El protocolo fue aprobado por el
Comité de Etica del Hospital de Clinicas, segun
disposicion de ANMAT 5330/97, cumpliendo
con sus requisitos éticos, legales y juridicos
basados en el Cédigo de Nuremberg y la De-
claracion de Helsinki de la Asociacion Médica
Mundial (dltima version y sus modificaciones).

Métodos
Seguimiento de las participantes

Al finalizar el procesamiento de todas las
muestras, cada participante recibié el informe
de los resultados de sus estudios.

Determinaciones bioquimicas

Las determinaciones de 250HD fueron rea-
lizadas mediante el método de radioinmunoa-
nalisis (RIA)/Competicién proteica comercial
(Elecsys® Vitamin D Roche S.A.) (Sensibilidad
2,2 ng/mL). Para el estudio de los distintos
parametros, las mujeres fueron divididas se-
gun la concentracion de 250HD en aquellas
con niveles < 30 ng/mL (insuficiencia) y aque-
llas con niveles > 30 ng/mL (suficiencia).'®

Las determinaciones de SLPI fueron reali-
zadas en el CEFYBO-CONICET, Facultad de
Medicina, UBA, Argentina, mediante metodo-
logia de doble anticuerpo por ELISA.™

Los analisis bioquimicos fueron realizados
en un Unico ensayo para evitar las variaciones
interensayo, al final del estudio.

Analisis estadistico

Los datos se expresaron como media +
desvio estandar (DE) para variables continuas.
Se realizé la prueba de Kolmogorov-Smirnov

para analizar la normalidad de las variables.
En funcién de los resultados de esta prueba
se realizaron analisis descriptivos de la po-
blacién, paramétricos o no paramétricos. Las
comparaciones entre grupos se efectuaron
usando ANOVA para muestras independien-
tes. Las correlaciones se calcularon mediante
la prueba de Pearson. Un valor de p<0,05 se
considero significativo. Para el andlisis esta-
distico se utilizé un procesador SPSS 20.0°
Chicago, IL, USA.

Resultados

La edad promedio de las mujeres incluidas
en el estudio fue de 69 + 6 afos, con una talla
de 1,55+0,07 metros, un peso de 72,1+16,1
kg y un IMC de 30,3+6,9 kg/m?. El valor to-
tal promedio de MG fue de 32,4+12,2 g y de
PMG fue de 44,7+29,7%. El valor promedio
de los niveles de 250HD fueron de 22,1+13,7
ng/mL, mientras que los de SLPI fueron de
13,1+6,8 ng/mL (Tabla 1).

El % de PMG correlacioné negativamen-
te tanto con los niveles de SLPI (r= -0,64;
p<0,01) como con los niveles de 250HD (r=
-0,69; p<0,01) (Figura 1).

Los niveles de SLPI y los de 250HD cuan-
do se consider6 el grupo total de las mujeres
estudiadas presentaron una correlacion posi-
tiva entre ellos (r= 0,61; p<0,01) (Figura 2 A).
Sin embargo, cuando solo se tomaron las mu-
jeres obesas con suficiencia de VD, la corre-
lacion se hizo altamente significativa (r=0,97;
p<0,0001) (Figura 2 B). Contrariamente, la co-
rrelacion entre VD y SLPI en las mujeres con
niveles de 25HOD < 30 ng/mL no presento
significancia estadistica (r=-0,23; p=0,35).

Cuando las mujeres fueron divididas en
grupos segun el nivel de 250HD, se obser-
vo que aquellas con niveles < 30 ng/mL pre-
sentaban menor talla, mayor peso corporal
y mayor IMC. Por otra parte, en este grupo,
los niveles de SLPI fueron significativamente
menores (p<0,0001), mientras que los valores
promedio de MG y PMG fueron significativa-
mente mayores (p<0,001) (Tabla 1).
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Tabla 1. Variables antropométricas y bioquimicas en el total de mujeres y divididas por grupos
segun el nivel de 250HD.

Total de mujeres (n=32) < 30ng/mL (n=18) >30ng/mL (n=14)
. 69+6 68+6 705
Edad (afios)
(60 - 82) (60 - 82) (61 - 80)
1,55+0,07 1,52+0,06 1,58+0,07*
Talla (m)
(1,43 - 1,68) (1,42 - 1,63) (1,50 - 1,68)
72,1+16,1 77,2+16,9 65,5+12,6*
Peso (kg)
(50 - 122) (55 - 122) (50 - 90)
30,3+6,9 33,3+6,7 26,5+5,4*
IMC (kg/m2)
(18,5 - 48,1) (24 - 48,1) (18,5 - 37,5)
32,4+12,2 37,7+10,1 25,1+10,6"*
MG (9)
(8 - 56) (24 - 56) (8 -48)
43,9+9,6 48,6+5,7 37,8+10,1*
PMG (%)
(16,3 - 62,3) (42,6 - 62,3) (16,3 - 53,2)
22,1£13,7 10,6+1,9 36,9+5,2***
VD (ng/mL)
(8,2- 48) 8,2-18) (30- 48)
13,1+6,8 9,5+5,2 18,6+5,2***
SLIP (ng/mL)
(1,9-29,7) (1,9 -18,5) (7,9 - 29,7)

*p<0.05 Vs. < 30ng/mL; *p<0.01 Vs. < 30ng/mL; ***p<0.001 Vs. < 30ng/mL.
IMC: indice de masa corporal; MG: masa grasa; PMG: porcentaje masa grasa; VD: vitamina D (250HD).

70 r=-0.64 ; p<0.01 70 r=-0.69 ; p<0.01
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Figura 1. Correlacion entre los niveles de SLPI'y 250HD con el porcentaje de masa grasa en el
total de mujeres. Se observa una correlacion negativa y significativa entre los niveles de SLPI y
250HD con el porcentaje de masa grasa, indicando posibles implicaciones en la regulacién del
metabolismo lipidico y la salud general.
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Figura 2. Correlacion entre los niveles de SLPI y 250HD. La figura muestra una correlacion po-
sitiva y significativa entre los niveles de SLPI y 250HD, sugiriendo una posible interaccion entre
estos biomarcadores en el contexto del metabolismo lipidico y la salud general. A: Correlaciéon
entre los niveles de SLPI y 250HD en el total de mujeres analizadas. La figura muestra una rela-
cion significativa entre estos biomarcadores en la poblacién general de mujeres. B: Correlaciéon
entre los niveles de SLPI y 250HD en mujeres obesas con suficiencia de vitamina D. Se observa
una interaccioén notable entre los niveles de SLPI y 250HD en este subgrupo especifico, sugi-
riendo posibles implicaciones en el metabolismo y la salud de las mujeres obesas con niveles

adecuados de vitamina D.

Discusidén

Los resultados de este estudio prelimi-
nar evidenciaron que los niveles de SLPI co-
rrelacionan directamente con los niveles de
250HD.

La relacién inversa entre el estado nutricio-
nal de VD y la MG ha sido ampliamente es-
tudiada.?” En el presente estudio en mujeres
posmenopausicas con distinto IMC confirma-
mos dichas investigaciones, lo cual muestra
que la insuficiencia/deficiencia de VD estaria
directamente asociada a mayor contenido
corporal de masa grasa.

Varias hipétesis tratan de explicar los bajos
niveles de VD observados en sujetos obesos.
Se ha postulado que estarian relacionados no
solo con una menor exposicion solar sino con
una menor hidroxilacion hepatica de la VD. La
menor sintesis de 250HD seriaresponsable del
desarrollo del hiperparatiroidismo secundario
que se observa frecuentemente en sujetos

con alto grado de obesidad.? Sin embargo, el
mecanismo mas aceptado es el secuestro de
VD en el exceso de tejido adiposo. Una re-
ciente revision sistematica y metanadlisis de
ensayos controlados aleatorios demostré que
la obesidad disminuye significativamente los
niveles de 250HD respecto de sujetos con
sobrepeso, concluyendo que el almacena-
miento en el tejido adiposo seria el responsa-
ble de ello.25-18

Varias hipétesis trataron de explicar la aso-
ciacion entre obesidad e inflamacion crénica,
entre ellas el efecto ejercido por el excesivo
consumo de dietas ricas en grasas saturadas.
Esta dieta estimula el desarrollo de proteo-
bacterias liberadoras de LPS, los cuales pro-
mueven un estado inflamatorio y con ello un
aumento en la permeabilidad intestinal. Este
hecho facilita el pasaje de LPS al torrente san-
guineo, proceso denominado “endotoxemia
metabdlica”. Los LPS junto a los acidos grasos
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(especialmente los saturados) y especies re-
activas de oxigeno favorecen la activacion de
receptores tolls (TLRs). Dicho proceso activa
la via de sefalizacién del NFkB, lo cual con-
duce a un incremento en la liberacién de cito-
quinas inflamatorias, responsables de la infla-
macion sistémica observada en personas con
alto grado de obesidad.%®61°

Varios estudios epidemiologicos recientes
han indicado la existencia de una asociacién
significativa entre la deficiencia de VD y la ma-
yor incidencia, o agravamiento, de enfermeda-
des infecciosas y enfermedades inflamatorias
autoinmunes asociadas al aumento de cito-
quinas proinflamatorias.®™>'® En este sentido,
se necesitan niveles adecuados de 250HD

para el proceso por el cual la VD controla
el estado inflamatorio. Diversos estudios ex-
perimentales han demostrado que la VD re-
duce la activacion de receptores TLRs y man-
tiene en estado inactivo a NFkB impidiendo
la fosforilacién y degradacién de la proteina
inhibidora de kappa B (IkB). Por otra parte,
la unién 1,25(0H)2D/VDR dificulta la trans-
locacién del NF-kB al nucleo promoviendo
una disminucién del proceso inflamatorio.
Por ultimo, la VD reduciria la fosforilacion de
la subunidad p65 dentro del complejo NF-xB
impidiendo la liberacién de citoquinas proin-
flamatorias (Figura 3).%17:18

El mecanismo intracelular graficado en la fi-
gura 3 explicaria alguno de los hallados clinicos

Tejido Adiposo

Complejo NF-xB

Degradacion de kB
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Figura 3. Mecanismo de accién de la VD y SLPI en la inflamacion asociada a la obesidad.
La vitamina D (VD) y el inhibidor secretor de leucoproteasa (SLPI) juegan roles cruciales en la
modulacién de la inflamacion en el contexto de la obesidad. La VD ayuda a reducir la inflama-
cién al inhibir la produccién de citoquinas proinflamatorias, mientras que el SLPI protege los te-
jidos al neutralizar las proteasas liberadas durante la respuesta inflamatoria. Juntos, estos me-
canismos contribuyen a mitigar los efectos inflamatorios asociados con la obesidad. Tomado y
adaptado de Popa AD y col.® SLPI: Inhibidor secretor de proteasa leucocitaria; VD: Vitamina D.
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y epidemiolégicos observados en sujetos con
algo grado de obesidad. En este sentido se
ha reportado que los niveles de VD se aso-
cian inversamente con los niveles de TNF-a
e IL6; contrariamente, la suplementaciéon con
VD disminuye los niveles de marcadores in-
flamatorios.??' Estos hechos evidencian los
beneficios de la adecuacion de VD sobre la
condicion de inflamacién crénica asociada a
la obesidad.®

Se ha sugerido la existencia de una aso-
ciacion entre el estado inflamatorio cronico
de la obesidad y SLPI1.2223 Experimentalmen-
te se observé que la expresién de SLPI au-
menta en tejido adiposo por el consumo de
dietas que inducen obesidad y que regula la
inmunidad innata y adaptativa, previniendo
la degradacion de los inhibidores de NFkB,
IkBa e IkBb, respectivamente.’?223 Asimis-
mo, SLPI compite con el componente p65 de
NFkB para unirse a las regiones promotoras
de genes proinflamatorios, incluyendo TNF-a
y CXCLS8 inhibiendo su produccion (Figura
3).222% Clinicamente se reporté una correla-
cién significativa entre los niveles circulantes
de SLPI e IMC.22 En concordancia con estos
hallazgos, los resultados del presente estu-
dio muestran que los niveles circulantes de
SLPI presentan una relacién inversa con el
IMC y con el PMG.
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De acuerdo con el mecanismo de accién de
SLPI y VD ejemplificado en la figura 3 se ob-
serva un efecto similar de ambos en el proceso
de activacion de NFkB y p65. A pesar de que
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HIGH FREQUENCY OF FRAGILITY FRACTURES IN
POSTMENOPAUSAL WOMEN WITH DYSMOBILITY SYNDROME: A
SINGLE-CENTER CROSS-SECTIONAL STUDY

Mariana Gonzalez Pernas, Rubén Abdala, Fernando Jerkovich,” Maria Belén Zanchetta*

IDIM, Universidad del Salvador. Buenos Aires, Argentina

Abstract

Purpose: Toassessthefrequency of dysmobility
syndrome (DS) in a group of postmenopausal
women, to determine the frequency of
fragility fractures in these patients, and to
compare the frequency of fragility fractures
and other clinical, biochemical, densitometric,
and muscle health characteristics between
patients with and without DS.

Methods: Postmenopausal women aged > 60
years were invited to participate in a muscle
health study program in our bone clinic. The
diagnosis of DS was considered when at least
three of the following factors were present:
osteoporosis, >1 fall in the preceding year,
low muscle mass, slow gait speed, low grip
strength, and high-fat mass. The cohort was
divided into patients with DS and without DS.
Results: The mean age in the study cohort (n =
250) was 70.36+ 7.72 years. DS was diagnosed

in 77 patients (30.8 %). A history of falls in the
preceding year and the prevalence of fragility
fractures were more frequent in patients with
DS in comparison with the control group
(60% vs. 19%, p <0.001 and 42% vs 17%,
p <0.001, respectively). Furthermore, the
history of fragility fractures was significantly
associated with the presence of DS (OR 4.92,
95% CI 2.3-10.4, p <0.001).

Discussion: A significant association was
found between DS and a history of fragility
fractures. Although this new concept
needs further investigation, it seems that
the identification of various compartments
affected by the aging process results in an
opportunity to better predict major adverse
events in the elderly.

Keywords: Dysmobility syndrome. fragility
fractures, risk of falls, osteoporosis
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ALTA FRECUENCIA DE FRACTURAS
POR FRAGILIDAD EN MUJERES
POSTMENOPAUSICAS CON SiNDROME
DE DISMOVILIDAD: ESTUDIO DE DISENO
TRANSVERSAL DE UN SOLO CENTRO

Resumen

Propdsito: Evaluar la frecuencia del sindrome
de dismovilidad (SD) en un grupo de mujeres
posmenopausicas, determinar la frecuencia
de fracturas por fragilidad en estas pacientes
y comparar la frecuencia de fracturas por fra-
gilidad y otras caracteristicas clinicas, bioqui-
micas, densitométricas y de salud muscular
entre pacientes con y sin SD.

Meétodos: Se invité a mujeres posmenopausi-
cas de edad >60 arios a participar en un pro-
grama de estudio de la salud muscular en nues-
tra clinica dsea. Se considerd el diagndstico de
SD cuando estaban presentes al menos tres de
los siguientes factores: osteoporosis, >1 caida
en el afio anterior, baja masa muscular, veloci-
dad de marcha lenta, baja fuerza de prension y
masa grasa elevada. La cohorte se dividid en
pacientes con SD y sin SD.

Introduction

Advancing age is accompanied by a
decrease in the function of various systems,
including the musculoskeletal system.™ The
term “sarcopenia” was proposed in 1989
to describe the loss of muscle mass that
occurs with age.® Later, this concept evolved
to include other parameters such as muscle
quality and function.®'® This multifactorial
and progressive phenomenon is associated
with increased morbidity and mortality, falls,
fractures, disability, and hospitalization.311-1%

Additionally, the bone tissue is also
affected by aging, resulting in an increased
risk of fracture.’®'® Multiple studies identify
a bidirectional relationship between bone
and muscle tissue (“the muscle-bone unit”)

Resultados: La edad media de la cohorte de
estudio (n = 250) fue de 70,36+ 7,72 afios. Se
diagnostico SD en 77 pacientes (30,8%). Los
antecedentes de caidas en el afio anterior y
la prevalencia de fracturas por fragilidad fue-
ron mas frecuentes en los pacientes con SD
en comparacion con el grupo de control (60%
frente a 19%, p <0,001 y 42% frente a 17%,
p <0,001, respectivamente). Ademas, el ante-
cedente de fracturas por fragilidad se asocid
significativamente con la presencia de SD (OR
4,92; IC 95% 2,3-10,4; p <0,001).

Discusion: Se encontrd una asociacion signifi-
cativa entre el SD y los antecedentes de frac-
turas por fragilidad. Aunque este nuevo con-
cepto requiere mas investigacion, parece que
la identificacion de diversos compartimentos
afectados por el proceso de envejecimiento
brinda la oportunidad de predecir mejor los
principales acontecimientos adversos en los
ancianos.

Palabras clave: Sindrome de dismovilidad.
fracturas por fragilidad, riesgo de caidas, os-
teoporosis.

which involves mechanical and biochemical
factors.19-24

In 2013, Binkley et al. described the term
“dysmobility syndrome” (DS), which includes
osteoporosis, falls in the preceding year,
obesity/high-fat mass, low lean mass, slow
gait speed, and low grip strength. DS was
considered when three or more of these
factors were present.?* This new and extended
concept, which includes bone, muscle,
and adiposity, may be a better predictor for
adverse events in the elderly.*

However, there is a lack of consensus on
the parameters to be evaluated in DS, and
the cut-off points to be used, representing
a need for further research and validation in
different populations. Therefore, in this study
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we aimed: i) to assess the frequency of DS in a
group of postmenopausal women referred to
our institution. ii) to determine the prevalence
of fragility fractures in these patients, and iii) to
compare the prevalence of fragility fractures
and other clinical, densitometric, and muscle
health characteristics between patients with
and without DS.

Methods

This is a single-center cross-sectional
study analyzing data from medical records of
post-menopausal women aged > 60 years who
were invited to participate in a muscle health
study program in our bone clinic. Patients
using walking aids, those with neuromuscular
illnesses who were not able to perform the
physical performance tests, and patients
with chronic conditions associated with low
muscular mass (history of cancer, renal failure,
chronic obstructive pulmonary disease, and
insulin-dependent diabetes) were excluded
from the study. Informed consent was obtained
from all individual participants included.

The following parameters were collected at
our institution through medical records and/or
questionnaires: age, regular physical activity,
risk factors for osteoporosis, history of fragility
fractures (wrist, spine, hip, and humerus)
assessed by X-rays, and 25-hydroxyvitamin D
values in the previous 6 months. Weight and
height were determined using a mechanical
scale and a wall-mounted height rod.

We evaluated the following predicting
factors of DS:

Bone mineral density: BMD was measured
by dual-energy X-ray absorptiometry (DXA)
with GE Lunar Prodigy equipment (General
Electric Lunar, Madison, WI, USA) at the
lumbar spine (LS) (L1-L4), femoral neck (FN),
and total hip (TH). Diagnosis of osteoporosis
was based on a T score of <-2.5 at any region,
using the manufacturer’s database (USA,
Lunar).

History of falls: At least one fall in the
preceding year, assessed by self-report.

Lean mass: Lean mass was assessed by
DXA total body scan. The body composition
software analyzes total lean mass (kg), arms
and legs lean mass (kg), appendicular skeletal
muscle mass (ASM) (the sum of the lean mass
of the 4 limbs), and appendicular skeletal
mass index (ASMI) (ASM/height?) (kg/m?). Low
muscle mass was considered with an ASMI
<5.5 kg/m? or an ASM <15 kg, as proposed by
the European Working Group on Sarcopenia
in Older People 2 (EWGSOP2).1

Gait speed: Gait speed was defined as the
time it takes to walk in a straight line over a
flat surface at a comfortable speed. Low gait
speed was defined using a value < 0.8 m/s as
proposed by EWGSOP2.™

Muscle strength: Muscle strength was
evaluated by hand-grip strength assessment
(Jamar Hydraulic Hand Dynamometer, USA).
The best result of three trials performed in
both hands was recorded. Low strength was
defined as <20 kg as proposed by Binkley et
al.2

Fat mass: Total fat mass was assessed by
body composition derived from DXA. High-fat
mass was defined as > 40 %.2°

We considered patients with DS those
who presented with at least 3 of the following
factors: osteoporosis, one or more falls in the
preceding year, low muscle mass, slow gait
speed, low grip strength, and high-fat mass.
We divided the study population into patients
with DS and without DS (control group).

Statistical analysis

Quantitative data  were  presented
as the meanzxstandard deviation (SD),
and categorical data were presented as
frequencies and percentages (%). The normal
distribution of continuous data was assessed
using the Shapiro-Wilks test. To compare
quantitative data, the Student’s t-test was
used for parametric variables and the Wilcoxon
Rank Sum Test for non-parametric variables.
Comparisons between qualitative variables
were assessed using a chi-squared test. A
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p-value <0.05 was considered statistically
significant. Statistical analysis was performed
using STATISTICS 7.0 Copyright ©1995, 2000
Analytical software (Statsoft).

Results

The basal characteristics of the 250
women included in the study are presented
in Table 1. The mean age of the cohort was
70.36 + 7.72 years. DS was diagnosed in 77
patients (30.8%). Out of these patients, 55%
presented with 3 factors of DS, 34% with
4, 6% had 5 and 5% presented with the 6
clinical factors. The relative frequency of each

Table 1. General characteristics of the total
cohort (n=250).

Age (years) 70.36 + 7.72
Weight (kg) 61.80 + 11.02
Height (m) 1.57 + 0.06
BMI (kg/m?) 25.08 + 4.38
Lumbar spine

BMD (g/cm?) 0.963 + 0.162
T-score -2.0+1.3
Femoral neck

BMD (g/cm?) 0.755 + 0.096
T-score -2.0+0.8
Total hip

BMD (g/cm?) 0.792 + 0.108
T-score -1.8+0.9
Fat mass (%) 38.66 + 7.88
25 hydroxyvitamin D (ng/ml) 31.68 + 11.26
ASMI (kg/m?) 5.85 + 0.66
MM in arms (kg) 3.376 + 0.551

MM in legs (kg) 11142 + 1.586
Hand grip (kg) 22 +4
Sit-to-stand test (s) 12.4 £ 3.9
Gait speed test (m/s) 1.0+£0.2

BMI (body mass index), LS (lumbar spine), FN (femoral
neck), TH (total hip), ASMI: (appendicular skeletal mass
index), MM (muscle mass)

Data presented as mean and SD

factor is detailed in Table 2. The frequency of
prevalent fragility fractures in patients with DS
was 42%.

In Table 3, we compare the demographic,
clinical, bone densitometry, vitamin D, and
muscle health data between patients with
and without DS. Women with DS were older
(p <0.001), had shorter stature (p <0.001),
and presented lower FN (p =0.007) and TH
BMD (p =0.046) than the group without DS.
Regarding body composition, women with DS
had higher fat mass and lower lean mass. A
history of falls in the preceding year and the
frequency of fragility fractures were more
frequent in patients with DS in comparison
with the control group (60% vs. 19%, p <0.001
and 42% vs. 17%, p <0.001, respectively).
There were no statistical differences regarding
vitamin D levels and reported physical activity
(Table 3).

In the multivariate analysis, the history of
fragility fractures was significantly associated
with the presence of DS (Odds ratio 4.92,
95% confidence interval: 2.3-10.4, p <0.001)
(Table 4).

Discussion

In this cohort of postmenopausal women
over 60 years attending our bone clinic, DS
was frequent, present in 30.8%. According
to a systematic review by Hill et al., the
prevalence of DS varied from 22 to 34%.%¢
Besides, an increased prevalence of DS
has been reported with increasing age.24262"
Similar to our study, Ribeiro dos Santos et
al found a prevalence of 27%, in a cohort of
375 subjects aged >60 years (70% women,
recruited from two Public Health Services
and from the general population).?® On the
other hand, population-based studies in
elderly subjects reported a lower prevalence
(between 5.1 and 20%).2526

Importantly, almost half of the women
with DS from our research group had
suffered a fragility fracture in the preceding
year.

Actualizaciones en Osteologia, VOL. 20 - N° 1 - 2024

37



Gonzalez Pernas M., et al: Fragility Fractures in Dismobility Syndrome

Table 2. Frequency of each factor from the dysmobility syndrome in our cohort.

Factor Frequency (n, %)
Within the total cohort (n=250) Within patients with DS (n=77)

Osteoporosis

111 (44.4% 44 (571%
(T-score < -2.5) ( o) ( )
High fat mass (> 40%) 103 (41.2%) 44 (57.1%)
Falls in the preceding year 78 (31.2%) 45 (58.4%)
Low lean mass (ASMI < 5.5 kg/m?

74 (29.6%) 39 (50.6%)
or an ASM <15 kg)
Low grip strength (< 20 kg) 67 (26.8%) 47 (61.0%)
Slow gait speed (< 0.8 m/s) 56 (22.4%) 44 (57.1%)

ASMI: (appendicular skeletal mass index), ASM: (appendicular skeletal mass)

Table 3. Comparison of demographic, clinical, bone densitometry, laboratory, and muscle
health data between patients with and without dysmobility syndrome.

Patients with dysmobility Patients without dysmobility
syndrome (n =77) syndrome (n = 173)

Age (y) 73.26 + 8.47 69.17 + 7.08 <0.001
Weight (kg) 61.11 + 11.36 62.09 + 10.89 0.484
Height (mts) 1.54 + 0.05 1.58 + 0.06 <0.001
BMI (kg/m?) 25.63 + 4.73 24.85 + 4.22 0.168
BMD

Lumbar spine (g/cm?) 0.958 + 0.208 0.964 + 0.139 0.283
Femoral neck (g/cm?) 0.728 + 0.100 0.766 + 0.093 0.007
Total hip (g/cm2) 0.769 + 0.112 0.801 + 0.105 0.046
Fat mass (%) 40.74 + 7.80 37.77 £ 7.77 <0.001
Vitamin D (mg/ml) 30.46 + 12.91 32.21 £ 10.49 0.175
ASMI (kg/m?) 5.60 £ 0.70 5.95 + 0.62 <0.001
Arms MM (kg) 3.117 + 0.503 3.484 + 0.535 <0.001
Legs MM (kg) 10.258 + 1.284 11.509 + 1.557 <0.001
Hand grip (Kg) 194 24 £ 4 <0.001
Sit-stand test (s) 14.6 + 5.0 11.5£ 2.9 <0.001
Gait speed (m/s) 09+0.2 11+£0.2 <0.001
History of falls (previous year) 60% (44) 19% (34) <0.001
Fragility fractures 42% (31) 17% (31) <0.001

BMI (body mass index), LS (lumbar spine), FN (femoral neck), TH (total hip), ASMI: (appendicular skeletal mass
index), MM (muscle mass)
Data presented as mean and SD
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Table 4. Multivariate analysis for factors predicting history of fragility fractures.

OR 95% CI P
Age 1.01 0.9-1.1 0.752
Dysmobility syndrome 4.96 2.3-10.4 <0.001
Falls in the preceding year 1.14 0.4-2.2 0.735
Osteoporosis 1.43 0.7-3.0 0.213
OR (Odds ratio), Cl (Confidence interval)
Moreover, the presence of DS was lower limbs, lower strength, and physical

significantly associated with a history of
fragility fractures, meaning that the current
classification of DS seems accurate to help
us determine the risk of this serious adverse
health outcomes in the elderly.242%% The
fracture frequency in our cohort seems to be
higher in comparison to other studies.??628
The group of Binkley et al. reported that in
patients with DS, 30% had had a previous
fragility fracture.?* Burgueno-Aguilar et al., in
a study conducted in Mexico, reported that
30% of women who met the DS criteria had
a history of fragility fractures.®' Finally, in an
elderly community-based population from
Korea, the prevalence of fragility fractures in
patients with DS was 25%.%"

Considering that postmenopausal women
showed higher frequencies of fragility fractures
in comparison to men and younger women,
our research focuses on this population
group.2+? However, among men enrolled in
the Osteoporotic Fractures in Men (MrOS)
prospective cohort study, the presence of DS
was independently associated with a higher risk
of major osteoporotic fracture during a 14-year
follow-up (Hazard ratio 3.45, 95% CI: 2.78-4.29).
Moreover, when the DS criteria were combined
with the Fracture Risk Assessment Tool (FRAX)
score, it resulted in a better prediction of major
osteoporotic fractures in men.?

In our group, when compared with women
who did not have DS, patients with DS
presented less muscle mass in upper and

performance (sit-stand and walk). In line with
this observation, more than half of the women
with DS had a higher frequency of falls during
the previous year. Other studies have linked
DS with falls.?*!" Consistent with our study,
Burgueno-Aguilar et al. reported a frequency of
falls of around 60%.% In the above-mentioned
study by Binkley et al, 36% of older adults with
DS had had a fall in the preceding year.?* In
clinical practice, recognizing people at risk of
falling is crucial, since falls are an independent
risk factor for fragility fractures.®*What is more,
falls represent a significant cause of morbidity
and mortality in the elderly.3*

Additionally, the introduction of adipose
tissue in the diagnostic criteria for DS
collaborates with the detection of those
individuals at risk. A higher fat mass is
associated with lower muscle quality, and it
predicts an accelerated loss of lean mass.35%¢
Therefore, it is important to highlight that these
criteria recently proposed by Binkley identify
those individuals at risk of fragility fractures and
other comorbidities associated with old age.?*
From a clinician’s point of view, this syndrome
reminds us of the importance of having a
broader view, integrating different systems that,
mistakenly, have in the past been considered
separately when evaluating these patients.

Our investigation has several limitations,
one being the small number of subjects and
lack of biochemical studies. Second, given
the lack of national reference values, we used
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the cut-off points proposed in the literature.
Additionally, the patients in our cohort were
evaluated at a reference center and this might
overestimate the real prevalence of DS (referral
bias). Indeed, the prevalence of DS seems to
be lower in community-based studies.?”?° It
should be noted that the diagnosis of DS does
not have a defined methodology. Indeed, in the
original publication, Binkley et al. established
the importance of comparing the cut-off points
and approaches with other studies to define
the best-fit factors capable of predicting
adverse musculoskeletal outcomes in older
adults.?* This cohort was previously evaluated
using only the concepts of sarcopenia without
considering other parameters.®

These findings may encourage
comprehensive evaluation of patients by
adding the importance of fat compartment
and previous falls.

In conclusion, 30% of our patients
complied with the definition of DS. A significant
association between DS and a history of
fragility fractures was described. Although
this new concept needs further investigation,
it seems that the identification of various
compartments affected by the aging process
(bone, muscle, and adipose tissue) results in a
better prediction of fracture prevalence.
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MORTALIDAD LUEGO DE UNA FRACTURA DE CADERA:

SEGUIMIENTO A 10 ANOS'
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Resumen

Las fracturas de cadera por osteoporosis
constituyen un problema de salud y se rela-
cionan con el aumento de la morbimortalidad.
Objetivo: determinar las tasas, las causas y
factores de riesgo de mortalidad en los pa-
cientes con fracturas de cadera, en un perio-
do de seguimiento de 10 anos.

Metodologia: estudio de cohorte, retrospecti-
Vo, realizado en pacientes > 50 afos pertene-
cientes al Plan de Salud del Hospital Italiano
de Buenos Aires que se internaron por frac-
tura de cadera entre el 01-7-2005 y el 31-12-
2010. Se evaluaron: sexo, edad, comorbilida-
des y tratamiento con bifosfonato prefractura
y posfractura. Se utilizaron los métodos: Chi
cuadrado, media, mediana y DS, sobrevida de
Kaplan-Meier y modelos de riesgo proporcio-
nales de Cox.

Resultados: se incluyeron 965 pacientes. La
media de edad al momento de la fractura fue
81,6 anos; el 80,7% fueron mujeres. La mor-
talidad global al afio fue de 14,9% y de 73,2%
a los 10 afos, siendo mayor en hombres (HR:
1,31; IC 95%: 1,10-1,58; p=0,003), mayor

edad (HR: 1,10; IC 95%: 1,09-1,11; p<0,001)
y aumento del puntaje (score) de Charlson
(HR:1,29; IC 95%: 1,23-1,34; p<0,001).

Los factores de riesgo de mortalidad segun
el andlisis multivariable de Cox en el periodo
son: edad, indice de Charlson, sexo masculi-
no, fractura medial, demencia e insuficiencia
cardiaca congestiva. Los bifosfonatos favore-
cieron la sobrevida de la poblacion (Cox). Las
causas de muerte mas frecuentes fueron las
infecciosas y las cardiovasculares.

A los 10 afios sobrevivio la poblacién que era
mas joven al inicio del estudio, mas sana y
tratada con bifosfonatos después de la frac-
tura de cadera.

Conclusiones: de esta observacion a largo
plazo surge la importancia del seguimiento y
tratamiento con farmacos osteoactivos des-
pués de la fractura de cadera a toda la pobla-
cién, especialmente a la mas afiosa, masculi-
nay con comorbilidades.

Palabras clave: fractura de cadera, morta-
lidad, factores de riesgo, seguimiento a 10
anos.

* Este trabajo es un extracto del Trabajo Final Integrador de la Carrera de Osteologia defendida en 2023

cuya autora es la Dra. Maria Eugénia Vera Santana

**E-mail: mariavera181082@gmail.com
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MORTALITY AFTER HIP FRACTURE:
10-YEAR FOLLOW-UP

Abstract

Hip fractures due to osteoporosis constitute
a health problem and are associated with
increased morbidity and mortality.

Objective: To determine the rates, causes, and
risk factors for mortality in patients with hip
fractures over a 10-year follow-up period.
Methodology: This retrospective cohort study
included patients aged >50 years who were
part of the health plan at the ltalian Hospital
of Buenos Aires and were hospitalized for hip
fracture between July 1, 2005, and December
31, 2010. Sex, age, comorbidities, and pre-
and post-fracture bisphosphonate treatment
were evaluated. Statistical methods included
chi-square tests, mean, median, standard
deviation, Kaplan-Meier survival analysis, and
Cox proportional hazards model.

Results: A total of 965 patients were included.
The mean age at the time of fracture was
81.6 years, and 80.7% were women. The
overall mortality rate at one year was 14.9%,

Introduccién

La fractura de cadera provocada por un
traumatismo de bajo impacto constituye un
importante problema de Salud Publica y se
relaciona con dependencia, invalidez, morbi-
lidad, muerte y alto costo.

Las fracturas por osteoporosis estan vin-
culadas al envejecimiento. El nUmero de per-
sonas mayores de 50 afios en todo el mundo
se ha duplicado desde 1980, y se prevé que
alcance un estimado de 2000 millones para
el afno 2030, con el consiguiente aumento de
la prevalencia de fracturas por osteoporosis,
especialmente de cadera.’

En la Argentina, la tasa anual de fracturas de

increasing to 73.2% at 10 years. Mortality was
higher in men (HR: 1.31; 95% CI 1.10-1.58;
p=0.003), older age (HR: 1.10; 95% CI 1.09-
1.11; p<0.001), and Charlson comorbidity
score (HR: 1.29; 95% CI 1.23-1.34; p<0.001)
at ten years of follow-up.

Risk factors for mortality during the study
period, according to multivariate Cox analysis,
included age, Charlson index, male sex, medial
fracture, dementia, and congestive heart
failure. Bisphosphonates improved survival
(Cox analysis). The most common causes of
death were infectious and cardiovascular.
Patients that survived after ten years of follow-
up were healthier, younger at baseline, and
showed a higher proportion of treatment with
bisphosphonates after hip fracture.
Conclusions: This long-term observation
highlights the importance of follow-up and
osteoactive drug treatment after hip fracture,
especially in older, male and patients with
comorbidities

Key words: hip fracture, mortality,
factors, 10 years of follow up.

risks

cadera en personas mayores de 50 afnos oscila
entre 167 y 443 casos por cada 100.000 mu-
jeres y entre 78 y 164 casos por cada 100.000
hombres. La edad promedio de las fracturas de
cadera en las poblaciones analizadas se ubicé
entre 75 y 82 anos, siendo significativamente
mas baja en los hombres. La tasa de egresos
por esta fractura mostré una tendencia cre-
ciente en hospitales publicos de la Argentina
entre los afos 2000 y 2008. Se estimd una
tasa de crecimiento interanual del 1,4% (2,7%
en mujeres y 0,47% en hombres) y la relacion
mujeres:hombres fue de 2,3, incrementandose
notablemente con la edad, especialmente en
personas mayores de 75 afos.>*
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El proceso involutivo asociado a la edad
induce a la osteoporosis, la sarcopenia y la
disminucion de la coordinacion neuromuscu-
lar, de la visién, de la audicién y de los siste-
mas de alerta autébnomos. La coexistencia de
comorbilidades y la pérdida de la funcion cog-
nitiva reducen la capacidad de respuesta del
organismo y favorecen una situacion de ma-
yor fragilidad. Del mismo modo, el aumento
del consumo de farmacos, especialmente las
medicaciones psicotrépicas facilitan las cai-
das y, por ende, la aparicién de la fractura.'®”

La complicacion mas grave de la osteo-
porosis es la fractura de cadera, debido a su
elevada mortalidad. De hecho, la fractura de
cadera es capaz por si sola de disminuir la es-
peranza de vida en dos afos comparada con
la de la poblacion sin fractura. Ademas, uno
de cada cinco pacientes que la sufre requerira
asistencia sociosanitaria permanente.?-'2

Las tasas de mortalidad de fractura de ca-
dera referidas en la literatura oscilaron entre el
8,4y el 36% al afio y, a los 10 afios, entre 77
y 79,8% después del evento. Los pacientes
mayores de 66 afnos tenian un mayor riesgo
de muerte. 01

En 2010 se realiz6 un estudio de mortalidad
posterior a la fractura de cadera en el Hospi-
tal Italiano de Buenos Aires (HIBA), estimando
que a corto plazo la tasa de mortalidad de la
poblacion seria del 18,6% a los 30 meses. Sin
embargo, se conoce poco a nivel nacional e
internacional sobre las tasas de mortalidad a
largo plazo. Por ello, el objetivo de la presen-
te investigacion fue determinar las tasas, las
causas Y los factores de riesgo de mortalidad
en esta poblacién durante un periodo de 10
afos de seguimiento.®™

Materiales y métodos

El estudio es de cohorte retrospectivo. Se
incluyeron varones y mujeres > 50 afos, per-
tenecientes al Plan de Salud del HIBA (sistema
cerrado de salud), que fueron internados por
fractura de cadera entre el 01-7-2005 y el 31-
12-2010. Se realizé un seguimiento de 10 afos.

A partir de los datos de la historia clinica
electrénica (HCE), se determiné el estado vital
mediante los registros del sistema informati-
co, y se considerd final del seguimiento la Ulti-
ma asistencia de salud registrada.

Se excluyeron pacientes con otros tipos
de fracturas de cadera como las periprotési-
cas, subtrocantéricas, patolégicas o aquellas
causadas por traumatismo de alto impacto.
También se excluyeron pacientes con enfer-
medad renal crénica avanzada (clearance de
creatinina menor de 30 mL/min/1,73 m?), en-
fermedades metabdlicas dseas distintas de la
osteoporosis, y aquellos con una expectativa
de vida inferior a 6 meses.

En el andlisis descriptivo se evaluaron los
siguientes items: edad, sexo, comorbilidades
(insuficiencia de 6rganos, demencia, etc.),
tipo de fracturas, dias de internacién, antece-
dentes de osteoporosis y caidas. Se utilizo el
indice de Charlson para clasificar cuantitati-
vamente el numero de comorbilidades, agru-
pandolas en categorias de 0 a 4 y se utilizé la
variable dicotbmica > 3 o < 3 para su procesa-
miento estadistico.

También se recabd informacion sobre el
tratamiento con bifosfonatos (BF) antes y des-
pués de la fractura de cadera (FC) durante el
primer afo posterior al evento.'® El analisis es-
tadistico en relacion con el tratamiento con bi-
fosfonatos luego de la fractura se llevd a cabo
siguiendo el principio de intencion de tratar.
Este enfoque permite evaluar el efecto del
tratamiento en un contexto clinico real, con-
siderando a todos los pacientes asignados al
grupo de bifosfonatos, independientemente
de su adherencia o cumplimiento.

Las variables categdricas se expresaron
como frecuencia absoluta y relativa, con sus
intervalos de confianza. Las variables conti-
nuas se informaron como media y desvio es-
tandar (DE) o mediana e intervalo intercuarti-
lico 25-75 (RIC), segun la distribucién de los
datos. Se calcularon la distribuciéon de las va-
riables continuas mediante métodos graficos
y test de Kolmogorov-Smirnov.
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Para las comparaciones entre grupos se
utilizaron pruebas t o Wilcoxon para las varia-
bles cuantitativas, y pruebas de chi-cuadrado
o Fisher para las variables cualitativas. Se
aplicé el método de Bonferroni para ajustar
las comparaciones multiples.

Las tasas de mortalidad se calcularon
como el cociente entre el nUmero de acon-
tecimientos de interés (muertes) durante los
periodos de tiempo establecidos y el nUmero
de pacientes con fractura de cadera en segui-
miento en el estudio.

Se estimé el tiempo de sobrevida me-
diante el método de Kaplan-Meier. Para eva-
luar los factores predictores de los eventos
de muerte se realizaron analisis univariable
y multivariable utilizando el modelo de ries-
gos proporcionales de Cox. Las covariables
incluidas en el modelo multivariable fueron
aquellas consideradas clinicamente signifi-
cativas o que mostraron una diferencia sig-
nificativa en el analisis univariado (valor um-
bral p<0,01), desestimando aquellas con fre-
cuencia marginalmente baja. Se expresaron
los HR de ambos analisis con su intervalo de
confianza del 95% (IC 95).

Resultados

Se incluyeron 965 pacientes > 50 afios
internados por fractura de cadera. La media
de edad al momento de la fractura fue 81,6
anos; el 80,7% de la poblaciéon fueron mu-
jeres.

Se observa un mayor compromiso en los
varones expresado por los dias de internaciéon
y puntaje de Charlson. La poblaciéon masculi-
na presenta un menor diagnéstico registrado
de osteoporosis y tratamiento previo y pos-
terior de BF a la FC en comparacion con las
mujeres (Tabla 1).

En el estudio se observd que los pacientes
con fracturas de cadera mostraron un por-
centaje reducido de antecedentes de diag-
néstico de osteoporosis, alcanzando solo el
41,2%. Asimismo, se identificd que el 25,5%
de los pacientes presentaban antecedentes
de tratamiento previo con bifosfonatos, mas
frecuente en mujeres, con una prevalencia del
30,5% (Tabla 1y Tabla 2).

La mortalidad global al afio fue de 14,9%
y de 73,2% a los 10 afos, siendo mayor
en hombres (HR: 1,22; IC 95%: 1,01-1,48;
p=0,003) comparados con las mujeres.

Tabla 1. Caracteristicas de la poblacién con fractura de cadera mayores de 50 afios de acuerdo

con el sexo

Caracteristica BelSning Hasenline p valor
n=779 n =186
Edad? 82 (78-86) 82 (76-87) 0,395
Fractura medial’ 128 (16,8%) 34 (19,1%) 0,455
Dias de internacion? 5 (5-8) 7 (6-10) < 0,001
Antecedente de osteoporosis® 382 (49,6%) 11 (6%) < 0,001
Antecedentes de tratamiento previo con bifosfonatos® 232 (30,5%) 8 (4,4%) < 0,001
Antecedente de caidas® 196 (25,4%) 34 (18,5%) 0,05
Puntaje Charlson? 1(0-2) 2 (1-4) < 0,001
Tratamiento posfractura de cadera con bifosfonatos® 340 (43,6%) 37 (19,6%) < 0,001

2 Mediana (primer cuartil, tercer cuartil), Wilcoxon;®n (%) - Chi cuadrado
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Tabla 3. Mortalidad de la poblacion con fractura de cadera mayor de 50 afios por sexo

Sexo

Global Mujeres Hombres

1 mes 3,2 2,8 4,8

(1,2-5,2) (0,8-4,9) (0-10,3)

1 afio 14,9 12,3 25,3
(10,9-18,9) (8,2-16,4) (14,1-36,5)

5 afos 48,1 45,9 57,6
(42,3-53,9) (39,5-52,3) (44,5-70,7)

10 afios 73,2 715 80,5
(68-78,4) (65,6-77,4) (69,9-91,1)

* Proporcion de la poblacion con el evento muerte a cada tiempo especificado (% [IC 95]).

Tabla 4. Factores de riesgo de mortalidad segun el modelo de riesgos proporcionales de Cox

multivariable (HR, IC 95%)

Mortalidad

Edad (por afo)

Sexo masculino

Fractura medial

indice de Charlson (por punto)
Demencia

Insuficiencia cardiaca

Prevenciéon secundaria con bifosfonatos

1,08 (1,07-1,09)?
1,22 (1,01-1,48)°
1,46 (1,22-1,74)
1,14 (1,08-1,20)"
1,74 (1,46-2,07)
1,68 (1,30-2,17)¢
0,68 (0,58-0,80)"

—~

ap < 0,0001; ® p = 0,043.

Ademas, aumenta con la edad (HR: 1,08;
IC 95%: 1,07-1,09; p<0,001), y con un mayor
puntaje de Charlson (HR: 1,14; IC 95%: 1,08-
1,20; p<0,001). La mediana de supervivencia
global a 10 afos fue de 5,61 afos. (Tabla 3, Fi-
guras 1 a 4).

La principal causa de muerte en los pacientes
con fractura de cadera durante los 10 afios de
seguimiento fue la enfermedad infecciosa, segui-
da por la enfermedad cardiolégica (Figura 5).

El andlisis de Cox confirma que los factores
de riesgo para mortalidad incluyen el aumento
de la edad, el sexo masculino, la fractura medial,

el incremento del indice de Charlson, la demen-
cia y la insuficiencia cardiaca congestiva. La
prevencion secundaria con BF se asocia en for-
ma positiva con la sobrevida (HR 0,68; IC 95%:
0,58-0,80; p<0,001) (Tabla 4).

La poblacién que sobrevivio a los 10 afos
después de la fractura de cadera era mas joven
en el momento de la fractura, tenia una menor
proporcion de fracturas mediales y menos dias
de internacién durante el evento. Ademas pre-
sentaba una menor carga de comorbilidades y
habia recibido BF previamente y como preven-
cion secundaria (Tabla 2).
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Tabla 2. Caracteristicas de la poblacion mayor de 50 afos con fractura de cadera a 10 afios de
seguimiento: sobreviviente comparada con no sobreviviente

Sobrevivientes No sobrevivientes

Total n = 965 a 10 afos a 10 afios p valor
N =222 n =743
a ) 779 83,5
Edad 82,4 (77,8-86,6) (71,7-82,5) (79,8-87.4) <0,0001
Sexo masculino® 186 (19,3%) 39 (17,6%) 147 (19,7%) 0,264
Fractura medial° 162 (17,2%) 1 (0,5%) 161 (21,7%) < 0,0001
Dias de internacion por FC? 6 (5-8) 6 (5-7) 7 (5-9) 0,0023
Antecedente de osteoporosis® 393 (41,2%) 96 (42,2%) 297 (40,0%) 0,384
Antecedente de tratamiento o o o
con BF previoa FC® 240 (25,5%) 68 (30,6%) 172 (23,1%) 0,024
Antecedente de caidas® 230 (24%) 44 (4,6) 186 (25,0) 0,110
Charlson puntaje? 2,0 (1,0-3,0) 1(0-1) 1(1-2) < 0,0001
Z;atF%m'e”to conBF despues 577 (39 195) 112 (50,5%) 265 (35,6%) <0,0001

BF: bifosfonatos; FC: fractura de cadera;? n(%) - Chi cuadrado;® mediana (primer cuartil, tercer cuartil), Wilcoxon.
* Edad al momento de la fractura.

[Te)
0
o
o p=0.0029
o
[fe)
&
o
o -
T T T T
0 5 10 15
afnos
Number at risk
964 480 238 36
95% CI —— Survivor function |

Figura 1. Mortalidad a 10 afios de la poblacién después de una fractura de cadera (evento muerte).
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Numero de riesgos
masculino=186
femenino =778

5 10 15
anos
75 34 6
405 204 30
95% CI 95% ClI
masculino 0 femenino

Figura 2. Mortalidad a 10 afios de la poblacion después de una fractura de cadera segun sexo.

0

Numero de riesgo
Charison<3 =763
Chartson2 3= 201

5 10 15
anos
420 215 35
60 23 1
95% Cl 95% Cl J
— Charlson<3 Charlsonz3

Figura 3. Mortalidad a 10 afios de la poblacién después de una fractura de cadera segun grado

de comorbilidad expresado por el indice de Charlson.
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0 5 10 15
anos

Number at risk

oldestold =0 648 399 224 36

oldestold =1 316 81 14 0
Niimero de riesgo 95% CI 95% CI

<85 afios=648 oldestold = 0 oldestold = 1
285 afios=316 < 85 afos > 85 afos

Figura 4. Mortalidad a 10 afios de la poblacion después de una fractura de cadera segun edad
(= 85 afos o < 85 afos).
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Figura 5. Causas de muertes en una poblacién mayor de 50 afos con fracturas de cadera se-
guidas durante 10 afios.
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Discusion

Las fracturas de cadera relacionadas con
la osteoporosis representan un desafio para la
Salud Publica. Este evento traumatico no solo
se asocia con un aumento en la morbilidad y
el deterioro funcional, sino también incremen-
ta la tasa de mortalidad en la poblaciéon de
adultos mayores.

Varios estudios han demostrado que la
mortalidad después de una fractura de cade-
ra es elevada, con tasas que oscilan entre el
20,7 y el 31,2% al afo, alcanzando cifras del
50 al 78% alos cinco afos y del 62,9 al 79,8%
a los diez afios en distintas poblaciones. Este
exceso de mortalidad persiste durante afios,
lo que refleja la gravedad de las fracturas en
este grupo poblacional.1o-14

A pesar de la elevada incidencia y conse-
cuencias de estas fracturas, los estudios lon-
gitudinales sobre la mortalidad en la Argenti-
na son limitados. En nuestra investigacion se
ha seguido a una cohorte durante diez afos
después de la ocurrencia de una fractura de
cadera en un sistema de salud cerrado y ho-
mogéneo, en estudios de diagnoéstico, tra-
tamiento y clase social. Este estudio revelo
una mediana de supervivencia en la pobla-
cién general de 5,61 afios, con una notable
discrepancia entre sexos: 3,8 anos para los
hombres y 5,9 afios para las mujeres. Estos
resultados son consistentes con hallazgos
de trabajos previos en el area, como el estu-
dio realizado por Cipitria, que también obtu-
vo resultados similares.

En nuestra investigacion, la mayoria de los
participantes eran mujeres. El promedio de
edad fue de 82,4 afos. El tipo de fractura de
cadera predominante fue lateral, y la estancia
hospitalaria fue menor de 7 dias. Menos del
50% de los pacientes tenia un diagnéstico
previo de osteoporosis. Ademas, observamos
que la poblacién masculina presentaba mas
comorbilidades antes de la fractura de cadera
y requirié una hospitalizacion mas prolonga-
da. Estas observaciones coinciden con los
trabajos de Beratarrechea y Abrahamsen.®°

El diagndstico previo de osteoporosis en
nuestra investigacion resulté ser significa-
tivamente bajo. Este hallazgo coincide con
otros estudios que evidencian un subdiag-
nostico generalizado de esta enfermedad.
Vestergaard y cols. (2005) reportaron una
subestimacion considerable en la poblacién
danesa al analizar casos de fractura y gru-
pos de riesgo. Asimismo, varias investiga-
ciones recientes indican que solo el 21,6%
de los pacientes con fracturas vertebrales
y de cadera tiene diagndstico previo de
osteoporosis. Resulta preocupante la baja
prevalencia del tratamiento preventivo en
pacientes diagnosticados. En nuestro es-
tudio, menos del 30% de estos pacientes
recibia un tratamiento adecuado, un dato
que concuerda con los hallazgos de Siris y
cols. (28%) y Lorentzon y cols.(21,8%). Esta
deficiencia en el diagnostico y tratamiento
representa un importante desafio para la
Salud Publica, ya que limita la prevencion
de complicaciones graves asociadas a la
osteoporosis.’"?

En esta investigacion, la mortalidad fue
de 3,2% al mes. Este bajo indice se explica
por el tratamiento quirurgico temprano; el
promedio de la internacion en toda la po-
blacién fue de seis dias. Segun las obser-
vaciones de Pincus y Beaupre, la condicién
socioeconémica influye en el acceso al
seguimiento y al tratamiento quirlrgico, lo
que disminuye la tasa de mortalidad tem-
prana. La poblacién estudiada pertenecia a
la clase media y tenia acceso a un sistema
cerrado de salud con una rapida respuesta
a la provision de materiales quirdrgicos.??2

La tasa de mortalidad anual de 14,9%
observada es congruente con otros estu-
dios (Beratarrechea, Mattisson, Vosoughi y
Li), aunque se reportaron cifras mas bajas en
investigaciones como la de Claus-Hermberg
y cols. (9,3%), que pueden deberse a las
caracteristicas poblacionales analizadas,
estudio solamente realizado en muje-
reS.3’24_27
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A 5 afos, la mortalidad se incrementa a un
48,1%. Esta cifra coincide con las tasas re-
portadas en estudios de Tiihonen y von Frie-
sendorff y cols., quienes documentaron tasas
de mortalidad de 50,4% y 52%, respectiva-
mente. La poblacién estudiada por Kristensen
ofrece una perspectiva diferente; en ella se
destaca que, en la poblaciéon con buena mo-
vilidad, las tasas de mortalidad son similares,
pero se observa un incremento significativo
en aquellos con movilidad comprometida, que
alcanza hasta el 78%. Esta diferencia subraya
la relacion critica entre la funcionalidad fisica y
la supervivencia, lo que sugiere que las inter-
venciones dirigidas a mejorar la movilidad po-
drian ser cruciales para reducir la mortalidad
a largo plazo.14.28

La mortalidad a los 10 afos se eleva a
73,2%. Este hallazgo se alinea con cifras re-
portadas por Tiihonen y cols. (79,8%) y el es-
tudio sueco de von Friesendorff y cols., que
muestra que el riesgo de mortalidad perma-
nece elevado durante dos décadas después
de la fractura. En el presente estudio, la po-
blacién era muy afosa (edad promedio 82
afos, mayor que la expectativa de vida en la
Argentina que es de 76 afos segun el cen-
so del afno 2020). Es légico observar que, 10
afnos después del evento de fractura, que im-
plica un impacto en la salud, la mayoria de los
pacientes hubieran fallecido. 4

En este estudio, la mortalidad observada
segun el sexo mostré que, tanto al mes como
al afo, habia un mayor porcentaje de muertes
en varones. Sin embargo, a partir de los 5 y
10 afos, la brecha se reducia. Estos hallaz-
gos coinciden con la investigacion de Cipitria
y cols., quienes observaron una sobrevida a
10 afios de 20% en varones y 40% en muje-
res. En este estudio observamos que la tasa
de mortalidad a los 10 afios fue del 80% en
varones y del 71% en mujeres. En nuestra po-
blacién, la sobrevida de mujeres a 10 afos es
inferior al trabajo realizado en la poblacion de
San Nicolas, Pcia. de Buenos Aires; a pesar de
que es un trabajo de similares caracteristicas,

retrospectivo y realizado en un solo centro
médico, no encontramos causa que diferen-
cie ambos trabajos. El trabajo previo de Be-
ratarrechea y cols. mostré que los varones
presentaban un mayor indice de la escala de
Charlson, lo que justifica estas tasas mas al-
tas de mortalidad. En nuestra poblacién, los
varones también eran mas fragiles y tenian
un menor reconocimiento de la osteoporosis,
como plantean estos autores.®'?

El analisis del impacto de las comorbilida-
des en la tasa de mortalidad en el contexto
de las fracturas de cadera revela hallazgos
significativos con respecto a la supervivencia
de la poblacion afectada. Liow, en su segui-
miento a nueve afos, puso de manifiesto que
las comorbilidades preexistentes y las que se
desarrollan posteriormente a la fractura son
determinantes cruciales de la sobrevida. Este
enfoque es particularmente relevante dado
que un indice elevado de Charlson se iden-
tifica como un factor de riesgo independiente
de mortalidad, evidenciando la importancia
de una evaluacién exhaustiva de las condicio-
nes de salud previas al evento traumatico. En
nuestra poblacion se evidencia que aquellos
pacientes que sobrevivieron a los diez afios
después de la fractura presentaban un per-
fil de menor comorbilidad, mayor juventud y
habian recibido tratamiento con bifosfonatos
tanto antes como después de la fractura.?®

Es de interés el impacto en los pacientes
mayores de 85 anos, quienes muestran una
resistencia biolégica reducida a las fractu-
ras de cadera, lo que se traduce en tasas de
mortalidad significativamente mas altas. Von
Friesendorff, al estudiar a mujeres mayores
de 80 anos, demostrd que la mortalidad en
los primeros cinco afios después de la frac-
tura era notablemente elevada en compa-
racién con sus contrapartes mas jovenes,
mientras que los hombres no presentaron
diferencias significativas en la mortalidad se-
gun la edad. Sin embargo, en los varones no
hubo diferencia en la tasa de mortalidad. En
nuestro trabajo se evidencia una disminucion
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de la sobrevida posterior a la fractura en la
poblaciéon mas anciana a lo largo de todo el
periodo de tiempo.™

Las causas mas comunes de muerte du-
rante los 10 afios de seguimiento fueron las
infecciosas y las cardioldgicas; este dato
coincide con publicaciones previas. Segun la
literatura, los factores que influyeron en las
causas infecciosas fueron la mala higiene, la
falta de vacunacion (influenza, COVID-19 y
neumococo), un mal manejo de tejidos blan-
dos, una mala técnica de asepsia durante
el procedimiento quirdrgico y el tiempo pro-
longado de hospitalizacion. En cuanto a las
causas de riesgos cardiovasculares que se
vincularon, se incluyen la historia de cardio-
patia previa, la anemia, el sedentarismo y la
ausencia de tromboprofilaxis. 3%

El estudio proporcional y multivariable de
Cox ha revelado importantes factores predic-
tores independientes de la mortalidad, tales
como la edad, el numero de comorbilidades,
la presencia de demencia o insuficiencia car-
diaca, el sexo masculino y la fractura medial.
Estos hallazgos son coherentes con los da-
tos previamente consignados por Beratarre-
chea y Cipitria en nuestro contexto local, asi
como con investigaciones internacionales
que han explorado el mismo fenédmeno. La
edad se rige como un factor critico, dado que
el riesgo de mortalidad tiende a incremen-
tarse con el avance de esta. Asimismo, el
numero de comorbilidades se asocia direc-
tamente con el deterioro de la salud general
del paciente, lo que a su vez puede influir en
la supervivencia. Ciertas condiciones como
la demencia o la insuficiencia cardiaca agra-
van el panorama; ambas patologias estan li-
gadas a un mayor riesgo de complicaciones
y mortalidad. Ademas, el sexo masculino ha
sido consistentemente identificado como un
predictor de mortalidad. Estos factores de
riesgo implican la necesidad de considerar
variaciones de sexo y estado biolégico y so-
cial para desarrollar estrategias de interven-

Cién .3,12, 36-42

El tratamiento con bifosfonatos posterior
a la fractura ha demostrado ser un factor
positivo en la supervivencia de nuestros pa-
cientes seguida durante 10 afios, como in-
dica el analisis de Cox (HR = 0,68). Por otra
parte, se advierte que el grupo que presento
mayor sobrevivida habia recibido tratamiento
con BF. Este hallazgo se alinea con las ob-
servaciones iniciales de Lyles y cols., quie-
nes documentaron que la infusién anual de
acido zoledrénico administrada dentro de los
90 dias posteriores a una fractura de cadera
se asociaba con una mayor supervivencia.
Este dato es significativo, ya que sugiere que
el uso de BF, ademas de su conocido efecto
en la salud 6sea, puede tener implicaciones
mas amplias en la longevidad y en la mejo-
ra del estado de salud general de los indivi-
duos. A su vez, las investigaciones clinicas li-
deradas por Lyles, Bolland, Center, Belanova
y Diehl también respaldan la nocién de que
el tratamiento con BF otorga beneficios mas
alla de la salud 6sea, sugiriendo la existen-
cia de un efecto extraesquelético que podria
estar vinculado a mecanismos que promue-
ven la salud en otros sistemas del organis-
mo, contribuyendo asi a la prolongacién de
la vida.15:43-46

Las limitaciones de nuestro estudio son,
en principio, la pérdida de un 8,5% de pa-
cientes que se dieron de baja del Plan de
Salud, por lo cual no pudimos recabar datos
de la evoluciéon. Ademas, por ser un estudio
retrospectivo fue dificil registrar y computari-
zar, en forma sistémica, muchos datos y las
caracteristicas de la poblacion. Otro limite
fue la falta de un grupo control que no sufrié
el evento.

Entre sus fortalezas se destaca el gran
numero de pacientes fracturados de cadera,
pertenecientes a un sistema cerrado de sa-
lud, que fueron evaluados durante 10 afios,
en una poblacién estable homogénea, del
mismo perfil socioecondmico y seguida con
tratamientos similares segun el protocolo de
la institucion. Estos resultados, que fueron
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obtenidos en condiciones de la vida real,
permiten extrapolar conclusiones para dise-
Aar protocolos utiles en la practica clinica de
este centro de salud y ademas sirve como
base para futuras investigaciones.

Conclusiones

En nuestro estudio a 10 afios sobrevivié
el 26,8% de la poblacion, femenina en mayor
proporcién, mas sana, con menor edad en el
momento de la fractura. Los bifosfonatos fa-
vorecieron una mejor sobrevida.

La poblacién con fractura de cadera por

Referencias

1. Fernandez-Garcia M, Martinez J, Olmos JM,
Gonzalez-Macias J, Hernandez JL. Review
of the incidence of hip fracture in Spain. Rev
Osteoporos Metab Miner 2015;7: 115-20.
doi:10.4321/51889-836X2015000400007.

2. Bagur A, Mautalen C, Rubin Z. Epidemiology
of hip fractures in an urban population of
central Argentina. Osteoporosis Int 1994;4:
332-5. doi:10.1007/BF01622193.

3. Beratarrechea A, Diehl M, Saimovici J, Pace
N, Trossero A, Plantalech L. Mortalidad
a largo plazo y factores predictores en
pacientes con fractura de cadera. Actual
Osteol 2011;7: 9-18.

4. Ercolano M, Drnovsek M, Gauna A. Fractura
de cadera en los hospitales publicos de la
Argentina. RAEM 2012;49: 3-11.

5. Bartosch P, Malmgren L, Kristensson J,
McGuigan FE, Akesson KE. In community-
dwelling women frailty is associated with
imminent risk of osteoporotic fractures.
Osteoporos Int 2021;32: 1735-44.
doi:10.1007/s00198-021-05886-7.

6. Gallardo P, Clavel O. Fractura de cadera
y geriatria, una union necesaria. Revista
Meédica Clinica Las Condes 2020;31: 42-9.
doi:10.1016/j.rmclc.2019.09.004.

7. Pérez Caballero FL, Mora Monago F, Tena

fragilidad debe ser evaluada y supervisada
especialmente en varones, en pacientes con
demencia, insuficiencia cardiaca y muchas
comorbilidades. El tratamiento durante el pri-
mer ano posfractura de cadera con farmacos
osteoactivos mejora la expectativa de vida.

Conflicto de intereses: los autores declaran
no tener conflictos de interés.

Recibido: agosto 2024
Aceptado: noviembre 2024

Guerrero JM, Buitrago F. Hip fractures and
use of psychotropic drugs in an urban health
centre. Aten Primaria 2016;48: 559-60.
doi:10.1016/j.aprim.2016.01.010.

8. Eisman JA, Bogoch ER, Dell R, Harrington
JT, McKinney RE Jr, McLellan A, et al.
Making the first fracture the last fracture:
ASBMR task force report on secondary
fracture prevention. J Bone Miner Res
2012;27: 2039-46. doi:10.1002/jbmr.1698.

9. Brown JP, Adachi JD, Schemitsch E, Tarride
J-E, Brown V, Bell A, et al. Mortality in older
adults following a fragility fracture: real-
world retrospective matched-cohort study
in Ontario. BMC Musculoskelet Disord
2021;22: 105. doi:10.1186/s12891-021-
03960-z.

10. Abrahamsen B, van Staa T, Ariely R, Olson
M, Cooper C. Excess mortality following
hip fracture: a systematic epidemiological
review. Osteoporos Int 2009;20: 1633-50.
doi:10.1007/s00198-009-0920-3.

11. Wang AQ-L, Ng BH-P, Cheung LP-C, Chin
RP-H. Factors Affecting Mortality and
Hospital Admissions after Hip Surgery
among Elderly Patients with Hip Fracture in
Hong Kong - Review of a Three-Year Follow-
Up. Hong Kong J Occup Ther 2017;30: 6-13.
doi:10.1016/j.hkjot.2017.10.004.

54

Actualizaciones en Osteologia, VOL. 20 - N° 1 - 2024



12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

Vera Santana ME, et al.: Mortalidad / Fractura de cadera

Cipitria JA, Sosa MM, Pezzotto SM, Puche
RC, Bocanera R. Outcome of hip fractures
among elderly subjects. Medicina 1997;57:
530-4.

Tiihonen R, Alaranta R, Helkamaa T, Nurmi-
Luthje I, Kaukonen J-P, Luthje P. A 10-Year
Retrospective Study of 490 Hip Fracture
Patients: Reoperations, Direct Medical
Costs, and Survival. Scand J Surg 2019;108:
178-84. doi:10.1177/1457496918798197.
von Friesendorff M, McGuigan FE, Wizert
A, Rogmark C, Holmberg AH, Woolf AD, et
al. Hip fracture, mortality risk, and cause
of death over two decades. Osteoporos Int
2016;27: 2945-53. doi:10.1007/s00198-016-
3616-5.

Diehl M, Beratarrechea A, Pace N, Saimovici
J, Trossero A, Plantalech L. Disminucion del
riesgo de mortalidad en pacientes tratados
con bifosfonatos luego de una fractura de
cadera por osteoporosis. Actual Osteol
2013;9(2): 154-64.

Charlson ME, Pompei P, Ales KL, McKenzie
CR. A new method of classifying prognostic
comorbidity in  longitudinal  studies:
development and validation. J Chron Dis
1987;40(5): 373-83.

Vestergaard P, Rejnmark L, Mosekilde L,
Osteoporosis is markedly underdiagnosed:
a nationwide study from Denmark.
Osteoporosis  Int  2005;16:134-41. doi:
10.1007/s00198-004-1680-8.

DeClercq M, Eberhardt L, Zakko P, Keeley
J, Audet M,
osteoporosis workup and management
after femoral neck fracture fixation and
vertebral compression
augmentation: A single-center retrospective
study highlighting persistent underdiagnosis
and undertreatment. J Orthop 2024:56:133-
40. doi: 10.1016/j.jor.2024.05.002.

Siris E, Yu J, Bognar K, et al. Undertreatment
of osteoporosis and therole of gastrointestinal
events among elderly osteoporotic women
with Medicare Part D drug coverage. Clin
Interv Aging 2015;10: 1813-24.

Park D. Equivalence in

fracture cement

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

Lorentzon M, Nilsson AG, Johansson H,
Kanis JA, Mellstrom D, Sundh D. Extensive
undertreatment of osteoporosis in older
Swedish women, 2019. Osteoporosis Int
2019; 30:1297-305 https://doi.org/10.1007/
s00198-019-04872-4.

World Health  Organization. (2019).
Osteoporosis Fact sheet. https://www.who.
int/news-room/fact-sheets/detail/fragility-
fractures.

Pincus D, Ravi B, Wasserstein D, et al.
Association Between Wait Time and 30-Day
Mortality in Adults Undergoing Hip Fracture
Surgery. JAMA 2017;318: 1994-20083.
doi:10.1001/jama.2017.17606.

Beaupre LA, Khong H, Smith C, Kang S,
Evens L, Jaiswal PK, et al. The impact
of time to surgery after hip fracture on
mortality at 30- and 90-days: Does a single
benchmark apply to all? Injury 2019;50:
950-5. doi:10.1016/j.injury.2019.03.031.
Mattisson L, Bojan A, Enocson A.
Epidemiology, treatment and mortality
of trochanteric and subtrochanteric hip
fractures: data from the Swedish fracture
register. BMC Musculoskelet Disord 2018;19:
369. doi:10.1186/s12891-018-2276-3.
Vosoughi AR, Emami MJ, Pourabbas B,
Mahdaviazad H. Factors increasing mortality
of the elderly following hip fracture surgery:
role of body mass index, age, and smoking.
Musculoskelet Surg 2017;101:  25-9.
doi:10.1007/s12306-016-0432-1.

Li S, Sun T, Liu Z. Excess mortality of 1 year
in elderly hip fracture patients compared
with the general population in Beijing, China.
Arch Osteoporos 2016;11: 35. doi:10.1007/
s11657-016-0289-9.

Claus-Hermberg H, Bullrich MPL, llera V,
Malter Terrada J, Pozzo MJ. Hip fracture
incidence in women members of a closed
health system. Bone 2007;3: S9. doi:
10.1016/j.bone.2006.12.027.

Kristensen MT, Kehlet H. The basic mobility
status upon acute hospital discharge is an
independent risk factor for mortality up to 5

Actualizaciones en Osteologia, VOL. 20 - N° 1 - 2024

55



20.

30.

Vera Santana ME, et al.: Mortalidad / Fractura de cadera

years after hip fracture surgery. Acta Orthop
2018;89: 47-52. doi:10.1080/17453674.201
7.1382038.

Liow MHL, Ganesan G, Chen JDY, et al.
Excess mortality after hip fracture: fracture
or pre-fall comorbidity? Osteoporos Int
2021;32: 2485-92. doi:10.1007/s00198-021-
06023-0.

Katsanos S, Sioutis S, Reppas L, et al. What
do hip fracture patients die from? Eur J
Orthop Surg Traumatol 2023. doi:10.1007/
s00590-022-03250-x.

38.

39.

Hip Fracture Differ According to Gender?
The Norwegian Epidemiologic Osteoporosis
Studies (NOREPOS). J Am Geriatr Soc
2018;66: 553-8. doi:10.1111/jgs.15207.
Pareja Sierra T, Bartolomé Martin I, Rodriguez
Solis J, et al. Predictive factors of hospital
stay, mortality and functional recovery after
surgery for hip fracture in elderly patients.
Revista Espafiola de Cirugia Ortopédica y
Traumatologia (English Edition). 2017;61:
427-35. doi: 10.1016/j.recote.2017.10.007.
Laffita Zamora J, Gonzdlez Pedroso

31. Barcel6 M, Torres OH, Mascardé J, CD, Garcia Garcia E, Pérez Casanova
Casademont J. Hip fracture and mortality: M, Brown Pérez A, Portilla Puente R.
study of specific causes of death and risk Variables perioperatorias que influyen en
factors. Arch Osteoporos 2021;16: 15. la morbimortalidad de pacientes operados
doi:10.1007/s11657-020-00873-7. de fractura de cadera. Rev Cuba Med Mil

32. Torres-Campos A, Floria-Arnal LJ, Muniesa- 2017;46: 313-26.

Herrero MP, Ranera-Garcia M, Osca- 40.Hu F Jiang C, Shen J, Tang P, Wang
Guadalajara M, Castro-Sauras A. Initial Y. Preoperative predictors for mortality
hemoglobin value as a predictor of allogeneic following hip fracture surgery: a systematic
blood transfusion in hip fracture. Acta Ortop review and meta-analysis. Injury 2012;43:
Mex 2018;32: 347-53. 676-85. doi: 10.1016/j.injury.2011.05.017.

33. Huddleston JM, Gullerud RE, Smither 41. ChiuH-C, Chen C-M, Su T-Y, et al. Dementia
F, et al. Myocardial infarction after hip predicted one-year mortality for patients
fracture repair: a population-based study. with first hip fracture: a population-based
J Am Geriatr Soc 2012;60: 2020-6. study. Bone Joint J 2018;100-B: 1220-6.
doi:10.1111/j.1532-5415.2012. 04205.x. doi: 10.1302/0301-620X.100B9.BJJ-2017-

34. de Luise C, Brimacombe M, Pedersen L, 1342.R1.

Serensen HT. Comorbidity and mortality 42. Duaso E, Gamboa-Arango A, Formiga F, et
following hip fracture: a population-based al. Prognostic factors of mortality one year
cohort study. Aging Clin Exp Res 2008;20: after a hip fragility fracture. Anoia hip study.
412-8. doi:10.1007/BF03325146. Rev Esp Geriatr Gerontol 2021;56: 18-23.

35. Negrete-Corona J, Alvarado-Soriano JC, doi: 10.1016/j.regg.2020.09.002.
Reyes-Santiago LA. Hip fracture as risk 43. Lyles KW, Colon-Emeric CS, Magaziner JS,
factor for mortality in patients over 65 years et al. Zoledronic acid and clinical fractures
of age. Case-control study. Acta Ortop Mex and mortality after hip fracture. N Engl J
2014;28: 352-62. Med 2007;357: 1799-809. doi:10.1056/

36. Meessen JMTA, Pisani S, Gambino ML, NEJMoa074941.
et al. Assessment of mortality risk in 44. Center JR, Lyles KW, Bliuc D.
elderly patients after proximal femoral Bisphosphonates and lifespan. Bone
fracture. Orthopedics 2014;37: e194-200. 2020;141: 115566. doi: 10.1016/j.
doi:10.3928/01477447-20140124-25. bone.2020.115566.

37. Riska BS, Forsén L, Omsland TK, Sggaard 45. Bolland MJ, Grey AB, Gamble GD, Reid
AJ, Meyer HE, Holvik K. Does the Association IR. Effect of osteoporosis treatment on
of Comorbidity with 1-Year Mortality After mortality: a meta-analysis. J Clin Endocrinol

56 Actualizaciones en Osteologia, VOL. 20 - N° 1 - 2024



Vera Santana ME, et al.: Mortalidad / Fractura de cadera

Metab 2010;95: 1174-81. doi:10.1210/
jc.2009-0852.

46. Behanova M, Reichardt B, Stamm TA,
ZwerinaJ, Klaushofer K, Kocijan R. Treatment
Effects of Bisphosphonates and Denosumab

on Survival and Refracture from Real-World
Data of Hip-Fractured Patients. Calcif Tissue
Int 2019;105: 630-41. doi:10.1007/s00223-
019-00611-3.

Actualizaciones en Osteologia, VOL. 20 - N° 1 - 2024

57



A.A.O.M.M.

de O

]
y Metabolismo Mineral)





