ORIGINALES L

Rev Osteoporos Metab Miner. 2022;14(4):107-114

Granulocitos de baja densidad: Un nuevo marcador
de deterioro 6seo en pacientes en dialisis peritoneal

DOI: http://dx.doi.org/10.4321/51889-836X2022000400003

Ulloa-Clavijo C'?, Martin-Virgala J?3*, Gbmez-Alonso C?>**, Fernandez-Marifo B%*, Rodriguez-Carrio J¢*,
Carrillo-Lopez N23, Sobrino-Diaz L7, Rodriguez C’, Rodriguez-Garcia M?37, Suarez A6, Dusso A28

1 Unidad de Hemodidlisis, Fundacién Hospital de Jove, Gijon (Espaiia)

2 Unidad de Investigacién Osea y Mineral, Instituto de Investigacién Sanitaria del Principado de Asturias (ISPA), Oviedo (Espaiia)

3 Redes de Investigacién Cooperativa Orientadas a Resultados en Salud (RICORS), RICORS2040 (Kidney Disease) (Esparia)

4 Unidad de Gestion Clinica de Metabolismo Oseo y Mineral, Hospital Universitario Central de Asturias (HUCA), Oviedo (Esparia)

5 Servicio de Radiologia, Hospital Universitario Central de Asturias, Oviedo (Espana)

6 Area de Inmunologia, Departamento de Biologia Funcional, Universidad de Oviedo; Instituto de Investigacion Sanitaria del Principado de
Asturias (ISPA), Oviedo (Esparia)

7 Area de Gestién Clinica de Nefrologia, Hospital Universitario Central de Asturias (HUCA), Oviedo (Esparia)

8 Division of Endocrinology, Metabolism and Lipid Research. Washington University School of Medicine. St. Louis, Missouri (EEUU)

A Igual contribucién como segundos autores

Fecha de recepcion: 29/05/2022 - Fecha de aceptacion: 31/07/2022

Resumen

Objetivo: En enfermos renales, la enfermedad 6sea-metabélica, la inflamacién sistémica y la malnutricién exacerban el
riesgo de calcificacion vascular (CV) y la morbimortalidad. Dada la fuerte asociacion entre CV y fracturas por fragilidad,
el objetivo de este estudio es evaluar la contribucion de los mayores determinantes de CV al deterioro dseo en pacientes
en dialisis peritoneal (DP).

Métodos: En 31 pacientes no diabéticos en DP (>6 meses), se estudiaron marcadores de alteraciones del metabolismo
6seo, dafio vascular, inflamacion y desnutricion, y, su impacto en el deterioro dseo (osteopenia radioldgica y/o antece-
dentes de fractura por fragilidad).

Resultados: En estos pacientes, (20 varones y 11 mujeres; edad=54+15 y 60+11 afios respectivamente (p=0,24)), la
prevalencia de fracturas por fragilidad fue de 5% en hombres y del 27% en mujeres. El deterioro 6seo fue mayor en per-
sonas de edad avanzada, sexo femenino, indices de Charlson y Kauppila elevados, menor masa muscular y con expansion
de una subpoblacién altamente inflamatoria de granulocitos inmaduros de baja densidad (LDGi). Un analisis de regresion
logistica demostré que el riesgo de deterioro 6seo esta mas influenciado por el sexo femenino que por la edad y que, de
los multiples factores asociados a mayor deterioro 6seo estudiados, sélo la expansidon de LDGi estima el riesgo de alte-
raciones 0seas en estos pacientes independientemente de su edad y sexo.

Conclusién: La expansion de LDGi provee de un biomarcador certero para el diagndstico de deterioro dseo y para mo-
nitorizar estrategias que atentien su progresion en pacientes en DP de cualquier edad y sexo.

Palabras clave: Fracturas por fragilidad, metabolismo 6éseo, calcificacién vascular, inflamacién, riesgo cardiovascular,
desnutricién.

INTRODUCCION incremento de riesgo cardiovascular (RCV), riesgo de frac-

El concepto de enfermedad metabolica 6sea asociada a la
enfermedad renal crénica (CKD-MBD, Chronic Kidney Di-
sease-Mineral and Bone Disorder) para referirse a las anor-
malidades 6seas (osteodistrofia), de laboratorio (calcio, P,
vitamina D, paratohormona -PTH-, factor de crecimiento
fibroblastico 23 -FGF23- y Klotho) y de calcificacion vas-
cular (CV) o de tejidos blandos que acontecen en el en-
fermo renal esta asentado desde 2007 y convergen en un

»

turay, en definitiva un exceso de morbi-mortalidad'?.

La inflamacién crénica juega un papel muy impor-
tante en el desarrollo de las alteraciones vasculares en
pacientes renales y en estudios previos se identifico la
importancia de los granulocitos de baja densidad (LDG)
en el desarrollo de calcificaciones vasculares en pacien-
tes en didlisis respecto a poblacidn control?, asi como en
RCV de pacientes con lupus*.
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La asociacion entre calcificaciones vasculares y fracturas
por fragilidad esta establecida tanto en poblacién general
como en pacientes renales. La calcificacion adrtica grave se
asocia a mayor numero y gravedad de fracturas®. Es un
hecho preocupante ya que la enfermedad cardiovascular
(ECV) es la primera causa de muerte en pacientes con ERC,
siendo ésta, de 15 a 30 veces mayor a la de la poblacion ge-
neral al ajustar por edad®. La fisiopatologia del llamado “eje
hueso-vaso” es compleja e intervienen varios factores entre
los que destacan la edad, la desnutricion y la inflamaciéon
sistémica, un factor de RCV no tradicional agravado en el
enfermo renal por el envejecimiento acelerado, con incre-
mento de células senescentes que promueve un estado in-
flamatorio que “sincroniza” el deterioro de multiples
organos y sistemas, condicionando el agrupamiento de di-
versas enfermedades degenerativas’.

En enfermos en dialisis peritoneal y hemodidlisis, se
producen cambios en subpoblaciones leucocitarias tales
como descensos en las células T angiogénicas (Tang), pro-
tectoras de la homeostasis vascular, aumentos de células
inmuno-senescentes (CD4+ CD28null)?, como asi también
una expansion aberrante de una subpoblacién de granu-
locitos inmaduros de baja densidad (LDG CD14-, CD16-,
CD15+) relacionados con una mayor propensién a CV en
la ERC avanzada®.

El incremento de la fragilidad ésea observada con la
edad (osteoporosis senil/postmenopausica) se desarrolla
de forma independiente de la ERC. Asi, puede estar pre-
sente en pacientes con ERC, con funcién renal normal o le-
vemente reducida, e incluso coexistir con la CKD-MBD
después de estar instaurada. A esto se aina el efecto de la
propia ERC en la calidad y la microestructura ésea, ya de-
finida previamente como osteodistrofia renal, junto con
factores asociados a la uremia que algunos autores descri-
ben como osteoporosis urémica’. Ademas, a los factores de
riesgo habituales de osteoporosis de la poblacién general,
en la ERC se afiaden desérdenes en el estado nutricional,
de actividad fisica, la propia enfermedad de base y la toma
de farmacos que interfieren con el metabolismo 6seo™.

En el enfermo renal es frecuente la coexistencia de tres
factores: malnutricion, estado inflamatorio y aterosclero-
sis, conocida como sindrome MIA, con un gran impacto
negativo en la supervivencia''. La evidencia sugiere que
la disminucién de la ingesta alimentaria y el incremento
de los reactantes de fase aguda y citoquinas inflamatorias
pueden apreciarse desde estadios tempranos de ERC*?2.
De igual manera sucede con la aterosclerosis'?. Esta com-
binacién resulta en un marcado dafio cardiovascular que
condiciona ingresos hospitalarios y mortalidad.

El objetivo de este estudio ha sido evaluar la contri-
bucion de cambios en algunas poblaciones celulares del
sistema inmunitario involucradas en la homeostasis vas-
cular y en otros factores de riesgo CV, como la desnutri-
cion, al deterioro 6seo en una cohorte de pacientes
sometidos a didlisis peritoneal.

PACIENTES, MATERIAL Y METODOS

Participantes

Se reclutaron 31 pacientes con ERC estadio 5 mayores de 18
afos, sometidos a didlisis peritoneal (CKD5-PD) en la Unidad
de Gestién Clinica de Nefrologia, Hospital Universitario Cen-
tral de Asturias (HUCA), Espafia) que otorgaron su consen-
timiento informado. Se excluyeron pacientes diabéticos y
con antecedentes de eventos cardiovasculares (aneurisma
abdominal, claudicacion intermitente y cirugia carotidea
previa), tratamiento inmunosupresor, embarazo, diagnés-
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tico de enfermedad inmunomediada, cancer, diabetes melli-
tus, infecciones recientes menores de 3 meses o actuales.
Estos criterios de exclusion limitaron la capacidad de reclu-
tamiento de pacientes, pero se eligieron con el objetivo de
identificar mediadores inflamatorios precoces del dafio vas-
cular asociados ala DPy su posible impacto en la salud 6sea.

Pruebas de laboratorio

Las muestras de sangre se obtuvieron por venopuncion.
Parametros bioquimicos séricos automatizados, analisis
de lipidos y hemogramas completos se realizaron en el
Laboratorio de Medicina (HUCA) con métodos de labora-
torio de rutina. Los niveles de Klotho circulante se deter-
minaron usando un ensayo ELISA (Ref. 27998, human
soluble a-Klotho; IBL Inmuno-Bological Laboratories Co,
JAPAN). Para otras determinaciones, las muestras de
suero o plasma se almacenaron a -80°C hasta su posterior
analisis. Se evalu6 también la funcion renal residual (FRR)
definida como un promedio del aclaramiento de urea y
creatinina ((CCr + CU)/2) en orina de 24 h >1 ml/min).

Analisis de poblaciones celulares del sistema inmune
en sangre periférica

Las muestras de sangre periférica se procesaron inme-
diatamente para obtener células mononucleares de san-
gre periférica (PBMC, peripheral blood mononuclear
cells) mediante centrifugacién (1900 rpm, 20 minutos)
en gradientes de densidad de Ficoll TM (Lymphosep,
Biowest, Alemania) para la identificacion de LDG. La po-
blacién CD4+ CD28null se analiz6 en muestras de sangre
periférica directamente.

Las PBMC se trataron con reactivo de bloqueo FcR (Mil-
teny Biotech, Alemania) durante 20 minutos a 4°C para
evitar la unién inespecifica de anticuerpos a los receptores
Fc, seguidas de incubacién con CD14 FITC (Immunostep,
Espaiia), CD15 PE-Cy7 (Milteny Biotech), CD16 APC-Cy7
(BioLegend, Alemania), CD4 PE (Immunostep) y CD28
APC-Cy7 (Thermo Fischer, Alemania) o anticuerpos de
control isotipo correspondientes durante 30 minutos a
4°C. Después de un lavado con PBS. Los tipos celulares se
analizaron por citometria de flujo en un Citdmetro de flujo
Canto II (BD Biosciences) equipado con un software FACS
Diva 6.5. La identificacién de subpoblaciones celulares leu-
cocitarias se realizo mediante la expresion de sus marca-
dores especificos. Los LDG inmaduros se detectaron por
su fenotipo LDG CD14-, CD16-, CD15+ y sus valores se ex-
presan como % de CD15+. Los linfocitos CD4+ senescentes
se identificaron por su fenotipo CD4+ CD28null y sus va-
lores se expresan como % de CD4+, segiin el método des-
crito por Rodriguez-Carrio et al.3.

Cuantificacién de citocinas circulantes

Los niveles circulantes de IL-10, IL-6, IL-2, TNF-a e IFN-y
se midieron en muestras de suero utilizando un ensayo
multiplex (BiolegendPlex, BioLegend), siguiendo el pro-
tocolo proporcionado por el fabricante. Los limites de
deteccion fueron 1,2 pg/ml (IL-10 e IL-2) o 2,4 pg/ml
(IL-6, TNF-a e IFN-y).

Deterioro 6seo

Si bien s6lo la densitometria 6sea permite cuantificar de
forma precisa la masa dsea, se estratificé a los pacientes
considerando el deterioro 6seo en virtud de la presencia
de osteopenia radioldgica y/o los antecedentes de frac-
tura por fragilidad. Se evaluaron las radiografias simples
de columna dorsal y lumbar en proyeccion lateral y se
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defini6 como osteopenia a la disminucién de la densidad
del cuerpo vertebral del hueso esponjoso central y de las
trabéculas horizontales, ya que las verticales estan afec-
tadas en osteopenias mas severas, con el consiguiente re-
marque de las corticales. Las fracturas vertebrales se
identificaron siguiendo los criterios de Genant. Las frac-
turas periféricas se constataron mediante informe mé-
dico o revision de las radiografias. La lectura radiografica
fue realizada por una radiéloga experimentada.

Composicion corporal
La composicidn corporal se evalu6 mediante bioimpe-
dancia eléctrica (BIE) multifrecuencia utilizando BCM®,
Body Composition Monitor, de Fresenius Medical Care.
Las mediciones se obtuvieron a una frecuencia de 50 Hz,
con el paciente en dectbito supino y después del drenaje
del liquido de DP. El software arrojé los datos de resis-
tencia ®, reactancia (Xc), agua corporal total (TBW), agua
intracelular (ICW), agua extracelular (ECW), ECW/TBW,
litros (OH), masa de tejido magro (LTM Kg), indice de te-
jido magro (LTI Kg/m?), masa de tejido adiposo (ATM,
Kg), indice de tejido graso (FTI Kg/m?), indice de masa
corporal (BMI Kg/m?) y angulo de fase (AF) a 50 Hz.

El AF es una medida bioeléctrica de la salud celular que
se calcula tomando en cuenta el estado de hidratacién y
el grado de celularidad tisular; y, constituye un marcador
de sarcopenia, estrés oxidativo, inflamacion y de calcifi-
cacién vascular en pacientes en didlisis, y es el parametro
de la BIE que mejor predice supervivencia en la ERC'*1°,

Declaraciones éticas

Este estudio ha sido aprobado por el Comité de Revision
Institucional (Comité de Etica Regional de Investigacién
Clinica, referencia P117/02181), en cumplimiento de la
Declaracién de Helsinki. Todos los participantes dieron
su consentimiento informado por escrito antes de su in-
clusion en el estudio.

Anadlisis estadistico

El andlisis descriptivo se muestra en forma de porcentajes
(%), medias (X) y desviaciones estandar (DE). Para el ana-
lisis de las diferencias entre los parametros clinicos y bio-
quimicos, y la asociacién de los mismos con la calcificacién
vascular, se utilizaron las pruebas estadisticas de T-Student,
test de Chi-cuadrado, andlisis de regresion logistica multiple
y pruebas no paramétricas (U-Mann Whitney) cuando fue-
ron necesarias, con un intervalo de confianza (IC) de 95%
y considerando un valor de p<0,05 como estadisticamente
significativo. El analisis estadistico se realiz6 mediante SPSS
26.0 para Windows.

REesuLTADOS

Se incluyeron 31 pacientes, 20 hombres y 11 mujeres,
con una edad de 54+15 y de 60+11 afios respectiva-
mente (p=0,24). La prevalencia de fracturas por fragili-
dad fue del 5% en los hombres y del 27% en mujeres,
todos ellos con fracturas vertebrales y, en una de las pa-
cientes, ademas con dos fracturas periféricas.

En la tabla 1 se recogen los parametros clinicos, deter-
minaciones analiticas del metabolismo dseo relacionados
con la ERC, asi como los parametros nutricionales e infla-
matorios estudiados, la etiologia de la ERC, los tratamientos
médicos con repercusion metabdlica-6sea y las diferencias
entre los pacientes con o sin deterioro 6seo. Como cabria
esperar, los pacientes con deterioro 6seo fueron de mayor

edad, con un predominio significativo de las mujeres
[26,32% de hombres 'y 77,78% de mujeres (p=0,01)], con
indice de Charlson discretamente superior y con un LTI
menor. No se encontraron diferencias significativas entre
pacientes con o sin deterioro 6seo en los parametros ana-
liticos vinculados a CKD-MBD, incluyendo los niveles de
PTH, a excepcion del Klotho soluble, mas elevado en pa-
cientes con deterioro 6seo (p=0,03). Esta ausencia de vin-
culacién puede ser debida a la estimacién categérica y poco
precisa del deterioro 6seo como, sobre todo, al tamafio
muestral. Ademas, hasta 2017 no se recoge la relevancia
de la DXA en la evaluacién sistematica, de pacientes con
CKD-MBD y no formaba parte de la rutina de parametros
clinicos, al contrario de la evaluacién radiolégica®.

Es destacable la deficiencia/insuficiencia de vitamina D
en ambos grupos. Los valores medios de 25-hidroxi-vita-
mina D en pacientes suplementados con vitamina D nutri-
cional (38,7%) fueron de 8,4 [6,8, 18,3] ng/m], frente a 9,3
[5,4,15] ng/ml en los no suplementados, ambos niveles en
el rango de deficiencia de vitamina D (<20 ng/ml). En el
48,4% de los pacientes que recibian vitamina D activa (cal-
citriol o paricalcitol), los valores medios de vitamina D fue-
ron de 9.3 [5,4, 12,4] ng/ml, similar al del grupo de
pacientes suplementados con vitamina D nutricional.

Respecto a la cuantificacion de las calcificaciones vas-
culares, el indice de Kauppila fue 6 veces superior en los
pacientes con deterioro 6seo (p<0,01).

En cuanto a los parametros nutricionales, no se ob-
servaron diferencias significativas en los niveles de pro-
teinas totales, albumina, FTI, angulo de fase ni IMC. Solo
el LTI fue menor en los pacientes con deterioro dseo.

De todas las subpoblaciones celulares leucocitarias es-
tudiadas, solo se observé una elevacion significativa en la
poblacién de LDG inmaduros LDG CD14-, CD16-, CD15+
en el grupo de pacientes con deterioro 6seo y, si bien hubo
una tendencia a valores superiores en linfocitos CD4+
CD28nul], no alcanz6 significacién estadistica.

Con respecto a la etiologia de la ERC y los tratamien-
tos médicos que estaban recibiendo en el momento del
estudio, no se encontraron diferencias entre los pacien-
tes asociadas al deterioro dseo.

En el andlisis de regresion logistica analizando el de-
terioro 6seo como variable dependiente respecto a la
edad y el sexo, fue el sexo femenino (OR 10,41; IC 95%:
1,52-119,30; p=0,03) la variable con mayor peso, mien-
tras que la edad estuvo en el limite de la significacion
(OR 1,09; IC 95%: 1,01-1,22; p=0,05).

Cuando se analiz6 la contribuciéon independiente de cada
uno de los parametros de riesgo identificados al deterioro
6seo, ajustando por edad y sexo, unicamente los LDG inma-
duros (LDG CD14-, CD16-, CD15+) resultaron ser predicto-
res independientes tanto en datos crudos como ajustados
por edad, por sexo y por ambos en conjunto (tabla 2). Cabe
resaltar que no se observaron diferencias en los neutrdfilos
circulantes entre pacientes con o sin deterioro déseo. El
subconjunto de LDG inmaduros LDG CD14-, CD16-, CD15+
tampoco se correlaciond con los recuentos absolutos de
neutroéfilos (p>0,05, datos no mostrados).

Importante destacar también que todos los cambios en
los parametros diferencialmente expresados en pacientes
con deterioro 6seo, como los aumentos en los indices de
Charlson o Kauppila y en la densidad de LDG inmaduros
LDG CD14-,CD16-, CD15+, asi como el LTI se correlacionan
significativamente con la edad (r=0,68, p=0,00; r=0,48,
p=0,01; r=0,36, p=0,04; r=-0,40, p=0,02) (figura 1).
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Tabla 1. Caracteristicas clinicas, CKD-MBD, nutricionales e inmunoldgicas en pacientes con ERC5-DP discriminados por

presencia o ausencia de deterioro 4seo

Si No p

N=14 (45,2%) N=17 (54,8%) valor
Parametros clinicos
Sexo (H/M) 5/9 15/2 0,02
Edad (afios) (media (SD)) 62,6 (9,5) 51,9 (15,3) 0,02
Indice de Charlson (mediana [IQR]) 6[3,7] 412, 6] ns
Tiempo en didlisis (meses) (mediana [IQR]) 1811, 32] 1519, 48] ns
Funcién renal residual (Si/No) 12/2 12/5 ns
CKD-MBD
Calcio, mmol/l (media (SD)) 2,18 (0,18) 2,18 (0,17) ns
Fosforo, mmol/1 (media (SD)) 1,69 (0,35) 1,64 (0,42) ns
Magnesio, mmol/] (mediana [IQR]) 0,81 [0,77, 0,95] 0,87 [0,67,1,01] ns
PTH, pg/ml (mediana [IQR]) 386 [230, 453] 300 [214, 600] ns
Vitamina D 25 OH, ng/ml (mediana [IQR]) 10,1 [5,1, 18,6] 8[6,13] ns
Fosfatasa alcalina, U/L (mediana [IQR]) 106 [81, 143] 89 (71, 127] ns
Klotho, pg/mL (mediana [IQR]) 1,79 [0,82, 2,83] 0,79 [0,64, 1,20] 0,03
Indice de Kauppila (mediana [IQR]) 6[1,16] 0[0, 4] <0,01
Parametros nutricionales
Proteinas totales, mg/dl (media (SD)) 63 (6) 63 (7) ns
Albtimina, mg/dl (media (SD)) 37 (3) 36 (5) ns
LTI, Kg/m? (mediana [IQR]) 13,1 [11,4,17] 16,3 [14,5, 18,5] 0,04
FTI, Kg/m? (media (SD)) 14,8 (8,3) 10,1 (6,7) ns
Angulo de fase, © (media (SD)) 4,9 (1,1) 56 (1,1) ns
IMC Kg/m?, (media (SD)) 28,6 (7,1) 27,1 (5,4) ns
Parametros inflamatorios
PCR, mg/dl (mediana [IQR]) 0,3[0,1,1,7] 0,310,1,0,7] ns
IFN v, pg/ml (mediana [IQR]) 7,33 [3,80, 15,50] 7,82 [5,88,11,19] ns
TNFa, pg/ml (mediana [IQR]) 8,13 [4,13, 13,07] 8,50 (7,76, 12,48] ns
IL-2, pg/ml (mediana [IQR]) 1,60 [1,32, 2,30] 1,52 [1,26,1,91] ns
IL-6, pg/ml (media (SD)) 11,26 (5,09) 11,31 (9,01) ns
IL-10, pg/ml (mediana [IQR]) 1,71 [1,36, 2,30] 1,91 [1,36, 4,78] ns
CD4+ CD28null, % CD4+ (media (SD)) 10,88 (4,53) 8,02 (2,97) ns
Tang, % de linfocitos (media (SD)) 1,65 (0,69) 1,96 (0,71) ns
LDG inmaduros[log], % CD15+ (media (SD)) -0,44 (0,4) -0,12 (0,4) <0,01
DEFA3 [log] (media (SD)) 0,07 (0,41) -0,12 (0,67) ns
Etiologia
Glomerular, % 50% 23,5% ns
Nefritis intersticial, % 0% 5,9% ns
No filiada, % 14,29% 35,29% ns
Otras, % 0% 11,76% ns
Pielonefritis, % 0% 5,88% ns
PQHR, % 14,29% 11,76% ns
Nefroangioesclerosis, % 21,43% 5,88% ns
Tratamientos
Vitamina D nutricional 38% 41,1% ns
Vitamina D activa 50% 47% ns
Cinacalcet 357% 29,4% ns
Captores de fosforo 64,28% 47% ns
Corticoides 17,6% 18,75% ns

Las variables se expresan como promedio*DS, %. Las diferencias fueron analizadas mediante los test T Student, U de Mann-Withney o chi 2
segun la distribuciéon normal o no normal en la variable analizada. PTH: paratohormona; LTI: indice de tejido magro; FTI: indice de tejido
graso; IMC: indice de masa corporal; IFN y: interfer6n gamma; TNFa: factor de necrosis tumoral alfa; IL: interleuquinas; CD4+ CD28null: cé-
lulas senescentes; Tang: células T angiogénicas; LDG inmaduros [log]: granulocitos de baja densidad inmaduros: transformacién logaritmica;
DEFA3[log]: defensina 3: transformacién logaritmica; PQHR: Poliquistosis hepatorrenal. Remarcamos con negrita los valores significativos.
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Tabla 2. Factores de riesgo de deterioro dseo ajustados por edad y sexo en pacientes con ERC5-DP

Analisis crudo Apiol:_S:?;;(;
Odds ratio 0Odds ratio
[95% IC] [95% IC]

I. Charlson 1,4 [0,97-2,01] 0,07 1,13[0,71-1,82]
[. Kauppila 1,5210,96-2,41] 0,07 1,05[0,93-1,17]
LTI 1[0,93-1,07] 0,92 1[0,93-1,07]
LDGi [log] 8,57 [2,58-52,39] 0,00 10,5 [2,5-92,5]
CD4+ CD28null 1,27 [0,97-1,68] 0,08 1,14 [0,84-1,54]
Sexo 13,5[2,15-84,69] 0,00  15,63[2,01-121,47]
Edad 1,07 [1-1,15] 0,04

Ajustado Ajustado
por sexo por edad y sexo
0dds ratio Odds ratio
P [95% IC] 95% IC] P

060  152[096-241] 007  122[068221] 050

0,44 1,11[0,98-1,25] 0,10 1,06 [0,93-1,21] 0,39
0,94 0,99 [0,91-1,07] 0,78 0,99 [0,91-1,07] 0,78
0,01 13,21 [2,71-179,6] 0,01 15,6 [2,6-300,2] 0,02
0,39 1,31 [0,96-1,79] 0,09 1,18 [0,84-1,66] 0,33
0,01

1,09[099-1,19] 0,07

Analisis de regresion logistica entre cada uno de los factores de riesgo de dafo dseo sin ajuste o ajustados por edad, sexo o edad y sexo. IC:
intervalo de confianza; p: significacion estadistica; LTI: indice de tejido magro; LDG [log]: granulocitos de baja densidad inmaduros CD14-,
CD16-, CD15+: transformacion logaritmica; CD4+ CD28null: linfocitos T senescentes. Remarcamos con negrita los valores significativos.

Discusion

Este trabajo muestra por primera vez la asociacién entre
la expansion de una subpoblacion de LDG inmaduros
LDG CD14-,CD16-,CD15+ y el deterioro 6seo en pacien-
tes de didlisis peritoneal, aumentos previamente vincu-
lados a una mayor propensidn a calcificacién vascular.

El nimero de pacientes incluidos, aunque pueda pa-
recer escaso, estuvo muy condicionado por los criterios
de exclusiéon encaminados a seleccionar pacientes en los
que se pudieran determinar marcadores precoces de in-
flamacién y su papel en la patogénesis de la CV y dete-
rioro 6seo, sin interferencias de otros procesos o en
estadios avanzados.

Respecto a las caracteristicas generales de la pobla-
cion a estudio, la distribucion por sexos es similar a la
distribucion general de los pacientes en dialisis (2/3 va-
rones y 1/3 mujeres)?°. Como cabria esperar, el dete-
rioro 6seo, pese a ser una variable cualitativa, fue
predominante en el sexo femenino, como asi también la
mayor prevalencia de fracturas.

El riesgo de fractura aumenta conforme avanza la en-
fermedad renal crénica (ERC) y el tipo de terapia renal sus-
titutiva (TRS) influye en su comportamiento. Los pacientes
con ERC G3-G5, aquellos en dialisis (G5D) y quienes son
portadores de trasplante renal, tienen una incidencia de
fractura de 2 a 100 veces mayor que la poblacion general
de la misma edad y sexo? Asi, la incidencia de fracturas se
triplica en hemodialisis (HD) y se duplica en dialisis peri-
toneal (DP) al comparar con el trasplante renal?. De hecho,
se ha visto que las fracturas vertebrales son prevalentes
hasta en la cuarta parte de pacientes en HD?? y un metaa-
nalisis demostr6 que la HD aumenta en un 60% el riesgo
de fractura de cadera al comparar con la DP%,

En nuestro estudio, el 13% de pacientes en DP presen-
taron fracturas por fragilidad siendo mayoritariamente
mujeres (75%). La misma influencia del sexo se vio al va-
lorar osteopenia. Al agrupar fracturas y osteopenia bajo
el término “deterioro 6seo”, vimos que éste fue tres veces
mayor en mujeres, aunque representaran solamente un
tercio de los participantes. Se sabe que el sexo femenino
es un factor predictivo de fractura?*. En el estudio reali-
zado por Naylor et al. durante 3 afios de seguimiento, se
vio que hasta el 10% de mujeres y el 5% de hombres con
ERC estadio 5 tuvieron al menos una fractura®.

Acompanando al sexo, la edad también fue diferente
entre los pacientes con deterioro 6seo, 10 afios mas, si-
milar a los datos del estudio DOPPS?®. Sin embargo, Ma-
ravic et al. demostraron que las mujeres en dialisis que
presentan fractura de cadera son mas jévenes con res-
pecto a la poblacion general?*. Este hecho refuerza el
concepto de que la ERC es un condicionante para des-
arrollar un envejecimiento temprano que incluye el es-
queleto.

En poblacién general y en DP, se ha asociado la co-
morbilidad con el riesgo de fractura?’. Los pacientes que
tuvieron deterioro 6seo presentaron un mayor indice de
Charlson, siendo estos hallazgos prevalentes en hom-
bres.

Por otro lado, la prevalencia de malnutricién en los
pacientes en DP es hasta del 56%?2%. Se ha visto que en
ellos predomina la malnutriciéon proteica como conse-
cuencia de la baja ingesta, la pérdida de proteinas a tra-
vés del liquido de dialisis y el aumento del catabolismo
proteico?’, condicionando a su vez a una enfermedad
6sea adindmica.

En las unidades de didlisis cada vez es mas frecuente el
uso de BIE para evaluar el estado nutricional de nuestros
pacientes. Interesa principalmente la masa magra, ya que
es conocida la asociacion entre sarcopenia y osteoporosis,
llamada "sarco-osteoporosis"*’. El riesgo de fracturas es
mayor por el riesgo de caidas que condiciona la debilidad
inducida por la sarcopenia3"?2 Nuestro estudio concuerda
con las investigaciones demostrando que a menor indice
de tejido magro, mayor deterioro 6seo, primordialmente
en hombres. Verschueren et al. estudiaron a 679 hombres,
entre quienes el 11,9% presentaban sarcopenia y un
riesgo 3 veces superior de desarrollar osteoporosis®. Por
ello, seria conveniente incentivar al uso mas generalizado
de mediciones de BIE en las consultas de Nefrologia desde
estadios tempranos de ERC.

En nuestro estudio, el indice de Kauppila elevado en
los pacientes con deterioro 6seo concuerda con el con-
cepto que la “desmineralizacion 6sea se asocia a mine-
ralizacién vascular”. Sin embargo, el indice de Kauppila
no tuvo una contribucién independiente de la edad y el
sexo como posible factor determinante de deterioro
6seo. Tampoco se evidencié una asociacion entre dete-
rioro 6seo y los marcadores de actividad metabélica
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Figura 1. Asociacion de edad y el sexo con factores de riesgo de deterioro éseo en pacientes con ERC5-DP
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Grafico de dispersion. Se muestra la correlacion de la edad y el sexo con A) LDG: granulocitos de baja densidad inmaduros, B) indice de
Charlson, C) LTI, indice de tejido magro, y, D) indice de Kauppila. Cada circulo representa un sujeto de estudio.

Odsea, en consonancia con otros estudios donde solo la
PTH se asoci6 débilmente al riesgo de fracturas en pa-
cientes en dialisis?”3% Curiosamente el Klotho soluble
fue mas alto en quienes tienen deterioro éseo. Aunque
se desconoce con precision el efecto del Klotho en el
hueso, se sabe que la delecion del gen Klotho exclusiva-
mente en los osteocitos, aumenta en lugar de disminuir,
la tasa de formacién 6sea®>%. El impacto de acciones lo-
cales del Klotho soluble es un area de gran interés en ne-
frologia, pero aun con muchas limitaciones debido a la
variabilidad entre los ensayos comerciales disponibles
para cuantificar los niveles circulantes de Klotho. Dadas
las acciones antinflamatorias y antienvejecimiento del
Klotho circulante, seria importante corroborar si los
cambios en los niveles en sangre, influyen favorable-
mente en atenuar acciones leucocitarias que afectan la
propension a deterioro 6seo y CV. En este momento, el
impacto favorable de aumentos en el Klotho soluble en
cuanto a proteccion inmunoldgica, renal y vascular se ha
demostrado solo a nivel experimental.

El status de vitamina D, claramente deficitario, y los
niveles similares de 25-hidroxi-vitamina D entre los pa-
cientes que recibian o no suplementacion, respecto a los
tratados con metabolitos activos, refleja la escasa preo-
cupacion de los nefrélogos respecto a la importancia de
corregir la deficiencia de vitamina D en el enfermo renal,
correccion imposible de alcanzar con la administracion
de vitamina D activa. Los niveles de 25-hidroxi-vitamina D
en los pacientes bajo estos tratamientos, descartan una
posible induccién de la degradacién de la vitamina D nu-

tricional debida a dosis excesivas de la forma activa3’
(tabla 1).

De las subpoblaciones de células inmunes mas comun-
mente usados para valorar dafio vascular, inicamente la
expansion exacerbada de LDG inmaduros LDG CD14-,
CD16-, CD15+ se vinculd con el deterioro 6seo. En el con-
texto de inflamacidn sistémica, se ha demostrado que los
LDG inmaduros LDG CD14-, CD16-, CD15+ son liberados
tempranamente desde la médula ésea a través de vasos
transcorticales cuando hay aumentos en la resorcion 6sea
mediada por osteoclastos®®. Aunque los LDG inmaduros
CD14-, CD16-, CD15+ son una fraccién minoritaria de los
neutroéfilos, en un estudio en 2.586 hombres, los indivi-
duos con menor densidad mineral 6sea (DMO) presenta-
ban un mayor recuento de neutrdéfilos*®, lo que sugiere una
asociacion inversa entre salud 6sea y tasa de granulopo-
yesis. De hecho, Terraciano y colaboradores encontraron
que mujeres postmenopausicas con una DMO baja, pre-
sentaron concentraciones altas en saliva, de un tipo de de-
fensina liberada por neutroéfilos llamada DEFA1%0.

La contribucién de aumentos de LDG inmaduros LDG
CD14-, CD16-, CD15+ circulantes al grado de calcifica-
cién vascular en pacientes en didlisis peritoneal y hemo-
dialisis, demostr6 también la utilidad de mediciones de
los niveles de RNA mensajero de la defensina 3 (DEFA3)
en leucocitos mononucleares circulantes, como un mar-
cador certero de granulopoyesis temprana con expan-
sién de los LDG inmaduros LDG CD14-, CD16-, CD15+3.
Sin embargo, en éste, los niveles de RNA mensajero de
defensina 3 no se asocian a mayor deterioro 6seo.
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LIMITACIONES

La mayor limitacién de este estudio es que el deterioro
6seo no fue evaluado con el patrén de oro, DXA, sino con
la presencia de osteopenia radiolégica y/o fracturas por
fragilidad, siendo la resultante una variable categorica, con
menor capacidad de mostrar una gradacion de efectos.
Ademas, el pequefio tamafio muestral debido a los
criterios de exclusion, si bien es apropiado para deter-
minar efectos precoces y no las interferencias debidas a
otros procesos que alteren la inmunidad, pueden limitar
la cuantificacion real de la influencia de otras variables.

CONCLUSIONES

La contribucién mas importante de este estudio es la de-
mostracidn la utilidad de mediciones de la densidad cir-
culante de LDG inmaduros LDG CD14-, CD16-, CD15+ en
estimar el deterioro 6seo independientemente de la
edad y el sexo del paciente. Esto convierte a los LDG in-
maduros LDG CD14-, CD16-, CD15+ circulantes en un
marcador temprano de alteraciones en el hueso del en-
fermo renal que podrian permitir tomar una actitud pro-
activa tanto en el diagnéstico como en la toma de
decisiones para atenuar su progresion.

Nuestro estudio guarda sincronia con el conocimiento
actual en el que, el deterioro 6seo es mayor en personas de
edad avanzada, de sexo femenino, con un indice de Charl-
son elevado y en quienes tienen menor masa muscular. Por
otra parte, entendemos que puede abrir nuevas vias para
profundizar la investigacion de los mecanismos patogéni-

cos de CKD-MBD en estadios mas tempranos de ERC, con
una muestra mayor de pacientes y utilizando DXA para una
adecuada validacion de estos hallazgos.
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